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Sammendrag

Det gkende antall patogene bakteriestammer som utvikler resistens mot dagens kommersielle
antibiotika er en av de starste truslene mot den globale helsen i var tid. Infeksjonssykdommer
som tidligere kunne behandles med antibiotika har na nesten blitt umulige & behandle, det er
derfor et umiddelbart behov for nye typer antibiotika med nye virkningsmekanismer enn det
som allerede eksisterer pa markedet. Marine invertebrater er utsatt for hgye konsentrasjoner
av bade patogene og ikke-patogene mikroorganismer, og er derfor avhengig av et velutviklet
og robust forsvarssystem som blant annet inkluderer antimikrobielle forbindelser. Marine
invertebrater kan derfor veare en kilde til & finne nye antimikrobielle forbindelser som kan

utvikles til antibiotika.

o o

Malet for denne masteroppgaven var a pavise antibakteriell aktivitet, samt isolere og
karakterisere antibakterielle forbindelser i ulike preparater fra de marine gastropodene;
kongsnegl (Buccinum undatum) og neptunsnegl (Neptunea despecta). Frysetarket biologisk
materiale ble ekstrahert med 60% acetonitril + 2% maursyre, og ekstraktene ble separert i en
vannfase og en organisk fase. Vannfasen ble videre separert med fast fase ekstraksjon pa en
Cis kolonne. Eluatene fra fast fase ekstraksjon og de organiske fasene ble testet for
antibakteriell aktivitet mot Escherichia coli og Corynebacterium glutamicum. Aktive
forbindelser ble videre isolert og innledende Kkarakterisert ved revers-fase hgytrykks-

vaeskekromatografi og hgyopplaselig massespektrometri.

Hey antibakteriell aktivitet ble pavist i flere av ekstraktene (fra begge artene), deriblant
hemocytter, vev og egg (kun B. undatum), der ekstrakter av hemocyttene viste den hgyeste
antibakterielle aktiviteten. Innledende karakterisering med massespektrometri indikerer
tilstedeveerelse av flere ulike antimikrobielle komponenter, blant annet peptider, lipider og

lavmolekylere forbindelser.



Summary

The increased number of pathogenic bacteria that develops resistance towards commercial
antibiotics is one of the most serious threats to the human health worldwide. Infections that
previously could be treated with antibiotics have now become almost impossible to treat, it is
therefore an urgent need to develop new types of antibiotics with different modes of action
than what already exist on the marked. Marine invertebrates are constantly exposed to high
levels of pathogenic and non-pathogenic microorganisms, and therefore rely on a well-
developed and effective immune system which includes antimicrobial compounds. Marine
invertebrates can therefore be a good source for finding new antimicrobial compounds that

can be developed into new antibiotics.

The aim of this master project was to search for antibacterial activity, and isolate and
characterize antibacterial compounds in different tissues of the marine Gastropoda common
whelk (Buccinum undatum) and neptune whelk (Neptunea despecta). Freeze-dried samples
were extracted with 60% acetonitrile containing 2% formic acid and separated into an
aqueous phase and an organic phase. The aqueous phase was further separated with solid
phase extraction on Cig cartridges. The eluates from solid phase extraction and the organic
phases were subsequently tested for antibacterial activity against Escherichia coli and
Corynebacterium glutamicum. Active extracts was further separated and characterized with
high performance liquid chromatography and high-resolution mass spectrometry.

Antibacterial activity was detected in several of the extracts, including hemocytes, tissue and
eggs (B. undatum), where the extracts from the hemocytes showed the highest antibacterial
activity. Initial characterization with mass spectrometry indicates the presence of several
different bioactive components, including peptides, lipids and low molecular compounds.
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1 Innledning

1.1 Antibiotika og resistensutvikling

Antibiotika har gjennom historien veert en av de viktigste bidragsyterne til moderne medisin
(Arias & Murray, 2015), blant annet ved & redusere barnedgdelighet og gke forventet
levealder. Antibiotika er avgjerende for & kunne gjennomfare medisinske behandlinger som
Kirurgi, organtransplantasjon og kreftbehandlinger (Mandal et al., 2014; Rossolini et al.,
2014; Blair et al., 2015). Den gkende bruken av antibiotika har imidlertid fert til en sterk
gkning av antall resistente bakteriestammer, noe som vil si at de ikke lenger er sensitive mot
tradisjonelle antibiotika. Verdens helseorganisasjon (WHO) anser dette som en av de stgrste
utfordringene for den globale helsen (WHO, 2016).

Antibiotika er en fellesbetegnelse pa forbindelser som kan hemme eller drepe
mikroorganismer (Yazdankhah et al., 2013). De fleste antibiotika har begrenset levetid, og
innfgring av nye antibiotika vil over tid selektere for patogene bakteriestammer (Penesyan et
al., 2015). Resistensmekanismer kan variere avhengig av type antibiotika, men involverer ofte
en eller flere av fglgende mekanismer; endre malet for antibiotikumet i bakteriecellen,
enzymatisk modifisering eller degradering av antibiotikumet, eller begrense akkumuleringen
av antibiotikumet inne i bakteriecellen. Antibiotika binder spesifikt til et mal i bakteriecellen
med hgy affinitet og hemmer aktiviteten til malmolekylet. Endring av malmolekylet i
bakteriecellen vil hindre en effektiv binding og dermed motvirke virkningsmekanismen til
antibiotikumet. Modifisering eller degradering av antibiotikumet kan fgre til redusert eller tapt
aktivitet av antibiotikumet. Dette har blitt observert i flere antibiotikaklasser, deriblant -
laktamer der enzymet B-laktamase inaktiverer antibiotikumet ved & hydrolysere B-laktam
ringen. Redusert akkumulering av antibiotika i bakteriecellen kan forega ved to ulike
mekanismer; ved & endre permeabiliteten til legemidlet i bakteriemembranen eller ved aktiv

pumping av legemidlet ut av bakteriecellen (Poole, 2002).

Etter introduksjonen av penicillin tok det kun syv ar fgr halvparten av isolerte stammer av
Staphylococcus aureus var resistente (Penesyan et al., 2015). Det samme har blitt observert
for andre typer antibiotika, der resistente bakteriestammer har blitt isolert i lgpet av relativt
kort tid etter at de var tatt i bruk (figur 1). I 2004 var mer enn 70% av alle patogene
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bakteriestammer resistente mot minst en av antibiotikaene pa markedet (Penesyan et al.,
2015). Antibiotika som tidligere har blitt brukt med gode resultater mot enkelte patogene
bakterier, vil etter hvert miste effektiviteten overfor de samme bakteriene. Det betyr at
infeksjonssykdommer som tidligere har blitt behandlet med antibiotika ikke lenger kan
behandles. Infeksjonssykdommer har pa verdenshasis blitt den nest vanligste dgdsarsaken, og
bare i Europa og USA estimeres det at ca. 50 000 mennesker der arlig pd grunn av
antibiotikaresistente bakterier (von Nussbaum et al., 2006; Arias & Murray, 2015; Blair et al.,
2015).

Innfering av antibiotika

Tetracycline

Chloramphenicol Vancomycin
Streptomycin | Ampicillin
ilfonamid Erythromycin | por Daptomycin
/\ ’
7N V | Linezolid
// \ ‘ ;
/ \ |

1930 1935 1940 1945 1950 1955 1960 1965 1970 1975 1980 1985 1900 1995 2000 2005

e i l | |

Sulfonamides Chloramphenicol Ampicillin Vanclomycm Linezolid

Erythromycin I
Daptomycin

Streptomycin

Tetracycline

Observert antibiotikaresistens

Figur 1. Utvikling av antibiotikaresistens. Oversikt over innfgring (over tidslinjen) og observert resistens
(under tidslinjen) av antibiotika i perioden fra 1930 til 2005. Figuren er modifisert fra Clatworthy et al. (2007).

Penicillin var det farste antibiotikumet som ble innfart som et legemiddel pa begynnelsen av
40-tallet, og var starten pa gullalderen (1945-1965) for forskning og utvikling av antibiotika
(Livermore et al.,, 2011). Senere, da de mye brukte antibiotikaene streptomycin,
kloramfenikol og tetrasyklin ble utviklet, ble det mulig & behandle vanlige
infeksjonssykdommer (Penesyan et al., 2015). Siden 40-tallet har flere ulike typer antibiotika,
bade naturlige og syntetiske, med ulike virkningsmekanismer blitt utviklet og brukt i
behandling av mikrobielle sykdommer. Utviklingen av nye antibiotika har imidlertid stoppet
opp, og nesten alle antibiotikaklassene som brukes i dag ble oppdaget fer 1970. Etter 1970 har
kun tre nye klasser antibiotika nadd markedet; karbapenemer (1985), oxazolidinoner (2000)
og lipopeptider (2003). De fleste nye antibiotikaene pa markedet etter 70-tallet har veert
kjemiske modifiseringer av allerede eksisterende klasser av antibiotika (Butler & Buss, 2006;
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Livermore et al., 2011). Denne tilnermingen vil imidlertid ikke vere ideell for & lgse
problematikken med antibiotikaresistens. Strategien kan gke effektiviteten, men det utsetter
ogsa bakteriene for et begrenset arsenal av antibakterielle strategier (virkningsmekanismer)
(Davies & Davies, 2010; Sperstad et al., 2011).

Et gkende antall patogene bakteriestammer som utvikler resistens mot dagens kommersielle
antibiotika, kombinert med at det ikke har blitt utviklet nye typer antibiotikaklasser, er en av
de sterste truslene mot folkehelsen i var tid (Livermore et al., 2011; Yazdankhah et al., 2013).
Det er derfor et umiddelbart behov for utvikling av nye typer antibiotika med ulik

virkningsmekanisme enn de som allerede eksisterer pa markedet (Butler & Buss, 2006).

1.2 Naturprodukter som kilde til nye antibiotika

Naturen kan veere en god inspirasjon for utvikling av nye antimikrobielle forbindelser med
alternative virkningsmekanismer (Sarker & Nahar, 2012). Bioaktive forbindelser med opphav
fra naturen har veert en viktig kilde for utvikling av legemidler. Et stort antall dyr, planter og
bakterier har blitt undersgkt for innhold av slike forbindelser med mulige applikasjoner innen
farmasgytisk industri (Henkel et al., 1999; Horta et al., 2015). Mennesket har gjennom alle
tider utnyttet naturen for & overleve, blant annet gjennom utnyttelse av naturstoffer til
medisinsk bruk. De eldste skrifter indikerer at naturprodukter ble utnyttet i Mesopotamia helt
tilbake til 2400 f.Kr., der blant annet olje fra seder- og sypress treer, lakris, myrra og
valmueolje ble benyttet som medisiner (Newman et al., 2000; David et al., 2015). WHO
estimerer at 75% av verdens befolkning fremdeles er avhengig av tradisjonell plantebasert

medisin som en del av det primeere helsetilbudet (Sarker & Nahar, 2012).

Produkter med opphav fra naturen kan betegnes som naturprodukter, og inkluderer hele
organismer, deler av organismer, ekstrakter fra organismer eller rene komponenter isolert fra
organismer. | legemiddelsammenheng refererer begrepet ofte til sekundaermetabolitter. Dette
er forbindelser som produseres for a gke overlevelsessjansen, samt & gi den produserende
organismen fordeler utover den umiddelbare overlevelsen (Samuelsson & Bohlin, 2009;
Sarker & Nahar, 2012). Disse sekundaermetabolittene tilhgrer flere ulike kjemiske klasser
inkludert terpener, peptider, alkaloider, steroider og mange uidentifiserte og ikke-
kategoriserte strukturer (Houssen & Jaspars, 2012; Horta et al., 2015). Slike molekyler har

vist seg a vere et godt utgangspunkt for utvikling av nye legemidler ettersom ca. 70% av
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moderne legemidler har opprinnelse fra naturprodukter (Samuelsson & Bohlin, 2009;
Newman & Cragg, 2016). Eksempler pa vellykkede legemidler utviklet fra naturprodukter er
morfin fra valmuen Papaver somniferum (figur 2a), Taxol® fra barken av barlinden Taxus
brevifolia (figur 2b), og Aspirin fra barken av treet Salix alba (figur 2c) (Samuelsson &
Bohlin, 2009; Sarker & Nahar, 2012).

Os_OH

OYO

CHa

Figur 2. Strukturer av tre legemidler utviklet fra naturprodukter. Morfin (a), Taxol® (b) og Aspirin (c)
utvunnet fra naturprodukter. Strukturer er hentet fra henholdsvis Samuelsson & Bohlin (2009), Gray et al.
(2012) og Grabley & Thiericke (1999).

Naturprodukter kan brukes som utgangspunkt for utvikling av nye legemidler pa tre ulike
mater; 1) tas i bruk som legemiddel direkte uten videre modifiseringer, eksempel pa dette er
kreftmedisinen vincristine isolert fra blomsten Catharanthus roseus, 2) ved a gi kjemiske
byggeklosser for syntese av mer komplekse molekyler, eksempel pa dette er diosgenin fra
planten Dioscorea floribunda som er utgangspunkt for videre syntese av flere hormoner, eller
3) ved & indikere nye virkningsmekanismer som utgangspunkt for syntese av nye analoger,

eksempel pa dette er penicillin fra soppen Penicillium notatum (Sarker & Nahar, 2012).

Naturprodukter er ofte mer kjemisk komplekse forbindelser med en stagrre kjemisk diversitet
sammenlignet med syntetiske og semi-syntetiske forbindelser, noe som gir en starre
sannsynlighet for & finne nye typer molekyler. Naturprodukter inneholder ogsa et hgyere
antall kirale sentre, ringstrukturer og hgyere tetthet av funksjonelle grupper slik at de far en
hayere ligandaffinitet og er mer spesifikk til biologiske mal (som generelt ikke oppnas for
syntetiske forbindelser). Forbindelser som har utviklet seg i samspill med deres biologiske
mal gjgr dem spesielt interessante for utvikling av nye legemidler (Butler & Buss, 2006;
Molinari, 2009; Singh & Culberson, 2010; Montaser & Luesch, 2011).



1.3 Antimikrobielle peptider

Antimikrobielle peptider (AMP) kan drepe eller hemme veksten av mikroorganismer og er
derfor ansett som en av de viktigste komponentene i det medfgdte immunforsvaret hos bade
vertebrater og invertebrater. Denne egenskapen utgjar et stort potensial for utvikling av nye
typer antibiotika (C. Li et al., 2008; Guilhelmelli et al., 2014).

AMP karakteriseres ved en kort aminosyresekvens, bestaende av mellom 6-50 aminosyrer.
Den starste gruppen AMP er kationiske og virkningsmekanismen er relatert til den positive
ladningen (Hwang & Vogel, 1998). Den kationiske ladningen farer til at peptidene binder seg
til anioniske strukturer pa bakteriecelleoverflaten via elektrostatiske bindinger. Hos Gram-
negative bakterier antas det at peptidene binder til lipopolysakkarider i den ytre celleveggen,
mens hos Gram-positive bakterier antas det at den elektrostatiske bindingen skjer til
teikonsyre eller lipoteikoinsyre i peptidoglykanlaget (Rana et al., 1991; Vorland et al., 1999).
De fleste AMP er i tillegg amfipatiske i sin aktive form, med bade hydrofile og hydrofobe
domener. Dette medferer at peptidet bade kan binde til lipidkomponenter (hydrofobe) og
fosfolipidgrupper (hydrofile) (Tincu & Taylor, 2004; Bahar & Ren, 2013; Mandal et al.,
2014). De fleste kationiske peptider har som virkningsmekanisme & danne porer i
cellemembranen eller pa andre mater pavirker cellemembranen. Utvikling av resistens mot
kationiske peptider antas & veere mindre sannsynlig ettersom malet er den cytoplasmiske
membranen, bakteriene er da avhengig av & omstrukturere og/eller endre sammensetningen av
lipider i membranen, noe som er en kostbar lgsning for bakterien (Zasloff, 2002; Marr et al.,
2006).

Et eksempel pa et AMP som har vist seg effektivt overfor antibiotikaresistente bakterier er
nisin, isolert fra melkesyrebakterien Lactococcus lactis. Mekanismen til nisin involverer
hemming av peptidoglykan syntesen og dannelse av porer i bakeriemembranen. Blant annet
meticillinresistente Staphylococcus aureus (MRSA) og vankomyecinresistente enterokokker

(VRE) har vist seg a vere sensitive mot nisin (Brumfitt et al., 2002).

Kationiske peptider kan vere spesielt lovende til humant bruk siden disse i liten grad vil
skade eukaryote celler. Cellemembranen til eukaryote celler inneholder mest ngytrale (ikke

ladde) fosfolipider som vil fare til at AMP ikke i like stor grad vil kunne interagere og danne



porer i cellemembranen. Det behgves derfor ofte en hgyere konsentrasjon for a drepe
eukaryote celler sammenlignet med bakterieceller (Ganz & Lehrer, 1999).

1.4 Marin bioprospektering

Havet dekker over 70% av jordens overflate og har en unik biodiversitet med nesten 300 000
kjente arter. Denne diversiteten representerer et enormt potensial for utvikling av nye
legemidler (Pomponi, 1999; Kennedy et al., 2010; Costello et al., 2013). De fleste legemidler
utviklet fra naturprodukter har et terrestrisk opphav. Det marine miljg har til sammenligning
blitt mye mindre utforsket, spesielt arktiske omrader, noe som gir et stort potensial for a finne
helt nye forbindelser i disse omradene (Samuelsson & Bohlin, 2009; Montaser & Luesch,
2011; Cragg & Newman, 2013).

Marin bioprospektering kan defineres som systematisk leting etter biologisk aktive
komponenter og deres gener fra organismer i det marine miljget, med formal & utvikle
kommersielle produkter (Artuso, 2002). Organismer med opphav fra marine miljger mgter pa
flere seeregne fysiske og kjemiske utfordringer sammenliknet med organismer fra terrestriske
habitater. Dette inkluderer variasjon i trykk, salteksponering, lys, pH og tilgang til oksygen
(Horta et al., 2015). For & handtere slike variasjoner, samt unnga a bli spist, infisert av
patogene mikroorganismer eller bli overgrodd, har mange marine organismer utviklet et
kjemisk forsvar bestaende av blant annet sekundaermetabolitter. Det har blitt pavist en rekke
biologiske aktiviteter fra marine organismer inkludert anticancer, antimikrobiell, antioksidant,
antiinflammatorisk og antidiabetes aktivitet (Dunlap & Yamamoto, 1995; Schwartsmann et
al., 2001; Yasuhara-Bell & Lu, 2010; Mayer et al., 2011).

Flere legemidler har blitt utviklet med utgangspunkt i marine sekundaermetabolitter. Fra 1965
til 2015 har mer enn 16 000 marine komponenter blitt isolert og mer enn 300 patenter pa
stoffer med opphav i det marine miljget blitt godkjent (Horta et al., 2015). Per april 2016 var
syv legemidler med opprinnelse fra marine organismer godkjent av FDA (U. S. Food and
Drug Administration) og 24 potensielle legemidler var i fase I, Il eller 111 i klinisk testing
(Mayer, 2016).



1.5 Utfordringer knyttet til utvinning av marine naturprodukter

Antimikrobielle forbindelser fra havet har potensial som ny type antibiotika, men det er ogsa
knyttet en del utfordringer til utvinning av disse naturproduktene. En utfordring med isolering
0og karakterisering av marine naturprodukter er at mange marine organismer kan veere
vanskelig & identifisere. Feil eller ufullstendig taksonomisk bestemmelse kan fare til feil
antagelse om den kjemiske sammensetningen til en organisme, noe som kan gi problemer ved
valg av isoleringsmetode. Korrekt taksonomisk bestemmelse er ogsa essensielt for re-
innsamling av mer materiale for videre analyser (Houssen & Jaspars, 2012).

En annen stor utfordring ved & ta utgangspunkt i naturprodukter er begrensninger i tilgang pa
biologisk materiale. For & kunne gjennomfare prekliniske og kliniske studier, samt
videreutvikling av potensielle legemidler er det ngdvendig med en kontinuerlig tilfarsel av
biomasse. Med andre ord: mer materiale til testing av bioaktivitet. «Supply issue» er en av de
stgrste utfordringene innen utvikling av legemidler fra naturprodukter (Montaser & Luesch,
2011).

De mest aktive komponentene forekommer oftest kun i sma mengder i marine naturprodukter,
noe som gjgr ekstraksjon og isolering utfordrende siden tilstedeverelsen av aktive
komponenter kan vere under deteksjonsgrenser i tester som benyttes (Houssen & Jaspars,
2012). Konsentrasjonen av aktive forbindelser i marine invertebrater er ofte mindre enn 10°%
av vatvekten, noe som gir et lavt utbytte av de aktive komponentene (Sperstad et al., 2011).
Dette krever en hgy biomasse for isolering av de bioaktive komponentene. Et eksempel pa
denne utfordringen er isoleringen av antitumor-forbindelsen spongistatin 4. Fra 2,5 tonn av
den marine svampen Spirastrella spinispirulifera var det kun mulig & isolere 10,7 mg
spongistatin 4. Et annet eksempel er antitumor peptidet dolastatin 10. For & utvinne 1 mg ble
det benyttet nesten 2 tonn av sneglen Dolabella auricularia, en prosess som tok over 10 ar
(Houssen & Jaspars, 2012). Ved sa lave konsentrasjoner av et aktivt stoff er det begrenset
hvor mye av en organisme man kan samle inn uten a pavirke gkosystemet. | tillegg er det

ogsa knyttet en gkonomisk utfordring til dette (Pomponi, 1999).

Andre utfordringer knyttet til isolering av marine naturprodukter er at ekstrakter ofte
inneholder ustabile forbindelser som er sensitive for varme, lys, luft og pH, noe som kan fare

til degradering av de aktive komponentene under isoleringsprosessen (Houssen & Jaspars,
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2012; Sarker & Nahar, 2012). Andre faktorer som kan pavirke oppdagelsen av nye
naturstoffer —er  for  eksempel  sesongvariasjoner, geografiske  variasjoner,
temperaturforandringer, ulike livsstadier, kjgnn og sykdommer. Dette kan gjagre det vanskelig
a re-isolere forbindelser ved henting av mer biomasse (Sperstad et al., 2011). Et eksempel pa
en slik variasjon ble observert ved er isoleringen av et 20 kDa antimikrobielt protein fra
krabben Scylla serrata, der det bioaktive proteinet kun ble isolert fra hannkrabber (Jayasankar
& Subramoniam, 1999). Et annet eksempel pa variasjoner som kan pavirke uttrykket av
bioaktive komponenter er endringer i temperatur, strandkrabben Carcinus maenas gker for
eksempel uttrykket av det antimikrobielle peptidet carcinin ved 5 °C og 20 °C, som er nedre
0g @vre temperaturgrense for denne arten (Brockton & Smith, 2008).

1.6 Marine snegler (Gastropoder)

Snegler (Gastropoda) er en klasse av blgtdyr (Mollusca) og er etter innsekter den nest mest
artsrike klassen av virvellgse dyr og inneholder mellom 40 000-150 000 nalevende arter som
finnes pa land, i ferskvann og i havet (Loker, 2010; Semme, 2016). | Norge finnes det ca. 500
sneglearter hvor de fleste er marine (Hagvar, 1998). Marine mollusker utnyttes i dag blant
annet til humant konsum. Kommersielt hgstes det ca. 10 millioner tonn mollusker arlig, der
muslinger og blekksprut utgjer mesteparten, mens gastropoder utgjer kun ca. 2% av det totale
hgstingsvolumet (Ab Lah et al., 2016).

1.6.1 Anatomi

Gastropoder har en karakteristisk inndeling av kroppen i et hode, en flat fot og en
innvollssekk. De skiller seg fra andre arter av mollusker ved at de indre organene er
asymmetriske (Hagvar, 1998). Generell anatomi til snegler er vist i figur 3. De fleste
sneglearter har et spiralsnodd skall som sneglen kan trekke seg helt eller delvis inn i og
dermed beskytte den myke delen av kroppen. 1 tillegg har de fleste marine snegler operculum
ytterst pa foten som fungerer som et lokk som stenger apningen i skallet nar sneglen er
trukket inn. Den myke delen av sneglen bestar av en flat muskulgs fot som sneglen bruker
som bevegelsesorgan. Snegler har et tydelig avsatt hode ytterst pa foten med ett eller to par
tentakler som brukes som sanseorgan, og gyne som enten sitter ved siden av eller ytterst pa
tentaklene. Pa undersiden av hodet har gastropoder en munn med en raspetunge (radula).
Denne tannlignende strukturen bruker sneglene til & raspe opp mat. Pa oversiden av foten

ligger innvollssekken som blant annet inneholder fordeyelse-, sirkulasjon-, respirasjon- og
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formeringsorganer som oftest er kveilet opp i en spiralform. Snegler har et apent
sirkulasjonssystem som vil si at blodveaesken (hemolymfen) flyter fritt fra hjertet og ut i
kroppshulen, og har direkte kontakt med vev og organer istedenfor & vaere omkranset av
blodarer (Lindner, 1976; Hagvar, 1998). Gastropoder deles inn i tre underklasser basert pa om
de har lunger eller gjeller og plassering av disse; lungesnegler (Pulmonata), forgjellesnegler
(Prosobranchia) og bakgjellesnegler (Opistobranchia) (Hagvar, 1998).

@yne N Gjelle
Tentakler —
Operculum

Munn

Radula Fot

Nerveledning

Figur 3. Taksonomisk inndeling av gastropoder. Figuren illustrerer en forgjellesnegl, der ulike bestanddeler
av sneglen er merket. Figuren er basert pa Buchsbaum et al. (1987).

1.6.2 Immunforsvar

Snegler er i likhet med andre marine invertebrater avhengig av et godt immunforsvar pa grunn
av det hgye nivaet av bakterier (10° bakterier/ml) og virus (10° virus/ml) som finnes i sjgvann
(Tincu & Taylor, 2004). Marine invertebrater innehar ikke et adaptivt immunsystem
(hukommelsesceller) som vi kjenner fra hgyerestaende dyr, men har i stedet et velutviklet og
robust medfedt immunforsvar. Det medfgdte immunforsvaret involverer bade humoral og
celluleer respons. Celluleer immunitet er mediert av hemocytter (blodceller) som inkluderer
mekanismer som koaguleringsreaksjoner, fagocytose og innkapsling. Humoral immuniteten
involverer hemolymfe-baserte bioaktive forbindelser som blant annet kan vere
antimikrobielle peptider, lektiner og koaguleringsfaktorer som beskytter organismen mot
mikroorganismer. Disse bioaktive forbindelsene produseres som oftest av hemocytter (Miyata
et al., 1989; Tincu & Taylor, 2004; Loker, 2010; Otero-Gonzalez et al., 2010).



1.7 Snegler i ordenen Neogastropoder

Ordenen neogastropoder tilhgrer underklassen forgjellesnegler og er en sveert variert gruppe
snegler bestdende av 20 familier med ca. 16 000 ulike arter. De fleste neogastropoder lever i
havet, mens noen fa lever i ferskvann, der de fleste er rovdyr eller atseletere. Ordenen
inkluderer blant annet undergruppene kongsnegler (Buccinidae), piggsnegler (Muricidae),
valsesnegler (Volutidae) og kjeglesnegler (Conoidea) (Lindner, 1976; Cunha et al., 2009). To

vanlige sneglearter langs norskekysten er neogastropodene kongsnegl og neptunsnegl.
Kongsnegl (Buccinum undatum)

Kongsnegl (Buccinum undatum, Linnaeus, 1758) (figur 4) tilhgrer rekke Mollusca (bletdyr),
klasse Gastropoda (snegle) og orden Neogastropoda. Kongsnegl er utbredt i Europa fra Island
og Nord-Norge til Biscayabukten. Arten er vanlig langs hele norskekysten og rundt de
Britiske gyene. Kongsnegl er en av de starste snegleartene langs kysten og skallet kan bli
opptil 110 mm langt med en skallbredde pa opptil 68 mm. Arten kjennetegnes av et ru
spiralformet skall med spiralsnodde lister med kraftige ribber nedover. Den forekommer pa
bade hard- og blgtbunn fra noen fa meters dyp og ned til 1200 meter (Moen & Svensen,
2008). Kongsneglen er et rovdyr og spiser blant annet bgrsteormer, krepsdyr, muslinger og
atsler (Hagvar, 1998). Det har tidligere blitt pavist antimikrobiell aktivitet i ekstrakter fra
kongsnegl bade mot Gram-positive og Gram-negative bakteriestammer, det er imidlertid ikke

beskrevet hvilke forbindelser som er ansvarlig for bioaktiviteten (Defer et al., 2009).

Taksonomi:

Rekke: Mollusca
Klasse: Gastropoda
Orden: Neogastropoda
Familie: Buccinidae

Genus: Buccinum

Figur 4. Kongsnegl © Erling Svensen.
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Neptunsnegl (Neptunea despecta)

Neptunsnegl (Neptunea despecta, Linnaeus, 1758) (figur 5) tilherer rekke Mollusca (blgtdyr),
klasse Gastropoda (snegle) og orden Neogastropoda. Neptunsnegl er vanlig i store deler av
det nordlige Atlanterhavet og finnes rundt Shetlandsgyene, Island, Arktis og langs hele
norskekysten. De er i hovedsak observert pa blgtbunn fra 10-1200 m dyp. Arten er en av
Norges starste snegler og kan bli opptil 200 mm lang. De kjennetegnes ved markerte og noen
ganger knudrete spiralkjgler (Moen & Svensen, 2008). Det er ikke funnet publisert materiale

som beskriver antimikrobiell aktivitet i neptunsnegl.

Taksonomi:

Rekke: Mollusca
Klasse: Gastropoda
Orden: Neogastropoda
Familie: Buccinidae

Genus: Neptunea

Figur 5. Neptunsnegl © Erling Svensen.

1.7.1 Bioaktive forbindelser fra mollusker og Neogastropoder
Antimikrobielle peptider har tidligere blitt karakterisert fra en rekke marine invertebrater (Lee
et al., 1997; Mitta et al., 2000; Ovchinnikova et al., 2006; Stensvag et al., 2008; Solstad et al.,
2016). Fra mollusker har rundt 20 ulike AMP familier blitt karakterisert der hovedfokuset har
veert pa muslinger. Antimikrobielle peptider i gruppen gastropoder er derimot mindre
undersgkt (Cheng-Hua et al., 2009; Otero-Gonzélez et al., 2010). Antimikrobiell aktivitet i
gastropoder ble farste gang pavist fra glykoproteiner i Aplysia kurodai pa 1980-tallet. Siden
80-tallet har en rekke antimikrobielle forbindelser blitt pavist og karakterisert fra blatdyr,
inkludert glykoproteiner (Yamazaki et al., 1990; lijima et al.,, 2003) og antimikrobielle
peptider (Park et al., 2012; Dolashka et al., 2016; Seo et al., 2016).
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Litteratursgk avdekker at antimikrobielle peptider og proteiner fra orden Neogastropoder i
liten grad er beskrevet tidligere. Fra hemolymfen til piggsneglen Rapana venosa ble flere
prolin-rike peptider med antimikrobiell aktivitet bade mot Gram-positive og Gram-negative
bakterier isolert (Dolashka et al., 2011). Fra samme art ble ogsa proteinene hemocyanin
subunit RvH1-b og RvH1-e isolert fra hemolymfen, men disse viste kun lav antimikrobiell
aktivitet mot den Gram-positive bakterien Staphylococcus aureus (Dolashka et al., 2016).
Peptidet conolysin-mt isolert fra giftkanalen til kjeglesneglen Conus mustelinus har en
cytolytisk virkningsmekanisme, men peptidet viste ogsa lav antibakteriell aktivitet mot
Escherichia coli og S. aureus (Biggs et al., 2007). Peptidet molluskin amplifisert fra cDNA
fra kongsneglearten Bullia vittata, har fysiske og kjemiske likheter med tidligere
karakteriserte bioaktive peptider og kan derfor tenkes & ha antimikrobiell aktivitet (Sathyan et
al., 2012).

I tillegg til antimikrobielle peptider og proteiner har ogsa andre lavmolekylere bioaktive
molekyler blitt isolert fra mollusker, inkludert steroler, terpener, makrolider og
fettsyrederivater, alkaloider (Ichiba & Higa, 1986; Perez et al., 1986; de Nys et al., 1996;
Alam & Thomson, 1998). Fra ordenen neogastropoder har det tidligere blitt isolert en rekke
halogenerte lavmolekyleere bioaktive forbindelser. Fra piggsneglen Dicathais orbita har tre
antibakterielle indol-forbindelser blitt isolert og karakterisert; 6-bromoisatin, tyrindoleninone
og tyriverdin (figur 6). Forbindelsene har vist antibakteriell aktivitet mot bade humane og

marine patogene bakterier (Benkendorff et al., 2000).

0 0
0
/@gﬁ . Br
Br N Br N

6-bromoisatin tyrindoleninone Tyriverdin

Figur 6. Antimikrobielle forbindelser isolert fra neogastropoder. Strukturer til de antimikrobielle beslektede
bromerte forbindelsene 6-bromoisatin, tyrindoleninone og tyriverdin isolert fra den australske purpursneglen
Dicathais orbita. Strukturene er hentet fra Benkendorff et al. (2000).

Fukuyama et al. (1998) isolerte tre antibakterielle indolequinone;(6-methixyindole-4,7-
quinone, 5-methoxyindole-4,7-quinine og 5-methylindole-4,7-quinone) fra piggsneglen
Drupella fragum. Fra piggsneglen Purpura pansa ble den antibakterielle forbindelsen 2,3,4-

trimethyl-5-(4-methyl-cyclohexyl)-2,4 pentadiene karakterisert av Perez et al. (1988). Det er
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tidligere ogsa pavist at umettede fettsyrer isolert fra egg fra neogastropoder innehar
bakterolytisk aktivitet mot marine patogene bakterier. Antibakteriell aktivitet ble blant annet
pavist i palmitoleinsyre (C16:1), oljesyre (C18:1), linolsyre (C18:2) og arakidonsyre (C20:4)
(Benkendorff et al., 2005).

1.8 Bioaktivitetsledet rensing for a finne nye bioaktive

naturprodukter

Utvikling av nye legemidler med utgangspunkt i naturprodukter er en lang og omfattende
prosess som er skissert i figur 7. Bioprospektering involverer flere ulike trinn som starter med
innsamling av biologisk materiale og pavisningen av en «hit», til & definere en «lead» og
videre utvikling av lead i ulike stadier fram til klinisk utprgvning, godkjenning og
kommersialisering. Fokuset i denne oppgaven er pd den innledende forskningen, fra
innsamling og bearbeiding av biologisk materiale til pavisning, isolering og karakterisering av

bioaktive forbindelser.

* Innsamling av biologisk

materiale
Innledende * Ekstraksjon
forskning * Isolering

* Aktivitets testing
* Karakterisering

Identifisering av
en lead * Lead
komponent

* Modifisering/ optimalisering
Utvikling av lead * Utvikling
* Sikre IPR rettigheter (patent)

Preklinisk testing * Dyreforsgk

* Fase |
* Fase Il
* Fase lll

* Legemiddelgodkjenning

* Kommersialisering pa
markedet

Klinisk testing * Fase IV

Figur 7. Skjematisk fremstilling av utviklingsprosessen for et legemiddel fra innsamling av biologisk
materiale til kommersialisering.



Det er tatt utgangspunkt i en bioaktivitetsledet rensestrategi (bioassay-guided purification) for
isolering av bioaktive naturprodukter. Bioaktivitetsledet rensing er en moderne strategi som
forfalger en gitt bioaktivitet ved isolering av aktive forbindelser fra et biologisk materiale
(Sarker & Nahar, 2012). Generelle prinsipper for ekstraksjon, isolering og innledende
karakterisering av antimikrobielle forbindelser fra marine naturprodukter er beskrevet kort i

de neste avsnittene.

1.8.1 Ekstraksjon av naturprodukter

Ekstraksjon er et av de farste stegene for a undersgke den kjemiske sammensetningen til et
naturprodukt. Fer gnskede komponenter kan isoleres ma de farst ekstraheres fra det
biologiske materialet. Ekstraksjonsstrategi bestemmes pa bakgrunn av opphavet til materialet
og hvilke komponenter som @nskes isolert. Ekstraksjonsmetoder kan variere fra enkle
lesemiddelekstraksjoner til mer sofistikerte systemer som bruker trykk, ultralyd, varme og
mikrobglgeenergi (Seidel, 2012). Lasemiddelekstraksjon er en enkel metode som brukes til &
ekstrahere ut sekundaermetabolitter fra et biologisk materiale. Ekstraksjonsmetoden tar ofte
utgangspunkt i homogenisert tgrket materiale for & oppna en gkt overflate i forhold til
losemiddelet. Deretter brukes lgsemidler med @nskede polare egenskaper, etterfulgt av
omrgring, henstand og deretter filtrering eller sentrifugering som gjentas flere ganger. Etter
ekstraksjon dampes lgsemiddelet av fra ekstraktet ved temperaturer under 35 °C for & unnga
degradering av komponentene. Dette er en enkel metode som krever lite utstyr, men som til
gjengjeld krever relativt mye energi for & dampe av lgsemiddel. Denne metoden er derfor ikke
egnet i en industriell sammenheng (Bugni et al., 2010; Houssen & Jaspars, 2012; Seidel,
2012).

1.8.2 Bioaktivitet screening

Malet med bioaktivitetsledet rensing er a falge aktive forbindelser i fraksjoner og pavise
bioaktivitet. Det er derfor viktig at ekstraktene testes mellom hvert rensesteg for a identifisere
fraksjoner med gnsket bioaktivitet og samtidig ekskludere de fraksjonene som er uten
bioaktivitet. | «bioassay» brukes biologiske systemer for & detektere aktivitet, for eksempel
antibakteriell, antiviral, anticancer og antidiabetes aktivitet. Det er ingen begrensning i antall
bioassay som det biologiske materialet kan testes mot, men begrensningen ligger ofte i
mengden tilgjengelig materiale, konsentrasjon av aktive forbindelser og deteksjonsgrensen i
assay. Antibakteriell aktivitet kan undersgkes in vitro pa laboratoriet ved a blande bakterier og
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test-fraksjoner, og deretter se pa graden av veksthemning opp mot positive og negative
kontroller (Sarker & Nahar, 2012).

1.8.3 Kromatografisk separasjon

Kromatografisk separasjon separerer komponenter i en prgve pa bakgrunn av stoffenes
fysiske eller kjemiske egenskaper som for eksempel ladning, sterrelse, polaritet eller
isoelektrisk punkt. Veeskekromatografisk separasjon baserer seg pa at komponentene i praven
fordeler seg med ulik affinitet mellom to faser, en mobilfase og en stasjonarfase. Mobilfasen
transporteres gjennom stasjonzrfasen og forbindelser med hgy affinitet til mobilfasen vil
elueres ut farst, mens forbindelser med hgyere affinitet til den stasjonaere fasen vil eluere ut
senere. Forbindelser med lignende egenskaper oppnar lignende eluering og havner i samme

eller nzrliggende fraksjoner (Janson & Jonsson, 2012).

Ved separasjon av naturprodukter er det vanlig a benytte revers-fase vaeskekromatografi (RP-
LC) for separasjon. | RP-LC vil stasjonarfasen besta av et upolart materiale, for eksempel
Cio- eller C1g- materiale, og en mobilfase som kan endres fra hydrofil til hydrofob karakter.
Dette medfarer at hydrofile forbindelser elueres ut farst, og etter hvert som mobilfasen gker
til mer hydrofob karakter, vil mer lipofile forbindelser eluere ut (Bugni et al., 2010; Latif &
Sarker, 2012).

Fast fase ekstraksjon (SPE)

Fast fase ekstraksjon (SPE) er en lavtrykksveaeskekromatografisk metode som brukes for &
grovseparere og oppkonsentrere prgvene etter deres kjemiske eller fysiske egenskaper.
Pravene settes pa en kolonne (stasjonzrfase) og retarderte forbindelser elueres stegvis ved a
endre karakteren til mobilfasen. Raekstraktet, for eksempel fra lgsemiddelekstraksjon,
inneholder en blanding av mange ulike komponenter. De bioaktive forbindelsene er ofte i lave
konsentrasjoner, noe som gjgr det utfordrende & isolere tilstrekkelig av de aktive
komponentene slik at de kan detekteres (Sarker & Nahar, 2012). SPE vil gke sannsynligheten
for deteksjon av bioaktive forbindelser og skille de aktive stoffene med hensyn pa polaritet fra

andre bestanddeler i réekstraktet.

Dette er spesielt viktig ved arbeid med marine prgver siden disse har et hgyt saltinnhold som

ma fjernes far aktivitetstestingen for a unnga falske positiver (Houssen & Jaspars, 2012).
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Haytrykks-vaeskekromatografi (HPLC)

Preparativt hgytrykks-veeskekromatografi (prep-HPLC) er en separeringsteknikk som brukes
for a separere enkeltforbindelser i komplekse prgver. Molekylene blir separert pa bakgrunn av
deres kjemiske egenskaper i forhold til mobil- og stasjonzrfasen pa samme mate som i fast
fase ekstraksjon. Forskjellen mellom prep-HPLC og andre kromatografiske metoder uten hgyt
trykk er partikkelstgrrelsen pa materialet i den stasjonzre fasen. Vanlig partikkelstarrelse i en
prep-HPLC kolonne er 3-10 pm, noe som gir stor evne til & separere komponenter i en
lgsning. Et prep-HPLC system bestar i hovedsak av en injeksjonsenhet, en pumpe som
blander og pumper mobilfasene gjennom en kolonne (med stasjonarfase), en detektor, en
fraksjonssamler og et datasystem (figur 8) (Latif & Sarker, 2012).

| ‘ i isample [ ]
[] [ 'h'h
e Injector Detector
pump
HPLC column

i

Fraction collector

HPLC
solvent

Figur 8. lllustrasjon av et preparativt HPLC-system. Prep HPLC-system bestdende av en pumpe,
injeksjonsenhet, kolonne, detektor, fraksjonssamler og datasystem. Figuren er modifisert fra Czaplicki (2013).

Mobilfasen pumpes kontinuerlig gjennom stasjonzrfasen, og det er vanlig a benytte en
mobilfase-gradient. Dette vil gi bedre separasjon av forbindelsene fremfor en trinnvis eluering
som er vanlig & benytte i for eksempel SPE. Eluerte forbindelser gar via en detektor som
detekterer forbindelsene som «topper» i et kromatogram, noe som bade gir en kvalitativ og
kvantitativ informasjon om forbindelsene i ekstraktet. En av de mest brukte detektorene i
prep-HPLC er UV-Vis DAD (ultraviolet-visible diode array detector), som detekterer
forbindelser som absorberer lys i det ultrafiolette-synlige spekteret (200-600 nm). Detektoren
kan enten stilles inn pa en bestemt bglgelengde eller absorbere lys over flere bglgelengder
samtidig (Latif & Sarker, 2012). En annen detektor som er vanlig & benytte ved prep-HPLC er
RI (refractive index) detektor. RI detektoren maler brytningsindeksen til komponenter som

elueres ut av kolonnen i forhold til mobilfasen. Ulempen ved en RI detektor er at den kun kan

16



benyttes ved bruk av en konstant mobilfase (isokratisk). Etter separasjon og deteksjon av
forbindelser samles fraksjoner opp ved bruk av en fraksjonssamler (Latif & Sarker, 2012).

1.8.4 Massespektrometri

Massespektrometri (MS) er en analytisk metode som brukes for & detektere og identifisere
molekylvekten til ukjente komponenter ved a ionisere og deretter separere og detektere ionene
etter deres masse-til-ladnings (m/z) forhold. MS er en sensitiv metode som kan detektere ned
til mikrogram av en ukjent komponent. Metoden er derimot avhengig av at komponentene lar
seg ionisere for at de skal detekteres, forbindelser som ikke lar seg ionisere kan dermed ikke
pavises med MS (Houssen & Jaspars, 2012).

Massespektrometri bestar i hovedsak av fem ulike deler; et inntakssystem, en
ioniseringskilde, en masseanalysator, en detektor og et datasystem som illustrert i figur 9.
Praven overfares i prinsippet farst til gassform, og deretter ioniseres molekylene. loniseringen
kan enten resultere i positivt eller negativt ladede forbindelser. Til slutt separeres og
detekteres de ladede ionene i henhold til forholdet mellom deres masse og ladning (m/z) (de
Hoffmann & Stroobant, 2007).

Vakuum

loniseringskilde [ Masseanalysator ] [ Detektor [ Datasystem

Figur 9. lllustrasjon av hovedkomponenter i et massespektrometer. Massespektrometri bestdende av en
innfaringsenhet, ioniseringskilde, masseanalysator, detektor og dataenhet som kan bearbeide signaler. Deler av
MS systemet er under konstant vakuum (illustrert med en sirkel). Figuren er basert pA Watson & Sparkman
(2008).

Innfgring av
prove

Det finnes en rekke ulike typer ioniseringsmetoder som kan benyttes. Elektrospray ionisering
(ESI) er en av de vanligste som brukes for & undersgke peptider/proteiner. Prgven pumpes
gjennom et kapiller med et elektrisk felt som produserer ladede «draper». Disse drapene
fordampes ved hjelp av hgy temperatur og vakuum til mindre og sterkt ladede draper som til
slutt resulterer i ioniserte forbindelser. Ladningen pa molekylene er enten positiv eller
negativ, alt etter hvilken ESI-modus som benyttes (de Hoffmann & Stroobant, 2007; Kebarle

& Verkerk, 2009).
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En masseanalysator separerer deretter ionene etter deres masse-til-ladning forhold gjennom
anvendelse av et elektrisk og et magnetisk felt. Det finnes flere ulike typer masseanalysatorer,
en av disse er quadrupole (Q). En quadrupole bestar av fire staver som er arrangert parallelt
med retningen pa ionestremmen. Motstaende staver kobles sammen med en likespenning og
en radiofrekvens, som gir et oscillerende elektrostatisk omrade mellom stavene. Avhengig av
likespenningen og radiofrekvensen vil kun ioner med spesifikke m/z-verdier passere gjennom
det elektriske feltet og videre til detektoren (Lampman et al., 2010). En annen type
masseanalysator er Time-of-flight (TOF). TOF separerer molekyler og maler m/z basert pa
tiden ionene bruker fra ioniseringskilden til detektoren gjennom et rgr (flight tube). lonene
tvinges gjennom flight tube ved bruk av et hgyt akselerasjons potensial (V). Tiden ionene
bruker fra ioniseringskilden til detektoren avhenger av massen og ladningen til molekylet

siden lengden pa flight tube og spenningen (V) holdes konstant (Downard, 2004).

Etter separasjon av ioner i masseanalysatoren gar ionene til detektoren som detekterer m/z-
verdier og forekomsten av ionene. Et datasystem integrerer og overfarer disse signalene og

illustrerer dette i et massespekter (de Hoffmann & Stroobant, 2007).

1.8.5 Dereplikering

Dereplikering er en hurtig identifisering av allerede kjente komponenter og har blitt en viktig
del av screening etter nye naturprodukter. Metoden brukes for a pavise tidligere kjente
forbindelser, for pa et tidlig stadium kunne holde et fokus pa karakterisering av nye
forbindelser eller bioaktiviteter. Dereplikering kan utfgres gjennom hele isoleringsprosessen,
og bestar ofte av en kombinasjon av flere ulike metoder, som seperasjon, spektrometrisk
deteksjon og databasesgk. Metoder som HPLC koblet med UV-Vis DAD detektor og
massespektrometri kan gi viktig informasjon fer selve isoleringsprosessen starter. Disse
teknikkene kombinert med databasesgk kan gi en rask avklaring pa om forbindelsen er
beskrevet tidligere (Corley & Durley, 1994; Bradshaw et al., 2001).
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1.9 Mal for oppgaven

Hovedmalet i dette studiet er & pavise tilstedeverelse av antibakterielle komponenter med et
fokus pa antibakterielle peptider i de to marine gastropodene kongsnegl (Buccinum undatum)
og neptunsnegl (Neptunea despecta), samt a utfgre innledende karakterisering av de aktive

forbindelsene.

Hypotesen er at disse organismene produserer antibakterielle forbindelser siden de lever i
omrader med hgyt innhold av mikroorganismer, slik at de er avhengig av et effektivt
antibakterielt forsvar som beskytter dem mot patogene bakterier.

For 4 teste hypotesen ble fglgende delmal satt opp:

e Pavise antibakteriell aktivitet i ulike ekstrakter av de to snegleartene.

e Isolere antibakterielle forbindelser ved & benytte kromatografiske teknikker og falge
aktiviteten i fraksjoner.

o Karakterisere og identifisere forbindelser i aktive fraksjoner ved hjelp av

massespektrometri.
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2 Materialer og metoder

2.1 Studiedesign

Antibakterielle forbindelser fra kongsnegl og neptunsnegl ble studert ved metoder illustrert i
flytdiagrammet i figur 10. Frysetgrket biologiske materiale ble ekstrahert og grovseparert ved
lesemiddelekstraksjon og fast fase ekstraksjon (SPE). De organiske fasene og SPE-eluatene
ble videre testet for antibakteriell aktivitet. Aktive fraksjoner ble separert med revers-fase
haytrykks-veeskekromatografi (RP-HPLC), og HPLC-fraksjoner ble testet for antibakteriell
aktivitet. Aktive fraksjoner ble videre analysert med hgyopplgselig massespektrometri (HR-
MS) for innledende karakterisering av aktive forbindelser.

Innsamling av dyr og prgveopparbeiding

l, Frysetarking

Lasemiddelekstraksjon (60% ACN med 2% FA)
l Faseseparasjon

Vannfase Organiskfase

Fast fase ekstraksjon

1

10%
& oo e
40%
= oor uat ﬂ ¢
80%
= o oua
—

Antibakteriell screening

-
-

RP-HPLC

|-|

HR-MS (ESI-QToF)

Figur 10. Flytdiagram over metoder benyttet i oppgaven. Prinsippene for metodene er delvis omtalt i
innledningen.



2.2 Materialer

2.2.1 Kjemikalier og medier

Acetonitril HPLC-grade > 99,9%, maursyre 98%, trifluoreddiksyre 99% og glyserol > 86%
var fra Sigma-Aldrich (Steinheim, Tyskland). Vann LC-MS Chromasolv® og acetonitril LC-
MS Chromasolv® var fra Honeywell (Rolle, Sveits). Oksytetrasyklinhydroklorid > 95% var
fra Calbiochem (California, USA). Milli-Q vann ble produsert av vannrenseutstyr fra
Millipore Corp. (Massachusetts, USA).

Medier benyttet i oppgaven er tillaget ved Norges Fiskerihggskole. Mueller Hinton (MH)
medium ble laget av 21 g/l Mueller Hinton (Becton Dickinson, Le Pont de Claix, Frankrike) i
Milli-Q vann. Mueller Hinton (MH) agar ble laget av 21 g/l Mueller Hinton og 20 g/l agar
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Tyskland) i Milli-Q vann.

2.2.2 Bakterier

Bakterier benyttet til antibakteriell testing var den Gram-negative bakteriestammen
Escherichia coli (ATCC 25922) og den Gram-positive bakteriestammen Corynebacterium
glutamicum (ATCC 13032). Stamkulturer av bakteriestammene ble oppbevart ved -80 °C i en

stamlgsning bestdende av 20% glyserol og 80% MH-medium.

2.2.3 Biologisk materiale
Levende organismer av sneglene kongsnegl (n=33) og neptunsnegl (n=14) ble samlet inn med
teiner av R/V Hyas utenfor kysten av Tromsg i februar 2016. Dyrene ble oppbevart i tanker

med sirkulerende sjgvann uten foring frem til prgvetaking i perioden februar til april 2016.

2.3 Prgvetaking

Hemolymfe ble tappet ut av foten pa sneglene ved bruk av en 19G, 1%, 1,1 x 40 mm kanyle
(BD Microlance, Drogheda, Irland) og deretter oppbevart pa is. Hemolymfen ble sentrifugert
ved 4000 rpm (Multifuge 1S-R Heraeus, Thermo Scientific, Osterode, Tyskland) ved 4 °C i
20 minutter for a separere hemocyttene fra plasma (cellefri hemolymfe). Under tapping av
hemolymfen slapp sneglen en blank veaske (exudat) som ogsa ble samlet opp. Noen av
kongsneglene la egg i tankene som ogsa ble undersgkt. Skallet pa sneglene ble deretter fjernet

og sneglene (vev) ble frosset ned hele pa -80 °C.
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Vev, samt plasma, hemocytter, exudat og egg ble deretter frysetarket ved bruk av en VirTis
(SP Scientific, New York, USA) frysetarker. Frysetarkede prever ble oppbevart pa -20 °C

frem til ekstraksjon.
2.4 Ekstraksjon og grovseparasjon

2.4.1 Lgsemiddel ekstraksjon

Frysetarket materiale (tabell 1) ble malt opp ved bruk av en morter og tilsatt 10 x volum (v/w
tarrvekt) (hemocytter fra neptunsnegl ble ekstrahert med 20 x volum) 60% acetonitril (ACN)
med 2% maursyre (FA) og satt til omrgring i 24 timer (200 rpm) pa 4 °C. Supernatanten ble
dekantert og lgsningene som inneholdt vevs-rester ble sentrifugert ved 3000 rpm (Multifuge
1S-R Heraeus, Thermo Scientific, Osterode, Tyskland) i 5 minutter. Videre ble supernatanten
pipettert av og oppbevart pa kjelerom til neste dag. Ekstraksjonene ble gjentatt pa det
resterende materialet med nye 10 x volum (v/w terrvekt) 60% acetonitril med 2% maursyre
over nye 24 timer. Supernatanten ble dekantert og blandet med ekstraktet fra de ferste 24
timers ekstraksjonene. Resterende pellet ble kastet. Ekstraktene ble deretter satt ved -20 °C i
ca. 2 timer for & oppna et effektiv fase-skille. Vannfasene (salt-rik fase, nederst) og de
organiske fasene (ACN-rik fase, gverst) ble separert og overfart til 50 ml Falcon-rgr og
vakuuminndampet med en Scan Speed 40 vakuumsentrifuge utstyrt med en Cooling Trap
kjolefelle (Scanvac, Lynge, Danmark) og en MD 4 membran-vakuumpumpe (Vacuubrand,
Wertheim, Tyskland). Effektiviteten (prosentvis utbytte) av ekstraksjonen ble beregnet.
Vannfasene ble deretter lgst i 1% FA til en konsentrasjon pa 100 mg/ml terrstoff. De

organiske fasene ble fryst inntil aktivitetstesting ble utfart.

Tabell 1. Mengde frysetarket materiale (g) av 33 kongsnegler og 14 neptunsnegler benyttet til
lzsemiddelekstraksjon.

Prgve Kongsnegl (g) Neptunsnegl (g)
Vev 30,03 30,25
Plasma 11,24 2,23
Hemocytter 1,80 0,45
Exudat 3,99 2,86

Egg 30,12
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2.4.2 Fast fase ekstraksjon

Fast fase ekstraksjon (SPE) ble utfert med bruk av en Supelco Visiprep™ SPE Vacuum
Manifold (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) for a fjerne salt fra vannfasen. Det ble tatt i bruk
bade 2 g og 10 g Sep-Pak® Cig SPE kolonner (Waters, Dublin, Irland) avhengig av vekten til
pravene. Kolonnene ble farst kondisjonert med 10/30 ml ACN og ekvilibrert med 10/30 ml
1% FA. Vannfasen ble deretter satt pa kolonnen og ikke-retardert materiale ble vasket ut med
10/30 ml 1% FA og slatt sammen med vaskefasen. Retardert materiale ble stegvis eluert ut
med 10/30 ml 10, 40 og 80% ACN med 1% FA. SPE-eluatene ble deretter overfart til 50 ml
Falcon-rgr og vakuuminndampet. Eluatene blir omtalt videre i oppgaven som 10, 40 og 80%
SPE-eluater.

2.5 Separasjon ved revers-fase hgytrykks-veeskekromatografi

(RP-HPLC)

SPE-eluater ble separert ved bruk av Agilent 218 Purification System (Agilent Technologies,
California, USA) bestdende av en ProStar 410 Autosampler, PrepStar pumpe, 440-LC
fraksjonssamler, 1260 Infinity DAD detektor, og databehandlingsprogrammet OpenLAB
CDS. Det ble brukt en kolonne av typen XBridge™ BEH300 Prep Cig (5 um, 10x250 mm)
(Waters, Dublin, Irland). Detektoren registrerte absorbans av lys med bglgelengder mellom
200-600 nm. Mobilfasene besto av Milli-Q vann og acetonitril, begge med 0,05%
trifluoreddiksyre (TFA), og en flow pd 6 ml/min. Fraksjonssamleren ble programmert til &
samle opp minuttfraksjoner. En oversikt over betingelser som ble benyttet for fraksjonering
av de ulike SPE-eluatene er listet opp i tabell 2.

Tabell 2. Betingelser (gradient og flow) som ble benyttet for separasjon av de ulike SPE-eluatene.

SPE-eluat Lineeer gradient Flow
10% 0-30% ACN over 30 minutter 6 ml/min
40% 5-65% ACN over 60 minutter 6 ml/min
80% 10-80% ACN over 70 minutter 6 ml/min

Aktive HPLC-fraksjoner ble forsgkt opprenset ved a utfgre gjentatte RP-HPLC der toppene

ble samlet for hand. HPLC systemet som ble benyttet til rensing av aktive HPLC-fraksjoner er

produsert av Waters (Waters Associates, Millipore Corp., Massachusetts, USA) og bestar av
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en XBridge® Peptide BEH C1g kolonne (10 pum, 4,6 x 250 mm), 2695 Separations Module og
databehandlingsprogrammet Millennium v 4.00. Detektoren 2996 Photodiode Array
registrerte absorbans mellom 200-600 nm. Mobilfaselgsningene besto av Milli-Q vann og
acetonitril, begge med 0,05% TFA, og det ble benyttet en flow pa 1 ml/min. Eluatene ble
kjart med samme gradient som beskrevet tidligere (tabell 2).

2.6 Karakterisering ved massespektrometri (LC-ESI-MS)

Aktive SPE- og HPLC-fraksjoner ble analysert med veeskekromatografi elektrospray
ionisering  massespektrometri  quadrupole time-of-flight (LC-ESI-MS-Q-TOF) som
innledende karakterisering av de aktive komponentene. LC-ESI-MS systemet er produsert av
Agilent Technologies (Agilent Technologies, California, USA) bestdende av 1290 Infinity,
6540 UHD Accurate-Mass Q-TOF LC-MS med Zorbax Extend Cig kolonne (1,8 um, 2,1 x 50
mm) og databehandlingsprogrammet MassHunter. Mobilfasene besto av vann LC-MS
Chromasolv® og acetonitril LC-MS Chromasolv®, begge med 0,1% FA, og en flow pa 0,4
ml/min ble benyttet. En oversikt over betingelser som ble benyttet for videre karakterisering
av de ulike SPE-eluatene, er listet opp i tabell 3. Det ble benyttet ESI+ mode (deteksjon av

positive ioner).

Tabell 3. Oppsett for LC-MS gradientene som ble benyttet for de ulike HPLC-fraksjonene.

SPE-eluat Lineger Gradient Flow
10% 5-38% ACN over 33 minutter 0,40 ml/min
40% 5-55% ACN over 50 minutter 0,40 ml/min
80% 5-90% ACN over 60 minutter 0,40 ml/min

Rensede fraksjoner ble sendt til Tromsg University Proteomics Platform (TUPP) for
peptidsekvensering ved bruk av LC-MS/MS teknologi og sgkt opp mot sekvensdatabaser.

2.7 Bakteriedyrking

Nedfryste bakteriestammer av E. coli og C. glutamicum ble sadd ut pa Mueller Hinton (MH)
agarplater og inkubert ved romtemperatur i 1-3 dager. Etter inkubering ble platene oppbevart
ved 4 °C i opptil to uker. Etter to uker ble nye bakterier sadd ut fra -80 °C.
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En bakteriekoloni av hver bakteriestamme ble plukket med en steril podenal og overfart til 10
ml sterile dyrkningsrar m/lokk med 5 ml MH-medium. Dyrkningsrgrene ble inkubert med
risting ved 1000 rpm i romtemperatur over natt. Neste dag ble 20 ul av overnattskulturene
overfart til nye sterile dyrkningsrer med 5 ml MH-medium og inkubert ytterligere i 2 timer
ved romtemperatur med risting for a fa kulturene i eksponentiell vekstfase. Bakterietettheten
ble malt med optisk tetthet (OD) ved 600 nm pa et spektrofotometer (BioMate 3, Thermo
Spectronic, New York, USA) og justert til en OD-verdi som har vist seg 4 tilsvare ca. 2,5-3,0
x 10* bakterieceller per ml ved & overfare x pl bakterielgsning til 10 ml MH-medium i

henhold til tabell 4. Denne bakterielgsningen ble videre benyttet i antibakteriell screening.

Tabell 4. Tilpasning av bakteriekonsentrasjon. Forholdet mellom ODgqo 0g volum av kultur i 10 ml som har
vist seg & tilsvare en bakteriekonsentrasjon pé 2,5-3,0 x 10* bakterieceller per ml.

Bakteriekultur i eksponential Bakteriekultur (ul) overfort til
vekst (ODgo) 10 ml MH-medium*
0,003-0,010 20
0,010-0,030 10
0,030-0,075 5
0,750-0,100 4
0,100-0,150 3

*Basert pa kimtallstelling av CFU/ml i 2 timers bakteriestammene fra tidligere ODggo malinger utfart ved NFH.

2.8 Antibakteriell testing

Antibakteriell testing ble utfart i 96 bregnners mikrotiter plater (Thermo Scientific, Roskilde,
Danmark). Til hver brgnn ble det tilsatt 50 ul prevelgsning eller materiale fra HPLC-
fraksjoner og 50 pl bakteriesuspensjon til en sluttkonsentrasjon pd totalt 1,25-1,5 x 10°
bakterieceller/ml i hver brgnn. Milli-Q vann ble brukt som negativ vekstkontroll og

oksytetrasyklin (40 uM) ble brukt som positiv inhiberingskontroll.

Far avlesning ble platene dekket med forseglingsfilm (Thermo Scientific, Roskilde,
Danmark) og det ble stukket hull over hver brgnn for & unnga kondens. Antibakteriell
aktivitet ble registrert ved bruk av EnVision Multilabel Reader (PerkinElmer, Turku, Finland)
over 48 timer ved 35 °C. Prgvene ble automatisk ristet i 15 sekunder fer hver avlesning og

absorbansen ble avlest ved 595 nm hver time. Vekstkurver ble automatisk generert og positiv
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aktivitet ble definert som absolutt (nser 100%) veksthemning sammenlignet med vekstkurve
for negativ kontroll.

2.9 Minste inhiberende konsentrasjon (MIC) assay

Minste inhiberende konsentrasjon (MIC) er definert som den laveste konsentrasjonen av
prevene som ikke gav bakterievekst. Vakuuminndampede praver ble lgst i Milli-Q vann til en
konsentrasjon i henhold til tabell 5 (videre kalt stamlgsning). Praver som ikke lot seg tarke

ble dampet inn s&@ mye som mulig og benyttet direkte som stamlgsning.

Tabell 5. Tilpassing av stamlgsningskonsentrasjon. Konsentrasjoner (mg/ml) tillaget i ulike stamlgsninger for
ekstrakter i forhold til mengde stoff (mg) tilgjengelig etter ekstraksjon.

Mengde prgve (mg) Stamlgsning (mg/ml)*
> 50 40
25-50 20
10-25 10
3-10 5
<3 2,5

*Utgangskonsentrasjoner av stamlgsninger for aktivitetstesting.

Til en 96 brgnners mikrotiter plate (Thermo Scientific, Roskilde, Danmark) ble det i de farste
brennene tilsatt 50 pl stamlgsning og 50 pl Milli-Q vann, og deretter fortynnet syv ganger i
to-folds fortynningsrekke, slik at alle brgnnene til slutt inneholdt 50 pl prevemateriale. Testen

ble videre utfgrt som beskrevet i 2.8.
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3 Resultater

3.1 Utbytte av ekstraksjon av det biologiske materialet

De to marine molluskene kongsnegl og neptunsnegl var utgangsmateriale for tillagning av
ulike preparater fra vev, hemocytter, plasma, exudat og egg (kun fra kongsnegl). Det
biologiske materialet ble ekstrahert med lgsemiddelekstraksjon (60% ACN + 2% FA) som
resulterte i organiske faser og vannfaser. Tarrstoffmengden og utbytte etter

lasemiddelekstraksjonen er fremstilt i tabell 6.

Tabell 6. Utbytte av lgsemiddelekstraksjon av kongsnegl og neptunsnegl. Tarrstoff (g) og utbytte (%) av
startmaterialet av kongsnegl og neptunsnegl for ekstraksjon, samt gjenvunnet materiale i vannfasene og de
organiske fasene.

Type Ekstrakt Kongsnegl Neptunsnegl
materiale
Tarrstoff (g) Utbytte (%) Tarrstoff (g) Utbytte (%)
Vev Utgangsmateriale 30,03 100 30,25 100
Vannfase 5,75 19,14 4,14 13,67
Organisk fase Ikke tart* - Ikke tort* -
Plasma Utgangsmateriale 11,24 100 2,23 100
Vannfase 4,63 41,18 1,25 56,14
Organisk fase 0,99 8,79 0,120 5,38
Hemocytter Utgangsmateriale 1,80 100 0,45 100
Vannfase 0,06 3,44 0,06 13,11
Organisk fase 0,02 1,22 0,002 0,42
Exudat Utgangsmateriale 3,99 100 2,86 100
Vannfase 3,51 87,89 2,31 80,70
Organisk fase 0,44 11,10 0,40 13,88
Egg Utgangsmateriale 30,12 100 - -
Vannfase 4,88 16,20 - -
Organisk fase Ikke tart* - - -

*Materialet lot seg ikke tarke ved vakuumsentrifugering.
- ikke tilgjengelig utgangsmateriale for undersgkelse.

Utbyttet i vannfasene etter lgsemiddelekstraksjonen varierte fra 3% til 88% i begge
organismene. Lavest prosentvis mengde gjenvunnet materiale var i hemocyttene, med absolutt

lavest fra kongsnegl som kun gav et utbytte pa 3,44%, noe som tilsvarer 0,06 g tarrstoff. Det
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hgyeste prosentvise utbytte fra vannfasen var i exudatet fra kongsnegl med 87,89%, noe som
tilsvarer 3,51 g tarrstoff.

Gjenvunnet materiale i de organiske fasene var betydelig mindre enn vannfasene, og utbyttet
varierte fra 0,42% i hemocyttene til 13,88% i exudatet. Det laveste prosentvis mengde
gjenvunnet materiale fra de organiske fasene var i hemocytter fra neptunsnegl med 0,42%
som tilsvarer 0,002 g. Det hgyeste utbyttet ble observert i exudatet med 13,88%, noe som
tilsvarer 0,40 g terrstoff. De organiske fasene fra vev fra begge arter og egg fra kongsnegl lot
seg ikke tagrke fullstendig ved vakuumsentrifugering, terrvekt og utbytte kunne dermed ikke

beregnes.

Vannfasene ble videre ekstrahert med fast fase ekstraksjon (SPE) og retardert materiale ble
stegvis eluert med 10, 40 og 80% ACN (SPE-eluater). Tarrstoffmengden etter fast fase
ekstraksjon er fremstilt i tabell 7. Etter SPE av vannfasene var gjenvunnet materiale betydelig
redusert i alle SPE-eluatene. Det laveste utbyttet ble observert i plasma fra kongsnegl, der
tarrstoffet hadde blitt redusert fra 11,24 g til 0,012 g, noe som tilsvarer et utbytte pa 0,11%.
Det hgyeste utbyttet ble observert i hemocytter fra neptunsnegl, der mengde terrstoff var
redusert fra 0,45 g til 0,05 g, noe som tilsvarte et utbytte pa 5,33%.

Tabell 7. Utbytte av fast fase ekstraksjon av kongsnegl og neptunsnegl. Tarrstoff (mg) i 10, 40 og 80% SPE-
eluatene etter fast fase ekstraksjon av vannfasene.

Type Kongsnegl Neptunsnegl
materiale Torrstoff (mg) Torrstoff (mg)
10% SPE 40% SPE 80% SPE 10% SPE 40% SPE 80% SPE

Vev 123 178 22 111 186 45
Plasma 1 10 1 10 3 1
Hemocytter 1 13 27 3 19 2
Exudat 1 19 1 1 42 7
Egg 33 103 4 - - -

- ikke tilgjengelig utgangsmateriale for undersgkelse.

De organiske fasene og SPE-eluatene fra kongsnegl og neptunsnegl ble videre screenet for

antibakteriell aktivitet mot de to bakteriestammene E. coli og C. glutamicum.
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3.2 Antibakteriell aktivitet i ekstrakter

Den antibakterielle aktiviteten i SPE-eluatene og de organiske fasene ble testet i to-folds
fortynningsrekker mot den Gram-negative bakterien E. coli og den Gram-positive bakterien
C. glutamicum for & bestemme den laveste konsentrasjonen av ekstraktene som hemmet
bakterievekst. Resultatene er fremstilt i tabell 8. P& grunn av relativt lite stoff av noen av
prevene ble ekstraktene testet i ulike utgangskonsentrasjoner. Hemmingsgraden til prgvene
ble vurdert ved & sammenligne vekstkurvene til ekstraktene med positiv og negativ
vekstkontroll.

Antibakteriell aktivitet ble detektert i alle de ulike preparatene med unntak av exudat. Fra vev
ble det registrert aktivitet i alle SPE-eluatene og de organiske fasene fra bade kongsnegl og
neptunsnegl overfor bade E. coli og C. glutamicum. Det mest aktive av disse eluatene var fra
neptunsnegl vev 40% SPE-eluatet med en MIC-verdi pa 0,16 mg/ml mot begge
bakteriestammene. Egg fra kongsnegl viste aktivitet i alle ekstraktene mot begge
bakteriestammene der det mest aktive eluatet var 80% SPE-eluatet med en MIC-verdi pa 0,16
mg/ml mot E. coli og en MIC-verdi pa 0,04 mg/ml mot C. glutamicum. De organiske fasene
av vev og egg fra kongsnegl som ble testet med utgangspunkt i ufortynnet lgsning, viste
aktivitet i alle to-folds fortynningene mot begge bakteriestammene helt ned i en fortynning pa
1/128.

I hemocytt-prevene ble det registrert aktivitet i 10% og 40% SPE-eluater fra begge artene og
organisk fase fra neptunsnegl mot bade E. coli og C. glutamicum. Eluatet med hgyest aktivitet
var neptunsnegl 10% SPE-eluatet med aktivitet i alle fortynningene som ble testet (lavest
konsentrasjon testet var 0,01 mg/ml). | plasma ble antibakteriell aktivitet kun detektert mot C.
glutamicum i 40% SPE-eluatet fra kongsnegl. | de organiske fasene fra sneglene, var 40%
SPE-eluatet fra kongsnegl det mest aktive med en MIC-verdi pa 1,25 mg/ml. Exudat var den
eneste av preparatene som ble testet der antibakteriell aktivitet ikke ble detektert mot de to

bakteriestammene.
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Tabell 8. Antibakteriell aktivitet i SPE-eluatene og de organiske fasene fra kongsnegl og neptunsnegl. Den
antibakterielle aktiviteten ble testet i to-folds fortynningsrekker mot den Gram-negative bakterien E. coli og den
Gram-positive bakterien C. glutamicum. For prgver som lot seg tarke er MIC definert som den laveste
konsentrasjonen (mg/ml) som hemmet bakterievekst.

Type Ekstrakt Antibakteriell aktivitet (MIC; mg/ml)
materiale
Kongsnegl Neptunsnegl
E. coli C. glutamicum E. coli C. glutamicum
Vev 10% SPE 1,25 0,32 0,63 <0,16
40% SPE 1,25 0,32 <0,16 <0,16
80% SPE 0,63 0,16 0,32 0,32
organisk +2 +2 +8 +°
Plasma 10% SPE 0,63 > 0,63 >1,25 >1,25
40% SPE >1,25 1,25 > 0,63 > 0,63
80% SPE > 0,63 > 0,63 > 0,63 > 0,63
organisk >10 10 >10 5
Hemocytter 10% SPE 0,32 0,08 <0,01 <0,01
40% SPE 2,5 2,5 1,25 1,25
80% SPE >5 >5 > 0,63 > 0,63
organisk >25 >25 0,04 0,16
Exudat 10% SPE > 0,63 > 0,63 > 0,63 > 0,63
40% SPE >2,5 >2,5 >5 >5
80% SPE > 0,63 > 0,63 >1,25 >1,25
organisk >10 >10 >10 >10
Egg 10% SPE 1,25 0,32 - -
40% SPE 1,25 0,16 - -
80% SPE 0,16 0,04 - -
organisk +2 +2 - -

- Ikke tilgjengelig materiale for testing.

+% Ekstraktene lot seg ikke tarke ved vakuumsentrifugering og konsentrasjonen kunne ikke beregnes. Ekstraktet
testet i ufortynnet lgsning viste aktivitet i 7 x to-folds fortynning som tilsvarer en fortynning pa 1/128.
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Vekstkurven for E. coli etter tilsetning av kongsnegl vev 40% SPE-eluatet i ulike
konsentrasjoner er vist i figur 11. Bakterieveksten ble fullstendig hemmet ved 1,25 mg/ml
etter 24 timers inkubering. En konsentrasjon pa 0,63 mg/ml gir en forsinket bakterievekst,

mens 0,32 mg/ml ikke gir noen effekt sammenlignet med vekstkontrollen.
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Vekstkontroll — -=1,25mg/ml — - =0,63 mg/ml ------- 0,32 mg/ml Positiv inhiberingskontroll

Figur 11. Antibakteriell aktivitet i kongsnegl vev 40% SPE-eluatet. Eluatet ble testet mot E. coli dyrket i
MH-medium. Optisk tetthet (595 nm) ble avlest hver time i 24 timer. Vekstkontrollen besto av en bakteriekultur
med 1,25-1,5 x 10* bakterieceller/ml ved starttidspunkt. Positiv inhiberingskontroll var oksytetrasyklin (40uM),
kongsnegl vev 40% SPE-eluatet ble testet i konsentrasjonene 1,25 mg/ml, 0,63 mg/ml og 0,32 mg/ml.

Vekstkurver for E. coli etter tilsetning av kongsnegl egg 80% SPE-eluatet i ulike
konsentrasjoner er vist i figur 12. Bakterieveksten ble fullstendig hemmet ved 0,16 mg/ml

etter 24 timers inkubering, mens 0,08 mg/ml gir en forsinket bakterievekst.
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Figur 12. Antibakteriell aktivitet i kongsnegl egg 80% SPE-eluatet. Eluatet ble testet mot E. coli dyrket i
MH-medium. Optisk tetthet (595 nm) ble avlest hver time i 24 timer. Vekstkontrollen besto av en bakteriekultur
med 1,25-1,5 x 10* bakterieceller/ml ved starttidspunkt. Positiv inhiberingskontroll var oksytetrasyklin (40pM),
kongsnegl egg 80% SPE-eluatet ble testet i konsentrasjonene 0,16 mg/ml, 0,08 mg/ml og 0,04 mg/ml.
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Med utgangspunkt i antibakteriell aktivitetsdata og mengde tilgjengelig testmateriale ble
kongsnegl vev 40% SPE-eluatet og egg 80% SPE-eluatet, og neptunsnegl vev 40% SPE-
eluatet og hemocytter 10% SPE-eluatet, tatt videre til isolering og innledende karakterisering
av aktive komponenter med RP-HPLC og LC-ESI-MS.

3.3 Isolering og innledende karakterisering av aktive

komponenter

De fire SPE-eluatene valgt ut for videre undersgkelser ble fraksjonert med prep RP-HPLC.
HPLC-fraksjoner som viste innhold av forbindelser (absorbans ved bglgelengde 220 nm), ble
re-testet for antibakteriell aktivitet mot E. coli og C. glutamicum. Aktive RP-HPLC-fraksjoner
ble videre undersgkt med LC-ESI-MS som en del av den innledende karakteriseringen.
Kongsnegl egg 80% SPE-eluatet og neptunsnegl hemocytter 10% SPE-eluatet ble pa grunn av
lite tilgjengelig testmateriale undersgkt direkte pa LC-ESI-MS. Resultatene fra innledende

karakterisering er presentert enkeltvis for hvert eluat i de neste avsnittene.

3.3.1 Neptunsnegl - 40% SPE fra vev

For & identifisere bioaktive komponenter fra neptunsnegl vev 40% SPE-eluatet, ble eluatet
fraksjonert med RP-HPLC med en linear gradient bestaende av 5-65% ACN i mobilfasen,
kjort over 60 minutter pa en Cyg kolonne. Kromatogrammet i figur 13 viser eluerte
komponenter detektert ved 220 nm som ble samlet opp i minuttfraksjoner. Hovedmengden av
komponentene ble eluert mellom 18-50 minutter og ble tatt videre til antibakteriell testing mot
E. coli og C. glutamicum. Fraksjonene med retensjonstider pa 29-42 min og 49 min var aktive
mot E. coli, og minuttfraksjonene fra 26-49 var aktive mot C. glutamicum. De aktive HPLC-
fraksjonene ble testet i ulike konsentrasjoner mot E. coli og C. glutamicum for & bestemme

den mest potente fraksjonen for videre undersgkelser.
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Figur 13. UV-Vis kromatogram (220 nm) av neptunsnegl vev 40% SPE-eluatet fra RP-HPLC og
antibakteriell aktivitet. Utgangsekstraktet ble separert med fast fase ekstraksjon ved & benytte en Sep-Pak® Cg
kolonne og eluert ut med 40% ACN og deretter videre separert ved RP-HPLC ved & benytte en Cyg kolonne. En
lineser gradient pad 5-65% ACN i 60 minutter med en flow pa 6 ml/min ble benyttet. HPLC-fraksjoner som viste
aktivitet mot C. glutamicum og E. coli er indikert med bla og rgde felt. Pilen indikerer fraksjon nr. 39 (kalt Nd-
vev40-f39) som videre ble separert og karakterisert.

Nd-vev40-f39

Fraksjon 39 (38-39 minutter) (Nd-vev40-f39) fra neptunsnegl var en av de mest aktive HPLC-
fraksjonene og ble derfor valgt ut til videre isolering og karakterisering. For & samle inn mer
materiale ble ytterligere to runder med prep RP-HPLC Kjart pa vev 40% SPE-eluatet med
samme betingelser. UV-Vis spekteret av fraksjon 39 er vist i figur 14, der maks absorbans ble
registrert ved 204 nm og 278 nm.
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Figur 14. UV-Vis spekter av fraksjon 39 neptunsnegl vev 40% SPE-eluatet (Nd-vev40-f39). Pilene angir
absorbans topper av fraksjonen ved 204 nm og 278 nm.

HPLC-fraksjonen ble videre analysert med HR-MS for a undersgke renheten og identifisere
komponenter i fraksjonen. MS-spekteret viste innhold av flere komponenter (data ikke vist). |
et forsgk pa a fa en renere prave ble den bioaktive HPLC-fraksjonen 39 videre re-fraksjonert
med RP-HPLC, der nye fraksjoner ble samlet for hand. LC-ESI-MS spekteret av fraksjon 39

(figur 15) viser at en semi-renset fraksjon ble oppnadd etter flere runder med RP-HPLC.
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Figur 15. LC-ESI-MS spekter av fraksjon 39 neptunsnegl vev 40% SPE-eluatet (Nd-vev40-f39). Utsnitt av
m/z-verdier med sammensetningen ([M+nH]™), der M er masse, H er proton, og n er antall positive ladninger.

HR-MS ble brukt til & beregne den monoisotopiske massen til forbindelsene i fraksjon 39.
Figur 16 viser utsnitt av m/z-verdiene relatert til [M+3H]**-ioneklusteret til forbindelsen med
hayest intensitet (forbindelse 1) og figur 17 utsnitt av m/z-verdiene relatert til [M+3H]**-

ioneklusteret til forbindelse 2. Fraksjonen inneholdt fire forbindelser i et 6:2:1:0,5 forhold, der
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de monoisotopiske massene ble beregnet til henholdsvis 4222, 4294, 4708 og 4779 Da. En

oversikt over m/z-verdiene og kalkulerte monoisotopiske masser er angitt i tabell 9.
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Figur 16. HR-MS spekter av m/z-verdiene relatert til [M+3H]**-ioneklusteret til forbindelse 1 i fraksjon 39
neptunsnegl vev 40% SPE-eluatet (Nd-vev40-f39). Den monoisotopiske m/z-verdien 1408,56 ble benyttet til &
beregne monoisotopisk masse.
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Figur 17. HR-MS spekter av m/z-verdiene relatert til [M+3H]**-ioneklusteret til forbindelse 2 i fraksjon 39
neptunsnegl vev 40% SPE-eluatet (Nd-vev40-f39). Den monoisotopiske m/z-verdien 1432,24 ble benyttet til &
beregne monoisotopisk masse.

Tabell 9. Forbindelser detektert med HR-MS i neptunsnegl vev 40% SPE-eluatet (Nd-vev40-f39). Oversikt
over de mest fremtredende forbindelsene detektert i Nd-vev40-f39, med prosentvis fordeling i fraksjonen,
monoisotopiske m/z-verdier ((M+3H]** og [M+4H]*") og kalkulerte monoisotopiske masser (Da).

Forbindelse (% andel i m/z-verdi, som m/z-verdi, som Kalkulert
fraksjonen) tilsvarer [M+3H]3+ tilsvarer [M+4H]* monoisotopisk
masse (Da)
Forbindelse 1 (60%) 1408,56 1056,67 4222,66
Forbindelse 2 (20%) 1432,24 1074,43 4293,70
Forbindelse 3 (10%) 1570,32 1177,98 4707,92
Forbindelse 4 (5%) 1593,99 1195,74 4778,94
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Den semi-rensede fraksjonen Nd-vev40-f39 ble sendt til aminosyresekvensering med bruk av
LC-MS/MS teknologi, men det ble ikke oppnadd sekvensdata.

3.3.2 Neptunsnegl - 10% SPE fra hemocytter

Hoyest antibakteriell aktivitet ble detektert i neptunsnegl hemocytter 10% SPE-eluatet, med
MIC-verdi pa mindre enn 0,01 mg/ml bade mot E. coli og C. glutamicum. Med bakgrunn i lite
tilgjengelig materiale etter aktivitetstestingen ble eluatet undersgkt direkte pa LC-ESI-MS.
Det ble benyttet en Cig kolonne med en linear gradient fra 5-38% ACN over 35 minutter.

Kromatogrammet er vist i figur 18. HR-MS ble brukt for innledende karakterisering av

eluatet.
x10 6
4.2
4
38
36
34
2
’g 3 Nd-hem10-12min
= 28
=2 l
3 24
‘g 22 "
g > {\
c 18
- 1.6 k,‘\’
s A S L e 1L e i Lt ey
1y A
0.8 WMM»MW‘
!

i 2 3 4 5 [} 7 8 9 0 11 12 13 14 15 16 17 {8 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Tid (minutter)

Figur 18. LC-ESI-MS kromatogram av neptunsnegl hemocytter 10% SPE-eluatet. Utgangsekstraktet ble
separert med fast fase ekstraksjon ved & benytte en Sep-Pak® Cyg kolonne og eluert ut med 10% ACN. En linezr
gradient pa 5-38% ACN i 30 minutter med en flow pa 0,40 ml/min ble benyttet. Pilen indikerer fraksjonen som
videre ble karakterisert.

Undersgkelser med LC-ESI-MS viser at eluatet inneholder en hovedkomponent med
retensjonstid pa ca. 11,4 minutter (Nd-hem10-12min), LC-ESI-MS spekteret av forbindelsen
er vist i figur 19.
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Figur 19. LC-ESI-MS spekter av neptunsnegl hemocytter 10% SPE-eluatet 11,4 minutter (Nd-hem10-
12min). Utsnitt av m/z-verdier til tre relaterte ioner med deres sammensetning ([M+nH]™), der M er masse, H er
proton og n antall positive ladninger.

UV-Vis spekteret av Nd-hem10-12min er vist i figur 20, der maks absorbans ble registrert ved

210 nm og 260 nm.
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Figur 20. UV-Vis spekter av neptunsnegl hemocytter 10% SPE-eluatet 11,4 min (Nd-hem10-12min). Pilene
angir absorbans topper av fraksjonen ved 210 nm og 260 nm.

Nd-hem10-12min ble videre undersgkt med HR-MS for & beregne den monoisotopiske
massen til forbindelsen. Figur 21 viser utsnitt av m/z-verdiene relatert til [M+7H]"*-
ioneklusteret til forbindelsen. Den monoisotopisk massen ble beregnet til 4575 Da. En
oversikt over m/z-verdier og kalkulerte monoisotopiske masser er oppgitt i tabell 10.
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Figur 21. HR-MS spekter av m/z-verdiene relatert til [M+7H] *-ioneklusteret til forbindelsen i
neptunsnegl hemocytter 10% SPE-eluatet 11,4 min (Nd-hem10-12min). Den monoisotopiske m/z-verdien
654,63 ble benyttet til & beregne monoisotopisk masse.

Tabell 10. Forbindelser detektert med HR-MS i neptunsnegl hemocytter 10% SPE-eluatet 11,4 min (Nd-
hem10-12min). Oversikt over de mest fremtredende forbindelsene detektert i Nd-hem10-12min, med prosentvis
fordeling i fraksjonen, monoisotopiske m/z-verdier ([M+6H]**, [M+7H]™" og [M+8H]*) og Kalkulerte
monoisotopiske masser (Da).

Forbindelse m/z-verdi, som m/z-verdi, som m/z-verdi, som Kalkulert
tilsvarer [M+6H]®" | tilsvarer [M+7H] ™ | tilsvarer [M+8H] ®* | monoisotopisk
masse (Da)
Forbindelse 1 763,57 654,63 572,93 4575,37

3.3.3 Kongsnegl - 40% SPE fra vev

For a identifisere bioaktive komponenter fra kongsnegl vev 40% SPE-eluatet, ble eluatet
fraksjonert med RP-HPLC med en linezr gradient bestdende av 5-65% ACN i mobilfasen,
kjert over 60 minutter pa en Cyg kolonne. Figur 22 viser eluert materiale detektert ved 220 nm,
samlet opp i minuttfraksjoner. Hovedmengden av komponentene i eluatet ble eluert mellom
15-45 minutter og fraksjoner fra dette omradet i kromatogrammet ble testet for antibakteriell
aktivitet. Ingen av fraksjonene viste antibakteriell aktivitet mot E. coli, men fraksjonene 29-31
og 37-42 viste antibakteriell aktivitet mot C. glutamicum. De aktive fraksjonene ble videre
undersgkt med HR-MS.
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Figur 22. UV-Vis kromatogram (220 nm) av kongsnegl vev 40% SPE-eluatet fra RP-HPLC og
antibakteriell aktivitet. Utgangsekstraktet ble separert med fast fase ekstraksjon ved & benytte en Sep-Pak® Cyg
kolonne og eluert ut med 40% ACN og deretter videre separert ved RP-HPLC ved a benytte en Cyg kolonne. En
lineser gradient pa 5-65% ACN i 60 minutter med en flow pa 6 ml/min ble benyttet. HPLC-fraksjoner som viste
aktivitet mot C. glutamicum og E. coli er indikert med bl og rade felt.

Innledende karakterisering med LC-ESI-MS avdekket flere forbindelser i de aktive HPLC-
fraksjonene, de mest fremtredende forbindelsene i de ulike HPLC-fraksjonene er oppsummert
i tabell 11. Detekterte lavmolekylaere forbindelser hadde monoisotopiske masser pa mellom
0,5-0,6 kDa, og detekterte hgymolekylare forbindelser hadde monoisotopiske masser pa
mellom 2,9-5,7 kDa.
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Tabell 11. Forbindelser detektert i aktive RP-HPLC fraksjoner fra kongsnegl vev 40% SPE-eluatet.

Tabellen gir en oversikt over kalkulerte monoisotopiske masser (Da) for de mest fremtredende forbindelsene i de
aktive HPLC-fraksjonene fra kongsnegl vev 40% SPE-eluatet.

HPLC- Kalkulerte monoisotopiske
fraksjon masser (Da)

29 588,95 + 512,27
30 552,30 + 5662,48
31 489,79 + 463,92
37 4313,35 + 4340,25
38 3367,91 + 4341,34
39 3395,89

40 156,97 + 4110,55

41 2251,22 + 506,28

42 3126,58 + 2251,22

Et UV-Vis spekter (figur 23), valgt ut fra en av de aktiv HPLC-fraksjonene, representerer et
typiske UV-Vis spekter for HPLC-fraksjoner der hgymolekylare forbindelser var til stede.

UV-Vis spekteret viser maks absorbans registrert ved 200 nm. De aktive HPLC-fraksjonene
(29-31 og 37-42) ble ikke videre fulgt opp.
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Figur 23. UV-Vis spekter av kongsnegl vev 40% SPE-eluatet. Pilen angir absorbans topp av fraksjonen ner
200 nm.
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3.3.4 Kongsnegl - 80% SPE fra egg

Kongsnegl egg 80% SPE-eluatet var en av de mest aktive eluatene med en MIC-verdi pa 0,16
mg/ml mot E. coli og 0,04 mg/ml mot C. glutamicum. Eluatet ble undersgkt direkte pa LC-
ESI-MS pa grunn av lite tilgjengelig materiale. Det ble benyttet en C5 kolonne med en linezer
gradient pa 5-90% ACN i mobilfasen over 60 minutter. Kromatogrammet er vist i figur 24.

HR-MS ble brukt for innledende karakterisering av aktive komponenter i eluatet.
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Figur 24. LC-ESI-MS kromatogram av kongsnegl egg 80% SPE-eluatet. Utgangsekstraktet ble separert med
fast fase ekstraksjon ved & benytte en Sep-Pak® Cyg kolonne og eluerte ut med 80% ACN. En linezr gradient pa
5-90% ACN i 60 minutter med en flow pa 0,40 ml/min ble benyttet. Pilene indikerer fraksjoner som videre ble
karakterisert.

Bu-egg80-9min

Ved undersgkelse med LC-ESI-MS av kongsnegl egg 80% SPE-eluatet ble det identifisert en
forbindelse med retensjonstid pa ca. 8,5 minutter (Bu-egg80-9min), med en maksimum m/z-
verdi pad 304,77. HR-MS spekter av forbindelsen er vist i figur 25. MassHunter estimerte
molekylformelen til & veere C3HBr3Ns,.
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Figur 25. HR-MS spekter av forbindelsen med m/z-verdien 304,77 fra kongsnegl egg 80% SPE-eluatet 8,5
min (Bu-egg80-9min).

LC-MS/MS spekteret til forbindelsen med m/z-verdi pa 304,77 er vist i figur 26, og
fragmenteringen til forbindelsen er oppsummert i tabell 12. Fragmentene med hgyest
intensitet er fragmentene med m/z-verdiene 304,7746 ("°Br, "Br, ®Br, M*), 225,8558 ("°Br,
81Br, M*-Br) og 144,9396("°Br, M*-2Br).
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Figur 26. LC-MS/MS spekter av forbindelsen med m/z—verdi 304,77 fra kongsnegl egg 80% SPE-eluatet
8,5 min (Bu-egg80-9min).
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Tabell 12. Fragmentering av forbindelsen med m/z-verdi 304,7746 fra kongsnegl egg 80% SPE-eluatet 8,5
min (Bu-egg80-9min) med LC-MS/MS. Tabellen gir en oversikt over m/z-verdiene til fragmentene med hgyest
intensitet, elementsammensetning, teoretiske monoisotopiske masser (Da) og beregnet feilmargin (ppm).

Malt m/z-verdi Fordeling av Br- Element- Teoretisk masse | Feilmargin (ppm)
[M+H] isotoper sammensetning (Da)
[M+H] [M+H]
304,7746 79,79, 81 C3H,BrsN, 304,7764 -0,6
225,8558 79, 81 C3H;Br;N, 225,8565 3,1
196,8464 79,79 C,HBI,N 196,8476 6,1
172,8414 79, 81 CHBr, 172,8425 5,2
144,9396 79 C3H,BrN; 144,9401 3,4
118,9371 79 C,H,BrN 118,9371 0,0
105,9284 79 CHBrN 105,9292 7,6

Bu-egg80-28-36min

Hovedmengden av komponentene i kongsnegl egg 80% SPE-eluatet ble detektert mellom 28-
36 minutter (Bu-egg80-28-36min). UV-Vis spekteret fra Bu-egg80-28-36min (figur 27) viser
maks absorbans ved 200 nm.

200 nm
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Figur 27. UV-Vis spekter av kongsnegl 80% SPE-eluatet 28-36 min (Bu-egg80-28-36min). Pilen indikerer
maks absorbans av fraksjonen nar 200 mn.

For & undersgke forbindelsene i Bu-egg80-28-36min ble m/z-verdiene sgkt opp mot databasen

LIPID MAPS. De ti LC-ESI-MS

mest fremtredende forbindelsene er markert i
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kromatogrammet 1 figur 28 og oppsummert i tabell 13
komponentsammensetning fra databasesgk av m/z-verdiene.
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Figur 28. Forstarret LC-ESI-MS kromatogram fra kongsnegl egg 80% SPE-eluatet 28-36 min (Bu-egg80-
28-36min). De ti mest fremtredende komponentene i eluatet er markert.

Tabell 13. Identifiserte komponenter i toppene eluert ut mellom 28-36 minutter i kongsnegl 80% SPE-
eluatet (Bu-egg80-28-36min). Forbindelsene er nummerert etter rekkefglgen i eluatet, med malt m/z-verdi,
antatt elementsammensetning, antatt komponentsammensetting, teoretisk masse (Da) og beregnet feilmargin
(ppm). Lysofosfatidylcholine (LPC) og lysofosfatidylethanolamine (LPE), komponentsammensetningen er angitt
som (c:n), der (c) indikerer antall karbonatomer og (n) antall dobbeltbindinger i fettsyrekjeden.

Forbindelse Malt m/z- Element- Antatt Teoretisk Feilmargin
nr. verdi [M+H] | sammensetning komponent masse (Da) (ppm)
[M+H] sammensetning [M+H]
1 542,3254 CagHagNO,P LPC 20:5 542,3247 -1,3
2 500,2785 CosHssNO,P LPE 20:5 500,2777 -1,6
3 542,3254 CogHsgNO,P LPC 20:5 542,3247 -1,3
4 500,2785 CosHssNO,P LPE 20:5 500,2777 -1,6
5 454,3300 CooHsgNOgP LPC 14:.0 454,3297 -0,7
6 502,2941 CosHysNOLP LPE 20:4 502,2934 -14
7 520,3410 CoeHs5:NO,P LPC 18:2 520,3403 -1,3
8 496,3409 Co4Hs5:NO,P LPC 16:0 496,3403 -1,2
9 522,3565 Co6Hs3NO,P LPC 18:1 522,3560 -1,0
10 544,3380 CogHs5:NO,P LPC 20:4 544,3403 4,2
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4 Diskusjon

De to marine gastropodene kongsnegl og neptunsnegl ble i denne oppgaven undersgkt for
tilstedeveerelse av antibakterielle forbindelser. Det biologiske materialet ble separert i ulike
preparater (vev/celler/vaesker) og deretter ekstrahert med lgsemiddelekstraksjon og separert i
vannfaser og organiske faser. Vannfasene ble videre separert med fast fase ekstraksjon for a
fjerne salt. Retardert materiale ble stegvis eluert ut med gkende mengde acetonitril (10, 40 og
80%), noe som ga tre SPE-eluater av ulik polaritet fra hvert preparat. SPE-eluatene og de
organiske fasene ble screenet for antibakteriell aktivitet mot den Gram-negative bakterien E.
coli og den Gram-positive bakterien C. glutamicum. Eluater med god antimikrobiell aktivitet
ble videre separert og delvis karakterisert ved bruk av RP-HPLC og LC-ESI-MS. Det ble
pavist antibakteriell aktivitet i flere av ekstraktene, der opphavet til aktiviteten ser ut til &
stamme fra ulike typer komponenter, deriblant peptider, lavmolekyleare forbindelser og

lysofosfolipider.

4.1 Utbytte av ekstraksjon

Kongsnegl og neptunsnegl ble separert i ulike preparater (vev, hemolymfe, hemocytter,
exudat og egg) og ekstrahert ved lgsemiddelekstraksjon (60% ACN + 2% FA). Tidligere har
lesemiddelekstraksjon med 60% ACN tilsatt syre vist seg godt egnet til ekstraksjon av
bioaktive peptider og ikke-peptider fra marine invertebrater (Haug et al., 2002; lijima et al.,
2003; Haug et al., 2004; Tadesse et al., 2008; Solstad et al., 2016). Metoden ble derfor
benyttet som ekstraksjonsmetode i denne oppgaven.

Etter lgsemiddelekstraksjonen var en betydelig mengde av det opprinnelige biologiske
materialet ikke lgst opp, noe som gir et begrenset ekstraksjons-utbytte. Marine ekstrakter er
komplekse lgsninger og bestar av en blanding av forbindelser med ulike kjemiske egenskaper.
| denne oppgaven ble det brukt en ekstraksjonslgsning bestaende av vann og acetonitril, begge
polare lgsemidler. Bruk av kun to lgsemidler kan imidlertid resultere i at ikke alt lgses opp, og
man kan dermed risikere at flere komponenter ikke blir ekstrahert. For & lgse opp en starre
andel av det biologiske materialet kan en kombinasjon av flere lgsemidler med ulike polare
egenskaper benyttes for a ekstrahere ut en stgrre diversitet av komponenter (Seidel, 2012).

Imidlertid vil forbindelser som ikke er lgselig i acetonitril og/eller vann ha et darligere

45



utgangspunkt for medisinsk anvendelse, da de fleste legemidler ma kunne lgses
(transporteres) i et vandig miljg (Savjani et al., 2012).

Lesemiddelekstraktene ble separert i vannfaser og organiske faser, der vannfasene videre ble
separert med fast fase ekstraksjon. Etter lgsemiddelekstraksjonen ble det observert et hgyere
prosentvis utbytte i vannfasene sammenlignet med de organiske fasene for alle ekstraktene.
Etter videre separasjon av vannfasene var gjenvunnet materiale i SPE-eluatene betydelig
lavere sammenlignet med utgangsmaterialet. Det hgye utbyttet i vannfasene og deretter tap av
materiale i SPE-eluatene kan skyldes et hgyt saltinnhold, noe som er forventet i marine
ekstrakter (Houssen & Jaspars, 2012). Fast fase ekstraksjon fjerner salt og andre polare
forbindelser fra ekstraktet og vil dermed gi et redusert utbytte i SPE-eluatene. En del
hydrofobe forbindelser vil ogsa kunne sitte fast pa SPE-kolonnene dersom 80% ACN ikke er

tilstrekkelig for & eluere dem ut, noe som ogsa kan bidra til et redusert utbytte.

Det lave utbyttet som ble observert etter ekstraksjonsprosessene kan medfagre utfordringer
dersom forbindelser skal isoleres og videre karakteriseres. Et lavt utbytte gir et stgrre behov
for & samle inn mer biomasse, som i noen tilfeller kan pavirke gkosystemet negativt (Houssen
& Jaspars, 2012). Ved et lavt ekstraksjonsutbytte ma det derfor vurderes om det er
hensiktsmessig a studere ekstraktene videre. Selv om mulige aktive forbindelser kan
syntetiseres kjemisk eller semi-syntetisk ma strukturen farst bestemmes, noe som krever

tilgang til ytterligere materiale som kan veere en utfordring.

4.2 Antibakteriell aktivitet

De organiske fasene og SPE-eluatene ble screenet for antibakteriell aktivitet med MIC-assay
for & bestemme den laveste konsentrasjonen av ekstraktene som hemmet bakterievekst. Det
ble pavist in vitro antibakteriell aktivitet i alle de ulike preparatene med unntak av exudatene.
Resultatene indikerer derfor tilstedevaerelsen av antibakterielle forbindelser i flere ulike deler
av sneglene, deriblant vev, hemocytter og egg. | kongsnegl ble den hgyeste antibakterielle
aktiviteten detektert i egg 80% SPE-eluatet og i hemocytter 10% SPE-eluatet, i neptunsnegl
ble den hgyeste antibakterielle aktiviteten detektert i hemocytter 10% SPE-eluatet og i vev
40% SPE-eluatet. Siden antibakteriell aktivitet ble pavist i 10, 40 og 80% SPE-eluatene, kan
man anta at det finnes flere ulike aktive komponenter med ulike polare egenskaper som er

opphavet til den observerte aktiviteten.
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Av de to bakteriestammene som ble benyttet i antibakteriell screening var C. glutamicum
generelt den mest sensitive bakteriestammen. Den samme tendensen har tidligere blitt
observert i andre studier av antibakteriell aktivitet mot E. coli og C. glutamicum (Haug et al.,
2002; Haug et al., 2004; Stensvag et al., 2008; Tadesse et al., 2008). Ekstrakter aktive mot
kun C. glutamicum ble derfor vurdert som mindre interessante sammenlignet med ekstrakter
som var aktive mot begge bakteriestammene. Fordelen med a inkludere sensitive bakterier er

at sma mengder av aktive komponenter kan detekteres.

Det er tidligere ikke blitt isolert antimikrobielle forbindelser fra kongsnegl, men antibakteriell
aktivitet har blitt beskrevet. Defer et al. (2009) paviste antibakteriell aktivitet i 40% og 80%
SPE-eluater fra kongsnegl. Organismen ble i sin helhet ekstrahert med syreekstraksjon og fast
fase ekstraksjon, og deretter testet for antibakteriell aktivitet mot et utvalg bakteriestammer. |
likhet med dette studiet ble det pavist god antibakteriell aktivitet bade mot Gram-positive og

Gram-negative bakteriestammer i flere SPE-eluater.

Neptunsnegl viser en generell hgyere antibakteriell aktivitet i ekstraktene som ble undersgkt,
noe som kan indikere at neptunsnegl inneholder mer potente eller flere aktive komponenter.
Det er ikke funnet publisert materiale som beskriver at antimikrobiell aktivitet tidligere er
pavist i Neptunea arter, noe som gjar ekstraktene fra neptunsnegl veldig interessante for

videre undersgkelser av bioaktive komponenter.

Den hgyeste antibakterielle aktiviteten i dette studiet ble pavist i neptunsnegl hemocytter 10%
SPE-eluatet. Det var forventet & finne hgy aktivitet i dette ekstraktet pa bakgrunn av at
hemocytter er en viktig komponent i det medfgdte immunforsvaret hos gastropoder.
Resultatet fra dette studiet underbygger tidligere funn (Hubert et al., 1996; Haug et al., 2002;
Haug et al., 2004), at hemocytter kan inneholde sveert interessante komponenter. Disse
komponentene er det sannsynlig at organismen produserer selv siden de befinner seg i

blodcellene og dermed ikke er utsatt for kontaminering fra omgivelsene.

Kongsnegl og neptunsnegl plasma SPE-eluatene viste kun i liten grad antibakteriell aktivitet.

Tidligere har det blitt pavist antibakteriell aktivitet fra bade plasma og hemocytter fra marine

invertebrater (Hubert et al., 1996; Anderson & Beaven, 2001; Haug et al., 2002; Ganz, 2003;

Dolashka et al., 2011; Qin et al., 2014). Den lave aktiviteten observert i plasma kan skyldes at

det i hovedsak er hemocyttene som inneholder de aktive komponentene i blodet, og ved
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separasjon av hemocyttene vil plasma kun i mindre grad vise antibakteriell aktivitet. Det
samme har blitt observert i andre marine invertebrater, der hemocytter har blitt separert fra
hemolymfen (Hubert et al., 1996; Haug et al., 2002; Haug et al., 2004). Koagulering/utfelling
av hemolymfen under prgvetaking kan gjere det utfordrende a skille plasma og hemocytter,
dermed kan aktivitet pavist i plasma opprinnelig stamme fra hemocyttene (Chisholm &
Smith, 1995). Et lavt utbytte av plasma resulterte i dette studiet til at eluatene kun ble testet i
lave konsentrasjoner, og man kan derfor ikke utelukke at plasma kan veere aktivt ved hgyere

testkonsentrasjoner.

Hgy antimikrobiell aktivitet ble pavist i alle eluatene fra vev fra begge sneglene. Vevet er i
direkte kontakt med det ytre miljget og kan dermed inneholde forbindelser som ikke er
produsert av organismen selv (Sperstad et al., 2011). Det har tidligere ogsa blitt pavist at
snegler kan lagre og oppkonsentrere metabolitter fra dietten som en del av det kjemiske
forsvaret mot mikroorganismer. Disse metabolittene har tidligere gitt opphavet til malt
bioaktivitet i blant annet nakensnegler og sjgharer (Cimino et al., 1983; Pawlik et al., 1988;
Pawlik, 1993; de Nys et al., 1996). Det kan derfor tenkes at den paviste bioaktiviteten kan

veere produsert av andre organismer enn sneglene.

Egg fra kongsnegl viste god antibakteriell aktivitet mot begge bakteriene, der MIC-verdien
varierte fra 0,04-1,25 mg/ml. Egg er i likhet med vev direkte utsatt for omgivelsene og det
kan derfor tenkes at den observerte antibakterielle aktiviteten ikke er produsert av sneglen
selv. | tidligere undersgkelser har det blitt pavist at aktivitet observert i egg har opphav fra
symbiose med mikroorganismer (Gil-Turnes et al., 1989; Gil-Turnes & Fenical, 1992). De
fleste mollusker har imidlertid ikke yngelpleie og det kan derfor tenkes at eggene kan
inneholde komponenter som beskytter dem mot patogene mikroorganismer. Antimikrobiell
aktivitet har tidligere blitt observert i ekstrakter fra flere andre marine mollusker som styrker
hypotesen om at disse forbindelsene er produsert som et forsvar mot mikroorganismer
(Kamiya et al., 1984; Kisugi et al., 1989; Benkendorff et al., 2000; Benkendorff et al., 2001).

Ingen av SPE-eluatene fra exudatene viste antibakteriell aktivitet. Exudatet var en blank
vaeske som sneglene slapp under tapping av hemolymfen og det ble spekulert i om dette
kunne vere en forsvarsmekanisme (utskillelse av bioaktive komponenter). Innsiden av skallet

til sneglen vil imidlertid inneholde en god del sjgvann, og det kan tenkes at exudatene som ble
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frigitt under pragvetakingen i hovedsak besto av dette. Pa grunn av lite utgangsmateriale og et
lavt utbytte etter ekstraksjonene ble eluatene kun testet i lave konsentrasjoner, derfor kan det

ikke utelukkes at ogsa disse har en antibakteriell aktivitet ved hgyere testkonsentrasjoner.

Bioaktive forbindelser kan vare labile og @delegges lett i en renseprosess. | tillegg kan
enzymer, peptider og proteiner kunne degraderes under prgveopparbeidelse. Tilsetning av
enzym-inhibitorer ved prgvetaking kan hindre eventuell degradering. | dette forsgket ble det
ikke tilsatt enzym-inhibitorer til prevene, derfor kan man ikke utelukke at utbytte og aktivitet
har blitt redusert som fglge av enzymatisk degradering. Tilsetting av enzyminhibitorer kan
vurderes ved ytterligere innsamling av mer rastoff for videre undersgkelser av bioaktive

peptider/proteiner i sneglene.

Sneglene ble ikke stimulert far prevetaking og antibakteriell screening, og man kan dermed
anta at uttrykket og/eller produksjon av paviste bioaktive forbindelser er konstant. Disse
forbindelsene kan derfor veere en del av det medfedte forsvarssystemet mot patogene

mikroorganismer.

4.3 Innledende karakterisering av aktive forbindelser

Aktive SPE-eluater ble videre isolert og karakterisert med revers-fase hgytrykks-
vaeskekromatografi (RP-HPLC) og hgyoppleselig massespektrometri (HR-MS). Med
utgangspunkt i antibakteriell aktivitetsdata og mengde tilgjengelig materiale ble vev 40%
SPE-eluatet og egg 80% SPE-eluatet fra kongsnegl og hemocytter 10% SPE-eluatet og vev
40% SPE-eluatet fra neptunsnegl valgt for videre analyser. Enkelte ekstrakter med hgyere

antibakteriell aktivitet ble ikke undersgkt videre pa grunn av lite tilgjengelig materiale.

Neptunsnegl vev 40% SPE-eluatet viste antibakteriell aktivitet i flere av HPLC-fraksjonene
mot bade E. coli og C. glutamicum. Fraksjon 39 (Nd-vev40-f39) var en av de mest aktive av
HPLC-fraksjonene og ble derfor valgt for mer inngaende karakterisering. UV-Vis spekteret av
fraksjon Nd-vev40-f39 viste maks absorbans ved 204 nm og 278 nm, noe som indikerer
tilstedevaerelsen av peptider/proteiner. UV-absorbans mellom 180-220 nm indikerer
tilstedeveerelse av peptidbindinger, mens absorbans av lys mellom 250-300 nm indikerer
tilstedeveerelse av aromatiske aminosyrer som tyrosin, fenylalanin, og spesielt tryptofan
(Liyanage et al., 2014). Tryptofan er en viktig aminosyre for AMP siden aminosyrens

biokjemiske egenskaper tillater den & interagere og dermed trenge inn og/eller perforere
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bakteriemembraner (Bi et al., 2013). Etter ytterligere separering av HPLC-fraksjonen ble en
semi-renset fraksjon oppnadd. HR-MS av den rensede fraksjonen viste en typisk «bjelleforms
pa isotopfordelingen, noe som er karakteristisk for peptider/proteiner (de Hoffmann &
Stroobant, 2007). Beregnede monoisotopiske masser pa de mest fremtredende peptidene i
fraksjonen var henholdsvis 4223, 4294, 4708 og 4779 Da. Differansen i massene mellom de
to farste og de to sisteverdiene er lik 71 Da, noe som kan skyldes innhold av en ekstra alanin i

de starste peptidene.

Forsgk pa a sekvensere peptider i fraksjon 39 med LC-MS/MS var mislykket og gav ingen
resultater. Dette kan skyldes at fraksjonen ikke var ren nok, eller at det var for lite materiale i
prgven. Manglende resultat kan ogsa skyldes at peptidene i praven hadde lav homologi med
kjente peptider i sgkbare databaser. Dette er ikke et ukjent fenomen, da de fleste peptid-
databaser i hovedsak er bygd opp av sekvenser fra terrestriske organismer. Marine peptider
kan i tillegg inneholde en rekke modifiserte aminosyrer (Tasiemski et al., 2007; Rajanbabu et
al., 2015), noe som gjer treffsikkerheten i databaser enda mer usikker.

HR-MS av de aktive HPLC-fraksjonene fra kongsnegl vev 40% SPE-eluatet viste
tilstedevaerelse av bade hgymolekylere og lavmolekylare forbindelser. UV-Vis spekteret av
de aktive HPLC-fraksjonene med tilstedeveerelse av hgymolekylere forbindelser viste
absorbans ved 200 nm, noe som kan indikere tilstedeveerelse av peptider (Liyanage et al.,
2014). Antimikrobielle peptider har tidligere blitt pavist i flere marine invertebrater (Tincu &
Taylor, 2004). Peptidenes kjemiske egenskaper tilsier at de i hovedsak vil elueres ut i 40%
SPE-eluater (Sperstad et al., 2011), noe som stemmer godt overens med resultatene fra dette
studiet der de fleste peptidene ble observert i vev 40% SPE-eluatene. Litteratursgk indikerer
at Buccinidae arter tidligere ikke har blitt undersgkt for tilstedeveerelse av antimikrobielle
peptider. P& bakgrunn av god antibakteriell aktivitet kombinert med at forbindelsene ikke er
beskrevet tidligere gjor disse forbindelsene sveert interessante. Om peptidene detektert i
ekstraktene er opphav til aktiviteten kan ikke bestemmes med sikkerhet ettersom peptidene
ikke ble fullstendig isolert og testet for aktivitet. Videre undersgkelser av disse peptidene er

derfor ngdvendig for a fastsla om de er opphavet til den observerte aktiviteten.

LC-ESI-MS indikerer tilstedeverelse av flere peptider i vev 40% SPE-eluatene fra begge

sneglene. Tilstedeverelsen av flere peptider samtidig kan tyde pa at de virker synergistiske
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eller additive til hverandre. Synergi oppstar nar den kombinerte effekten av flere forbindelser
er stgrre enn effekten av de individuelle forbindelsene alene. Kationiske AMP har tidligere
vist god aktivitet alene, men det er ogsa vist at aktiviteten kan forsterkes av andre faktorer.
Synergi kan blant annet oppstd mellom ulike peptider eller andre komponenter som
lactoferrin, lysozymer og andre proteiner i organismen (Gudmundsson & Agerberth, 1999).
Tidligere studier av marine invertebrater har vist at disse kan produsere et arsenal av ulike
AMPer (Sperstad et al., 2011), og at disse kan interagerer synergistisk med hverandre
(lwanaga et al., 1998; Gueguen et al., 2009). Under fraksjonering kan forbindelser som virker
synergiske sammen, separeres, og dermed fjerne/redusere aktiviteten som opprinnelig ble
malt i ekstraktene. Dette kan for eksempel forklare tapet av aktivitet observert i HPLC-
fraksjonering av kongsnegl vev 40% SPE-eluatet. Eluatet viste god antibakteriell aktivitet mot
bade E. coli og C. glutamicum fer RP-HPLC, men ingen av HPLC-fraksjonene var aktive mot

E. coli etter fraksjoneringen.

Flere peptider med lignende polare egenskaper (som eluerte ut omtrent samtidig under RP-
HPLC) ble observert i begge 40% SPE-eluatene fra vev, dette gjgr det utfordrende & isolere
enkeltpeptider. For & bedre kunne separere forbindelser med lignende polaritet kan
mobilfasegradienten endres for & optimalisere separeringen. | dette studiet ble det benyttet en
lineaer gradient med en gkning pa 1% acetonitril i minuttet. Det er vanlig & benytte en gradient
mellom 0,5-1% stigning i minuttet til innledende isolering. For & optimalisere separasjonen
kan gradienter ned til 0,05-0,1% acetonitril stigning per minutt benyttes (Carr, 2002). Andre
parametere som kan endres for & optimalisere separasjonen av enkeltkomponenter er pH i
mobilfaselgsningene. Peptider er ofte sensitive overfor pH-endringer pa grunn av
protonering/deprotonering av sure/basiske sidekjeder. Endring i pH kan endre retensjonstiden
for peptider og kan brukes til & optimalisere isoleringen. | tillegg kan ulike kolonner med
ulike egenskaper brukes til & optimalisere isoleringen av enkeltkomponenter (Carr, 2002).
Andre kromatografiske metoder kan ogsa brukes for & separere komponenter basert pa andre
fysiske og kjemiske egenskaper enn polaritet, for eksempel starrelse, isoelektrisk punkt eller

ladning.

Neptunsnegl hemocytter 10% SPE-eluatet var eluatet med hgyest pavist antibakteriell
aktivitet. HR-MS analyse av eluatet viste en hovedkomponent med monoisotopisk masse pa
4575 Da. UV-Vis spekteret viste hgy absorbans rundt 210 nm og 260 nm, noe som indikerer
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tilstedeveerelse av peptider/proteiner. Det er dermed sannsynlig at den paviste aktiviteten i
10% SPE-eluatene fra neptunsnegl kan skyldes et antimikrobielt peptid. Hemocytter er en
viktig del av sneglens forsvarssystem og AMP har tidligere blitt beskrevet i hemocytter fra
flere marine invertebrater (Charlet et al., 1996; Iwanaga et al., 1998; Mitta et al., 1999; Haug
et al., 2002; Haug et al., 2004).

Under innledende karakterisering av egg 80% SPE-eluatet fra kongsnegl ble flere mulige
bioaktive komponenter pavist. Blant annet en forbindelse med m/z-verdi pa 304,77 og
retensjonstid pa ca. 8,5 minutter, der den relative intensiteten av isotoptoppene indikerer en
tri-bromert forbindelse (Lampman et al., 2010). P& bakgrunn av molekylvekten, estimert
elementsammensetning og fragmenteringen i LC-MS/MS kan det antas at forbindelsen er en
imidazole-ring med tre brom-atomer bundet til ringen, og at fire mulige strukturformler kan

passe til forbindelsen (figur 29).
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Figur 29. Strukturer passende til m/z-verdi 304,77. Mulige strukturer (a) 3,4,5-Tribromo-1H-pyrazole, (b)
2,4,5-Tribromo-1H-imidazole, (¢) 1,2,3-tribromo-1H-imidazole og (d) 1,2,4-Tribromo-1H-imidazole.
Strukturene er hentet fra (Benkendorff et al., 2004) og fra SciFinder.

LC-MS/MS spekteret til forbindelsen ble sammenlignet med teoretiske spektre (mulige
fragmenteringer) til de fire alternative strukturene. Det var ikke mulig & konkludere med
hvilke strukturer som samsvarer med forbindelsen, siden de fire strukturene har relativt likt
fragmenteringsmenster. For & fastsla strukturen til forbindelsen ma ytterligere analyser
benyttes, der den mest aktuelle er NMR, men til det trengs det mer renset materiale.

Forbindelser med m/z-verdi pa 304,77 har tidligere blitt pavist i egg fra tre piggsnegler;
Trunculariopsis trunculus, Ceratostoma erinaceum og Trophon geversianus. Benkendorff et
al. (2004) paviste antibakteriell aktivitet for denne forbindelsen mot bade Gram-positive og
Gram-negative bakteriestammer (E. coli, S. aureus og Pseudomonas aeruginosa), noe som

o0gsa ble observert i dette studiet.
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Hovedmengden av komponenter i kongsnegl egg 80% SPE-eluatet eluerte ut mellom 28-36
minutter. UV-Vis spekteret av disse komponentene viste kun absorbans ved lave
bglgelengder, med en maks absorbans rundt 200 nm, noe som kan indikere tilstedeveerelse av
lipider. Lipider absorberer kun lys ved bglgelengder mellom 200-210 nm pa grunn av
manglende innhold av kromatoforer i deres struktur (Larsen, 1992). Masse-til-ladning (m/z)
verdiene til de ti mest fremtredende forbindelsene ble sgkt opp og funnet i databasen LIPID
MAPS som lysofosfolipider. Ytterligere undersgkelser (MS og/eller NMR) ma imidlertid
utfares for a gjere en endelig identitets-bestemmelse. De antatte lysofosfolipidene detektert i
80% SPE-eluatet har tidligere blitt identifiser i ekstrakter fra blant annet hailever (Chen & Li,
2007) og fra blekksprut (Sinanoglou & Miniadis-Meimaroglou, 2000) ved bruk av LC-ESI-
MS. Resultatene deres stemmer godt overens med m/z-verdier malt i dette studiet og kan

sannsynliggjere at forbindelsene er lysofosfolipider.

Det har tidligere blitt pavist at lysofosfolipider har antimikrobiell aktivitet, der to ulike
virkningsmekanismer er foreslatt. En virkningsmekanisme inneberer reorganisering av
membranstrukturen som kan fare til opplgsning av bakteriemembranen. Denne mekanismen
er blitt observert for S. aureus, og mykobakterier der bakteriene dgr umiddelbart ved lysering
(Mardh & Taylor-Robinson, 1973; Kondo & Kanai, 1985). En annen virkningsmekanisme
innebeerer at lysofosfolipider autolyserer bakteriecellene ved indusering av aktiviteten til
autolytiske enzymer, denne mekanismen har blitt observert i Bacillus subtilis (Tsuchido,
1994). For & bestemme om lysofosfolipidene er opphavet til aktiviteten observert i eluatet ma

enkeltforbindelser isoleres og testes for antibakteriell aktivitet.

Variasjoner i arstid, alder, kjenn, lokalisasjon og andre forhold kan gi variasjoner i hva
organismen uttrykker og hvilke komponenter i organismen som kan detekteres. Slike
variasjoner kan gi problemer ved re-isolering av aktive komponenter for videre undersgkelser.
Tidligere studier utfert pda mollusker har vist at sesongvariasjoner i gyteperioder og
stressfaktorer kan pavirke uttrykket av bioaktive komponenter (Mitta et al., 2000; Roch,
2002; Y. Li et al., 2009a, 2009b).
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4.4 Videre arbeid

Det gjenstar fremdeles mye arbeid for & kunne identifisere komponentene som er ansvarlig for
den antibakterielle aktiviteten som ble detektert i kongsnegl og neptunsnegl.
Enkeltkomponenter i de aktive fraksjonene ma videre isoleres og karakteriseres, og
antibakterielle peptider ma sekvenseres. Mange av ekstraktene med hgy antibakteriell
aktivitet ble i dette studiet ikke videre undersgkt, og det kan derfor veere interessant a studere
disse videre. Det faktum at det tidligere har blitt identifisert potente antimikrobielle
forbindelser i flere marine invertebrater, samtidig som at kongsnegl og neptunsnegl i liten

grad er undersgkt, gjar disse sneglene meget interessante for videre analyser.

Videre burde de aktive forbindelsene testes mot humane celler for & kartlegge eventuell
toksisitet. Dersom forbindelsene er toksiske mot vanlige celler vil de i mindre grad veere egnet
som antibiotika/legemiddel. Flere biologiske tester, blant annet virkningsmekanisme-studier,
burde ogsa utfares for & bestemme om aktiviteten er spesifikk eller om forbindelsen angriper
flere ulike mal i cellene. For & unnga potensielle bivirkninger burde legemidler vaere mest

mulige spesifikke mot sine mal.
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5 Konklusjoner

Hovedmalet i dette studiet var & pavise antibakterielle komponenter i ulike preparater fra de to
marine gastropodene kongsnegl og neptunsnegl, samt utfere innledende karakterisering av

aktive komponenter.
Hovedkonklusjoner fra studiet er fglgende:

e Antibakteriell aktivitet ble pavist i alle vevstypene (med unntak av exudat) mot bade
den Gram-negative bakterien E. coli og den Gram-positive bakterien C. glutamicum,
hgyest antibakteriell aktivitet ble pavist i hemocytter og egg.

e Bioaktive forbindelser i fast fase ekstraktene som videre ble separert med RP-HPLC
ble kun delvis isolert.

e Innledende karakterisering med massespektrometri indikerer tilstedeveerelse av flere
ulike antimikrobielle komponenter, blant annet peptider, lipider og lavmolekylere
forbindelser.

e Videre studier av de mulige aktive komponentene er ngdvendig for & identifisere
opphavet til aktiviteten som er pavist, samt evaluere deres potensial som framtidig

«drug leads» for utvikling av nye antibiotika.
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