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Gimnodimini pripadaju skupini spojeva nazvanih cikli¢ki imini. To su morski, fikotoksini
koje proizvode alge dinoflagelati. Gimnodimine proizvode vrste Karenia selliformis,
Alexandrium peruvianum i Alexandrium ostenfeldii. Gimnodimini imaju makrocikli¢ki prsten
od 16 atoma ugljika sa spiroketalnim prstenskim sustavom i iminskom skupinom. Ova
skupina toksina djeluje na nacin da blokira nikotinske acetilkolinske receptore na
mioneuralnom spoju. Gimnodimini nisu toksi¢ni za ljude, ali testiranja na miSevima su
pokazala rapidne neurotoksi¢ne simptome. Uglavnom se nakupljaju u tkivu $koljkasa, a za
njihovu identifikaciju u ekstraktu tkiva skoljkasa se koriste tehnike tekucinske kromatografije
I masene spektrometrije. lako ne predstavljaju neposrednu opasnost za ljudsko zdravlje vazno
je provoditi programe monitoringa Skoljkasa, narocito na mjestima rasirenog uzgoja.
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1 Uvod

Dinoflagelati su fitoplanktonski organizmi koji naj¢e$¢e zive u moru, a mogu biti opasni za
ljudsko zdravlje zbog proizvodnje toksina. U tkivu Skoljkasa dolazi do akumulacija toksina
¢ija konzumacija u obliku kontaminirane hrane moze uzrokovati razne zdravstvene probleme.
Postoji nekoliko wvrsta trovanja skoljkasima: amnezijsko (ASP), paraliticko (PSP),
neurotoksi¢no (NSP), dijareti¢no (DSP) i trovanje azaspiracidima (AZP) za koje su odgovorni
razli¢iti toksini iz razlicitih vrsta dinoflagelata. U odredenim uvjetima u moru dolazi do
pojave zvane cvjetanje mora. Razmnozavanje dinoflagelata je povecano pa je i koncentracija
toksina u moru vec¢a. U Jadranskom moru ova pojava je sve ¢esca, a kao najveéi uzrocnik se
isti¢e negativan utjecaj ljudi na okolis. Uzgoj skoljkasa ima veliki gospodarski znacaj pa se
detaljno prate uvjeti u kojima se uzgajaju kako bi se minimizirao njihov 10§ utjecaj na ljudsko
zdravlje. Monitoring $koljkasa provodi se u uzgajaliStima i na raznim lokacijama u Jadranu

dok su koncentracije toksina u vrstama poput dagnji i kamenica takoder od velikog interesa.

U ovom radu poblize ¢emo se upoznati s toksinima iz grupe gimnodimini, koji pripadaju
vec¢oj skupini spojeva nazvanih cikli¢ki imini. To su brzodjelujuéi fikotoksini koji imaju
makrocikli¢ku strukturu 14-27 atoma ugljika s dvije karakteristicne skupine — iminski prsten i
spiroketalni prstenski sustav. U ovu skupinu spojeva spadaju gimnodimini, spirolidi,
pinatoksini, prorocentrolidi , spiro-prorocentrimini, pteriatoksini i portimini. Gimnodimini su
se pokazali kao brzodjelujué¢i neurotoksini u eksperimentima na misevima, dok za ljude, kod
oralnog unosa, nisu pokazali akutnu toksicnost. Gimnodimini su prvo izolirani na Novom
Zelandu 1994. godine i to je opisan GYM-A. Kasnije su pronadeni i drugi analozi
gimnodimina na razli¢itim lokacijama po svijetu, a uglavnom ih proizvode vrste dinoflagelata
Karenia selliformis, Alexandrium peruvianum i Alexandrium ostenfeldii. Pojavljivanje GY M-

A zabiljezeno je 1 u Jadranu, prvi put 2006. godine.



1.1 Dinoflagelati

Svjetlec¢i bicasi, lat. Dinoflagellata su fitoplanktonski organizmi, pretezno planktonski iako su
poznati i bentonski predstavnici. Veéina ih Zivi u moru, a neke je moguce pronaci i u slatkoj
vodi. To su eukariotski mikroorganizmi, najcesée pokretni jednostaniCari. Na povrSini
njihovih stanica se nalazi amfijezma kao modifikacija periplasta. Tvrda amfijezma naziva se
teka ili oklop, a dinoflagelati s tvrdom amfijezmom tekatni. Vrste bez celuloznih ploca
nazivaju se netekatni ili goli. RazmnoZavaju se binarnom diobom, ali je poznato i
razmnoZavanje gametama, ¢eS¢e izogamije, a rjede anizogamije. Spolno razmnoZavanje ¢esto
zavrSava stadijem cista. Dinoflagelati su vazni za evoluciju jer se smatra da predstavljaju
prijelazni stadij izmedu biljnog i zivotinjskog svijeta. Dinoflagelati se mogu brzo
razmnozavati pa u pogodnim uvjetima mogu stvoriti veliki broj jedinki koje mogu obojiti

more i uzrokovati pojavu koju zovemo cvjetanje mora.

1.1.1 Toksi¢ni dinoflagelati

vvvvv

utjecu na zivéani sustav. Jo$ uvijek nije poznato zasto ili kako dinoflagelati proizvode toksine
(Spector 1984.). Medutim toksini predstavljaju opasnost za brojne organizme, kao §to su ribe,
ali i za Covjeka koji moze konzumirati toksine akumulirane u organizmima poput skoljkasa.
Slika 1. U skoljkasa toksini se uglavnom akumuliraju u probavnim zlijezdama i nemaju
utjecaj na taj isti organizam. (Gerssen A 2010.) Rodovi dinoflagelata koji najc¢esce proizvode
toksine su: Alexandrium, Gymnodinium, Dinophysis, Protoperidinium, Protoceratium,

Karenia, Gambierdiscus i Ostreopsis .Slika 2. (K. Kvrgi¢ 2021.)
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Slika 1. Prikaz utjecaja algi proizvodaca toksine na druge organizme (Gerssen A 2010.)

1.2 Vrste trovanja



Skoljkasi se hrane filtriranjem vode, te tako osim hranjivih tvari mogu akumulirati i toksine
koji se nalaze u njihovoj blizini, posebice tijekom cvjetanja mora. Razlikujemo nekoliko vrsta
trovanja Skoljkasima: ASP (Amnesic shellfish poisoning)- uzrokuje gubitak pamcenja, PSP
(Paralytic shellfish poisoning)- izaziva paralizu, DSP (Diarrheic shellfish poisoning)- izaziva
diareju, NSP (Neurotoxic shellfish poisoning)- neurotoksi¢no djelovanje i AZP (Azaspiracid
poisoning)- azaspiracidno trovanje. ASP trovanje uzrokuje toksin koji se naziva domoi¢na
kiselina (DA), a proizvode je alge kremenjasice, Pseudo-nitzschia sp. i Nitzsciha sp. Za PSP
trovanje su odgovorni saksitoksini (STX) koje proizvode dinoflagelati roda Alexandrium.
DSP trovanje je uzrokovano razli¢itim toksinima, a najvazniji su: okadai¢na kiselina (OA) i
njeni derivati (DTX) , pectenotoksini (PTX) i yessotoksini (YTX). -NSP trovanje je
prouzro¢eno brevetoksinima (BTX) koje stvaraju dinoflagelati vrste Karenia brevis. AZP

trovanje uzrokuje toksin azaspiracid. (Ribari¢ 2012.)

Karenia selliformis

Slika 2. Karenia selliformis, vrsta Dinoflagellata koja proizvodi toksin gimnodimin (Hansen
n.d.)

1.3 Cyvjetanje mora

Cvjetanje mora je prirodna pojava koja se javlja u izvanrednim uvjetima kao $to je povecana
kolic¢ina padalina ili promjena temperature, a dogada se zbog povecane koli¢ine hranjivih tvari
u moru (soli dusika i fosfata). Cvjetanje mora oznacCava naglo razmnoZzavanje algi ili
cijanobakterija Sto za posljedicu ima obojenje mora i stvaranje sluzavih nakupina na povrsini.
Ova pojava je opasna iz vise razloga: smanjena je kolic¢ina kisika u takvom moru, $to dovodi
do ugibanja organizama, pomora ribe, opasnosti za kupace, a u slucaju cvjetanja toksi¢nih
vrsta fitoplanktona moze se naci veca kolicina proizvedenih toksina. U Jadranskom moru ova

pojava se sve ¢esce javlja od 1988. godine, dok se od 2000. javlja svake godine. Uglavnom se
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pojavljuje u razdoblju od svibnja do kolovoza. Cvjetanje je ¢esto potaknuto antropogenim
djelovanjem na okoli$, posebice kroz komunalne i industrijske otpadne vode( deterdzenti,
Samponi). (Rade Knezevi¢ 2005.)



2 Gimnodimini

2.1 Cikli¢ki imini

Ciklicki imini su brzodjeluju¢i fikotoksini. Ovoj skupini spojeva pripadaju spirolidi,
gimnodimini, pinatoksini, prorocentrolidi, pteriatoksini, spiro-prorocentrimini i portimini.
Ciklicki imini imaju nekoliko zajednickih karakteristika zbog kojih ih mozemo svrstati u ovu
skupinu, a to su: makrocikli¢ki prsten koji se sastoji od 14 do 27 atoma ugljika, Sesteroclani ili
sedmeroclani iminski prsten, peteroclane ili Sesteroclane cikloeterske jedinice u makrociklu,
cikloheksenilni prsten sa spiro vezom na ciklo-iminu (osim prorocentrolida), para supstitucija
na cikloheksenilnom prsten. Gimnodimine proizvode vrste Karenia selliformis, Alexandrium
peruvianum i Alexandrium ostenfeldii, prorocentrolide i spiro-prorocentrimine proizvode
rodovi dinoflagelata Prorocentrum. Spirolide, koji su i najbolje istraZzena grupa, proizvode
Alexandrium ostenfeldii i Alexandrium peruvianum, a pinatoksine vrste iz roda
Vulcanodinium. (Allan Cembella 2008.)

2.1.1 Svojstva gimnodimina

Molekulska formula gimnodimina je C3,H4sNQO,4, a molekulska masa iznosi oko 500 Da pa su
oni najmanje molekule medu cikli¢kim iminima. (Allan Cembella, 2008.). Gimnodiminski
makrocikli¢ki prsten sastoji se od 16 atoma ugljika te ima jedan eterski most 1 Sesteroclani
iminski prsten. (Allan Cembella, 2008.) Gimnodimine A, B i C proizvodi vrsta dinoflagelata
Karenia selliformis, dok druge gimnodiminske izomere (-12-metil gimnodimin A i 12-metil
gimnodimin B) proizvode vrste Alexandrium peruvianum i Alexandrium ostenfeldii. (Jordi
Molgd, 2017.) Ovaj toksin spada u lipofilne toksine (topljivi su u acetonu i u etilnom acetatu
(Allan Cembella, 2008.)), a postoje jo§ i1 hidrofilni (domoi¢na kiselina, saksitoksin). (Gerssen
A, 2010.)

Gimnodimini na iminskom prstenu imaju karakteristi¢ni tetrahidrofuranski prsten, a nemaju
metilne supstituente. (Botelno MJ 2022.) Takoder, imaju kratki bocni lanac na
cikloheksenilnom prstenu, a karboksi skupina tog lanca je kondenzirana u lakton (Allan
Cembella, 2008.)



2.2 Srodni spojevi gimnodimina

Dosada opisani spojevi su GYM A, GYM B, GYM C, GYM D, GYM E, 16-desmetil GYM
D, 12- metil GYM A i 12-metil GYM B. (Zurhelle C 2018.) Ovi spojevi su opisani koristeci
NMR i MS tehnike. Gimnodimini nastaju iz linearnih nascentnih poliketidnih lanaca, a ti lanci
su nastali povezivanjem manjih kiselih jedinica kao S$to su acetat i glicin. (Zurhelle C 2018.)
GYM A je izoliran prvi, 1994. godine iz kamenica nha Novom Zelandu, a ustanovljeno je da
potjece od vrste dinoflagelata Karenia selliformis kao i njegovi hidroksilirani analozi GYM B
i GYM C. 12-metil GYM A je pronaden u vrsti Alexandrium ostenfeldii na isto¢noj obali
SAD-a i to je prvi zabiljezeni pronalazak gimnodimina u vrsti Alexandrium. (Kirsi Harju

2016.)Slika 3. Prikaz struktura spojeva srodnih gimnodiminu Slika 3.

Gimnodimin B, za razliku od gimnodimina A, sadrzi egzociklicki metilen na C-17 i alilnu
hidroksilnu skupinu na C-18. Gimnodimin C je izomer s GYM-B na C-18 i oksidirani je
analog gimnodimina A. (Riadh MARROUCHI 2009.)

gimnodimini (GYM) Mw R, R R;

GYM-A 507 H
12-Me GYM-A 521 CH,

GYM-B 523 H OH H
12-Me GYM-B 537 CH, OH H
GYM-C 523 H H OH
GYM-D 523 CH, CH, H
16-desMe GYM-D 509 H CH, H
GYM-E 52 H CH~- OH

Slika 3. Prikaz struktura spojeva srodnih gimnodiminu (Bacchiocchi, i dr. 2020.)



2.3 Laboratorijska sinteza gimnodimina

Uspjesna sinteza gimnodimina je provedena konvergentnim spajanjem dva glavna fragmenta:
tetrahidrofurana i spirolaktama, koji su pripremljeni u enantiomerskom visku i u koli¢ini od
viSe grama, putem anti-aldolne reakcije i kataliticke asimetri¢ne Dies-Alderove reakcije.
Makrociklizacija je postignuta koristenjem intramolekularne Barbierove reakcije na sobnoj
temperaturi s alkilnim jodidom i s tert-butillitijem. Za vezivanje labilnog butenolidnog dijela
gimnodimina, vinilogna Mukaiyamina aldolna reakcija a-alkil ketona predstavlja ucinkovit
put. (Kong K 2011.)

2.4 Mehanizam djelovanja

Mehanizam djelovanja ovog toksina dokazan je pokusima s miSevima, koji su prethodno
tretirani s inhibitorom acetilkolinesteraze. Ti miSevi nisu pokazivali simptome trovanja, dok
Su oni koji nisu bili tretirani takvim inhibitorom pokazivali simptome. Stoga je predloZeno da
gimnodimin-A djeluje blokirajuéi nikotinske acetilkolinske receptore na mioneuralnom spoju
(Kharrat R 2008.), odnosno u kemijskoj sinapsi izmedu motornog neurona i mi§i¢énog vlakna.
GYM-A je izazvao niz trzajnih reakcija u preparatima hemidijafragma Sest izoliranih miSeva.
Te reakcije su bile ovisne o vremenu i koncentraciji i izazvane su stimulacijom zivaca. Ovo
nije imalo utjecaja na izazvane trzaje miSiCa §to pokazuje da GYM-A mijenja
neuromuskularni prijenos bez utjecaja na proces spajanja ekscitacije i kontrakcije. (Molgd
2017.) Ovaj toksin blokira miSi¢ni nikotinski acetilkolinski receptor jer pokazuje visoki
afinitet za taj receptor. (Kharrat R 2008.) Sintetizirani su neki 6,6-spiroiminski analozi
gimnodimina-A i pokazano je da su i oni blokirali nikotinske struje izazvane acetilkolinom.
Ovo pokazuje da je upravo 6,6-spiroimin kljucni strukturni ¢imbenik kod gimnodiminskih
spojeva odgovoran za blokiranje nikotinskih acetilkolinskih receptora. (E. B. Jordi Molgd
2015.) Blokada uzrokovana GYM-A mogla se ponistiti unutar 30 minuta ispiranjem toksina s

medija pa kazemo da je GYM-A reverzibilni inhibitor visokog afiniteta. (Kharrat R 2008.)



2.5 Rasprostranjenost

Gimnodimin je prvo otkriven u Novom Zelandu, a poznato je da se pojavljuje i na drugim
lokacijama po svijetu. Uo&eno je njegovo prisustvo na sjevernoj obali Spanjolske od travnja
2017. do prosinca 2019. (J.Pablo Lamas 2021.) Pronaden je i na isto¢noj obali SAD-a kao i na
obalama Nizozemske. Vrsta Alexandrium ostenfeldii pronadena je i u sjevernom Baltickom
moru, a iz tih uzoraka je otkriven novi spoj, GYM-D. Takoder je pronaden na obalama
Tunisa, Juzne Afrike, Kine, Sjeverne Amerike i Europe. Slika 4. (Ji Ying 2020.)

2.5.1 Pojavljivanje u Jadranskom moru

U Jadranskom moru, gimnodimin-A je prvi put zabiljezen 2006. godine, ali s koncentracijom
ispod granica kvantifikacije (<12 pg/kg). Gimnodimin je pronaden u Savudriji na
sjeveroistoku Jadrana. Uzorci u kojima je pronaden prikupljani su tjedno od kolovoza do

listopada 2006. godine na uzgajalistima Skoljkasa. (Nincevic Gladan Z 2011.)

U 2014. i 2015. godini provedeno je prikupljanje dagnji u Italiji u Jadranskom moru. U tom
istrazivanju pronaden je jedino spoj GYM-A iz grupe gimnodimina. U 84% analiziranih
dagnji GYM-A je pronaden u mjerljivim koncentracijama (>LOD = 0.15 pg kg™ ). U 68%
uzoraka koncentracija je bila iznad dopustenih koncentracija ( 0.45 pg kg ). Poetkom 2014.
i 2015. godine gimnodimin je pronaden u samo nekoliko uzoraka, dok su pocetkom ljeta rasle
koncentracije. Maksimalna koncentracija (12.1 pug kg ) je dosegnuta krajem ljeta i pocetkom
jeseni. Ovakvi podatci pokazuju da se alge koje proizvode GYM-A najvise razmnozavaju u

toplijim morima. (Bacchiocchi, i dr. 2020.)



Slika 4. Prikaz rasprostranjenosti gimnodimina po svijetu (Bacchiocchi, i dr. 2020.)
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3 ldentifikacija

Za identifikaciju gimnodimina uglavnom se koriste metode tekucinske kromatografije (LC),

masene spektrometrije (MS) i nuklearna magnetna rezonanca (NMR).

3.1 Tekuc¢inska kromatografija (LC)

Tekucinska kromatografija je metoda koja se temelji na razdvajanju analita na temelju
raspodjele mase izmedu mobilne i stacionarne faze. Ova tehnika se koristi zbog svoje visoke
mogucénosti razdvajanja i1 selektivnosti jer se koriStenjem razlicitih faza, temperature i pH

mogu razdvojiti gotovo sve skupine analita. (Grubesi¢ 2020.)

Vrsta tekucinske kromatografije koja se Cesto koristi je HPLC, odnosno tekuéinska

kromatografija visoke djelotvornosti. Ona se temelji na propustanju tekucine kroz kolonu pod

GYM-A

&

v

S

-
n

-
=]

&n

Apsorbanca na 210 nm (mAU x 100)
=

15 20 25 30
vrijeme (min)
visokim tlakom sto razdvajanje ¢ini boljim. Slika 5.

o
on
-
=
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Slika 5. Primjer kromatografskog prikaza HPLC analize na koloni s reverznom fazom

diklormetanskog ekstrakta dobivenog iz uzorka Skoljki. Crni pravokutnici oznacavaju frakcije
odredene biotestom i odgovaraju GYM-A i GYM-B. (Kharrat R 2008.)

3.2 Masena spektrometrija (MS)

Masena spektrometrija je tehnika koja se temelji na razvrstavanju spojeva prema omjeru mase
i naboja u elektromagnetskom polju. Koristi se za odredivanje sastava nepoznatog uzorka,
potvrdu prisutnosti spoja u uzorku, odredivanje izotopskog sastava uzorka, odredivanje
molarne mase molekule i dr. Da bi se uzorak mogao analizirati, prvo ga moramo ionizirati.
Ionizacija se provodi na razli¢ite nacine kao $to su elektronska ionizacija, kemijska ionizacija,
elektrosprej ionizacija i druge. Nastali ioni se provode kroz analizator koji ih razdvaja na
temelju omjera mase i naboja. Nakon analizatora idu na detektor, te ra¢unala integriraju signal

iz detektora i rezultat je maseni spektar kao ovisnost intenziteta 0 omjeru mase i naboja.

3.3 LC-MS/MS

Ova analiticka tehnika kombinira razdvajanje tekucinske kromatografije i analizu masene
spektrometrije. Dok kromatografija razdvaja razliCite komponente smjese, masena
spektrometrija daje informacije koje pomazu u identifikaciji svih odvojenih komponenata
uzorka. Ova tehnika se koristi za analizu biokemijskih, organskih i anorganskih spojeva koji
se Cesto nalaze u slozenim uzorcima, pa se tako koristi i kod otkrivanja toksina i ostalih
spojeva u tkivima SkoljkaSa. Ova tehnika je korisna 1 vrlo raSirena jer brzo daje informacije

bitne za identifikaciju spoja kao i 0 molarnoj masi pa se ¢esto koristi i u razvoju lijekova.

3.4 Nuklearna magnetna rezonanca (NMR)

Ova tehnika se koristi kod proucavanja strukture spojeva, a ne kod potvrdivanja prisutnosti

nekog spoja u analitu.
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Nuklearna magnetna rezonanca (NMR) je vrsta spektroskopije koja koristi magnetska
svojstva jezgri atoma za istrazivanje interakcija uzorka s elektromagnetskim zracenjem.
Ovom tehnikom dobivamo korisne informacije o strukturi i svojstvima molekule. Za ovu
tehniku je nuzno magnetno polje da bi se zapazile energijske promjene atomskih jezgara. Da
bi jezgra mogla proizvesti signal mora imati neparan broj protona, tj. neutrona, ili neparan
maseni broj. (Kraljevi¢ n.d.) Takve jezgre imaju nuklearni magnetski moment. Elektroni
imaju spinski kvantni broj % , vrijednosti mogu biti + % ili — % te spin ima pridruzeno
magnetno polje §to znaci da se elektron ponasa kao magnet i ima magnetski moment. Takoder
postoji djelomicno zasjenjene jezgre jer je jezgra okruZena oblakom elektrona, a taj efekt je
temelj NMR spektroskopije jer svaka jezgra apsorbira pri razli¢itim frekvencijama ovisno o
njenoj elektronskoj okolini. Na taj na¢in dobivamo informacije o vrsti atoma u molekuli i

nacinu na koji su oni medusobno povezani.
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4 Toksi¢nost

U posljednje vrijeme uocena je ucestalija pojava morskih biotoksina, medu njima i
gimnodimina, (Nieva, i dr. 2020.) stoga je vazno promotriti njihov utjecaj na ljude kao i na
ostale organizme. Osim biotestova na miSevima i in vitro testova inhibicije provode se i
elektrofizioloska mjerenja specifi¢nih receptora. (Nieva, i dr. 2020.) Umjesto eksperimenata
na zivim miSevima sve se ¢eS¢e koriste in vitro testovi jer pokazuju sli¢ne informacije, a
provode se izvan zivog organizma pa nema eti¢kih pitanja vezanih za eksperimente sa

Zivotinjama. (Botana 2008.)

4.1 Utjecaj gimnodimina na miseve

Biotestovima na miSevima pokazano je da su gimnodimini brzodjelujuci toksini jer su izazvali
rapidne neurotoksi¢ne simptome nakon intraperitonealne injekcije ili pri oralnoj
administraciji. (Nieva, i dr. 2020.) Gimnodimin nije uzrokovao razgradnju stani¢ne membrane
u eritrocitima miSeva, a nije uzrokovao ni toksi¢ne simptome u misjim stanicama
neuroblastoma NB41, kao ni u stanicama leukemije P388 in vitro pri koncentraciji od 10 uM.
(Munday 2008.) Minimalna letalna doza gimnodimina intraperitonealnom injekcijom je
utvrdena za miSeve i iznosi 450 pg/kg. Druga istrazivanja su pokazala da je srednja letalna
doza LD50 (koncentracija kojom ugiba 50% ispitivane populacije) 96 ug/kg pri kojima su

koriSteni Cisti uzorci toksina. (Munday 2008.)

Nakon intraperitonealne injekcije letalne doze gimnodimina misevi su postali hiperaktivni, ali
ve¢ nakon jedne minute su poceli sporije hodati i nakon toga je uslijedila paraliza zadnjih
nogu. MiSevi su onda postali potpuno nepokretni, a brzina disanja se smanjila dok u
potpunosti nisu prestali disati. Izrazena egzoftalmija (izbocenje o¢ne jabulice) je uocena

nakon petnaest minuta od injekcije, kratko prije smrti. (Munday 2008.)

Pri dozama koje nisu smrtne uoc€eni su respiratorni problemi i slabost, ali su simptomi nestali
nakon trideset minuta 1 miSevi su se u potpunosti oporavili. Nisu uocene ni histoloske

promjene na bubrezima, mozgu, jetri i slezeni kod takvih doza. (Munday 2008.)

Kod letalnih doza koje su miSevi primili intraperitonealno smrt je sprijeCena s

kratkodjeluju¢im inhibitorima kolinesteraze. (Munday 2008.)
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Rezultati koji su provedeni u in vivo uvjetima kada je miSevima zajedno s toksinom dan i
kolinergicki inhibitor pokazali su brze razvijanje simptoma i sSmrt je nastupila ranije. (Nieva, i
dr. 2020.)

Pri oralnoj primjeni sondom gimnodimin je manje toksic¢an i tu srednja letalna doza LD50
iznosi 755 pg/kg. Gimnodimin koji je bio apsorbiran u misjoj hrani nije doveo ni do kakvih
simptoma pri dozi od 7500 pg/kg. Gimnodimin pri dozi od 1225 ug/kg iz prirodno
kontaminiranih $koljki nije uzrokovao nikakve simptome trovanja kada je dan oralno putem
sonde. (Munday 2008.)

Kada je ovaj toksin dan miSevima intracerebroventrikularnom injekcijom (injekcija koja se
daje direktno u cerebrospinalnu teku¢inu u mozdanim komorama kako bi se zaobisla krvno-
mozdana barijera) uo¢ena je mnogo veca toksi¢nost (oko 26 puta veca), a LD50 je iznosio 3
Hag/kg. Ovo upucuje na djelovanje toksina kako na centralni Ziv€ani sustav tako i na periferni.
(Kharrat R 2008.) Toksin je, medutim pokazao puno manju toksi¢nost kada je miSevima dan

potkozno, sa LD50 od 100 pg/kg. (Riadh MARROUCHI 2009.)

GYM-B je takoder toksiCan za miSeve, ali kod njega je LD50 800 ug/kg nakon

intraperitonealne injekcije, §to znaci da je oko deset puta manje toksican od GYM-A. (Riadh
MARROUCHI 2009.)

4.2 Utjecaj gimnodimina na ljude

Do danas nije zabiljeZeno trovanje gimnodiminima kod ljudi. Nisu utvrdeni neurotoksicni
simptomi nakon konzumacije $koljkasa koji su bili zarazeni gimnodiminom. (Botelho MJ
2022.)

Gimnodimini su prepoznati kao korisni alat u razvoju lijekova za lijeCenje
neurodegenerativnih bolesti kao §to je Alzheimerova bolest. Istrazena je dugotrajna izloZenost
gimnodimina na Kkortikalnim neuronima in vitro. Tretiranje Kkortikalnih neurona
gimnodiminom u koncentraciji od 50 nM dovelo je do smanjenja intracelularnog nakupljanja
B-amiloida, a antitijela AT8 i AT100 su prepoznala razine hiperfosforiliranih izomorfa tau
proteina. Pretpostavlja se da je dugotrajna izlozenost kortikalnih neurona toksinu izazvala
povecanje sinteze acetilkolina, smanjenje razine aktivne izoforme ERK1/2 kinaze i povecanje

neaktivne izoforme glikogen sintaze kinaze-3. Takoder, gimnodimini u slu¢aju Alzheimerove
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bolesti mogu biti korisni jer smanjuju aktivnost ekscitatornih neurotransmitera i

neurotoksi¢nost izazvanu glutamatom in vitro. (Botelho MJ 2022.)

Prema EFSA-i (-European Food Safety Authority) trenutno nema postavljenih granica
dozvoljenih koncentracija ciklickih imina u $koljkasima u svijetu. Poznato je i da se
gimnodimini mogu biotransformirati metabolizmom mekusaca, ukljucuju¢i detoksikaciju

redukcijom, ali takve biotransformacije kod sisavaca nisu poznate. ((CONTAM) 2010.)

4.3 Utjecaj gimnodimina i njegovih metabolita na SkoljkaSe

Mogu¢i pokazatelj oksidativnog stresa 1 zdravlja organizma SkoljkaSa je aktivnost
antioksidativnog enzima koji je pod utjecajem ROS (reaktivnih spojeva kisika). Povecanjem
proizvodnje ROS-a, poveca se i antioksidativni odgovor koji rezultira oksidativnim stresom.
U skoljkasa vrste-Mytilus galloprovincialis i Patinopecten yessoensis u kojima je bio prisutan

toksin odgovoran za paraliticko trovanje, uo¢en je oksidativni stres. (Ji Ying 2020.)

U istrazivanju (Ji Ying 2020.) pokazano je da su u Cetiri vrste $koljkasa (Antigona lamellaris,
Atrina pectinata, Crassostrea sp., Batillaria zonalis) pronadene razlicite koncentracije GYM-
A. Acilni esteri GYM-A su bili prisutni samo u vrstama Antigona lamellaris i Atrina
pectinata. Skoljkasi su bili hranjeni algama koje proizvode gimnodimin (Karenia selliformis),
a toksin je pronaden u misi¢nom tkivu i probavnim Zlijezdama. Najveca ukupna koncentracija
GYM-A i njegovih estera u misiénom tkivu je bila ~760 nmol kg™ nakon 120 sati, a

koncentracija u probavnim Zlijezdama je bila Cetiri puta veca, nakon 96 sati.

Skoljkasi hranjeni algama koje proizvode gimnodimin nisu pokazali povecanje proizvodnje
reaktivnih spojeva kisika, kao ni antioksidativnih enzima, Sto pokazuje da ovaj toksin nema

utjecaja na antioksidativni enzimski sustav Skoljkasa. (Ji Ying 2020.)

4.4 Monitoring Skoljkasa

Plan prac¢enja kakvoce mora i monitoring Skoljkasa je vazan zbog ocuvanja zdravlja ljudi i
okolisa. Posebno je vazno pracenje kvalitete Skoljkasa radi velike rasirenosti uzgoja skoljkasa

u Hrvatskoj, posebno na PeljeSkom poluotoku 1 u Malostonskom zaljevu. (Ujevi¢ 2012.)
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Monitoring Skoljkasa se u Hrvatskoj kontinuirano odvija od lipnja 2000.godine, a ukljucuje

25 mjesta za uzorkovanje. (Ujevi¢ 2012.)

Svrha provedbe ovakvog plana je:

1.

4.
S.

provjera mikrobioloske kakvoce zivih skoljkasa na mjestima uzgoja i podruc¢jima za
ponovno polaganje,

provjera moguce prisutnosti toksi¢nih planktona na mjestima uzgoja i podruc¢jima za
ponovno polaganje,

provjera moguce prisutnosti kemijskih zagadivaca u zivim $koljkasima,

izbjegavanje zlouporaba u odnosu na podrijetlo Zivih §koljkasa,

obavljanje analiza novih podru¢ja uzgoja. (POLJOPRIVREDE 2013.)

Vrste koje se uglavnom prikupljaju su dagnje, kamenice, Jakobove kapice, prnjavice, kunjke,

kucice i neke druge ekonomski manje znacajne vrste. Slika 6. Na razli¢itim mjestima

uzorkovanja prikupljaju se razli¢ite vrste na nekoliko nacina. Uzorkovanje za odredivanje

biotoksina provodi se na uobi¢ajen nadin za komercijalno izlovljavanje. Skoljkasi koji se

uzgajaju vertikalno uzorkuju se na vrhu, sredini i dnu. Oni koji rastu na morskom dnu

uzorkuju se ronjenjem ili horizontalnim povlaéenjm specifiénim ribolovnim alatima po

izlovnom podrucju. Prikupljene uzorke preuzima ovlasteni veterinar ili sluzbena osoba

laboratorija uz prisutnost veterinara i prisutnost biotoksina utvrduje se razli¢itim metodama za

razliite toksine. U Hrvatskoj se testiraju SkoljkaSi za PSP, ASP, 1 DSP toksine.
(POLJOPRIVREDE 2013.)
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Slika 6. Vrste $koljkasa koji se uglavnom prikupljaju prilikom monitoringa $koljkasa
(Bogunovi¢ 2012. )
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5 Zakljucak

Toksin gimnodimin iz grupe ciklickih imina ne pokazuje akutno toksi¢no djelovanje na
ljudski organizam, iako pokazuje veliku toksicnost u miSeva. Dokazano je da utjeCe na
nikotinske acetilkolinske receptore na mioneuralnom spoju i blokira vezanje acetilkolina na
receptor i tako sprjecava prijenos signala. Za procjenu rizika od izlaganja ovim toksinima
potrebno je vise podataka jer ne znamo dovoljno o kroni¢noj izlozenosti gimnodiminima.
Takoder mogu predstavljati opasnost za druge zivotinje koje se hrane kontaminiranim
Skoljkasima. Ovaj toksin bi mogao biti koristan za pripravu lijekova za neurodegenerativne
bolesti kao $to je Alzheimerova bolest. Istrazivanja vezana uz lijeCenje ovih bolesti morskim
toksinima su otezana zbog nedovoljne dostupnosti toksina zbog komplicirane sinteze ovih
spojeva i malih koli¢ina dostupnih za vrijeme cvjetanja toksi¢nih dinoflagelata. lako
gimnodimini ne predstavljaju opasnost za ljude, od iznimne je vaznosti provoditi programe
pra¢enja kakvoce mora i monitoring Skoljkasa da bi se na vrijeme uocio porast koli¢ine
toksina ili pojava novih toksina. Ovakvi programi su vazni jer $koljkasi predstavljaju bogat

izvor hrane 1 vazno je da oni nisu kontaminirani toksinima.

19



6 Bibliografija

(CONTAM), EFSA Panel on Contaminants in the Food Chain. 2010. »Scientific Opinion on
marine biotoxins in shellfish — Cyclic imines (spirolides, gymnodimines, pinnatoxins
and pteriatoxins).« EFSA Journal.

Allan Cembella, Bernd Krock. 2008. »Cyclic Imine Toxins: Chemistry,Biogeography,
Biosynthesis,and Pharmacology.« U Seafood and freshwater toxins, 561-581. Crc
press.

Bacchiocchi, S., M. Siracusa, D. Campacci, M. Ciriaci, A. Dubbini, T. Tavoloni, A.
Stramenga, S. Gorbi, i A. Piersanti. 2020. »Cyclic Imines (Cls) in Mussels from
North-Central Adriatic Sea: First Evidence of Gymnodimine A in Italy.« Toxins .

Bogunovi¢, Tanja. 2012. . »Sluzbeno uzorkovanje proizvoda ribarstva i Skoljkasa Zdravstveni
uvjeti i fizikalno-kemijske metode odredivanja za zZive Skoljkase i proizvode
ribarstva.« Split.

Botana, Luis M. 2008. »The Mouse Bioassay as a Universal Detector.« U Seafood and
Freshwater Toxins, autor Luis M. Botana, 149-163. crc press.

Botelho MJ, Milinovic J, Bandarra NM, Vale C. 2022. »Alzheimer's Disease and Toxins
Produced by Marine Dinoflagellates: An Issue to Explore.« Marine drugs, 2. travanj.

Gerssen A, Pol-Hofstad IE, Poelman M, Mulder PP, van den Top HJ, de Boer J. 2010.
»Marine toxins:chemistry, toxicity, occurrence and detection, with special reference to
the dutch situation.« Toxins, 878-904.

Grubesi¢, Sasa. 2020. »NAINOVIJA DOSTIGNUCA U DVODIMENZIONALNOJ
TEKUCINSKOJ KROMATOGRAFJI.« srpan;.

Hansen, Gert. n.d. PokuSaj pristupa 22. kolovoz 2022.
https://www.marinespecies.org/HAB/aphia.php?p=image&tid=246594&pic=21987.

J.Pablo Lamas, Fabiola Arévalo, Angeles Morofio, Jorge Correa, Araceli E. Rossignoli, Juan
Blanco. 2021. »Gymnodimine A in mollusks from the north Atlantic Coast of Spain:
Prevalence, concentration, and relationship with spirolides.« Environmental Pollution.

Ji Ying, Che Yijia, Wright Elliott J., McCarron Pearse, Hess Philipp, Li Aifeng. 2020. »Fatty
acid ester metabolites of gymnodimine in shellfish collected from China and in
mussels (Mytilus galloprovincialis) exposed to Karenia selliformis.« Harmful Algae.

Jordi Molg6, Evelyne Benoit, RGmulo Araoz, Armen Zakarian, Bogdan lorga. 2015.
»Spirolides and Cyclic Imines: Toxicological Profile.« U Marine and Freshwater
Toxins, 193-217. Springer Netherlands.

Jordi Molgo, P. Marchot, Romulo Araoz, Evelyne Benoit, Bogdan I lorga, et al.. 2017.
»Cyclic imine toxins from dinoflagellates: a growing family of potent antagonists of
the nicotinic acetylcholine receptors.« Journal of Neurochemistry, 41-51.

K. Kvrgi¢, N. Dzafi¢ i J. Pleadin. 2021. »FIKOTOKSINI U MORSKIM ORGANIZMIMA —
POTENCIJALNA PRIJETNJA SIGURNOSTI POTROSACA .« Veterinarska stanica.

20



Kharrat R, Servent D, Girard E, Ouanounou G, Amar M, Marrouchi R, Benoit E, Molg6 J.
2008. »The marine phycotoxin gymnodimine targets muscular and neuronal nicotinic
acetylcholine receptor subtypes with high affinity.« J Neurochem, studeni .

Kirsi Harju, Harri Koskela, Anke Kremp, Sanna Suikkanen, Pablo de la Iglesia, Christopher
O. Miles, Bernd Krock, Paula VVanninen. 2016. »ldentification of gymnodimine D and
presence of gymnodimine variants in the dinoflagellate Alexandrium ostenfeldii from
the Baltic sea.« Toxicon, 68-76.

Kong K, Moussa Z, Lee C, Romo D. 2011. »Total synthesis of the spirocyclic imine marine
toxin (-)-gymnodimine and an unnatural C4-epimer.« J Am Chem Soc.

Kraljevi¢, Tatjana Gazivoda. n.d. »Odredivanje struktura organskih spojeva.« Nastavni tekst.

Molgo, J., Marchot, P., Araoz, R., Benoit, E., lorga, B. I., Zakarian, A., Taylor, P., Bourne,
Y., & Servent, D. 2017. »Cyclic imine toxins from dinoflagellates: a growing family
of potent antagonists of the nicotinic acetylcholine receptors.« Journal of
neurochemistry, 41-51.

Munday, Rex. 2008. »Toxicology of Cyclic Imines: Gymnodimine, Spirolides,
Pinnatoxins,Pteriatoxins, Prorocentrolide, Spiro-Prorocentrimine, and Symbioimines.«
U Seafood and Freshwater Toxins, autor Luis M. Botana, 581-595. crc press.

Nieva, J.A., B. Krock, U. Tillmann, J. Tebben, C. Zurhelle, i U. Bickmeyer. 2020.
»Gymnodimine A and 13-desMethyl Spirolide C Alter Intracellular Calcium Levels
via Acetylcholine Receptors.« Toxins.

Nincevic Gladan Z, Ujevic I, Milandri A, Marasovic I, Ceredi A, Pigozzi S, Arapov J, Skejic
S. 2011. »Lipophilic toxin profile in Mytilus galloprovincialis during episodes of
diarrhetic shellfish poisoning (DSP) in the N.E. Adriatic Sea in 2006.« Molecules.,
888-899.

POLJOPRIVREDE, MINISTARSTVO. 2013. »Plan pra¢enja kakvo¢e mora i §koljkasa na
proizvodnim podru¢jima i podruc¢jima za ponovno polaganje Zivih skoljkasSa.«
Narodne novine .

Rade Knezevi¢, Dora Smol¢i¢ Jurdana, Dragan Magas. 2005. »CVJETANJE MORA NA
MORSKIM PLAZAMA .« TOURISM AND HOSPITALITY MANAGEMENT.

Riadh MARROUCHI, Evelyne BENOIT, Riadh KHARRAT, Jordi MOLGO. 20009.
»Gymnodimines: a family of phycotoxins contaminating shellfish.« U Toxins and
Signalling, Collection Rencontres en Toxinologie. SFET Publications.

Ribari¢, B., L. Kozacinski, B.Njari, 7.Cvrtila. 2012. »Toksini Skoljkasa.« Meso.
Spector, David L. 1984. Dinoflagellates . Houston: Academic press, inc .

Ujevi¢, 1, Roje, R., Nincevi¢-Gladan, 7. & Marasovi¢, 1. 2012. »First report of Paralytic
Shellfish Poisoning (PSP) in mussels (Mytilus galloprovincialis) from eastern Adriatic
Sea (Croatia).« FOOD CONTROL, 285-291.

21



Zurhelle C, Nieva J, Tillmann U, Harder T, Krock B, Tebben J. 2018. »ldentification of
Novel Gymnodimines and Spirolides from the Marine Dinoflagellate Alexandrium
ostenfeldii.« Marine drugs.

Popis slika

Slika 1. Prikaz utjecaja algi proizvodaca toksine na druge organizme (Gerssen A, 2010.)....... 3
Slika 2. Karenia selliformis, vrsta Dinoflagellata koja proizvodi toksin gimnodimin (Hansen,

o 1 TSRS 4
Slika 3. Prikaz struktura spojeva srodnih gimnodiminu (Zurhelle C, 2018.).........cccccoevvevenen. 7
Slika 4. Prikaz rasprostranjenosti gimnodimina po svijetu (Bacchiocchi, et al., 2020.).......... 10

Slika 5. Primjer kromatografskog prikaza HPLC analize na koloni s reverznom fazom
diklormetanskog ekstrakta dobivenog iz uzorka Skoljki. Crni pravokutnici oznacavaju frakcije

odredene biotestom i odgovaraju GYM-A i GYM-B. (Kharrat R, 2008.)........cccccoevvrerennnen. 12
Slika 6. Vrste SkoljkaSa koji se uglavnom prikupljaju prilikom monitoringa $koljkaSa
(BOGUNOVIC, 2012, )ittt e b et n b n e 18

22



