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Al Planariji so druzina ploskih ¢rvov z odlicnimi regeneracijskimi sposobnostmi. Zaradi
tkiv, homolognih ¢loveskim, so pogosto uporabljeni v toksikologiji in biomedicini. Dimetil
sulfoksid (DMSO) je kemikalija, ki se pogosto uporablja v kriokonzervaciji in ob¢asno v
zdravstvu, v laboratoriju pa se uporablja tudi kot topilo za zdravila, netopna v vodi, ali kot
prenasalec zdravil v telo. Vplivi na vedenje in nekateri vplivi na fiziologijo DMSO so ze
znani, vendar so slabo raziskani. Mehanizmi, s katerimi DMSO vpliva na organizme, pa so
vecinoma neznani. Ker je za izboljSavo kriokonzervacije glavna ovira ravno toksicnost
DMSO, smo se jo odlocili podrobneje raziskati z uporabo vrtincarjev vrste Polycelis felina.
Osebke smo izpostavili razliénim koncentracijam DMSO za razli¢na ¢asovna obdobja. Z
opazovanjem osebkov in preizkuSanjem njihove odzivnosti smo ugotovili, da DMSO vpliva
na vedenje vrtincarjev, saj zmanjs$a njihovo odzivnost na mehanske draZljaje in inhibira
gibanje. DMSO povzro¢a tudi nekatere morfoloske in fizioloske spremembe, kot so
sprememba barve in poSkodbe povrhnjice. To smo ugotovili z opazovanjem osebkov po
dolgotrajni izpostavitvi DMSO (24 ur) pri nizjih koncentracijah (pod LD50) in kratkotrajni

izpostavitvi pri vi§jih koncentracijah. V eksperimentu smo dokazali, da je lahko DMSO za
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vrtincarje tudi smrten.
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AB Planaria, a type of flatworm, possess remarkable regenerative capabilities. These
creatures are frequently utilized in toxicology and biomedicine due to their tissues being
homologous to those of humans. Dimethylsulfoxide (DMSO) is a commonly used chemical
in cryopreservation and, on occasion, in healthcare settings. It serves as a solvent for water-
insoluble drugs and aids in drug delivery within the body. While some effects of DMSO on
behavior and physiology are understood, much remains to be explored. The precise
mechanisms through which DMSO impacts organisms are largely unidentified. Given that
the primary challenge in enhancing cryopreservation techniques lies in the toxicity of
DMSO, we opted to conduct a thorough experiment using Polycelis felina. Test subjects
were exposed to varying concentrations of DMSO for different durations. Through
observation and responsiveness testing, we discovered that DMSO alters the behavior of
flatworms, diminishing their reaction to mechanical stimuli and impeding their movement.
Additionally, DMSO induces certain morphological and physiological alterations, such as
discoloration and epidermal damage. These effects were noted in subjects following
prolonged exposure to lower concentrations of DMSO (below LD50) for 24 hours, as well

as short-term exposure to higher concentrations. Our study has demonstrated that DMSO
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can prove fatal to planaria.
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1. UVOD

Planariji so edinstvena bitja, ki se uporabljajo v mnogih znanstvenih disciplinah. Ze mnogo
let jih uporabljajo v razvojni tehnologiji in raziskavah o generaciji, saj imajo izvrstne
regeneracijske sposobnosti. V zadnjih letih pa so vse pogosteje uporabljeni tudi v farmaciji
in toksikologiji. Njihova tkiva so podobna tkivom vretencarjev. Za raziskave so primerni

tudi zaradi tega, ker imajo Sirok nabor vedenjskih odzivov na okoljske dejavnike.

Takoj ko sva izvedela za planarije, sva vedela, da Zeliva delati raziskavo s tega podrocja.
Po pregledu literature sva prisla do sklepa, da vplivi DMSO $e niso popolnoma raziskani.
Za temeljno vprasanje najine raziskovalne naloge sva si zato zastavila vpraSanje: kako

DMSO vpliva na vrtincarje?

Dimetilsulfoksid je kemikalija, uporabljena v kriokonzervaciji in zdravstvu. Poznani so
ucinki kemikalije na organizme, vzroki za takSne odzive pa niso znani. S testiranjem na

planarijih bi lahko ugotovili, s katerimi mehanizmi DMSO vpliva na tkiva.
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1.1 RAZISKOVALNA VPRASANJA
Z nalogo smo zeleli odgovoriti na slede¢a raziskovalna vpraSanja z dveh vidikov:
MAKROSKOPSKI VIDIK:

1. Ali je Policelys felina na DMSO enako obcutljiva kot vrste planarijev, uporabljene v
drugih raziskavah (Schmidtea mediterranea, Dugesia sp.)?

2. Ali bodo osebki, izpostavljeni DMSO, spremenili barvo?

3. Ali bodo imeli osebki, izpostavljeni DMSO, vidne poskodbe po povrsini telesa?

4. Ali se bo oblika telesa osebkov, izpostavljenih DMSO, spremenila?

5. Ali se bo vedenje osebkov, izpostavljenih DMSO, spremenilo (gibanje, odzivnost)?
MIKROSKOPSKI VIDIK:

1. Ali se bodo na mikroskopskem nivoju pokazale poskodbe DMSO in ali se bodo te po
izpostavitvi zacele celiti?

2. Ali bodo vidne spremembe v zgradbi organov in tkiv?

3. Ali se bo stevilo specifi¢nih celic, ki nakazujejo imunski odziv, spremenilo?
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1.2 HIPOTEZE

Oblikovali smo naslednje hipoteze za raziskovalna vprasanja v raziskovalni nalogi:
Policelys felina je na koncentracije DMSO enako obcutljiva kot ostale vrste vrtincarjev.
Osebki, izpostavljeni DMSO, bodo zbledeli, ampak se bo ez ¢as povrnila prvotna barva.

Osebki, izpostavljeni DMSO, bodo imeli na povrsini telesa vidne poskodbe (predvsem
zunanja epitelna plast).

Telesa osebkov, izpostavljena DMSO, bodo nenavadno nagubana.

Osebki, izpostavljeni DMSO, se bodo manj gibali, nenavadno zvijali in se bodo slabse
odzivali na drazljaje.

Po izpostavitvi DMSO se bodo na mikroskopskem nivoju pojavile poskodbe, ki se bodo
po koncu izpostavitve zacele celiti.

V zgradbi organov in tkiv bodo vidne spremembe (obmocja brez celic, poskodovana
bazna membrana itd.).

Stevilo specifiénih celic, ki nakazujejo imunski odziv, se bo poveéalo (neoblasti,
bazofili¢na telesca in retikularne celice).
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2. PREGLED OBJAV

Pregledali smo objave s treh podrocij. Prvo podrocje je DMSO: lastnosti, uporaba in
toksi¢nost. Drugo podroc¢je so planariji na sploSno: sistematika, ekologija, fiziologija,
anatomija ter uporaba v toksikologiji in biomedicini. Tretje podrocje pa je povezava

prej$njih dveh, torej dosedanje raziskave vpliva DMSO na vrtincarje.

2.1 DIMETIL SULFOKSID

2.1.1 OSNOVNE ZNACILNOSTI

Dimetil sulfoksid (DMSO) je moc¢no dipolarna molekula z molekulsko formulo (CH3).SO
in molsko maso 78,14 g/mol. Talis¢e ima pri 18,5 °C, vrelis¢e pri 189 °C, plamenisce pri 95
°C, temperatura samovziga pa je 215 °C. Z vodo se mesa v vseh koncentracijah, poleg tega
pa je topen v acetonu, etanolu, ogljikovem tetrakloridu, etil acetatu, benzenu in kloroformu.

Ima gostoto 1,1 g/ml pri sobni temperaturi.

Slika 1: Prikaz molekule DMSO

Vir slike: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/dimethylsulfoxide — 21. 1. 2024

DMSO nastaja kot stranski produkt pri proizvodnji papirja in v lesarski industriji. Je produkt
katalizirane reakcije dimetil sulfida s kisikom, pa tudi kot produkt oksidacije dimetil sulfida

z duSikovim dioksidom ali dusikovim tetraoksidom.
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V industriji se uporablja kot topilo za polimerizacijo akrilonitrila in drugih vinilnih
monomerov ter drugih monomerov. Prav tako se uporablja v cianidnih reakcijah,
industrijskih distilih, hidravlicnih tekoc¢inah in kot sredstvo za odstranjevanje barve ter

drugih tezko topljivih materialov iz opreme.

V kemiji se pogosto uporablja kot topilo.

V kmetijstvu se lahko uporablja kot sredstvo za zascito pred sesalci (npr. srnjadjo) in tudi
kot stimulator rasti, vendar je uporaba zaradi toksi¢nosti omejena s predpisi. Uporablja se

tudi kot topilo za pesticide.

2.1.2 UPORABA V MEDICINI

DMSO ima dolgo zgodovino uporabe v medicini in farmaciji. Danes se uporablja kot
ojaCevalec penetracije v dolo¢enih farmacevtskih formulacijah, npr. v raztopinah
natrijevega diklofenaka (odobreno v ZDA za zdravljenje znakov in simptomov
osteoartritisa) in idoksuridina (odobreno v Evropi za zdravljenje obolenj s Herpes zoster).
DMSO je varen in u¢inkovit mehanizem za prenos tako hidrofili¢nih kot lipofili¢nih zdravil
skozi kozo za lokalizirano dostavo zdravil. Uporablja se tudi za zdravljenje intersticijskega
cistitisa, prav tako pa lahko pomaga pri vnetnih obolenjih mehurja in pri zdravljenju koznih
in tkivnih poskodb, ki se pojavijo zaradi kemoterapije.

Poleg tega je DMSO najpogosteje uporabljen kriokonzervacijski agent, saj pride ob
prisotnosti DMSO do manj poskodb celi¢nih membran med procesom. Uporablja se za
kriokonzervacijo zarodkov, mati¢nih celic in celicnih kultur, vendar mora biti zaradi

toksi¢nosti po taljenju ¢im prej odstranjen.
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2.1.3 TOKSIKOLOGIJA

VPLIV NA CLOVEKA

Ob stiku s kozo ob prevelikih koncentracijah (>70 %) povzroci rdecico in srbenje, ki se
pojavita takoj po izpostavitvi, koncentracije, enake ali manjSe od 70 %, pa obicajno teh
simptomov ne sprozijo. Pri zelo obcutljivih posameznikih pa lahko do reakcije pride tudi pri
koncentracijah 10 %. Vnos skozi kozo povzro¢i pri ljudeh zadah, ki smrdi po Cesnu,
degranulacijo mastocitov, poveCanje Stevila polimordonuklearnih levkocitov in

perivaskularni eosonofilis.

Pri vnosu dveh kapljic raztopine DMSO > 50 % pride do pekocega obcutka in vazodialacije,

koncentracije, nizje od 50 %, pa te reakcije ne sprozijo.
i ] p y proZi)

STUDIJE NA ZIVALIH

Pri eni izmed raziskav so raziskovalci v raztopino potopili podgane. Ni bilo takojSnjega
odziva, v 24 urah pa je trinajst od Stirinajstih podgan, ki so bile potopljene v 100 % raztopino

DMSO, poginilo.

V drugi raziskavi so nerazredéen DMSO intravenozno vbrizgali petim samcem in petim
samicam podgan. Koli¢ine so bile 2,5, 5 in 10 g/kg. Vsaka koliCina je bila vnesena v telo v
eni minuti. Zivali so po vbrizganju opazovali 14 dni. Vse smrti v eksperimentu so se zgodile
v prvih 24 urah po vbrizganju DMSO. Pred smrtjo so bili prisotni tremorji, miastenija,
dispneja in obCasno konvulzije. Nesmrtne doze so zmanjSale motoricno aktivnost in

povzrocile miastenijo.

V tretji Studiji so 32 samcev podgan izpostavili hlapom DMSO s koncentracijo 200 mg
DMSO na kubi¢ni meter zraka. Hlapom so bili osebki izpostavljeni tridesetkrat: sedem ur
na dan, pet dni na teden, za Sest tednov. Na zunaj niso osebki pokazali nobenih znakov

toksi¢nosti, so pa imeli zadah po ¢esnu Ze prvi dan izpostavitve.
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V Cetrti raziskavi so raziskovalci Stirim skupinam rezus makakov z Zelod¢no intubacijo
odmerili 90 % raztopino DMSO. DMSO so makakom odmerjali vsak dan do
sedeminosemdeset tednov. Koncentracije, ki so jih uporabili, so bile 990, 2970 in 8910
mg/kg/dan. Glavna znaka, ki sta se pokazala pri osebkih, ki so jim peroralno dajali DMSO,
sta bila sporadi¢no prekomerno slinjenje in bruhanje. Pri vi§jih dozah je prislo tudi do
anoreksije. Med fizicnimi pregledi makakov niso nasli nobenih z DMSO povezanih
sprememb. Pri pregledu med nekropsijo niso nasli nobenih z DMSO povezanih lezij, v le¢ah

makakov pa ni bilo histoloskih sprememb.

Pri razvojnih raziskavah so skupini od pet do Sest zlatih hrckov vbrizgali raztopino DMSO
s koncentracijo od 50 do 5500 mg/kg intravenozno ali pa 5500 in 8250 mg/kg
intraperitonealno na osmi dan nosecnosti. Pregled zarodkov tri dni pozneje je pokazal, da
ni bilo vidnih nobenih embriocidnih ali teratogenih u¢inkov pri koncentracijah, nizjih od
2500 mg/kg. Pri vi§jih koncentracijah je priSlo do malformacij, kot so spajanje reber,
nepravilnosti okoncin, eksencefalija, mikroftalmija in razcepljena ustnica. DMSO ni opazno

vplival na zdravje ali teZo nosece samice.

V' Drosophila melanogaster intraabdominalno vbrizganje DMSO ni povzrocilo spolno

vezanih recesivnih smrtnih primerov in ni povecalo pogostosti izgube spolnih kromosomov.

CITOLOSKE RAZISKAVE

Pri tej raziskavi so DMSO testirali na celicah jajénika kitajskega hrcka do maksimalne
koncentracije 5000 pg/ml s presnovno aktivacijo in brez nje. DMSO ni povzrocil celi¢ne
toksicnosti ali zamud v celiénem ciklu in ni povzroc€il poviSanja frekvence izmenjave

sestrskih kromatid.
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2.2 PLANARUJI

Planariji so prostozivece neparazitne zivali. Njihova najbolj znacilna lastnost je izjemna
sposobnost regeneracije vecjih delov telesa po amputaciji ali poskodbi. To je posledica
delovanja matic¢nih celic ali neoblastov, ki so totipotentne mezenhimske celice in so edine
mitotsko aktivne celice pri nespolnih planarijih, iz katerih se na koncu razvijejo vsa
diferencirana tkiva in organi. Neoblasti torej predstavljajo velik potencial za proucevanje
genetskih in molekularnih mehanizmov regeneracije tkiv. Zaradi tega je bila Schmidtea

mediterrana, ena izmed mnogih vrst planarijev, nedavno doloc¢ena kot glavni modelni

organizem za tovrstne Studije.

ST

7 11 14

Slika 2: Preprost prikaz planarijev in njihovih regeneracijskih sposobnosti

Vir slike:
https://static.wixstatic.com/media/b4036¢_7519e4c018994b6db0c8f43b45476368~mv2.jpg/vI/fill/w 538,h 521,al c.q_80
usm_0.66_1.00 _0.01,enc_auto/Regen.jpg - pridobljeno 20. 2. 2024
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2.2.1 SISTEMATICNO UVRSCANJE PLANARIJEV IN POLYCELIS FELINA

Planariji pripadajo domeni evkariontov, kraljestvu zivali (Animalia) in deblu ploS¢atih ¢rvov
(Playhelminithes). Deblo se deli na ve¢ skupin in razredov, ki se lo¢ijo predvsem po
zivljenjskem okolju organizmov in zgradbi organizmov. Osebki so lahko zajedavci ali
prostoziveci ploski ¢rvi in naseljujejo sladkovodna, morska in kopenska obmocja. Zaradi
preprostosti teh osebkov pa je taksonomija precej zahtevna in marsikje Se ni dobro raziskana.
Planariji pripadajo redu Tricladida, ki je znan po prostozivecih ¢rvih z izjemnimi
regeneracijskimi sposobnostmi. V razredu je ve¢ kot 100 rodov in ve¢ 100 vrst. Ploski ¢rvi,
uporabljeni v tej raziskovalni nalogi, so vrste Polycelis felina, ki pripada druzini Planariide

in rodu Polycelis.

Beane Lab Planarian Species

Schmidtea mediterranea

Dugesia japonica

Girardia tigrina
Phagocata gracilis

Phagocata morgani

Polycelis felina V

Slika 3: Nekaj razlicnih vrst planarijev

Vir slike:
https://static.wixstatic.com/media/b4036¢_110874b9302a4e8tb3a7917850be9262~mv2.jpg/v1/filllw 401.h_534,al c.q 80,
usm_0.66_1.00 0.01,enc_auto/Multi-Species-Corrected.jpg - pridobljena 20. 2. 2024
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2.2.2 EKOLOGIJA PLANARIJEV

Planarije lahko najdemo v mnogih Zivljenjskih okoljih: morskih, sladkovodnih, brakti¢nih
in kopenskih. So plenilci in lovijo manjSe organizme v svoji okolici. Planariji imajo kljucno
vlogo v vodnih ekosistemih in sluzijo kot bioindikatorji. Kakovost vode lahko ocenimo
glede na uspesnost planarijev v njej, saj so zelo obcutljivi na okoljske spremembe in
onesnazenje njihovega bivalnega okolja. Ce je onesnazenje preveliko, se planariji ne morejo
razmnoZzevati in dokaj hitro pomrejo. Nanje lahko negativno vpliva tudi sprememba

temperature vode.

2.2.3 ANATOMIJA IN FIZIOLOGIJA PLANARIJEV

Planariji v velikosti variirajo od milimetra vse do metra. Poleg tega pa se primerki

razlikujejo tudi po obliki in barvi ter postavitvi in Stevilu o¢i ali drugih organskih sistemov.

Planariji so tripoblasti¢ne zivali s komplicirano interno anatomijo.

ZIVCNI SISTEM

Ziveéni sistem vklju€uje prave mozgane, povezane z ventralnimi zivénimi vrvicami in
preprostimi o¢esnimi ¢asami. Pod o€esnimi pegami so gangliji, pogosto imenovani mozgani
planarijev. Zivéni sistem je videti kot nekakSna lestev, ker so precni Zivci povezani z

zivEénimi vrvicami, ki potekajo vzdolz telesa.

PREBAVNI SISTEM

Imajo tudi dober prebavni sistem, ki ga sestavljajo tri glavne veje, zaradi Cesar je red
poimenovan prav Tricladida, in protonefridni izloCevalni sistem, ki je precej podoben
ledvicam vrtincarjev. Prehranjujejo se z miSicastim Zrelom, ki ga iztegnejo skozi ustno
odprtino, ki lezi na sredini spodnje strani telesa. Pharynx ali zrelo je edina telesna odprtina
in zato obenem deluje kot anus Zivali. Prebavni encimi, ki so izlo€eni iz ust, pri¢nejo zunanjo
prebavo, v Crevesju pa se prebava nadaljuje. Razvejana prebavna votlina omogoca, da
hranila dosezejo vse predele telesa. Prehranjujejo se z zivimi ali mrtvimi majhnimi Zivalmi,

ki jih posesajo z miSiCastimi usti.
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PRENOS PLINOV IN HRANILNIH SNOVI

Krvozilnega in dihalnega sistema osebki nimajo. Hranila in plini se prenasajo z difuzijo. Po

celotni povrsini telesa planarijev poteka difuzija kisika in ogljikovega dioksida.

1IZLOCALA

Sistem izlocal je zgrajen iz Stevilnih cevk, na katerih je veliko plamenskih celic in
izloCevalnih por. Plamenske celice odstranijo nezelene tekoCine iz telesa tako, da jih
precrpajo skozi kanale, ki vodijo do izlo¢evalnih por. Imajo celi¢no telo z jedrom in
izboklino v obliki skodelice, notranjost, ki jo prekrivajo bicki. Utripanje teh bi¢kov spominja
na plamen in od tod izvira tudi ime. Skodelica je pritrjena na cevkasto celico, katere notranja
povrsina je prav tako prekrita z migetalkami, ki pomagajo pri premikanju tekocine skozi
cevasto celico. Cevka se navzven odpre skozi nefronsko poro. Funkcija teh celic je

uravnavanje osmotskega tlaka ¢rva in vzdrzevanje ionskega ravnovesja.

OSTALA TKIVA

Neoblasti — odrasle mati¢ne celice planarijev — se nahajajo v mezodermu, ki obdaja vse
notranje organe. Trislojna muskulatura telesne stene, zgrajena iz vodoravnih, navpi¢nih in
tako mehansko stabilnost kot lokacijske informacije spodnjim celicam ter omogoca

premikanje.
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Slika 4. Shematicen in mikroskopski prikaz telesnih sistemov planarijev.

1. mozgani (rdece), centralni Zivcni sistem (zeleno) in zrelo (zeleno); 2. prebavila; 3. protonefridi; 4. Pharynx — zrelo, 5.
neoblasti; 6. muskulatura telesne stene

Vir slike: https.//www.researchgate.net/profile/Miquel-Vila-
Farre/publication/335764627/figure/fig3/4S:808731856080896(@1569828108342/Planarian-anatomy-Schematic-top-and-

microscopic-images-bottom-of-the-major-planarian.png - pridobljeno 20. 2. 2024
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RAZMNOZEVANJE

Planariji imajo ve¢inoma hermafroditski reproduktivni sistem, sestavljen iz para jajénikov,
ki se nahaja za gangliji, testisov in Zlez rumenjaka, names$cenih vzdolZ celotne anteriorno-
posteriorne osi, ter kopulacijskih organov v repu. Vsak planarij spermo obenem izloc¢a in
prejema. Jajceca se razvijejo v telesu in izlo¢ijo v kapsulah, ¢ez nekaj tednov pa se izlezejo
in odrastejo. Pogosto pa je tudi nespolno razmnoZevanje s partenogenezo ali regeneracijo.
Tiste vrste, ki temeljijo na nespolnem razmnozevanju s cepitvijo, imajo pogosto slabse
razvite spolne organe. UporabnejSe pa je spolno razmnozevanje, ker se z njim povecuje

stopnja genske raznolikosti in je vrsta posledi¢no obstojnejsa.

Reproductive
system of a
seminal _ Planaria
. receptacle testis
penis in
genital

chamber

yolk gland

genital pore
seminal
duct

Slika 5: Reproduktivni sistem planarijev.

Vir slike: https://upload . wikimedia.org/wikipedia/commons/1/19/Planarian_reproductive_system.png - pridobljeno 20. 2.
2024
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2.2.4 REGENERACIJSKI MEHANIZMI

Regenerativne sposobnosti planarijev so posledica predvsem obilne populacije neobicajnih
odraslih mati¢nih celic — neoblastov. Neoblasti so relativno majhne okrogle celice z visokim
volumskim razmerjem med jedrom in citoplazmo. Porazdeljene so po celotnem mezenhimu
planarija. Pogosto imajo podaljSke, podobne filopodijem, in RNA-proteinska zrnca,
morfolosko in molekularno zelo podobna RNA-proteinskim zrncem, ki jih najdemo v
mnogih Zivalskih vrstah. Neoblastov je v primerjavi z mati¢nimi celicami v drugih Zivalih
precej veliko in je ocenjeno, da predstavljajo 20 — 30 % vseh celic. En sam neoblast, presajen
v gostitelja brez maticnih celic, zadostuje za regeneracijo celotne zivali. Neoblast
postopoma nadomesca vse celice gostitelja s svojimi potomci. To dokazuje, da se lahko iz
neoblastov razvijejo vse vrste celic, kar je definicija pluripotentnosti. Edina dela planarija

brez neoblastov sta konica glave in pharynx in zato nista sposobna regeneracije.

Slika 6: Razporeditev neoblastov po telesu planarija.

Vir slike: https://garciad.files.wordpress.com/2014/05/neoblasts-e1401151953683.jpg?w=768 — pridobljeno 20. 2. 2024

Vsaka poskodba aktivira neoblastne delitve. Rane, pri katerih je bilo odstranjeno tkivo, z
neznanim mehanizmom pritegnejo potomce neoblastov, kopi¢enje postmitoticnih potomcev
neoblastov pod sveze zaceljeno rano pa povzroci blastemo — mnozico diferenciacijskih celic
v procesu tvorbe tkiva. Blastema se pojavi kot tanek rob nepigmentiranega tkiva priblizno
24 ur po poskodbi in $e naprej raste in dozoreva. Ker je prehranjevanje, dokler regeneracija
ni dokoncana, pogosto onemogoceno, blastema vseh tkiv ne more obnoviti v popolni

velikosti.
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Neoblasti pa so prav tako kljucni za vzdrzevanje anatomije pri neposkodovanih osebkih. To
je bilo dokazano na planarijih, ki so bili obsevani in je bilo delovanje njihovih neoblastov
onemogoceno. Scasoma je prislo do izgube glave, cemur je sledilo zvijanje in na koncu liza
preostalih tkiv. Stopnja delitve bazalnih neoblastov se poveca tudi po vsakem hranjenju in

se zato osebek povecuje, ob pomanjkanju hrane pa se osebek manjsa.

2.2.5 UPORABA VRTINCARJEV V MEDICINI

Vrtincarji so eni najbolj uporabljenih zivalskih modelov v razvojni biologiji in v
regeneracijskih raziskavah, uporaba pa se $iri tudi na podrocju nevrofarmakologije. So prvi
organizmi, ki kazejo cefalizacijo, vklju¢no s primitivnimi mozgani in veliko podobnostmi z
Zivénim sistemom vretencarjev. Zivéni sistem vrtin¢arjev je po morfologiji in fiziologiji
pravzaprav bolj podoben Zivénemu sistemu vretencarjev kot pa Zivénemu sistemu drugih
nevretencarjev. Poleg tega je skoraj vsak nevrotransmiter, ki ga najdemo pri sesalcih,
prisoten tudi v vrtin¢arjih. Primerni so tudi za preuc¢evanje razvoja in regeneracije zivénega

sistema.

Vrtincarji izrazajo specificne vedenjske odzive na psihoaktivne substance, kot so kokain in
opiati. Prav tako so bili uporabljeni v kemi¢ni in vedenjski toksikologiji in kot nacin za

identifikacijo kemijskih teratogenov.
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2.3 VRTINCARJI IN DMSO

Zaradi pogoste uporabe DMSO kot topila in popularnosti vrtincarjev kot modelnih

organizmov ze

obstajajo ¢lanki na to temo.

V prvem ¢lanku so avtorji raziskovali toksi¢nost DMSO v vrtin€arjih Dugesia sp. ter njegov

vpliv na njihovo vedenje. Ugotavljali so LDso pri Casih izpostavitve od 2 do 20 minut in

naklon krivulje smrtnosti. Poleg tega so tudi podrobno opisali vedenjske spremembe, ki jih

je povzro¢il DMSO. To so naredili s protokolom merjenja, pri katerem se osebek v petrijevki

postavi na mrezo 1 cm? kvadratkov in se Steje, koliko kvadratov osebek precka v 8 minutah.

Ugotovili so, da DMSO vpliva na S$tevilo kvadratov, ki so jih preckali, v odvisnost od

koncentracije, ki so ji osebki izpostavljeni.
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V drugem clanku so raziskovali vpliv DMSO na vedenje in antioksidativne encime
vrtincarjev vrste Dugesia japonica. LCso so merili pri ¢asih izpostavitve 24, 48, 72 in 96 ur
ter ugotovili, da je smrtnost neposredno odvisna od koncentracije. Ugotovili so tudi, da je
zmanjSanje aktivnosti neposredno povezano s koncentracijo in da pri ¢asu izpostavitve v 1
uri 4 % raztopina DMSO zmanjsa aktivnost za priblizno 50 %. Pri osebkih, izpostavljenih
0,1-1 % DMSO so izmerili povisanje encima CAT, pri osebkih, izpostavljenih 0,5 % DMSO

pa tudi poviSanje encima SOD.

Izvedenih je bilo tudi veliko drugih eksperimentov, ki pa za naSo raziskavo niso klju¢ni, saj
se ukvarjajo z ekspresijo genov in biokemijo pri koncentracijah, pri katerih ne pride do

makroskopskih poskodb, ne pa z vedenjem ali morfologijo vrtincarjev.



Zeleznik, A., GrudnikvPritrinik, L. Vpliv DMSO na vedenje, fiziologijo in morfologijo vrtincarjev.
Raziskovalna naloga, Solski center Velenje, Gimnazija Velenje, 2024.

18

3. METODOLOGIJA
3.1 PRIDOBIVANJE OSEBKOV

Profesorji na nasi Soli vrtinarje Ze vrsto let nabirajo v potoku blizu Gorenja nad Zrecami,
zato smo tudi mi obiskali ta potok. Preden smo nabrali vrtincarje, smo izmerili pH,
temperaturo in trdoto vode. Vrtin¢arje smo nasli na spodnji strani kamnov v mirnejsih
predelih potoka in jih s Copi¢em nezno postrgali v posodo, v kateri je bila voda iz potoka.
Prav tako smo nabrali 10 litrov vode. Vrtincarje smo transportirali v hladilni torbi, kjer je

temperatura ostala enaka, prav tako pa so vrtincarji imeli temo, ki jim bolj ustreza.

“Ludmer, Predelava (@
InlProdaja Kamna Ter:..s; ¥
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»

'

Slika 7: Lokacija potoka, kjer smo nabirali vrtincarje.

Vir slike: https://www.google.com/maps - pridobljeno 21. 2. 2024
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Ker smo jih nabrali v nedeljo, so prvo no¢ preziveli v hladilniku, nastavljenem na 6 °C.
Naslednji dan smo jih prestavili v Solski hladilnik v bioloSkem kabinetu, kjer je bila temperatura

nastavljena na 8 °C.

Slika 9: Shranjevanje vrtincarjev v hladilniku — 22. 10. 2023

Voda, ki smo jo nabrali v potoku, je bila precejena skozi gazo, da smo odstranili vse delce, ki

bi lahko z raznimi procesi spreminjali kakovost vode.

Slika 1 0 Precejanje vode — 29. 1. 2024
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3.2 METODOLOGIJA PRVEGA EKSPERIMENTA

Ker smo zeleli vpliv DMSO opazovati ¢im podrobneje, smo pripravili vecdnevni poskus.
Poskus je bil zasnovan na podlagi ¢lanka o poskusu toksicnosti kverticina na P. felina.
VrtinCarje smo nabrali v potoku ter jih pripeljali v laboratorij. Prvi dan smo dva osebka

fiksirali, ostale pa smo razdelili v §tiri skupine — po deset osebkov v vsako skupino.

Prva skupina je bila kontrolna, ostale tri skupine pa smo izpostavili trem razlicnim
koncentracijam DMSO, raztopljenim v vodi, za 24 ur. Za Dugesia japonica je pri Casu
izpostavitve 24 ur LCso DMSO 4 % (2), zato smo za na$ eksperiment izbrali naslednje
koncentracije:

- 2. skupina je bila izpostavljena 0,5 % raztopini DMSO,

- 3. skupina je bila izpostavljena 1 % raztopini DMSO,

- 4. skupina je bila izpostavljena 2 % raztopini DMSO.

Slika 11: Osebki v DMSO. - 30. 1. 2024

Osebke smo izpostavili raztopinam za 24 ur, nato pa smo fiksirali dva osebka iz vsake
skupine, ostale osebke pa smo prestavili nazaj v vodo. Vsak dan smo menjali vodo ter
spremljali barvo, premikanje in odzivnost osebkov. Prvi, drugi, tretji in Sesti dan po koncu

izpostavitve smo fiksirali po dva osebka iz vsake skupine.
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Za fiksiranje osebkov v eksperimentu smo uporabili Buinov fiksativ (1), vendar smo
uporabili prilagojen recept: 10 % formalina, 85 % koncentrirane pikrinske kisline in 5 %

ledocetne kisline (3).

Slika 12: Proces fiksiranja osebkov. - 1. 2. 2024

Slika 13: Osebki fiksirani v etanolu. — 1. 2. 2024
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3.3 METODOLOGIJA DRUGEGA EKSPERIMENTA

Da bi lahko podrobneje raziskali takojSnje vedenjske in tudi opaznejSe fizioloske vplive
DMSO na vrtin€arje takoj po izpostavitvi, smo naredili eksperiment. Ker smo zeleli
vrtin¢arje opazovati pod stereo lupo, pod obicajnimi pogoji pa se premikajo prehitro za
opazovanje, smo uporabili protokol za imobilizacijo vrtincarjev s 3 % etanolom. Protokol
pri vrtinCarjih ustavi tako drsenje (premikanje s pomoc¢jo migetalk) kot premikanje z
uporabo misic, inhibira pa tudi fotofobi¢no vedenje. Protokol ne povzro¢i poSkodb in si

osebki po odstranitvi iz etanola opomorejo v 3—4 urah.

Slika 14: Opazovanje osebkov pod lupo. - 2. 2. 2024

Raztopino 3 % etanola smo pripravili tako, da smo zmesali 4,3 mL 70 % etanola in 95,7 mL
vode, ki sva jo pridobila iz potoka. Protokol je narejen za vrtinCarje vrste Schmidtea
mediterranea , ki so v laboratoriju pogostejsi, ¢as, ki je potreben, da inhibira premikanje
miSic, pa je odvisen od velikosti osebkov. Zaradi tega smo pustili osebke v raztopini etanola
eno, dve in tri ure, da bi dolocili Cas, ki je potreben, da ustavi premikanje v P. felina pri

osebkih velikosti okoli 1 cm, s katerimi smo delali eksperiment.
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Po odstranitvi osebkov iz raztopine etanola smo jih 15 minut pustili v vodi, da so si
opomogli. Vrtin¢arje smo loc¢ili v 2 skupini:
- prvo skupino smo uporabili za kontrolo in jo opazovali le v vodi;

- drugo skupino pa smo izpostavili 11 % koncentraciji DMSO v vodi (v/v).

Koncentracijo 11 % smo izbrali, saj je to doloc¢en LDso za 15-minutno izpostavitev pri
Dugesia sp. (2). Ker je P. felina obcutljiva tudi na temperaturo in na sobni temperaturi ne
more preziveti dlje ¢asa, smo ¢as zunaj hladilnika omejili na 15 minut, temu pa je sledilo

najmanj 15 minut v hladilniku.
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3.4 METODOLOGIJA TRETJEG EKSPERIMENTA

Cilj tega eksperimenta je bil, da ¢im podrobneje opisemo vpliv DMSO na fiziologijo in
vedenje. Ker smo nameravali osebke opazovati krajsi ¢as, okrog 15 minut, smo izbrali
koncentracijo 5 % (priblizno polovica LCso za Dugesia sp.). Celoten Cas izpostavitve smo

osebke opazovali pod stereo lupo.

Ker smo Zeleli preveriti tudi vpliv na migetalke, smo po izpostavitvi DMSO enega od osebkov
odstranili in premestili na stekelce za mikroskopijo. Osebek smo obarvali z nolandovo

raztopino in vzorec nato opazovali pod mikroskopom.

Pri ostalih osebkih smo spremljali vedenje, izloCanje sluzi, premikanje in konvulzije ter

celoten proces dokumentirali s fotografiranjem in snemanjem.
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4. REZULTATI

4.1 REZULTATI PRVEGA POSKUSA

4.1.1 PO 24 URAH IZPOSTAVITVE

Osebki iz kontrolne skupine so izgledali normalno in so se tudi vedli obi¢ajno (so drseli ali

pa mirovali). Na mehanski drazljaj so se takoj odzvali s kréenjem stran od drazljaja.

Osebki iz druge in tretje skupine so izgledali in se vedli zelo podobno osebkom iz kontrolne
skupine, vendar niso bili tako aktivni. Na mehanske draZljaje so se osebki iz druge skupine
odzvali samo, ¢e so bili ti drazljaji na polovici telesa, ki je blizje glavi, ¢e smo se jih dotaknili
na polovici, bliZji repu, pa se niso odzvali. Ce je do odziva priglo, pa je bil ta enak kot pri
kontrolni skupini (kréenje stran od drazljaja) in enako intenziven. Osebki iz tretje skupine
so se na mehanske drazljaje odzivali podobno kot osebki iz druge, vendar veliko manj

intenzivno.

Osebi iz Cetrte skupine so izgledali nenavadno, saj je bila povrhnjica nagubana namesto
gladka. Dva osebka iz Cetrte skupine, izpostavljene 2 % raztopini DMSO, sta v roku
Stiriindvajsetih ur poginila in do konca razpadla. Pri osebkih, ki so preziveli, ni bilo razen v
obliki povrhnjice videti ve¢jih deformacij. Na mehanske drazljaje so se odzvali ne glede na
lokacijo, vendar ne s kréenjem stran od draZljaja, ampak z zvijanjem v naklju¢ne smeri; to

zvijanje je po odstranitvi draZljaja trajalo 10-30 sekund.

Potem ko smo osebke prestavili iz raztopine DMSO v svezo vodo, so si osebki druge in
tretje skupine po petih minutah ze skoraj popolnoma vedenjsko opomogli in so postali enako
aktivni kot kontrolna skupina, le nekateri osebki iz druge skupine so imeli nenavadno
skréene repe, v Cetrti skupini pa so se vecji osebki nehali zvijati, manjsi osebki pa so se
zvijali manj pogosto in manj intenzivno. Po 15 minutah so si osebki Se bolj opomogli, osebki
prvih treh skupin so izgledali in se obnasali enako, osebki iz Cetrte skupine pa so se Ze skoraj

vsi popolnoma prenehali zvijati.
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4.1.2 24 UR PO KONCU IZPOSTAVITVE

En dan po koncu izpostavitve so imeli osebki iz vseh skupin, razen kontrolne skupina, rahlo
razjedeno povrhnjico, vedli pa so se vsi enako. Tudi na mehanske drazljaje so se vsi odzivali

normalno, tretja in Cetrta skupina malo manj intenzivno.

4.1.3 48 UR PO KONCU IZPOSTAVITVE

Dva dni po koncu izpostavitve so imeli osebki vseh skupin, razen kontrolne, Se vedno rahlo
razjedeno povrhnjico. Osebki druge in tretje skupine so se obnasali popolnoma normalno in
se na mehanske drazljaje odzivali na enak nacin in enako intenzivno kot osebki kontrolne
skupine. Osebki Cetrte skupine so se na mehanske drazljaje odzivali z vihanjem roba telesa
stran od draZljaja namesto s kréenjem. Ko smo jih prestavili v posode s svezo vodo, so
osebki prvih dveh skupin na to reagirali s premikanjem in kréenjem, osebki tretje in Cetrte

pa ne tako zelo intenzivno.

4.1.4 NADALJNJE SPREMLJANJE

Osebke smo nato spremljali Se Stiri dni, v prihodnjih dneh so se vsi osebki vedli obi¢ajno in
se normalno odzivali na mehanske drazljaje, poskodbe povrhnjice pa so se iz dneva v dan

vidno izboljSevale. Eksperiment smo sedem dni po zacetku zakljucili.
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4.2 REZULTATI DRUGEGA POSKUSA

Ena ura v raztopini etanola je za imobilizacijo vrtin€arjev te velikosti premalo (popolnoma
imobiliziralo je samo enega od osebkov, ostali so se Se vedno rahlo premikali, nekateri celo

drseli).

Po 2 ali 3 urah v raztopini etanola in nato 15 minutah v vodi so bili vsi opazovani osebki
uspesno imobilizirani: Se vedno so se bili sposobni premikati s pomoc¢jo miSic, a se brez
stresorjev (mehanskih ali kemi¢nih — dotiki, DMSO) niso, niso pa se mogli premikati s

pomocjo migetalk. Prav tako je bila inhibirana fotofobi¢nost.

Osebki iz kontrolne skupine, ki so bili izpostavljeni svetlobi iz lece, prav tako pa za 15 minut
sobni temperaturi, so si po 24 urah popolnoma opomogli — ni bilo vidnih poSkodb, lahko so
se normalno premikali z uporabo migetalk, prav tako misic. S tem smo pokazali, da jih krajsi
intervali izpostavljenosti sobni temperaturi in svetlobi ne poskodujejo, prav tako pa si po
imobilizaciji popolnoma opomorejo. Le eden od osebkov, ki je bil izpostavljen samo
etanolu, je imel na koncu izpostavitve rano na repu. Osebki med opazovanjem pod lupo niso
pokazali nobenega nenavadnega vedenja: bili so pri miru, ni priS§lo ne do drsenja ne do

kréenja ali zvijanja. Edina opazna razlika je bila nekolik$na nagubanost povrsine telesa.

Osebki, ki so bili izpostavljeni DMSO, so kazali Stevilna nenavadna vedenja. Prislo je do
opaznega poviSanja v izlo€anju sluzi. Prav tako je pri§lo do zvijanja in trzanja, ki sta bila na
zaCetku zelo intenzivna, ¢ez Cas pa sta se zmanjSala. Po priblizno 10 minutah ni bilo ve¢
zaznavnega gibanja, razen gibanja Zrela. Eden izmed osebkov (ki je bil pred izpostavitvijo
DMSO v raztopini etanola 1 uro) je iztegnil Zrelo izven telesa, vendar ga ni odvrgel
(vrtincarji zaradi doloCenih stresorjev lahko odvrzejo zrelo). Prav tako so vsi osebki,

izpostavljeni DMSO, nekoliko zbledeli (a ne popolnoma).
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Slika 15: Osebek iz ponovitve eksperimenta v 11 % DMSO, dobro se vidi izlocena sluz (30x povecava). — 7. 2. 2024

Slika 16: Isti osebek po uri in petintrideset minutah, telo je skoraj popolnoma razpadlo (30x povecava). - 7. 2. 2024

Po koncani 15-minutni izpostavitvi smo vrnili osebke iz raztopine DMSO nazaj v vodo. Po
15 minutah v vodi smo preverili njihovo odzivnost na mehanske drazljaje. Tako osebki iz
kontrolne skupine kot osebki, ki so bili izpostavljeni DMSO, so se na mehanske drazljaje le

Sibko odzivali.
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Priblizno 24 ur po izpostavitvi so bili osebki, ki so bili izpostavljeni DMSO, mrtvi, njihovo

telo pa je bilo delno dekompozirano.

Eksperiment smo poskusili ponoviti samo s predhodno dvourno izpostavljenostjo etanolu,
saj je ta prvi¢ delovala najbolje. Ko smo osebke dodali v raztopino DMSO, so poginili skoraj
takoj, tako da vedenjskih podatkov nismo dobili, smo pa opazili, da je tik pred smrtjo prislo
do poviSanega izloCanja sluzi. Osebke smo pustili v raztopini po tem, ko so poginili, in s
tem ugotovili, da po smrti razpadajo v raztopini DMSO opazno hitreje, kot pa ¢e so tik pred

smrtjo ali tik po njej prestavljeni v vodo.
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4.3 REZULTATI TRETJEGA POSKUSA

Pri 5 % koncentraciji DMSO pride pri P. felina do spremembe v premikanju takoj po
izpostavitvi, osebki se ne premikajo ve¢ z drsenjem, ampak samo S$e z zvijanjem. Osebek,
ki smo ga opazovali pod mikroskopom, je imel migetalke vidno poskodovane, plast migetalk
je bila opazno tanjSa. Nismo opazili poviSanega izlo¢anja sluzi, smo pa zabelezili zelo
opazno spremembo barve pri osebkih, in sicer iz temno rjave v svetlo rjavo ali pa iz svetlo
rjave v prosojno (odvisno od zacetne obarvanosti osebkov). Osebki so se po petrijevki
priblizno pet minut $e premikali, ceprav samo s kr¢enjem in zvijanjem, zadnjih deset minut
izpostavitve pa so ostali na istem mestu. Se vedno pa so se premikali, vendar samo s trzanjem

in obc¢asnimi konvulzijami, to premikanje pa je postajalo ¢ez ¢as vedno manj intenzivno.

’
Slika 17: Osebek cisto na zacektu izpostavitve 5 % Slika 18: Isti osebek po 25 minutah izpostavitve
DMSO (30x povecava). - 7. 2. 2024 DMSO, koza je izgubila rjavo koloracijo (30x

povecava). - 7. 2. 2024
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5. DISKUSIJA

S prvim eksperimentom smo ovrgli prvo hipotezo, saj sta dva izmed osebkov poginila pri
koncentraciji, ki je za S. mediterranea polovica LCso. Tudi drugi eksperiment je to ovrgel,
saj je bil pri eksperimentu ¢as do smrti krajsi kot petnajst minut, Se posebej pri ponovitvi; a
do tega odstopanja pri ponovitvi bi lahko prislo, tudi ¢e raztopine DMSO ne bi dovolj
premesali in bi bila koncentracija DMSO na dnu petrijevke vecja. Prvi in drugi eksperiment
nam pokazeta, da je P. felina na DMSO obcutljivejSa kot Dugesia sp. ali S. mediterannea.
Druge hipoteze nam ni uspelo ne ovreci ne potrditi, saj pri prvem eksperimentu ni prislo do
opazne spremembe obarvanosti, pri tretjem eksperimentu pa so osebki poginili in do tega,
da bi se jim povrnila prvotna barva, ni moglo priti. Kljub temu smo pokazali, da DMSO

lahko vpliva na obarvanost vrtincarjev, vendar samo pod dolocenimi pogoji.

Tretjo in Cetrto hipotezo je najbolje potrdil prvi eksperiment, pri katerem je pri osebkih na
povrsini koze priSlo do ran in do nagubanosti. Zanimivo je, da rane med izpostavitvijo in
takoj po njej Se niso nastale oziroma niso bile opazne, 24 ur po koncu izpostavitve pa so
bile, medtem ko je bila nagubanost prisotna takoj. Nagubanost se je po koncu izpostavitve
pocasi izboljsala, pa tudi rane so se zacele celiti, kar pomeni, da sta oba procesa reverzibilna.
Na Zzalost nimamo primerjave celjenja podobnih ran pri osebkih, ki niso bili izpostavljeni
DMSO, tako da ne moremo sklepati o tem, ali DMSO inhibira celjenje ali ne. Ker sta obe

vrsti poSkodbe oziroma deformacije vezani na epitel, sta medsebojno verjetno tudi povezani.

Tudi peto hipotezo sva potrdila ter za podporo obeh zbrala precej slikovnega materiala in
videov. DMSO povzroci poskodbe tako epitela kot migetalk, kar prepreci drsenje vrtinCarjev
(to je sicer njihov primarni mehanizem premikanja). Zaradi tega osebki za premikanje
uporabijo sekundarni mehanizem, tj. premikanje z miSicami. Ker DMSO vpliva tudi na
delovanje miSic, pa osebki miSic ne morejo uporabiti pravilno, zato namesto premikanja s
kréenjem in raztezanjem v doloCeno smer (kot pri S§¢etinarjih) pride do nenavadnega kréenja,

zvijanja, trzanja in konvulzij.
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Hipotez, ki se osredotoc¢ajo na mikroskopski nivo, na histologijo in morfologijo tkiv, na
zalost nismo mogli potrditi ali ovreci, saj na nobenem inStitutu ali univerzi niso imeli ¢asa,
da bi nam pri izvedbi tega pomagali, naSa Sola pa zato nima primerne opreme. Osebke smo
fiksirali in shranili v 70 % etanolu na primerni temperaturi, kar pomeni, da lahko histoloske

raziskave naredimo tudi v prihodnosti.

Enako kot Zze predhodne raziskave smo ugotovili, da DMSO znatno vpliva na vedenje
vrtincarjev in da pri osebkih pride do specifi¢nih vedenjskih odzivov: zvijanje, trzanje in
nenavadno premikanje farinksa ter zmanjSana aktivnost, katerih intenzivnost je odvisna od

koncentracije DMSO.

Poleg tega smo ugotovili, zakaj se osebki, izpostavljeni vi§jim koncentracijam DMSO,
nehajo premikati z drsenjem, kar do zdaj $e ni bilo znano. Ugotovili smo tudi, da DMSO
lahko vpliva na barvo in izlocanje sluzi ter da povzrofa pospeseno razpadanje mrtvih

osebkov.

Do napak pri nalogi bi lahko priSlo zaradi veliko spremenljivk, ki jih je teZko vse natan¢no
spremljati in kontrolirati (npr. to¢na temperatura, natan¢ni €asi izpostavitve) in zaradi stresa,
ki smo ga osebkom povzrocili z menjavanjem vode ter merjenjem odzivnosti. To bi lahko
popravili tako, da bi nalogo opravili v ¢im bolj kontroliranem okolju in s Se natan¢neje
dolo¢enimi protokoli. Raziskovalno nalogo bi lahko izboljsali tudi s tem, da bi si Ze na
zaCetku natancneje zastavili cilje naloge in da bi se eksperimentov lotili bolj sistemati¢no, z
ve¢ predhodnimi poskusi in s kalibriranjem eksperimentov, preden smo jih izvedli. Poleg
tega bi bila raziskovalna naloga boljsa, ¢e bi imeli dostop do boljSe opreme, saj bi nam to

omogocilo histopatoloSke raziskave vpliva DMSO.
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6. ZAKLJUCEK

To raziskovalno nalogo smo se odlocili delati predvsem zaradi najinega zanimanja za
biologijo in eksperimentiranje. Vrtin€arji so naju Ze od nekdaj zelo zanimali in sva si Ze
dolgo zelela eksperimentirati z njimi. Skozi raziskovalno nalogo sva se naucila veliko glede
skrbi za vrtinCarje in to znanje delila tudi s profesorji biologije na Soli, da bi lahko ta
zanimiva bitja veckrat uporabili pri pouku biologije. Naucila sva se tudi natanc¢nosti in

pisanja znanstvenih ¢lankov.

V nadaljevanju eksperimenta bomo vzorce osebkov, ki smo jih po izpostavitvi razli¢énim
koncentracijam DMSO fiksirali v 70 % etanolu, razrezali z mikrotomom, jih obarvali in

opazovali pod mikroskopom. Tako bomo izvedeli ve¢ o vplivu DMSO na tkiva vrtin¢arjev.
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7. POVZETEK

Planariji so druzina ploskih ¢rvov z odli¢nimi regeneracijskimi sposobnostmi. Zaradi tkiv,
homolognih ¢loveskim, so pogosto uporabljeni v toksikologiji in biomedicini. Dimetil
sulfoksid (DMSO) je kemikalija, ki se pogosto uporablja v kriokonzervaciji in ob¢asno v
zdravstvu, v laboratoriju pa se uporablja tudi kot topilo za zdravila, netopna v vodi, ali kot
prenasalec zdravil v telo. Vplivi na vedenje in nekateri vplivi na fiziologijo DMSO so Ze
znani, vendar so slabo raziskani. Mehanizmi, s katerimi DMSO vpliva na organizme, pa so
veCinoma neznani. Ker je za izboljSavo kriokonzervacije glavna ovira ravno toksi¢nost
DMSO, smo se jo odlo¢ili podrobneje raziskati z uporabo vrtincarjev vrste Polycelis felina.
Osebke smo izpostavili razlicnim koncentracijam DMSO v razli¢nih ¢asovnih obdobjih. Z
opazovanjem osebkov in preizkusanjem njihove odzivnosti smo ugotovili, da DMSO vpliva
na vedenje vrtinCarjev, saj zmanjSa njihovo odzivnost na mehanske drazljaje in inhibira
gibanje. DMSO povzroca tudi nekatere morfoloske in fizioloSke spremembe, kot so
sprememba barve in poSkodbe povrhnjice. To smo ugotovili z opazovanjem osebkov po
dolgotrajni izpostavitvi DMSO (24 ur) pri nizjih koncentracijah (pod LD50) in kratkotrajni
izpostavitvi pri vi§jih koncentracijah. V eksperimentu smo dokazali, da je lahko DMSO za

vrtin€arje tudi smrten.
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8. SUMMARY

Planaria, a type of flatworm, possess remarkable regenerative capabilities. These creatures
are frequently utilized in toxicology and biomedicine due to their tissues being homologous
to those of humans. Dimethylsulfoxide (DMSO) is a commonly used chemical in
cryopreservation and, on occasion, in healthcare settings. It serves as a solvent for water-
insoluble drugs and aids in drug delivery within the body. While some effects of DMSO on
behavior and physiology are understood, much remains to be explored. The precise
mechanisms through which DMSO impacts organisms are largely unidentified. Given that
the primary challenge in enhancing cryopreservation techniques lies in the toxicity of
DMSO, we opted to conduct a thorough experiment using Polycelis felina. Test subjects
were exposed to varying concentrations of DMSO for different durations. Through
observation and responsiveness testing, we discovered that DMSO alters the behavior of
flatworms, diminishing their reaction to mechanical stimuli and impeding their movement.
Additionally, DMSO induces certain morphological and physiological alterations, such as
discoloration and epidermal damage. These effects were noted in subjects following
prolonged exposure to lower concentrations of DMSO (below LD50) for 24 hours, as well
as short-term exposure to higher concentrations. Our study has demonstrated that DMSO

can prove fatal to planaria.
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