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V tej diplomski nalogi smo iskali snovi s protibakterijskim, hemoliti¢nim in inhibitornim delovanjem
proti encimu acetilholinsesterazi v organskih ekstraktih 28 vrst gob, nabranih v okolici Idrije.
Pripravili smo metanolne in acetonske ekstrakte liofiliziranih gob in jih testirali. Ugotovili smo, da je
na Gram negativno bakterijo Escherichia coli delovalo 22 gobjih ekstraktov, na Gram pozitivno
bakterijo Bacillus subtilis pa iz 21 vrst. Protibakterijsko aktivnost na E. coli smo prvi¢ odkrili pri
vrstah Amanita citrina, Cantharellus tubaeformis, Cordyceps capitata, Cortinarius
balteatocumatilis, Cortinarius infractus, Cystoderma amianthinum, Entoloma rhodopolium,
Hydnellum peckii, Hygrophorus pudorinus, Lactarius deterrimus, Lactarius scrobiculatus,
Macrolepiota procera, Peziza badia, Pseudoclitocybe cyathiformis, Russula cavipes, Tremiscus
helvelloides, Tricholoma aurantium, Tricholoma pardalotum in Tricholoma sulphureum, za katere ni
navedenih objav. Najve¢jo aktivnost za B. subtilis pa kaZejo vrste Hygrophorus eburneus,
Hygrophorus agathosmus in Hygrophorus pudorinus. Hemoliti¢no je delovalo 22 ekstraktov. Po
hemoliticnem potencialu izstopajo vrste Amanita citrina (metanolni ekstrakt), Cortinarius
balteatocumatilis (acetonski ekstrakt), Hygrophorus eburneus (acetonski ekstrakt) in Hygrophorus
pudorinus (oba ekstrakta). Rezultati hemoliticnega testa so novost. Moc¢no inhibicijo
acetilholinesteraze smo opazili pri vrsti Cortinarius infractus. Metanolni ekstrakt je zelo mo¢no
inhibiral tudi pri 1000x red¢enju. Rezultati so pokazali, da vsebujejo nekateri organski ekstrakti
biolosko aktivne spojine, ki so primerne za potencialno uporabo v farmakologiji.
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In this thesis, we have searched for antibacterial, and hemolytic effects, and inhibitory activity against
the enzyme acetilholinsesterase in organic extracts from 28 species of mushrooms collected in the
vicinity of Idrija (Slovenija). Methanolic and acetonic extracts were prepared from lyophilised
mushrooms and tested. We have found that exstracts from 22 species showed inhibitory activity
against the Gram-negative bacterium Escherichia coli and 21 species against Gram-positive
bacterium Bacillus subtilis. This is the first record of the presence of antibacterial activity to E. coli
in species Amanita citrina, Cantharellus tubaeformis, Cordyceps capitata, Cortinarius
balteatocumatilis, Cortinarius infractus, Cystoderma amianthinum, Entoloma rhodopolium,
Hydnellum peckii, Hygrophorus pudorinus, Lactarius deterrimus, Lactarius scrobiculatus,
Macrolepiota procera, Peziza badia, Pseudoclitocybe cyathiformis, Russula cavipes, Tremiscus
helvelloides, Tricholoma aurantium, Tricholoma pardalotum and Tricholoma sulphureum.
Hygrophorus eburneus, Hygrophorus agathosmus and Hygrophorus pudorinus showed the highest
activity to B. subtilis. Hemolytic activity was present in 22 species. Hemolytic potential of Amanita
citrina (methanolic extract), Cortinarius balteatocumatilis (acetonic extract), Hygrophorus eburneus
(acetonic extract) and Hygrophorus pudorinus (both extracts) exceeded others. Our results of the
hemolytic assay is novel. Strong inhibition of acetylcholinesterase was observed in Cortinarius
infractus extracts. Methanolic extract of Cortinarius infractus showed very strong inhibition even at
1000x dilution. The results showed that some examined organic extracts contain biologically active
compounds that may be suitable for the potential use in pharmacology and are certainly worth further
investigation.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
A vzorec acetonske serije
ACh acetilholin
AChE acetilholinesteraza
BSA goveji serumski albumin (ang. bovine serum albumin)
EE encimska enota
M vzorec metanolne serije
MIK minimalna inhibitorna koncentracija

tso polovic¢ni Cas hemolize
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1 UVvOD

Gobe (vi$je prostotrosnice) so v zadnjih letih postale predmet obseznih raziskav zaradi
njihovih hranilnih vrednosti, predvsem pa farmakoloskih lastnosti. Gobe imajo ugodno
hranilno sestavo, saj so bogat vir prebavljivih beljakovin, katerih vsebnost je ve¢ja kot v
vecini zelenjave. Vsebujejo tudi veliko vlaknin, nekatere vitamine in minerale ter malo
mascob (Kreft in sod., 2013). V preventivni medicini se vecinoma uporabljajo, ker
preprecujejo nastanek raznih bolezni, kot so rakava obolenja, sréno—zilne bolezni ter
znizujejo raven holesterola (Wasser in Weis, 1999). Poleg sestavin s hranilno vrednostjo
najdemo v gobah tudi snovi, ki delujejo zdravilno. Na Daljnem vzhodu so Ze pred vec tiso¢
leti spoznali zdravilno mo¢ mnogih uzitnih in tudi nekaterih neuzitnih gob. Najve¢ teh
sestavin spada med polisaharide, manjsi delez pa predstavljajo produkti sekundarnega
metabolizma, terpenoidi in pa proteini, ki so zaenkrat Se najmanj poznani (Kreft in sod.,

2013). Uporaba gob v preventivni medicini se povecéuje, sploh v zadnjih letih.

Stevilo vrst gliv na Zemlji je ocenjeno na 140 000, od tega je znanih le priblizno 10% vseh
vrst. Ce predvidevamo, da je za ¢loveka kakorkoli uporabnih samo 5% vrst gliv, to pomeni
7000 uporabnih vrst (Lindequist in sod., 2005). Med poznanimi vrstami gliv je priblizno
20.000 gob, od teh je okrog dva tiso€ vrst uzitnih (Kreft in sod., 2013).

V nasi nalogi smo se lotili raziskav gob, nabranih oktobra 2007 v Mehkih Dolinah pri Idriji,
Za Robom (Vojsko) in na Hudourniku pri Vojskem z namenom iskanja novih potencialno
aktivnih snovi z razlicnimi bioloSkimi ucinki. Osredoto€ili smo se na ekstrakte gob z
organskima topiloma (aceton in metanol), ki smo jih v nadaljevanju raziskovanja uporabili
za testiranje protibakterijske aktivnosti na izbranih G* in G bakterijah, hemoliti¢ne

aktivnosti in sposobnosti inhibicije encima acetilholinesteraze.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 SPLOSNE MORFOLOSKE ZNACILNOSTI GOB

Glive so prav tako kot protisti, rastline in zivali del nadkraljestva Eukarya, ki se nadalje deli
v nedefinirano taksonomsko kategorijo Opisthokonta in naprej v kraljestvo Fungi. Slednje
ima naslednja debla: Chytridiomycota, Blastocladiomycota, Neocallimastigomycota,
Microsporidia, Glomeromycota, Ascomycota in Basidiomycota (Hibbert in sod., 2007).
Gobe, ki smo jih uporabili v nalogi spadajo v deblo Basidiomycota.

Glive se od rastlin lo¢ijo po mnogih lastnostih, kot na primer po tem, da nimajo klorofila,
flavonoidov in plastidov. Zaradi odsotnosti klorofila nimajo sposobnosti fotosinteze. Tako
potrebujejo druge avtotrofne organizme, ki predelajo snovi, s katerimi se potem lahko
hranijo. Temu nacinu zivljenja, v odvisnosti od drugih organizmov, pravimo, da je
heterotrofno. Lo¢imo parazitske (zajedalke), saprofitske (gnilozivke) in mikorizne (sozivke)
vrste gliv. Zajedalke nujno potrebujejo rastline, gnilozivke za prezivetje potrebujejo
razkrajajo¢ organski substrat, sozivke pa Zivijo v simbiozi z rastlinami (Lassoe, 2006). So
glavni razkrojevalci lesa, saj imajo encime za razgradnjo celuloze in lignina. Simbiontske
vrste gliv, predvsem tiste, ki zivijo v simbiozi s koreninami visjih rastlin, so kljuéne pri
ohranjanju ekosistemov. Gliva dobi od rastline ogljikove hidrate, vitamine in rastne
dejavnike, ki uravnavajo njeno rast, sama pa rastlini omogoci intenzivnejSe sprejemanje
hranilnih snovi in mineralov iz tal, saj preplet glivnih hif poveca povrsino korenin (Kreft in

sod., 2013). Glive v simbiozi z algami tvorijo lisaje.

Vecino glivnih celic obdaja celi¢na stena, skozi katero prehajajo vse hranilne snovi v topni
obliki. V tem se razlikujejo od Zivali, ki nimajo celi¢nih sten (Kreft in sod., 2013). Celi¢na
stena je iz hitina in glukana. V citoplazmi shranjujejo rezervne polisaharide, ve¢inoma
glikogen. Od rastlin se razlikujejo po celi¢ni strukturi. Imajo lomasome, vezikularne
strukture med plazmalemo in celi¢no steno. Vakuole se pojavljajo le v starejsih celicah.
Skozi pore v celi¢ni steni lahko prehajajo organeli (mitohondriji, jedra itd.) in citoplazma.
Prostotrosnice (Basidiomycetes) so med glivami dosegle najvecjo kompleksnost v stopnjah

razvojnega kroga, zgradbi hif in plodisc. Celice so sestavljene iz niza tankih nitk, ki jih
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imenujemo hife. Spletu hif, ki se razpreda po substratu, pa pravimo micelij ali podgobje. Iz
podgobja se v ugodnih Zzivljenjskih razmerah razvijejo trosnjaki s plodovnim tkivom
(trosovnico), v katerem se razvijejo trosi. Trosnjaki so po obliki zelo raznovrstni, prav tako
imajo lahko razlicno namesceno trosovnico. V trosovnici se lahko na razli¢ne nacine (na
listi¢ih, v cevkah, bodicah, letvicah ali na povrSini trosnjaka oziroma znotraj trosnjaka)
razvijejo trosi, ki se ob zrelosti aktivno oz. pasivno razsipajo. Za pravilno prepoznavanje gob
ponavadi najprej pogledamo klobuk, njegovo obliko in morebitne posebnosti na njegovi
povrsini. Za razlikovanje med vrstami so lahko pomembni tudi znaki na spodnji strani
klobuka, na primer njegova priraS¢enost na bet, oblika listicev ali cevk. Osnovne morfoloske

znacilnosti predstavnikov debla Basidiomycota so prikazane na sliki 1.

MESO KLOBUK

NAZLEBKAN
ROB KLOBUKA

——_ OSTANEK
ZASTIRALA

ZASTIRALO
OBROCEK
BET HRAPAVA
POVRSINA
KOPRENA MREZICA
IaMIcE VLAKNA
BRADAVICASTI
OSTANEK
OVOJNICE OVOINA
< LUPINA
DNISCE

HIFE

Slika 1: Osnovne morfoloske znadilnosti predstavnikov debla Basidiomycota. Prirejeno po Arzensek in sod.,
2002

2.2 BIOLOSKO AKTIVNE SNOVI V GOBAH

Gobe imajo ugodno hranilno sestavo, predvsem zaradi velike vsebnosti vlaknin in majhne

vsebnosti masfob. So bogat vir prebavljivih beljakovin. Vsebujejo vse esencialne
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aminokisline, vendar imajo omejeno vsebnost aminokislin z zveplom (cisteina in metionina).
V gobah je tudi ve¢ina mineralov, ki so prisotni v podlagi, na kateri rastejo. So odli¢en vir
vitaminov (predvsem vitaminov B kompleksa) in prekurzorjev vitaminov (B-karotena in
ergosterola). Vsebujejo tudi mascobe, vkljucno z mas€obnimi kislinami, mono-, di- in

trigliceride, sterole, sterolne estre in fosfolipide.

Poleg sestavin s hranilno vrednostjo najdemo v gobah tudi zdravilne u¢inkovine. Predvsem
so to visokomolekulski polisaharidi, nekaj pa je tudi produktov sekundarnega metabolizma,

terpenoidov in proteinov (Kreft in sod., 2013).

Nekatere gobe imajo tudi mnogo drugih terapevtskih lastnosti. Delujejo kot antioksidanti in
znizujejo krvni tlak in ravni holesterola ter sladkorja v krvi. Delujejo hepatoprotektivno,
protivnetno, protivirusno in protibakterijsko. Imajo tudi adaptogene ucinke, saj povecajo

odpornost telesa na stres, utrujenost in tesnobnost (Kreft in sod., 2013).

2.3 PREGLEDNICA OBJAVLIENIH RAZISKAV

Preglednica objavljenih raziskav je prikazana v prilogi A in predstavlja iz literature zbrane
podatke o dosedanjem iskanju bioloskih aktivnosti v organskih in vodnih ekstraktih gob, ki
so bile vklju€ene v nase raziskovalno delo. Zanimalo nas je, Ce so aktivnosti v nasih testih
Ze bile opisane, oziroma ¢e smo odkrili kak§no novo bioaktivno uc¢inkovino. Prazno polje v

tabeli pomeni, da v viru ta informacija ni bila navedena.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL

3.1.1 Vzorcigob

3.1.1.1 Sortiranje materiala

Vzorce osemindvajsetih vrst gob smo nabrali na treh lokacijah, 21 vrst v Mehkih Dolinah
pri Idriji, 1 vrsta Za Robom (Vojsko) in 7 vrst na Hudourniku pri VVojskem.

Vzorce so nabrali in dologili T. Grebenc, V. Jelen Sajn, A. Jesenko, J. Krajnc, A. Piltaver,
K. Sep¢i¢ in S. Serod, dne 19.10., 20.10. in 21.10. 2007. Vzorce so nato liofilizirali in

zamrznili.

Natanc¢na lokacija nahajaliS¢ preuc¢evanih gob je oznacena na sliki 2, seznam preucevanih

gob pa je v preglednici 1.
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Slika 2: Zemljevid obmoc¢ja z oznacenimi rastis¢i preucevanih gob
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Preglednica 1: Seznam latinskih in slovenskih imen preu¢evanih gob, ¢as nabiranja, njihovo rastisce, ime

osebe, ki jih je dolo¢ila in oznaka vzorca

Latinsko ime Slovensko ime Nabrano Lokacija Determiniral gigfck;
Agaricus arvensis Poljski kukmak 21.10.2007 Hudournik (Vojsko) S. Serod 16
Amanita citrina Citronasta mus$nica  19.10.2007 Mehke Doline pri Idriji K. Sepéié 3
Bovista nigrescens Jajcasti kadiléek 19.10.2007 Mehke Doline pri Idriji  A. Jesenko 13
Calvatia excipuliformis Visoka plesivka 21.10.2007 Hudournik (Vojsko) J. Krajnc 18
Cantharellus tubaeformis Lijasta lisicka 21.10.2007 Hudournik (Vojsko) A. Piltaver 1
Cordyceps capitata KoSutni¢ni glavatec  19.10.2007 Mehke Doline pri Idriji ~ A. Piltaver 8
b Cortlnarlus_ . Sinjebetna koprenka  19.10.2007  Mehke Doline pri Idriji V. Jelen Sajn 10
alteatocumatilis
Cortinarius infractus Scefrana koprenka  19.10.2007 Mehke Doline pri Idriji ~ A. Piltaver 24
Craterellus Crnatrobenta  21.10.2007  Hudournik (Vojsko) ~ J. Krajnc 15
cornucopioides
Cy_stode_rma Rjava zrnovka 21.10.2007 Hudournik (Vojsko) J. Krajnc 27
amianthinum
Entoloma rhodopolium Nizka rdecelistka ~ 21.10.2007 Hudournik (Vojsko) V. Jelen Sajn 25
Hydnellum peckii Peckova jezevka 19.10.2007 Mehke Doline pri Idriji  A. Jesenko 20
Hygrophorus Diseca polzevka 19.10.2007 Mehke Doline pri Idriji ~ A. Jesenko 19
agathosmus
Hygrophorus eburneus Bela polzevka 19.10.2007 Mehke Doline pri Idriji ~ A. Jesenko 12
Hygrophorus pudorinus Hojeva polzevka 19.10.2007 Mehke Doline pri Idriji ~ A. Jesenko 6
Lactarius deterrimus Smrekova sirovka  19.10.2007  Mehke Doline pri Idriji J. Krajnc 11
Lactarius salmonicolor Lososova sirovka ~ 19.10.2007  Mehke Doline pri Idriji K. Sep¢i¢ 17
Lactarius scrobiculatus ~ Jamicasta mle¢nica  19.10.2007 Mehke Doline pri Idriji ~ A. Jesenko 28
Lepista nuda Vijoli¢asta kolesnica 19.10.2007  Mehke Doline pri Idriji ~ A. Jesenko 26
Macrolepiota procera Orjaski deznik 21.10.2007 Hudournik (Vojsko) V. Jelen Sajn 7
Peziza badia Rjava skledica 20.10.2007 Za Robom (Vojsko) K. Sepci¢ 9
Pseudoplltoc_ybe Latvicasta palivka ~ 19.10.2007 Mehke Doline pri Idriji ~ A. Jesenko 23
cyathiformis
Russula cavipes Votlobetna golobica 19.10.2007 Mehke Doline pri Idriji ~ T. Grebenc 22
Tremiscus helvelloides Uhati drhtavez 19.10.2007 Mehke Doline pri Idriji ~ A. Jesenko 4
Tricholoma aurantium Zelenkagta 19.10.2007 Mehke Doline pri Idriji ~ A. Jesenko 5
kolobarnica
Tricholoma pardalotum  Pegasta kolobarnica 19.10.2007 Mehke Doline pri Idriji ~ A. Piltaver 21
Tricholoma sulphureum kaepqua 19.10.2007 Mehke Doline pri ldriji ~ A. Piltaver 2
olobarnica
Tricholoma vaccinum  Kocasta kolobarnica 19.10.2007 Mehke Doline pri Idriji K. Sepci¢ 14

3.1.1.2 Razdelitev vzorcev

Liofilizirane vzorce gob (1-5 g) smo v terilnici strli v prah. Nato smo vzorec razdelili na dva

priblizno enaka dela. Enega sem ekstrahirala jaz (kot je opisano v poglavju 3.1.2), preostalo

je Matej Kalar uporabil za pripravo vodnih ekstraktov, ki jih je analiziral v svoji diplomski

nalogi.
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3.1.2 Priprava organskih ekstraktov

Vsak vzorec (1/2 celotnega vzorca) smo najprej priblizno enakomerno razdelili v dve
epruveti. Epruvete smo oznacili s Stevilko vzorca ter ¢rkama A in M glede na uporabljeno
topilo za ekstrakcijo (A=aceton, M=metanol). V vsako epruveto smo dodali toliko topila, da
je prekrilo homogeniziran vzorec gobjega tkiva za priblizno 2 cm. Epruvete smo zamasili S
kovinskimi zamaski in oblepili s parafilmom, s ¢imer smo preprecili izhlapevanje topila.
Vzorce smo vstavili v stresalnik in pustili ¢ez noc¢ pri 37 °C in 250 obratih/min. Naslednji
dan smo vzorce prefiltrirali preko filtrirnih papirjev v erlenmajerice in jih pustili v
digestoriju, dokler ni topilo popolnoma izhlapelo. Nato smo vsakemu vzorcu dodali po 1 ml
96% etanola, s katerim smo raztopili preostalo suho snov in ekstrakte prenesli v centrifugirke
po Ependorfu, ki smo jih ustrezno oznacili, oblepili s parafilmom in do testiranja shranili pri

—20 °C.

3.1.3 Dolocanje koncentracije suhe teZe ekstrahiranih snovi v vzorcih

Iz aluminijaste folije smo naredili posodice s premerom priblizno 1,5 cm, jih oznacili in
stehtali, nato pa nanje nanesli 100 pl ekstrakta in jih susili v sterilizatorju 10 min pri 100 °C.
Po susSenju smo posodice ponovno stehtali in preracunali suhe teze v mg/ml ekstrakta.

Koncentracijo suhe teze ekstrahirane snovi v vzorcih prikazuje preglednica 2 (poglavje 4.1).

3.2 METODE - TESTI ZA DOLOCANIJE BIOLOSKE AKTIVNOSTI

3.2.1 Dolocanje protibakterijske aktivnosti z difuzijskim testom na agarju

Protibakterijsko aktivnost vzorcev smo testirali s standardnim difuzijskim testom na agarju.
Kot testne seve smo uporabili en po Gramu pozitiven (Bacillus subtilis) in en po Gramu
negativen (Escherichia coli) bakterijski sev. Oba seva sta v zbirki Katedre za genetiko in
biologijo mikroorganizmov Oddelka za Biologijo na BiotehniSki Fakulteti Univerze v

Ljubljani.
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Zgoraj nastete bakterije smo sterilno nacepili v 100 ml erlenmajerice, ki so vsebovale po 10
ml avtoklaviranega tekocega gojisca (Luria Broth). Gojis¢e smo predhodno pripravili tako,
da smo v 100 ml deionizirane vode raztopili 2.5 g medija Luria Broth (Sigma, ZDA) in
raztopino razdelili v erlenmajerice. Le-te smo z nacepljenim gojis¢em preko noci stresali pri
250 obratih/minuto in pri temperaturi 37 °C. Naslednji dan smo dolocili Stevilo bakterij tako,
da smo 1 ml gojisca sterilno prenesli v plasticno kiveto in na dvozarkovnem
spektrofotometru (Shimadzu, Japonska) izmerili opti¢no gostoto pri 600 nm. Kot slepi
poskus smo uporabili sterilno tekode gojis¢ée Luria Broth. Stevilo bakterij smo dolo¢ili iz
opti¢ne gostote raztopine s pomocjo standardiziranih umeritvenih Krivulj za ustrezna

bakterijska seva.

Sledila je priprava agarja, ki smo ga naredili z raztapljanjem 25 g gojis¢a Luria Broth in 15
g agarja v 1 | deionizirane vode v vsako od dveh sterilnih 2 | erlenmajeric, ki smo jih nato
pokrili z aluminijasto folijo in jih avtoklavirali. Vro¢ medij smo pustili, da se je ohladil na
primerno temperaturo (~ 42 °C). Medtem smo izraunali volumen tekoce bakterijske kulture
tako, da je bila konéna koncentracija enaka 5x10° bakterijskih kolonij na 11 gojis¢a. Ker je
bila izmerjena koncentracija prekonoénih bakterijskih kultur 2x108 v gojis¢u, je to pomenilo,
da moramo dodati 2.5 ml inokuluma na 1 1 avtoklaviranega gojiS€nega medija. PreraCunane
volumne smo sterilno prenesli v ohlajeni medij ter dobro premesali. Sledilo je razlivanje,
pri ¢emer smo po 20 ml agarja z vcepljeno bakterijsko kulturo razlili na vsako od
Sestinpetdesetih Petrijevih ploS¢. Na ta nacin smo pripravili 28 ploS¢ z bakterijskim sevom
Bacillus subtilis in 28 plos¢ z bakterijskim sevom Escherichia coli. Le-te smo do uporabe

hranili pri 4 °C.

Pred uporabo smo s pomocjo steriliziranega plutovrta v vsaki plos¢i zvrtali 8-9 luken]
premera 1 cm. V vsako od njih smo za test dodali po 100 ul vzorca (acetonskega ali
metanolnega ekstrakta posameznih gob). Po 12-urni inkubaciji pri 37 °C smo od¢itali
polmere inhibicijskih con, ki so bile vidne okoli lukenj. Kot kontrolo smo testirali 100 pl
96% etanola, ki ni imel bistvenega uc¢inka na rast obeh testiranih bakterijskih sevov (cone

inhibicije v nobenem primeru niso presegale 0.5 mm).
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Tiste vzorce, ki so kazali protibakterijsko aktivnost smo redc¢ili do koncentracije, ko
inhibicijska cona ni bila ve¢ vidna. Vzorce, ki so imeli sprva inhibicijsko cono 0-2 mm nismo
redcili, tiste z inhibicijsko cono 2-3 mm smo redc¢ili 1:10, tiste z inhibicijsko cono 3-5 mm
smo red¢ili 1:10 in 1:100 ter tiste, ko so imeli inhibicijsko cono > 5 mm smo red¢ili 1:10,
1:100 in 1:1000. Za red¢enje smo uporabili 96% etanol. Na ta nac¢in smo dolo¢ili okvirno
minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK), o0z. najnizjo koncentracijo, pri kateri

protibakterijska snov $e vedno zavira rast bakterij.

3.2.2 Dolocanje hemoliti¢ne aktivnosti

S hemoliti¢nim testom spremljamo sposobnost snovi, da poskoduje membrane eritrocitov in

s tem potencialno tudi drugih celic.

Eritrocite smo s centrifugiranjem izolirali iz sveze goveje krvi, ki smo ji pri odvzemu dodali
citrat, da ni prislo do strjevanja. Eritrocite smo trikrat sprali s fizioloSko raztopino in
uporabili za bioloske teste ali pa spravili v Alseverjevem konzervansu v hladilnik. Tako
pripravljene eritrocite lahko uporabljamo, dokler se supernatant ne pobarva rdece, kar
nakazuje, da je priSlo do hemolize. Pred uporabo smo konzervirane eritrocite vedno dvakrat
sprali s fiziolosko raztopino. Za testiranje smo jih resuspendirali v pufru za eritrocite
(raztopina 0.13 M NaCl in 0.02 M TRIS.HCI), pH 7.4. Pripravili smo suspenzijo eritrocitov,

ki je pri 650 nm imela navidezno absorpcijo 1 + 0.01.

Hemoliticno aktivnost smo zasledovali s pomocjo Citalca mikrotitrnih ploS¢ (Dynex
Technologies, ZDA), ki nam omogoca isto¢asno zasledovanje 96 ¢asovnih potekov reakcij.
Na mikrotitrni plo§¢i smo napolnili 56 vdolbinic s po 100 pl eritrocitnega pufra in 20 pl
vzorca (acetonskega ali metanolnega ekstrakta posameznih gob). Po konc¢anem pipetiranju
smo v vsako vdolbinico dodali Se 100 pl eritrocitov ter priceli z meritvijo. Hemolizo smo
opazovali kot padec absorpcije pri 630 nm. Kot kontrolo smo uporabili 100 ul eritrocitnega
pufra, 20 pl 96% etanola in 100 pl eritrocitov. Hemolizo smo zasledovali 20 minut pri 25

°C. Cisti etanol v testiranem volumnu ni imel hemoliti¢nega uginka.

Pri vzorcih, ki so bili aktivni, smo od¢itali polovicni ¢as hemolize (tso), 0z. €as pri katerem

navidezna absorpcija suspenzije eritrocitov pade na polovico svoje zacetne vrednosti. Pri
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hemoliti¢no aktivnih vzorcih smo teste ponovili Se z manjSim volumnom vzorca (10 ul, 5

ul, 2 pulin 1 pl), da smo lahko dolo¢ili koncentracijsko odvisnost hemolize.

3.2.3 Test inhibicije acetilholinesteraze

Aktivnost acetilholinesteraze (AChE) in njeno inhibicijo s testnimi vzorci smo zasledovali z
Ellmanovo metodo (Ellman in sod., 1961) s pomocjo Citalca mikrotitrnih plos¢ (Dynex
Technologies, ZDA). Kot encim smo uporabili AChE iz elektri¢ne jegulje (Sigma, ZDA),
ki smo jo raztopili v 100 mM fosfatnem pufru, pH 7.3 v koncentraciji 50 encimskih enot
(EE)/ml. Pred zacetkom testa smo encim red¢ili tako, da smo k 8 ml fosfatnega pufra dodali
8 ul encima AChE. Mikrotitrno plos¢o smo napolnili s po 150 pl mesanice Ellmanovega
reagenta (ki smo ga pripravili z raztapljanjem 5,5-ditiobis-2-nitrobenzojske kisline (91 mg)
in natrijevega hidrogen karbonata (37.5 mg) v 1 litru 25 mM fosfatnega pufra, pH 7.0) in
substrata acetilholina v kon¢ni koncentraciji 1 mM). To meSanico smo predhodno pripravili

tako, da smo zmesSali 50 ml Ellmanovega reagenta s 50 pul 1 M acetilholina.

Nato smo v posamezno vdolbinico dodali po 10 pl vsakega testnega vzorca (acetonskega ali
metanolnega ekstrakta posameznih gob) in tik pred za¢etkom meritve $e 50 ul AChE. Pri
kontroli smo namesto vzorca dodali 10 pl 96% etanola. Vse vzorce, pri katerih smo ugotovili
pozitiven rezultat smo v nadaljevanju testirali e z razli¢énimi koli¢inami (1 pl, 2 pl, 5 pl in
10 pl) in jih nato $e red¢ili z etanolom v razmerjih 1: 10, 1:100 in 1:1000. Vse meritve smo

izvajali 5 min pri 405 nm in 25 °C.
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4 REZULTATI

4.1 DOLOCANJE KONCENTRACIJE SUHE TEZE EKSTRAHIRANE SNOVI

V preglednici 2 so prikazane koncentracije suhe teze snovi v posameznih ekstraktih gob, ki
smo jih uporabili pri preracunavanju koli¢ine snovi v bioloskih testih. Opazimo lahko, da je
v ve€ini primerov koli¢ina ekstrahirane suhe snovi vecja v metanolnih kot v acetonskih

ekstraktih.

Preglednica 2: Koncentracija suhe teze snovi v organskih ekstraktih gob

A = acetonski ekstrakt, M = metanolni ekstrakt.

Oznaka  Koncentracija suhe

Vrsta gobe vzorca snovi (mg/ml)
. . 16A 4,6
Agaricus arvensis
16M 54
T 3A 8,3
Amanita citrina
3M 8,5
. . 13A 55
Bovista nigrescens
13M 8,4
. - . 18A 1,3
Calvatia excipuliformis
18M 3,2
i 1A 8,0
Cantharellus tubaeformis
M 10,2
Cordyceps capitata 8A 18
yeeps cap 8M 5,3
— . 10A 9,3
Cortinarius balteatocumatilis
10M 3.4
L 24A 52
Cortinarius infractus
24M 55
.. 15A 6,3
Craterellus cornucopioides
15M 8,3
. . 27A 1,2
Cystoderma amianthinum
27TM 6,1
. 25A 4,0
Entoloma rhodopolium
25M 6,2
" 20A 8,1
Hydnellum peckii
20M 11,6

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 2: Koncentracija suhe teze snovi v organskih ekstraktih gob

Oznaka  Koncentracija suhe

Vrsta gobe vzorca snovi (mg/ml)
Hygrophorus agathosmus 19A &2
u u
yarop g 19M 45
12A 5,6
Hygrophorus eburneus
12M 3,6
6A 7.9
Hygrophorus pudorinus
ygrop p 6M 5.9
. . 11A 6,2
Lactarius deterrimus
11M 3,9
. . 17A 11,8
Lactarius salmonicolor
17M 13,3
. . 28A 9,7
Lactarius scrobiculatus
28M 11,6
Lepista nuda 26A 50
P 26M 5,6
Macrolepiota procera A 40
P P ™ 6,7
9A 2,2
Peziza badi '
eziza badia oM 22
23A 3,2
Pseudoclitocybe cyathiformis '
yoe cy 23M 3,7
Russula cavipes 22A 31
P 22M 3,9
4A 3,0
Tremiscus helvelloides
4M 6,0
) . 5A 5,4
Tricholoma aurantium
5M 6,4
. 21A 3,3
Tricholoma pardalotum
21M 1,9
. 2A 1,7
Tricholoma sulphureum
2M 4.1
. ) 14A 12,4
Tricholoma vaccinum
14M 4,7

4.2 PROTIBAKTERISKA AKTIVNOST

Protibakterijsko aktivnost na Gram-negativne bakterije E. coli je pokazalo 26 od 56

testiranih vzorcev, medtem ko je bila protibakterijska aktivnost precej bolj izrazena na
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Gram-pozitivne bakterije B. subtilis, saj le 4 testirani vzorci niso inhibirali rasti teh bakterij

(preglednica 3). Najbolj aktivne vzorce smo dodatno red¢ili v razmerjih 1:10, 1:100, 1:1000

in ugotavljali priblizna obmoc¢ja minimalnih inhibitornih koncentracij (MIK). Rezultate

dodatnih red¢enj prikazuje preglednica 4.

Preglednica 3: Rezultati protibakterijske aktivnosti organskih ekstraktov vzorcev gob proti sevom E. coli in B.

subtilis
- = ni aktivnosti
A = acetonski ekstrakt
M = metanolni ekstrakt
Oznaka  [Kolitina suhe Sirina Sirina inhbicijske
Vrsta gobe vzorca snovi v testu inhbicijske cone cone (mm)
(mg) (mm) E. coli B. subtilis
Agaricus arvensis 16A 0.46 i 15
g 16M 0,54 ; 1
L 3A 0,83 - 1
Amanita citrina 3M 0.85 05 1
Bovista nigrescens 13A 0.55 i 2
g 13M 0,84 ] 1
Calvatia excipuliformis 18A 0.13 i L
P 18M 0,32 ] 1
. 1A 0,8 - 4
Cantharellus tubaeformis M 1,02 05 5
. 8A 0,18 - 3
Cordyceps capitata M 0,53 05 i
o . 10A 0,93 - 2
Cortinarius balteatocumatilis 10M 0,34 05 5
L 24A 0,52 - 2
Cortinarius infractus 2aM 0,55 05 5
Craterellus cornucopioides 15A 0,63 i >
P 15M 0,83 ] 4
. . 27A 0,12 - 1
Cystoderma amianthinum 27M 0,61 05 15
. 25A 0,4 - -
Entoloma rhodopolium 25M 0,62 05 05
.. 20A 0,81 - 3
Hydnellum peckii 20M 116 05 3
Hygrophorus agathosmus 19A 0.42 ) 10
ygrop g 19M 0,45 1 11
Hygrophorus eburneus 12A 0.56 L !
ygrop 12M 0,36 1 6
Hygrophorus pudorinus 6A 0.79 L 1
ygrophorus p 6M 0,59 1 9

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 3: Rezultati protibakterijske aktivnosti organskih ekstraktov
vzorcev gob proti sevom E. coli in B. subtilis

Oznaka Koli¢ina suhe Sirina Sirina inhbicijske
Vrsta gobe vzorca snovi v testu inhbicijske cone cone (mm)
(mg) (mm) E. coli B. subtilis

. . 11A 0,62 - 3
Lactarius deterrimus 11M 0,39 05 )
Lactarius salmonicolor L7A 118 i 3

17M 1,33 - 15
. . 28A 0,97 - 2

Lactarius scrobiculatus 28M 1.16 05 25
Lepista nuda 26A 0.55 0.5 L
P 26M 0,56 0.5 1
M lepiot TA 0,4 - -
acrolepiota procera 7™ 0.67 05 1

, . 9A 0,22 - 15
Peziza badia oM 0,22 05 1
. . . 23A 0,32 - 3
Pseudoclitocybe cyathiformis 93M 0,37 05 )
Russula cavipes 22A 031 } 2
P 22M 0,39 0,5 3
. . 4A 0,3 0,5 -

Tremiscus helvelloides AM 0.6 1 0.5
. . 5A 0,54 - 2
Tricholoma aurantium 5M 0,64 1 1
. 21A 0,33 - 1
Tricholoma pardalotum 21M 0,19 05 1
. 2A 0,17 - 8
Tricholoma sulphureum oM 0,41 05 7
Tricholoma vaccinum 1aA 124 i 5
14M 0,47 - 1
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Preglednica 4: Rezultati protibakterijske aktivnosti vzorcev, ki so pred redéenjem kazali najmo¢nej$o
inhibicijo rasti bakterij E. coli in/ali B. subtillis

- = ni aktivnosti
X = nismo izvajali testa
A = acetonski ekstrakt
M = metanolni ekstrakt
MIK = minimalna inhibitorna koncentracija, 0z. najmanj$a koncentracija snovi, ki §¢ vedno inhibira rast
bakterij.
Koli¢ina suhe Sirina Sirina
Oznaka .. . inhibicijske inhibicijske MIK
Vrsta gobe Red¢enje snovi v testu
vzorca cone (mm) B. cone (mm) (mg/ml)
(mg) i ;
subtilis E. coli
. 1:10 0,046 2 X .
2?\";‘;‘;’; 16A  1:100 0,0046 X X Meg 8604%6 in
1:1000 4,6E-4 X X ’
Bovist 1:10 0,055 3-4 X Med 0.055 |
nig?;’;;s 13A  1:100 0,0055 X X eo v n
1:1000 5,5E-4 X '
1:10 0,08 1 X .
1A 1:100 0,008 0,5 X Meds%?fg "
Cantharellus 1:1000 8E-4 X X
tubaeformis 1:10 0,102 - X .
1M 1:100 0,0102 X X Meg ibozz n
1:1000 0,00102 X X '
1:10 0,018 2 X .
Cg;dﬁgfgs 8A  1:100 0,0018 i X Meg 8601188 in
P 1:1000 1,8E-4 X X !
1:10 0,093 4 X Med 0.093 |
10A  1:100 0,0093 X X eO 0093 n
Cortinarius 1:1000 9,3E-4 X X '
balteatocumatilis 1:10 0,034 1,5-2 X .
10M  1:100 0,0034 X X Meg 86%%14 n
1:1000 3,4E-4 X X '
1:10 0,052 2 X .
24A  1:100 0,0052 X X Meg 86%522 in
Cortinarius 1:1000 5,2E-4 X X ’
infractus 1:10 0,055 15 X Med 0.055 i
24M  1:100 0,0055 X X eo vt n
1:1000 5,5E-4 X X '
1:10 0,063 4 X
Med 0,0063
15A 1:100 0,0063 2 X in 6.3E-4
Craterellus 1:1000 6,3E-4 X X
cornucopioides 1:1 0,083 4
i 15M 1-180 0,0083 0 ’ Med 0,0083
: ! Sl X in 8,3E-4
1:1000 8,3E-4 X X

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 4: Rezultati protibakterijske aktivnosti vzorcev, ki so pred

red¢enjem kazali najmocnejSo inhibicijo rasti bakterij E. coli in/ali B. subtillis

Kolitina suh Sirina Sirina
Oznaka L. roncmasule - Gonipicijske  inhibicijske MIK
Vrsta gobe Redéenje snovi v testu
vzorca cone (mm) B. cone (mm) (mg/ml)
(mg) - -
subtilis E. coli
1:10 0,012 15 X .
gﬁ;ﬁ?ﬁmf‘n 27A  1:100 0,0012 X X Meg 8601122 n
1:1000 1,2E-4 X X '
1:10 0,081 3 X
Med 0,0081
20A  1:100 0,0081 2-2,5 X in 8 1E-4
Hydnellum 1:1000 8,1E-4 X X
peckii 1:10 0,116 0,5-1 X .
20M  1:100 0,0116 X X Meg 8’111166 n
1:1000 0,00116 X X '
1:10 0,042 8 X
Med 0,0042
19A  1:100 0,0042 4 X in 4 2E-4
Hygrophorus 1:1000 4,2E-4 0,5-1 X
agathosmus : 0,045
’ 19M ﬁgo 0,0045 : ’ Med 0,0045
- ' 5 X in 4,5E-4
1:1000 4 5E-4 1 X
110 0,056 ! X Med 0,0056
12A 1:100 0,0056 3 X in 5,6‘;E—4
Hygrophorus 1:1000 5,6E-4 0,5 X
eburneus 1:1 0,036 4
12M 1-180 0,0036 1 ’ Med 0,0036
: ’ X in 3,6E-4
1:1000 3,6E-4 - X
1:10 0,079 10 X
Med 0,0079
6A  1:100 0,0079 7 X in 7 OE-4
Hygrophorus 1:1000 7,9E-4 1 X
udorinus - 0,059
i 6M igo 0,0059 ; ’ Med 0,0059
: ' X in 5,9E-4
1:1000 5,9E-4 0,5-1 X
110 0,062 4 X Med 0,0062
11A  1:100 0,0062 2 X in 6,éE—4
Lactarius 1:1000 6,2E-4 X X
deterrimus 1:1 0,039 2
M 1_180 00058 X Med 0,039 in
: ’ X X 0,0039
1:1000 3,9E-4 X X
Lactarius 1:10 0.118 2 X Med 0,118 in
salmonicolor 17A 1:100 0,0118 1 X 0,0i18
1:1000 0,00118 X X
Lactarius 1:10 0.097 3 X Med 0,097 in
scrobiculatus 28A  1:100 0,0097 X X 0,0097
1:1000 9,7E-4 X X

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 4: Rezultati protibakterijske aktivnosti vzorcev, ki so pred
red¢enjem kazali najmocnejSo inhibicijo rasti bakterij E. coli in/ali B. subtillis

Kolitina suh Sirina Sirina
Oznaka L. roncmasule - Gonipicijske  inhibicijske MIK
Vrsta gobe Redéenje snovi v testu
vzorca cone (mm) B. cone (mm) (mg/ml)
(mg) - -
subtilis E. coli
Lactarius 1:10 0.116 2 X Med 0,116 in
scrobiculatus 28M  1:100 00116 X X 0,0116
1:1000 0,00116 X X
: 0,022
Pezizabadia ~ 9A 1o 0,0022 . ’ Med 0,022 in
1:100 , X X 0.0022
1:1000 2,2E-4 X X
1:10 0,032 2,5 X
' Med 0,0032
23A  1:100 0,0032 1 X in 3,2E-4
Pseudoclitocybe 1:1000 3,2E-4 X X
cyathiformis : 0,037
' 23M ﬁgo 0,0037 . ’ Med 0,037 in
: ' X X 0,0037
1:1000 3,7E-4 X X
110 0,031 2 X Med 0,031 in
22A  1:100 0,0031 X X 0’0631
. 1:1000 3,1E-4 X X
Russula cavipes
110 0,039 ! X Med 0,039 in
22M  1:100 0,0039 X X 0,0039
1:1000 3,9E-4 X X
1:10 0,054 2 X
Tricholoma Med 0,054 in
aurantium 5A 11100 0,0054 X X 0,0054
1:1000 5,4E-4 X X
1:10 0,041 6 X
Tricholoma Med 0,0041
sulphureum 2M- 11100 0,0041 1,5 X in4,1E-4
1:1000 4,1E-4 - X
1:10 0,124 3 X
Tricholoma Med 0,0124
vaccinum 14A - 1:100 0,0124 1 X in 0,00124
1:1000 0,00124 X X

4.3 HEMOLITICNA AKTIVNOST

Preglednica 5 prikazuje rezultate hemoliti¢ne aktivnosti za vse testirane vzorce. Hemoliti¢no
aktivnost je pokazalo 38 od 56 vzorcev, od tega 22 acetonskih vzorcev in 16 metanolnih
vzorcev. Pri vseh aktivnih vzorcih smo test hemoliti¢ne aktivnosti ponovili, tako da smo vse

vzorce redcili v razmerju 1:10. Te rezultate smo prikazali v preglednici 6.
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Vse vzorce (redCene v razmerju 1:10) s hemoliticno aktivnost smo nadalje testirali s Se
manjsimi volumni vzorceVv (10ul, Sul, 2ul, in 1ul) ter dolo€ili ¢as poloviéne hemolize (tso).

Te rezultate smo prikazali v preglednici 7.

Glede na te rezultate smo dolo¢ili hitrost hemolize v odvisnosti od koncentracije suhe snovi

dodane v testu in rezultate prikazali na sliki 3.

Preglednica 5: Hemoliti¢na aktivnost organskih ekstraktov vseh testiranih vzorcev gob

- = ni aktivnosti
+ = rahla aktivnost (hemoliza pote¢e v ¢asu med 10 in 15 minutami)
++ = zmerna aktivnost (hemoliza potece v ¢asu med 5 in 10 minutami)
+++ = moc¢na aktivnost (hemoliza potece v Casu, krajSem od 5 minut)
A = acetonski ekstrakt
M = metanolni ekstrakt
Koncentracija .
Vrsta gobe Oznaka suhe snovi v testu Hemoliza
vzorca (+, ++, +++, )
(mg/ml)
. . 16A 0,42 +
Agaricus arvensis
16M 0,49 -
. 3A 0,75 ++
Amanita citrina
3M 0,77 +H+
. . 13A 0,50 -
Bovista nigrescens
13M 0,76 -
. - . 18A 0,12 -
Calvatia excipuliformis
18M 0,29 -
. 1A 0,73 -
Cantharellus tubaeformis
M 0,93 -
Cordyceps capitata 8A 016 )
yeeps cap 8M 0,48 :
L . 10A 0,85 ++
Cortinarius balteatocumatilis
10M 0,31 +
. 24A 0,47 ++
Cortinarius infractus
24M 0,50 ++
. 15A 0,57 ++
Craterellus cornucopioides
15M 0,75 ++
i i 27A 0,11 ++
Cystoderma amianthinum
27TM 0,55 +

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 5: Hemoliti¢na aktivnost organskih ekstraktov vseh testiranih
vzorcev gob.

Oznaka Koncentracija Hemoliza
Vrsta gobe suhe snovi v testu
vzorca (+, ++, +++,-)
(mg/ml)
) 25A 0,36 +
Entoloma rhodopolium
25M 0,56 -
. 20A 0,74 +++
Hydnellum peckii
20M 1,05 -
Hygrophorus agathosmus 19A 0.38 "
yarop g 19M 0,41 N
12A 0,51 +++
Hygrophorus eburneus
12M 0,33 +Ht
Hygrophorus pudorinus oA 0.72 o
ygrophorus p 6M 0,54 -
. . 11A 0,56 ++
Lactarius deterrimus
11M 0,35 ++
. . 17A 1,07 +
Lactarius salmonicolor
17M 1,21 ++
. . 28A 0,88 +++
Lactarius scrobiculatus
28M 1,05 ++
. 26A 0,50 +++
Lepista nuda
26M 0,51 +
. 7A 0,36 -
Macrolepiota procera
™ 0,61 -
. . 9A 0,20 +H+
Peziza badia
oM 0,20 -
. . . 23A 0,29 +H+
Pseudoclitocybe cyathiformis
23M 0,34 ++
. 22A 0,28 +H+
Russula cavipes
22M 0,35 +t
. . 4A 0,27 +
Tremiscus helvelloides
4M 0,55 -
. . 5A 0,49 +H+
Tricholoma aurantium
5M 0,58 ++
) 21A 0,30 -
Tricholoma pardalotum
21IM 0,17 -
) 2A 0,15 +H+
Tricholoma sulphureum
2M 0,37 ++
14A 1,13 ++

Tricholoma vaccinum
14M 0,43 +
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Preglednica 6: Hemoliti¢na aktivnost organskih ekstraktov vzorcev redéenih v razmerju 1:10

Koncentracija

Oznaka .. : Hemoliza
Vrsta gobe vzorca Red¢enje  dodane snovi v testu (+, +4, +++ )
(mg/ml)
Agaricus arvensis 16A 1:10 0,0418 -
Amanita citrina SA 1:10 0,0755 )
3M 1:10 0,0773 +H+
Cortinarius balteatocumatilis 104 1:10 0,0845 o
10M 1:10 0,0309 -
L 24A 1:10 0,0473 +
Cortinarius infractus
24M 1:10 0,0500 B
. 15A 1:10 0,0573 B
Craterellus cornucopioides ’
15M 1:10 0,0755 -
27A 1:10 -
Cystoderma amianthinum 0,0109
27TM 1:10 0,0555 -
Entoloma rhodopolium 25A 1:10 0,0364 -
Hydnellum peckii 20A 1:10 0,0736 -
19A 1:10 0.0382 -
Hygrophorus agathosmus '
19M 1:10 0,0409 -
12A 1:10 0,0509 +
Hygrophorus eburneus '
12M 1:10 0,0327 +
Hygrophorus pudorinus 6A 1:10 0,0718 +tt
6M 1:10 0,0536 +++
. . 11A 1:10 0,0564 +
Lactarius deterrimus '
11M 1:10 0,0355 -
. . 17A 1:10 0,1073 +
Lactarius salmonicolor '
17M 1:10 0,1209 +
. . 28A 1:10 0,0882 +t
Lactarius scrobiculatus '
28M 1:10 0,1055 +t
. 26A 1:10 0.0500 ++
Lepista nuda '
26M 1:10 0,0509 -
Peziza badia 9A 1:10 0,0200 -
23A 1:10 +H+
Pseudoclitocybe cyathiformis 0,0291
23M 1:10 0,0336 -
) 22A 1:10 0,0282 +
Russula cavipes ’
22M 1:10 0,0355 -
Tremiscus helvelloides 4A 1:10 0,0273 +
. . 5A 1:10 0,0491 +
Tricholoma aurantium '
5M 1:10 0,0582 -
_ 2A 1:10 0,0155 *
Tricholoma sulphureum ’
2M 1:10 0,0373 -
. . 14A 1:10 0,1127 +
Tricholoma vaccinum ’
14M 1:10 0,0427 -
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Preglednica 7: Hemoliti¢na aktivnost organskih ekstraktov gob, predhodno redéenih v razmerju 1:10, ki so
povzrocili hemolizo

Vzorce smo redc¢ili z etanolom v razli€nih razmerjih, kot je prikazano v tabeli. Aktivnim vzorcem smo dolo¢ili
polovi¢ni ¢as hemolize (tso), to je ¢as, v katerem navidezna absorpcija suspenzije eritrocitov pri 630 nm pade
za 50%.

Koli¢ina Koncentracija  Cas polovi¢ne
Oznaka

Vrsta gobe vzorca vzorcav suhe snovi v hemolize
testu (ul) testu (mg/mil) (min)
10 0,0037 4
. 5 0,0018 12
Amanita citrina 3M
0,0007 /
1 0,0004 /
10 0,0040 20
Cortinarius 10A 5 0,0020 /
balteatocumatilis 2 0,0008 /
1 0,0004
10 0,0024 10
Hygrophorus eburneus 12A ° 0,0012 /
yorop 0,0005 /
1 0,0002 /
10 0,0034 2
5 0,0017 2,2
6A
0,0007 6,7
Hygrophorus pudorinus 1 0,0003 12,5
ygrophorus p 10 0,0026 35
5 0,0013 17,5
6M
0,0005 /
1 0,0003 /
10 0,0014 /
Pseudoclitocybe 5 0,0007 /
) : 23A
cyathiformis 2 0,0003 /
1 0,0001 /
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Slika 3: Odvisnost recipro¢ne vrednosti polovi¢nega ¢asa hemolize od koncentracije testnih vzorcev, ki so
kazali hemoliticno aktivnost (3M, metanolni ekstrakt gobe Amanita citrina; 10A, acetonski ekstrakt gobe
Cortinarius balteatocumatilis; 12A, acetonski ekstrakt gobe Hygrophorus eburneus; 6A, acetonski ekstrakt
gobe Hygrophorus pudorinus; 6M, metanolni ekstrakt gobe Hygrophorus pudorinus)

44 ANTIACETILHOLINESTERAZNA AKTIVNOST

V preliminarnem testu smo testirali vse vzorce in ugotavljali inhibitorno aktivnost na encim
acetilholinesterazo (AChE). Najve¢jo inhibicijo smo zasledili pri vzorcih 24A in 24M vrste

Cortinarius infractus. Rezultati so prikazani v preglednici 8 in na sliki 4 ter sliki 5.

Test smo nadaljevali le z vzorcem 24 M, testirali smo razli¢ne koli¢ine vzorca (1ul, 2ul, Sul,
10pl) in nato naredili $e redcitve 1:10, 1:100, 1:1000. Rezultate smo prikazali v preglednici
9. Odvisnost stopnje inhibicije AChE od koncentracije suhe snovi posameznih redCitev

vzorca 24M pa smo prikazali v sliki 6.

Preglednica 8: Rezultati delovanja vseh vzorcev testiranih gob na encim acetilholinesterazo
Prikazane so stopnje preostale acetilholinesterazne aktivnosti in stopnja inhibicije acetilholinesterazne
aktivnosti glede na kontrolo.

A = acetonski ekstrakt

M = metanolni ekstrakt
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Oznaka Koncent_racija suhe _Preostala Inhibicija
Vrsta gobe vzorca snovi v testu aktl\{nost AChE _AChI_E
(mg/ml) aktivnost (%) aktivnosti (%)

. . 16A 0,21905 100 0
Agaricus arvensis 16M 0,25714 100 0
o 3A 0,39524 86 14
Amanita citrina aM 0,40476 100 0
o 13A 0,2619 96 4

Bovista nigrescens
13M 04 100 0
Calvatia excipuliformis 18A 0,0019 89 1
18M 0,15238 89 11
. 1A 0,38095 03 7
Cantharellus tubaeformis M 0,48571 100 0
. 8A 0,08571 100 0
Cordyceps capitata M 0,25238 100 0
10A 0,44286 93 7

Cortinarius balteatocumatilis

10M 0,1619 100 0
Cortinarius infractus 24A 0,24762 08 32
24M 0,2619 18 82
Craterellus cornucopioides 15A 0.3 %3 !
15M 0,39524 86 14
N 27A 0,05714 93 7
Cystoderma amianthinum 27M 0,29048 93 7
. 25A 0,19048 96 4
Entoloma rhodopolium 25M 0,29524 93 7
. 20A 0,38571 93 7
Hydnellum peckii 20M 0,55238 100 0
Hygrophorus agathosmus 19A 0.2 %3 !
19M 0,21429 93 7
Hygrophorus eburneus 124 0,20067 100 0
12M 0,17143 100 0
. 6A 0,37619 03 7
Hygrophorus pudorinus 6M 0,28095 100 0
Lactarius deterrimus LA 0,29524 100 0
11M 0,18571 100 0
. ) 17A 0,5619 100 0
Lactarius salmonicolor 17M 0,63333 9 4
Lactarius scrobiculatus 28A 0,4019 100 0
28M 0,55238 89 11
Lepista nuda 26A 0,2619 % 4
26M 0,26667 89 11

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 8: Rezultati delovanja vseh vzorcev testiranih gob na encim
acetilholinesterazo

Oznaka Koncentracija suhe Preostala Inhibicija
Vrsta gobe vzorca snovi v testu aktivnost AChE AChE
(mg/ml) aktivnost (%)  aktivnosti (%)

: 7A 0,19048 100 0
Macrolepiota procera M 0.31005 100 X
. . 9A 0,10476 2 4
Peziza badia oM 010476 o0 :
Pseudoclitocybe cyathiformis 23A 0,15238 100 0
23M 0,17619 100 0
Russula cavipes 22A 0,14762 100 0
22M 0,18571 93 7
: . 4A 0,14286 100 0
Tremiscus helvelloides M 0.28571 100 0
. . 5A 0,25714 96 4
Tricholoma aurantium EM 0.30476 o0 :
: 21A 0,15714 93 7
Tricholoma pardalotum 1M 009048 o !
. 2A 0,08095 96 4
Tricholoma sulphureum oM 0.19524 o0 ’
. . 14A 0,59048 96 4
Tricholoma vaccinum 14M 0.22381 o .
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Slika 4: Prikaz inhibicije AChE aktivnih vzorcev acetonskih ekstraktov posameznih gob
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Slika 5: Prikaz inhibicije AChE aktivnih vzorcev metanolnih ekstraktov posameznih gob
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Preglednica 9: Rezultati encimskega testa z acetilholinesterazo (AChE)
Prikazane so razli¢ne koli¢ine vzorca 24M vrste Cortinarius infractus in posamezne red¢itve 1:10, 1:100 in
1:1000. Stopnja inhibicije AChE aktivnosti je prikazana glede na kontrolo.

Vrsta gobe Koli¢ina Koncentracija  Preostala aktivnost Inhibicija AChE
inoznaka vzorcavtestu Redéenje  dodane snoviv AChE aktivnost aktivnosti
vzorca pl testu mg/ml % %
1 0,026190 31 69
2
110 0,052381 17 83
5 0,13 14 86
10 0,2619 10 90
1 0,002619 69 31
Cortinarius
2 0,005238 52
infractus, 1:100 48
24M 5 0,013095 21 79
10 0,026190 21 79
1 0,000262 100 0
24 1
1:1000 0,0005 00 0
0,001310 100 0
10 0,002619 90 10

100

80

60

40

20 4

Inhibicija aktivnosti AChE (%)

L T L | T T L |
1E-3 0,01 0,1

koncetracija suhe snovi v testu (mg/ml)

Slika 6: Odvisnost stopnje inhibicije AChE od koncentracije suhe snovi v ekstraktih posameznih redéitev
vzorca 24M vrste Cortinarius infractus
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Gobe vsebujejo razli¢ne bioaktivne snovi, ki so Se zelo slabo raziskane. Dosedanji rezultati
razli¢nih raziskav zadnjih dvajset let pa nakazujejo velik potencial naravnih spojin izoliranih
iz gob. Zato smo se v tej nalogi odlo¢ili za iskanje potencialno zanimivih bioloSko aktivnih
spojin v organskih ekstraktih izbranih gob iz okolice Idrije in VVojskega. Liofilizirane vzorce
smo ekstrahirali v acetonu in metanolu, ki sta organski topili z razli¢no polarnostjo. Za
preverjanje bioloSkih aktivnosti smo izbrali tri teste. Iskali smo protibakterijsko in

hemoliti¢no aktivnost vzorcev ter izvedli test inhibicije encima acetilholinesteraze.

Vseh 56 vzorcev gob smo testirali s protibakterijskim testom, in sicer na Gram-pozitivne
bakterije vrste Bacillus subtilis in Gram-negativne bakterije vrste Escherichia coli.
Sestindvajset testiranih vzorcev je kazalo protibakterijsko aktivnost na vrsto E. coli, medtem
ko je proti B. subtilis bilo aktivnih kar 52 testiranih vzorcev. Le 4 vzorci niso bili aktivni
(Cordyceps capitata, Entoloma rhodopolium, Macrolepiota procera in Tremiscus
helvelloides). Najaktivnejse vzorce, to je z vecjo inhibicijsko cono glede na njeno velikost,
smo tudi red¢ili 1:10, 1:100 in 1:1000 ter ugotavljali minimalno inhibitorno koncentracijo

Za posamezen vzorec.

Inhibicijo rasti E. coli smo zasledili ve¢inoma pri metanolnih vzorcih (vrste Amanita citrina,
Cantharellus tubaeformis, Cordyceps capitata, Cortinarius balteatocumatilis, Cortinarius
infractus, Cystoderma amianthinum, Entoloma rhodopolium, Hydnellum peckii,
Hygrophorus agathosmus, Hygrophorus eburneus, Hygrophorus pudorinus, Lactarius
deterrimus, Lactarius scrobiculatus, Lepista nuda, Macrolepiota procera, Peziza badia,
Pseudoclitocybe cyathiformis, Russula cavipes, Tremiscus helvelloides, Tricholoma
aurantium, Tricholoma pardalotum in Tricholoma sulphureum) in le dveh acetonskih
vzorcih (vrsti Lepista nuda in Tremiscus helvelloides). Pri nadaljnih redéenjih

protibakterijske aktivnosti na E. coli nismo zaznali.

Rast B. subtilis je zavrlo 20 acetonskih in 13 metanolnih vzorcev. Najvecjo aktivnost tako
metanolnega kot acetonskega ekstrakta smo zaznali pri vrstah rodu vlaznic (Hygrophorus

eburneus, Hygrophorus agathosmus in Hygrophorus pudorinus), zaznavno tudi pri najvecji
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red¢itvi (1:1000). Vzorci vrst Craterellus cornucopioides (acetonski in metanolni),
Hydnellum peckii (acetonski), Lactarius deterrimus (acetonski), Lactarius salmonicolor
(acetonski), Pseudoclitocybe cyathiformis (acetonski), Tricholoma sulphureum (metanolni)

in Tricholoma vaccinum (acetonski) so bili aktivni pri 1:100 red¢enju.

V objavah smo zasledili opisano protibakterijsko aktivnost pri vrstah Hygrophorus
agathosmus, Hygrophorus eburneus (Teichert in sod., 2005), Lepista nuda (Dulger in sod.,
2002) in Tricholoma (Simon in sod., 2004), kar smo s testom potrdili tudi mi.
Protibakterijsko aktivnost na E.coli smo ugotovili Se pri vrstah Amanita citrina,
Cantharellus tubaeformis, Cordyceps capitata, Cortinarius balteatocumatilis, Cortinarius
infractus, Cystoderma amianthinum, Entoloma rhodopolium, Hydnellum peckii,
Hygrophorus pudorinus, Lactarius deterrimus, Lactarius scrobiculatus, Macrolepiota
procera, Peziza badia, Pseudoclitocybe cyathiformis, Russula cavipes, Tremiscus
helvelloides, Tricholoma aurantium, Tricholoma pardalotum in Tricholoma sulphureum, za
katere ni objav. Protibakterijsko aktivnost za B. subtilis smo v literaturi zasledili le pri vrsti
Hygrophorus agathosmus (YYamac in sod., 2006) in Lepista nuda (Dulger in sod., 2002). Mi
pa smo potibakterijsko aktivnost za B. subtilis ugotovili $e pri vrstah Hygrophorus eburneus,
Hygrophorus pudorinus, Craterellus cornucopioides, Hydnellum peckii, Lactarius
deterrimus, Lactarius salmonicolor, Pseudoclitocybe cyathiformis, Tricholoma sulphureum

in Tricholoma vaccinum.

Protibakterijska aktivnost vodnih ekstraktov istih gob je opisana v diplomski nalogi Mateja
Kalarja, z naslovom »Biolosko aktivne snovi v vodnih ekstraktih nekaterih bazidiomicet,
2008. Protibakterijsko aktivnost na E.coli sta pokazala le »kuhani« in »surovi« vzorec vrste
Peziza badia, protibakterijsko aktivnost na B. subtilis pa vrste Agaricus arvensis,
Hygrophorus agathosmus, Hygrophorus eburneus, Hygrophorus pudorinus, Lactarius

deterrimus, Lactarius salmonicolor, Peziza badia in Tricholoma sulphureum.

V literaturi smo zasledili, da je protibakterijska aktivnost bolj pogosta v organskih ekstraktih
(Dulger in sod., 2002, Simon in sod., 2004, Barros in sod., 2006, Yamac in Bilgili, 2006,
Mercan in sod., 2006, Teichert in sod., 2005). Enako so pokazali tudi nasi testi, saj bistvno
ve¢ organskih vzorcev kot vodnih kaze protibakterijsko aktivnost. Protibakterijska aktivnost

organskih ekstraktov je velikokrat posledica prisotnosti fenolov in flavonoidov. Za te spojine
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je znano, da delujejo protimikrobno, protitrombi¢no, protimutageno, protivnetno,
protialergijsko, protihipertenzi¢no, protirevmati¢no, reducentsko in protirakotvorno (Cook

in Samman, 1996, Kandaswami in Midleton, 1997).

Hemoliti¢nih je bilo 38 od 56 vzorcev, od tega 22 acetonskih in 16 metanolnih vzorcev. Pri
vseh aktivnih vzorcih smo test hemoliti¢ne aktivnosti ponovili, tako da smo vse vzorce
nadalje red¢ili. Po dodatnih redcenjih smo ugotovili, da po hemoliticnem potencialu
izstopajo vrste Amanita citrina (metanolni ekstrakt), Cortinarius balteatocumatilis
(acetonski ekstrakt), Hygrophorus eburneus (acetonski ekstrakt) in Hygrophorus pudorinus
(metanolni in acetonski ekstrakt). Predvsem acetonski ekstrakt vrste Hygrophorus pudorinus

je aktiven tudi pri najve¢jih red¢itvah.

Za organske ekstrakte preucevanih vrst gob porocila o hemoliti¢ni aktivnosti nismo zasledili.
Lustik-Kordovsky in sod. (2001) poro¢ajo o hemoliti¢ni aktivnosti vodnih ekstraktov rodu
Amanita. Najvec¢jo aktivnost kaze vodni vzorec vrste Amanita phalloides (15-minutna
inkubacija), medtem ko vodni vzorci ostalih vrst (A. muscaria, A. rubescens, A. citrina in A.
virosa) kazejo rahlo hemolitiéno aktivnost Sele po eni uri inkubacije. Rahlo hemoliti¢no
aktivnost je pokazal tudi surovi vodni ekstrakt vrste A. citrina (diplomska naloga Mateja
Kalarja). Sicer pa od vodnih ekstraktov kazejo najvecjo aktivnost Se vrste Tricholoma

aurantium, Tricholoma vaccinum in Hygrophorus pudorinus.

Rezultati hemoliti¢nega testa potrjujejo, da je prisotnost membransko aktivnih snovi

pricakovana kemi¢na obramba gob pred zajedalci in predatorji.

Poleg protibakterijske in hemoliticne aktivnosti smo izvedli Se test inhibicije delovanja
encima acetilholinesteraze (AChE). Od 56 vzorcev smo izrazito AChE-inhibicijsko
aktivnost zaznali le pri eni gobi, vrsti Cortinarius infractus. Z metanolnim ekstraktom je bila
inhibicija kar 82 odstotna, z acetonskim pa le 32 odstotna. Drugi vzorci so imeli §ibko
aktivnost, dosegli so najve¢ 14 odstotno inhibicijo encima, zato poskusov z njimi nismo
nadaljevali. Metanolni ekstrakt vrste Cortinarius infractus je kazal aktivnost (10 odstotna
inhibicija) Se pri tisockratni red¢itvi. Podobno velja tudi tako kuhan kakor surov vodni
ekstrakt iste gobe (diplomska naloga Kalar M.). Pri tisoCkratni red¢itvi je imel surovi vzorec

ve¢ kot deset odstotno inhibicijo, kuhani vzorec pa sedemnajst odstotno inhibicijo. 1z tega
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sklepamo, da gre najverjetneje za isto, polarno snov (metanol je po polarnosti najbolj blizu

vodi), ki pa ni protein.

Do leta 2008, ko smo izvajali ta test, v literaturi nismo zasledili objav na temo
acetilholinesterazne inhibicije s snovmi, izoliranimi iz gob, tako je bila takrat ugotovljena
inhibicijska aktivnost vrste Cortinarius infractus popolna novost. Letos, ob pregledu objav
pa smo zasledili ¢lanek (Geissler in sod., 2010), Kkjer navajajo ugotovljeno aktivnost
omenjene gobe. Kot pomembni u¢inkovini so izolirali dva alkaloida, infraktopikrin in 10-
hidriksi infraktopikrin z AChE-inhibicijsko aktivnostjo. Inhibicija AChE in preprecevanje
degradacije acetilholina je namre¢ danes ena izmed najbolj sprejetih moznosti terapije za
Alzheimerjevo bolezen. Zaradi pomanjkanja inhibitorjev AChE z dovolj veliko
selektivnostjo, Alzheimerjevi bolniki trpijo zaradi stranskih ucinkov, kot so slabost in
bruhanje. Ti novo odkriti ué¢inkovini pa kazeta vecjo selektivnost kot galantamin, ki kot

omenjeno povzroca stranske ucinke.

Po opravljenih testiranjih 28 vzorcev gob smo ugotovili, da je vrsta Hygrophorus pudorinus,
ki je kazala mo¢no hemoliti¢no in protibakterijsko aktivnost, zanimiva za nadaljne raziskave.
Tudi drugi dve vrsti rodu Hygrophorus (H. agathosmus in H. eburneus) s protibakterijsko

aktivnostjo sta obetavni za nadaljne raziskave.

5.2 SKLEPI

V diplomski nalogi smo opazovali bioloSko aktivnost organskih ekstraktov iz 28 razli¢nih

vrst bazidiomicet iz okolice Idrije in Vojskega s pomocjo treh bioloskih testov.

Pri protibakterijskem testu je bilo 24 organskih ekstraktov iz 22 vrst inhibitornih za Gram-
negativne bakterije E.coli, za Gram-pozitivne bakterije B. subtilis pa je bilo inhibitornih 33
ekstraktov iz 21 vrst gob. Inhibicijo rasti E. coli smo zasledili ve¢inoma pri metanolnih
vzorcih in le pri dveh acetonskih vzorcih (vrsti Lepista nuda in Tremiscus helvelloides). V
objavah smo zasledili protibakterijsko aktivnost pri vrstah Hygrophorus agathosmus,
Hygrophorus eburneus, Lepista nuda in Tricholoma, kar smo s testom potrdili tudi mi.
Protibakterijsko aktivnost smo prvi¢ odkrili pri vrstah Amanita citrina, Cantharellus

tubaeformis, Cordyceps capitata, Cortinarius balteatocumatilis, Cortinarius infractus,
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Cystoderma amianthinum, Entoloma rhodopolium, Hydnellum peckii, Hygrophorus
pudorinus, Lactarius deterrimus, Lactarius scrobiculatus, Macrolepiota procera, Peziza
badia, Pseudoclitocybe cyathiformis, Russula cavipes, Tremiscus helvelloides, Tricholoma
aurantium, Tricholoma pardalotum in Tricholoma sulphureum, za katere ni navedenih
objav. Inhibicijo rasti B. subtilis smo zasledili pri 20 acetonskih in 13 metanolnih vzorcih.
Najvecjo aktivnost obeh vrst ekstraktov smo zaznali pri treh vrstah rodu vlaznic
Hygrophorus (Hygrophorus eburneus, Hygrophorus agathosmus in Hygrophorus

pudorinus).

Hemoliti¢nih je bilo 38 od 56 vzorcev, od tega 22 acetonskih vzorcev in 16 metanolnih
vzorcev 22 vrst gob. lzstopajo vrste Amanita citrina (metanolni ekstrakt), Cortinarius
balteatocumatilis (acetonski ekstrakt), Hygrophorus eburneus (acetonski ekstrakt) in
Hygrophorus pudorinus (metanolni in acetonski ekstrakt). Predvsem acetonski ekstrakt vrste
Hygrophorus pudorinus povzro¢i hemolizo $e po najvecjih red¢itvah. Za organske ekstrakte
preucevanih vrst gob porocila o hemoliti¢ni aktivnosti nismo zasledili, zato so vsi rezultati

tega testa novost.

Proti encimu acetilholinesterazi sta moc¢no inhibitorno delovala le oba ekstrakta vrste
Cortinarius infractus. Inhibicija je bila zaznavna tudi po tisockratnem red¢enju metanolnega

vzorca.

Nasi rezultati kazejo, da so organski ekstrakti gob delovali predvsem protibakterijsko in
hemoliti¢no. V literaturi smo zasledili protibakterijsko aktivnost pri vrstah Hygrophorus
agathosmus, Hygrophorus eburneus, Lepista nuda in Tricholoma sp., kar smo s testom
potrdili tudi mi. Drugi protibakterijsko aktivni vzorci so novost. Hemoliti¢ne aktivnosti
organskih ekstraktov nismo zasledili v nobeni predhodni objavi, zato nasi podatki

predstavljajo novost in so posledica verjetno Se neraziskanih snovi s potencialno uporabnimi

bioloskimi aktivnostmi.



32

Bogdan A. Biolosko aktivne snovi v organskih ekstraktih nekaterih bazidiomicet.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2016

6 POVZETEK

Gobe imajo v vsakdanjem Zivljenju ¢loveka velik pomen. Ze dolgo jih uporabljamo za
prehrano, v vzhodnih dezelah tudi v zdravstvene namene, nekatere so tudi Skodljive. 1z njih
smo zaceli proizvajati tudi vitamine, encime, hormone in antibiotike. Njihove raznolike
biolosko aktivne spojine se izkoriS¢ajo v industriji. Vse to so razlogi zaradi katerih So

potrebne in pomembne raziskave pri iskanju teh spojin.

S tremi razli¢nimi testi smo testirali 28 vzorcev gob (bazidiomicet) nabranih v okolici Idrije
in VVojskega. Pripravili smo acetonske in metanolne organske ekstrakte, preverili njihovo

protibakterijsko in hemoliti¢no aktivnost ter inhibicijo delovanja encima acetilholinesteraze.

Rezultati so pokazali, da vsebujejo nekateri organski ekstrakti biolosko aktivne spojine, ki
so potencialno primerne za uporabo v farmakologiji in bi jih bilo smotrno podrobneje

raziskati.
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