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SLOVARCEK

Halofil: organizem, ki bolje raste v okoljih z visoko koncentracijo soli, kot so slana jezera
in soline

Halotolerant: organizem, ki lahko zivi v slanih okoljih, vendar za prezivetje ne potrebuje
soli

Kserofil: organizem, prilagojen na omejen dostop proste vode v okolju, zmozen preziveti
suSo

Psihrotolerant: organizem, ki lahko zivi pri nizkih temperaturah
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IX

SEZNAM OKRAJSAV

Ay vodna aktivnost

A L preostala acetilholinesterazna aktivnost

Glc glukoza

Ha. hemaglutinacija

HI. hemoliza

I.C. Sirina inhibicijske cone pri protibakterijskem testu

NaCl sol

NaDS natrijev dodecil sulfat

P. koncentracija proteinov, uporabljena v testu

S. S. koncentracija suhe snovi, uporabljena v testu

YNB S svezi ekstrakti gliv, ki so rasle na YNB gojiscu

YNB K kuhani ekstrakti gliv, ki so rasle na YNB gojiscu

Y+10_ S svezi ekstrakti gliv, ki so rasle na YNB gojiscu z 10-odstotnim natrijevim
kloridom

Y+10 K kuhani ekstrakti gliv, ki so rasle na YNB gojis¢u z 10-odstotnim natrijevim

kloridom
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1. UVOD

Glive so pomemben vir biolosko aktivnih snovi, ki kazejo vrsto zanimivih bioloskih
ucinkov, kot so npr. citotoksi¢nost, hemaglutinacija, protibakterijska in protivirusna
aktivnost. Za nas so zanimive in uporabne predvsem v razlicnih medicinskih in

industrijskih panogah.

Dolgo je prevladovalo mnenje, da v ekstremnih okoljih gliv ni, v zadnjih letih pa so
raziskave pokazale, da so nekatere skupine gliv sposobne Ziveti in se razmnoZevati tudi v
ekstremnih razmerah. Nasli so jih v izjemno slanih vodah, na suhih povrSinah hladnih in

vrocih skal, v vodi z zelo nizko pH-vrednostjo in v globinah oceanov (Sonjak, 2006).

Pojem halofilnih gliv je bil prvi¢ uporabljen leta 1975 za nekaj kserofilnih vrst (vrste, ki so
sposobne preziveti pri zelo nizki vodni aktivnosti), ki kontaminirajo hrano z visoko
vsebnostjo soli (Pitt&Hocking, 1985). Nato so bile glive najdene in opisane tudi v morski
vodi, v slanih mocvirjih ter v slanih tleh, velika pestrost gliv pa je bila opisana tudi v
ekstremno slanih okoljih, kot so soline (Gunde-Cimerman in sod., 1997). Med halofilne oz.

ekstremno halotolerantne so uvr§¢ene pogosto izolirane glive iz naravnih ekstremno slanih

.....

.....

Glive, ki sem jih uporabila v diplomski nalogi, so bile izolirane predvsem iz solin ter
razli¢nih okolij Arktike. Za Arktiko so znacilne skrajno nizke temperature (do -50°C) ter
nastajanje in kopicenje ledu. Ker voda v zamrznjeni obliki ni dostopna organizmom, v
taksSnih okoljih prihaja do znizane vodne aktivnosti, visokih pritiskov, nizkih temperatur in
nizke koncentracije hranil (Sonjak, 2006). Za soline, ki so naravno ekstremno slano okolje,
so znaCilne visoke koncentracije morske soli, ki v kristalizacijskih bazenih dosezejo
nasic¢enost, nizke koncentracije kisika, pH-vrednost okoli nevtralnega in relativno visoke
koncentracije hranil v vodi (Gunde-Cimerman in sod., 2001). Prav tako kot v ekstremno

mrzlem tudi v ekstremno slanem okolju pride do zniZanja vodne aktivnosti, saj koli¢ina



Kovaéec Z. Vpliv glukoze in temperature na produkcijo biologko aktivnih snovi v vodnih ekstraktih...gliv

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

raztopljene soli v vodi zniza osmotski potencial raztopine, kar povzroc¢i oddajanje vode iz

organizmov in posledi¢no znizano vodno aktivnost.

Bioloski potencial morskih gliv je slabo raziskan (Saleem in sod., 2007), zato smo se Vv tej
nalogi ukvarjali z iskanjem potencialno zanimivih biolosko aktivnih vodotopnih snovi iz
nekaterih halofilnih in halotolerantnih gliv. V okviru diplomskega dela sem se osredotocila
na vpliv stresnih razmer (nizka temperatura in povisana koncetracija glukoze v gojiscu) na

produkcijo vodotopnih biolosko aktivnih snovi v glivah iz rodov Aspergillus, Penicillium,

.....

.....

stresne razmere z nizjo vodno aktivnostjo. Glivne kulture smo nato liofilizirali in pripravili
vodne ekstrakte. Biolosko aktivnost ekstraktov smo ugotavljali z merjenjem hemoliti¢ne
aktivnosti, protibakterijske aktivnosti, inhibicije encima acetilholinesteraze ter s
hemaglutinacijskim testom. S prekuhavanjem vodnih ekstraktov smo ugotavljali, ali so

biolosko aktivne snovi beljakovinskega izvora.

Pridobljene rezultate smo primerjali z Ze objavljenimi podatki s podro¢ja kemije naravnih
substanc iz izbranih halofilnih in halotolerantnih gliv. Glede na to, da halofilne in
halotolerantne glive predstavljajo Se relativno neraziskan vir strukturno novih in biolosko
aktivnih spojin, smo predvidevali, da bomo v pripravljenih vodnih ekstraktih nasli
potencialno zanimive in Se neopisane ucinkovine, ki jih bo v prihodnosti mogoce izolirati.

Pri¢akovali smo tudi, da bo produkcija bioaktivnih spojin v glivah, ki so rasle tako na

.....



Kovaéec Z. Vpliv glukoze in temperature na produkcijo biologko aktivnih snovi v vodnih ekstraktih...gliv

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

2. PREGLED OBJAV

1.1.1. SPLOSNE IN MORFOLOSKE ZNACILNOSTI GLIV

Glive spadajo v nadkraljestvo Eukarya. Klasificirane so kot samostojno kraljestvo poleg
protistov, rastlin in zivali. Kraljestvo gliv zajema naslednja debla: Ascomycota,
Basidiomycota, Chytridiomycota, Neocallimastigomycota, Zygomycota,
Blastocladiomycota in Glomeromycota. Debli Ascomycota in Basidiomycota uvr§¢amo Se
v podkraljestvo Dikarya. Klasifikacija torej zajema 1 kraljestvo, 1 podkraljestvo, 7 debel,
10 poddebel, 35 razredov, 12 podrazredov in 129 rodov (Hibbett s sod., 2007).

Glive so pogosto spregledani organizmi, ki pa imajo v ekosistemu nepogresljivo vlogo. So
vecinoma veccelicni, pa tudi enocelicni evkariontski heterotrofni organizmi. Z izjemo
enoceli¢nih gliv, kot so na primer kvasovke, vegetativno obliko vecine gliv sestavljajo
nitasti nizi celic (hife), ki imajo v premeru 5 do 10 um. Vedno se delijo samo koncne celice

vsake hife, kar omogoca dolzinsko rast glive.

Po nacCinu prehranjevanja so paraziti na cloveku, zZivalih in rastlinah, simbionti ter saprofiti

(Eaton in Hale, 1993).

Za glive je znacilno, da imajo najrazli¢nejSa barvila. Rezervna snov je glikogen, ki je prost
v citoplazmi, ter olja. Celi¢na stena je iz hitina (polimera N-acetilglukozamina),
polisaharidov (manana in glukana) ali beljakovin. Celice praviloma nimajo gibljivih oblik
(izjema so npr. hitride, ki imajo gibljivo fazo). Razmnozevanje je zelo raznovrstno:
vegetativno z brstenjem in razras¢anjem, nespolno predvsem s tvorbo konidijev ali spolno
s somatogamijo (hifogamija), gametangiogamijo in gametogamijo. Mnozijo se s sporami,
ki se najpogosteje prenaSajo po zraku, glede na vrsto in razmere rasti pa proizvajajo spolne
in nespolne spore. Pred zdruZevanjem pri spolnem razmnoZevanju posamezne glive
komunicirajo z drugimi preko feromonov (http://www.tolweb.org/Fungi). Najdemo jih
predvsem na kopnem, nekaj se jih pojavlja tudi v sladkih in slanih vodah (Jogan, 2001). So
pomemben del krozenja snovi v naravi, saj v okolje vra¢ajo anorganska hranila ter jih
naredijo dostopna rastlinam, da lahko rastejo in posledi¢no prehranjujejo zivali (Campbell,

2002). Razgrajujejo tudi v okoljih, kjer bakterije ne uspevajo (npr. kislo okolje). Glive so
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edini organizmi, ki so sposobni razgradnje lignina. Izmed vseh gliv so to sposobnost tekom
evolucije najbolj razvile lesne glive, povzrociteljice bele trohnobe. Pomembne so tudi
mikorizne vrste, ki Zivijo v simbiozi s koreninami vi§jih rastlin. Glive uporabljamo za
industrijsko pridobivanje antibiotikov, vitaminov, kortikosteroidov in spolnih hormonov,
alkohola, citronske kisline in $e nekaterih drugih snovi (Petauer, 1993). Stevilne glive
sodelujejo pri procesih predelave hrane. Ekonomsko so pomembne tudi parazitske glive, ki

povzrocajo Skodo na gojenih vrstah rastlin (Jogan, 2001).

1.1.2. SEKUNDARNI METABOLITI

Sekundarni metabolit je kemicna spojina, ki jo producira omejeno Stevilo vrst gliv v rodu,
redu ali celo deblu. Te spojine so lahko kemi¢no zelo razli¢ne, npr. toksini, antibiotiki ter
ostale snovi, ki se sproscajo 1z organizma \% okolico
(http://www.sciencedirect.com/science? ob=ArticletURL& udi=B7XMR-4PJM9W3-

8& user=10& coverDate=02%2F29%2F2008& alid=1594805974& rdoc=8& fmt=high

& _orig=search& origin=search& zone=rslt_list_item& cdi=29677& sort=r& st=13& d

ocanchor=&view=c& ct=15405& acct=C000050221& version=1& urlVersion=0& user
1d=10&md5=9609038e65355e56alac919b7c1181{b&searchtype=a).

Sekundarni metaboliti so snovi, ki jih proizvajajo rastline ali mikrobi in niso nujno
potrebne za rast in prezivetje organizma v normalnih okoli§¢inah. Za njihovo sintezo je
potrebna energija. To so veCinoma nepolarne majhne molekule, ki se sintetizirajo, ko je
organizem izpostavljen stresu, in najpogosteje sodelujejo pri obrambi (pred herbivori,
virusi, mikrobi, kompetitivnimi organizmi) ter kot signalne snovi, ki privabljajo npr. Zivali,
ki prenaSajo semena. Lahko delujejo kot virulen¢ni dejavniki in pomenijo kompetitivno
prednost (Calvo in sod., 2002), ki glivi omogo&ajo preZivetje v ekoloski nisi. Stevilne glive
zive saprofitsko v zemlji, kjer tekmujejo z drugimi organizmi. Glivni toksini zascitijo glivo
pred plenilci, kot so amebe in gliste, ter pred drugimi nevretencarji, ki se hranijo z njimi.

Simbiontske glive na rastlinah s sekundarnimi metaboliti odganjajo rastlinojede zuZzelke

(Fox in Howlett, 2008).
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Mikotoksini so sekundarni metaboliti nitastih gliv in so lahko toksi¢ni za vretencarje Ze v

majhni koncentraciji, ¢e pridejo v telo preko naravne poti (Bennett in Klich, 2003).

Ker je biotska diverziteta mikrobov v morju izjemna in morajo biti metaboliti zelo
ucinkoviti, saj se sicer v morski vodi prehitro razred¢ijo, so raziskovalci prepricani, da je v
morskih organizmih Se veliko Stevilo naravnih produktov z biolosko aktivnostjo, ki bi jih
lahko s pridom uporabili kot farmacevtske ucinkovine (Haefner, 2003, Mayer in Lehmann,
2000, Proksch in sod., 2002). V iskanju novih zdravil postajajo tako morski viri
pomembno raziskovalno podro¢je. Preko 15 sekundarnih metabolitov morskih organizmov
je v klini¢nih preizkuSanjih (Saleem in sod., 2007), nekaj pa jih je Ze na trziS¢u, npr.
citarabin (Haefner, 2003). Mikokemija morskih gliv je zacvetela po letu 1990, Stevilo
poroCil o naravnih produktih morskih gliv pa se je povecalo predvsem po letu 1998
(Saleem in sod., 2007). Do leta 2006 so opisali ve¢ kot 272 uc¢inkovin morskih gliv (Bugni
in Ireland, 2004, Bhadury in sod., 2006). Te vkljucujejo poliketide, terpene, steroide,
alkaloide in peptide. Za uc¢inkovite proizvajalke sekundarnih metabolitov veljajo predvsem
filamentozne glive, po kemic¢ni iznajdljivosti sta Se posebej znana rodova Penicillium in
Aspergillus (Frisvad, 2005), ki naseljujeta ne samo talna, temvec¢ tudi morska in izjemno

slana okolja.

V prilogi A smo prikazali do sedaj opisane naravne produkte obravnavanih rodov gliv,

izoliranih iz morja.



Kovaéec Z. Vpliv glukoze in temperature na produkcijo biologko aktivnih snovi v vodnih ekstraktih...gliv

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

3. MATERIALI IN METODE

3.1. SEZNAM GLIV

Taksonomska uvrstitev obravnavanih rodov gliv (De Hoog in sod., 2000) je naslednja:

Kraljestvo: Eumycota
Deblo: Ascomycota
Razred: Euascomycetes
Red: Eurotiales
Druzina: Trichocomaceae
Rodovi: Aspergillus, Penicillium, Emericella, Eurotium
Razred: Hemiascomycetes
Red: Saccharomycetales
Druzina: Endomycetaceae
Rod: Debaryomyces
Druzina: Metschnikowiaceae
Rod: Metschnikowia

Sevi iz preglednice 1 so del zbirke ekstremofilnih gliv EX F ki pripada infrastrukturnemu
centru (MYCOSMP) Katedre za molekularno genetiko in biologijo mikroorganizmov

(Oddelek za biologijo, Biotehniska fakulteta, Univerza v Ljubljani).

Preglednica 1: Seznam halofilnih in halotolerantnih gliv iz solin in Arktike

St. Vrsta Oznaka seva Mesto vzorcenja
1. | Aspergillus flavus EXF 1751 soline

2. | Aspergillus niger EXF 799 soline

3. | Aspergillus niger EXF-2130 Arktika, morski led
4. | Aspergillus ochraceus EXF 618 soline

S. | Aspergillus sydowii EXF 405 soline

6. | Aspergillus tubingensis EXF 401 soline

7. | Aspergillus terreus EX F-312 prst (Ljubljana)

8. | Aspergillus fumigatus EXF 3370 soline

9 Emericella stella-maris EXF 349 soline

10. | Emericella filifera EXF 348 soline

11. | Emericella olivicola EXF 2650 soline

12. | Emericella discophora EXF2680 prst

13. | Eurotium amstelodami MZKI — A570 = EXF 66?? | soline

14. | Eurotium amstelodami EXF-2134 Arktika, morski led
14. | Eurotium herbariorum EXF -1041 Arktika, morski led
16. | Eurotium herbariorum EXF 3369 soline (Slovenija)
17. | Penicillium nordicum EXF-1363 Arktika, morski led
18. | Penicillium nordicum EXF-3196 soline

19. | Penicillium chrysogenum EXF 426 soline (Slovenija)
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20. | Penicillium chrysogenum EXF-1030 Arktika, morski led

21. | Penicillium corylophilum EXF-1325 Arktika, ledeniski led

22. | Penicillium corylophilum EXF 1778 soline

23. | Penicillium brevicompactum | EXF 417 soline

24. | Penicillium brevicompactum | EXF-1300 Arktika, ledeniski led

25. | Penicillium crustosum EXF 763 soline

26. | Penicillium crustosum EXF-1329 Arktika, CREA +, ledeniski led
27. | Penicillium crustosum EXF-904 Arktika, CREA -, ledeniski led
28. | Penicillium expansum EXF 1813 soline

29. | Penicillium expansum EXF-1195 Arktika, ledeniski led

30. | Penicillium polonicum EXF 503 soline

31. | Penicillium polonicum EXF-1140 Arktika, ledeniski led

32. | Penicillium citrinum EXF 792 soline

33. | Penicillium antarcticum EXF 793 soline

34. | Penicillium sizovae EXF 424 soline

35. | Penicillium steckii EXF 416 soline

36. | Debaryomyces hansenii EXF 589 soline

37. | Debaryomyces hansenii EXF 1590 Arktika

38. | Metschnikowia bicuspidata | EXF 1509 Arktika

Op.:E. discophora ni zrasla (2680), E.herbariorum (1041) ni zrasel

3.2. PRIPRAVA GOJISC, RAZTOPIN IN PUFROV

3.2.1. GOJISCA

Preglednica 2: Navodilo za pripravo gojisc.

YNB s 30% Glc (1L gojisca) | YNB (1L gojisca) | MEA (1L gojisca)
YNB (g) 1,7 1,7 -
(NH4),S0; (g) 5 5 -
Gle (g) 300 20 10
Agar (g) 13 20 20
Sladni ekstrakt (g) - - 20
Pepton (g) - - 1

V c¢aso z volumnom 1500 ml smo zatehtali ustrezno koli¢ino gojis¢a YNB, (NH4),SO; in
glukoze. Nato smo dolili destilirano vodo do kon¢nega volumna 1L. Raztopino smo z
magnetnim meSalom mesali, dokler se sestavine niso raztopile. S pH metrom smo izmerili

pH raztopine in ob meSanju dodali toliko 2M NaOH, da je bil kon¢ni pH 7,0. Raztopino
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smo prelili v 2-litersko erlenmajerico in dodali ustrezno koli¢ino agarja. MeSanico smo

premesali na magnetnem mesalu.

Za pripravo poSevnih gojiS¢ (poSevnikov) smo uporabili steklene epruvete z zamaski iz
vate. Pripravljeno gojis€e smo segreli v mikrovalovni pecici, da se je agar stopil. V
epruvete smo z pipeto odpipetirali po 7,3ml gojisca, jih zaprli z zamaski in avtoklavirali.
Po avtoklaviranju smo epruvete postavili na poSevno povrsino. Po 24 urah smo poSevna

gojisca do nadaljnje uporabe shranili pri 4°C.

Za pripravo plos¢ smo erlenmajerico z gojisS¢em zaprli z aluminijasto folijo in
avtoklavirali. Po avtoklaviranju smo erlenmajerico z gojiS¢em postavili v toplo kopel
(55°C), da se je nekoliko ohladilo. Nato smo gojis¢e premesali in v laminariju razlili v

.....

smo jih shranili pri 4°C do nadaljnje uporabe.

Pripravili smo poSevnike in plos¢e z definiranim gojis¢em YNB (Yeast Nitrogen Base)
brez in z 30% glukozo (GlIc) ter posevnike in petrijevke z nedefiniranim gojis¢em MEA
(Malt Extract Agar). Na plos¢e z gojis¢em smo polozili plast celofana, da smo kasneje
lazje odstranili micelij. Plosce s celofanom smo pred nacepljanjem glivnih kultur inkubirali

en teden pri 4°C.

3.2.2. FIZIOLOSKA RAZTOPINA (0,9% NaCl)

Fiziolosko raztopino smo pripravili tako, da smo v caSo zatehtali 9 g NaCl in dolili

destilirano vodo do kon¢nega volumna 1000 ml, ter raztopino avtoklavirali.

3.2.3. SSS (raztopina za raztapljanje spor, ang. spore solution suspension)

Raztopino za raztapljanje spor smo pripravili tako, da smo v ¢aso zatehtali 0,5 g Tween 80
in 0,5 g agarja ter dolili destilirano vodo do kon¢nega volumna 1000 ml. Raztopino smo

avtoklavirali.
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3.3. PRIDOBIVANJE GLIVNE BIOMASE

Uporabili smo seve 36 razlicnih vrst gliv iz preglednice 1. Sevi so bili shranjeni na
posSevnikih pri 4 °C. Posamezni sev iz originalne zbirke smo s plasti¢no cepilno zanko za
enkratno uporabo in ob uporabi raztopine za suspendiranje spor (SSS) precepili na eno
posevno gojis¢e YNB brez Glc, eno poSevno gojis¢e YNB s 30% Glc ter na nedefinirano
gojis¢e MEA (za lastno knjiznico). Nacepljene poSevnike z 30% Glc smo nato inkubirali
pri sobni temperaturi, poSevnike z gojis¢em YNB brez Glc pa pri temperaturi 4°C oz. 8°C
do stacionarne faze (1 do 3 tedni). Po inkubaciji smo glivne kulture na posevnikih YNB
suspendirali v 5 ml fizioloSke raztopine (0,9% NaCl). Po 100 pl glivne suspenzije smo s
pipeto prenasali na plosce z gojis¢em YNB z ali brez Glc. Da bi pridobili dovolj biomase,
smo za vsak sev uporabili po 7 ploS¢. PloSce smo ovili s plasti¢no folijo in glivne kulture
inkubirali pri sobni temperaturi do stacionarne faze (1 do 3 tedni). PoSevnike YNB smo
pred okuzbo s prSicami zasScitili s cigaretnimi papircki, tako da smo papircke prilepili Cez
odprtino poSevnika in jih shranili pri sobni temperaturi. Uporabljene poSevnike YNB smo

zavrgli.

Po inkubaciji smo vse glive v stacionarni fazi rasti postrgali iz ploS¢. Ves micelij
posameznega seva iz sedmih ploS¢ z gojis€éem YNB, ki smo jih inkubirali pri nizki
temperaturi, smo s spatulo enakomerno razdelili v dve mikrocentrifugirki z oznakama
“YNB_S” (YNB, sveze) in “YNB_K” (YNB, kuhano). Micelij posameznega seva iz
sedmih plos¢ z gojis¢em YNB s Glc smo prav tako enakomerno razdelili v dve
mikrocentrifugirki z oznakama “Y+30 _S” (YNB z 30% Glc, sveze) in “Y+30 K” (YNB z
30% Glc, kuhano). Mikrocentrifugirke smo zamrznili v teko¢em dusiku in jih shranili pri -

80°C.
Pri nekaterih sevih gliv smo inkubacijsko temperaturo prilagodili njihovim rastnim
potrebam (Preglednica 3). Kot kontrolne vzorce smo uporabili podatke, ki jih je v svoji

diplomski nalogi dobila Maja Derlink (Derlink, 2009).

3.4. PRIPRAVA VODNIH EKSTRAKTOV
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Mikrocentrifugirke smo vzeli iz tekoc¢ega dusSika in jih odprte susili 48 ur. Do uporabe smo
jih hranili pri 4 °C. V mikrocentrifugirke smo dodali od 500 do 1000 pl deionizirane vode
(odvisno od koli¢ine in strukture micelija). Micelij smo homogenizirali s stekleno palcko
ter ga premeSali na rotacijskem stresalniku. Mikrocentrifugirke smo nato ovili s
parafilmom in jih v erlenmajericah dali na stresalnik. Ekstrakcija je potekala 24 ur pri 600
obratih/minuto in 4 °C. Nato smo jih centrifugirali 20 min. pri 1300 obratih/minuto in 4
°C. Supernatant smo odpipetirali v nove mikrocentrifugirke z enako oznako. Supernatant
in preostali micelij v starih mikrocentrifugirkah smo do uporabe shranili v zamrzovalniku.
Supernatante iz posameznih sevov, pridobljenih z enakih gojiS¢, smo zdruzili in jih
ponovno razdelili v Ciste mikrocentrifugirke na kuhane in sveze vzorce. Svezim vzorcem
smo glede na to, koliko ekstrakta smo kasneje potrebovali za teste, dodali razli¢no koli¢ino
deionizirane vode. Do uporabe smo jih hranili v zmrzovalniku. Mikrocentrifugirke s
supernatantom z oznakami “YNB K” ter “Y+30 % K” smo kuhali 10 min. v vreli vodi.
Nato smo jih centrifugirali 20 min. pri 1300 obratih/minuto in 4 °C. Supernatante smo

prenesli v nove mikrocentrifugirke in jih shranili pri 4 °C.

3.5. DOLOCANJE KONCENTRACIJE EKSTRAHIRANE SUHE SNOVI V
VZORCIH

Suho tezo ekstrahirane snovi v vzorcih smo dolo¢ili s tehtanjem posuSenega supernatanta.
Po 100 pl supernatanta posameznega vzorca smo odpipetirali v oznacene in stehtane
skodelice iz aluminijaste folije in jih suSili 30 min. pri 100 °C. Potem smo skodelice
ponovno stehtali in preracunali suho tezo. Za doloCanje koncentracije (mg/ml) smo

dobljeno vrednost pomnozili z 10.

3.6. TESTI ZA DOLOCANJE BIOLOSKIH AKTIVNOSTI

3.6.1. DOLOCANJE KONCENTRACIJE EKSTRAHIRANIH PROTEINOV V

VZORCIH
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Koncentracijo proteinov smo dolocili le pri svezih, nekuhanih vzorcih. Na podlagi znanih
koncentracij govejega serumskega albumina (BSA) smo pripravili umeritveno krivuljo.
Pripravili smo meSanico reagentov BCA protein reagent A in BCA protein reagent B v
razmerju 50:1. Vzorce smo red¢ili v razmerju 1:5, tako da smo v mikrotitrsko plosco k 2 pl
ekstrakta vsakega vzorca dodali 8 pl deionizirane vode. K temu smo dodali 200 pl
mesanice reagentov A in B. Pripravili smo Se kontrolo, v kateri je bilo 10 ul deionizirane
vode in 200 pl meSanice reagentov A in B. S ¢italcem mikrotitrskih ploS¢ smo po 30-
minutni inkubaciji pri 37°C ugotovili absorpcijo proteinov pri valovni dolzini 550 nm. S
pomoc¢jo umeritvene krivulje za znane koncentracije govejega serumskega albumina smo

odcitali koncentracije proteinov.

3.6.2. HEMAGLUTINACIJSKI TEST

Goveje eritrocite smo trikrat sprali s fiziolosko raztopino in dvakrat z eritrocitnim pufrom,
ki je vseboval 140 mM NaCl in 13 mM Tris-HCI (pH 7.4). V enakem pufru smo pripravili
2% suspenzijo spranih eritrocitov. Bioloski test hemaglutinacije smo izvedli na
mikrotitrski plos¢i z vdolbinicami z zaobljenim dnom. Vdolbinice smo napolnili s 100 pl
suspenzije spranih eritrocitov in z 20 pl ekstrakta vzorcev gliv iz preglednice 1. Po 1-urni

inkubaciji pri sobni temperaturi smo rezultate od¢itali vizualno.

3.6.3. TEST PROTIBAKTERIJSKE AKTIVNOSTI

Protibakterijsko aktivnost vzorcev smo ugotavljali s standardnim difuzijskim testom na
agarju. Uporabili smo po Gramu pozitiven (Bacillus subtilis) in po Gramu negativen
(Escherichia coli) bakterijski sev. Bakterije smo nagojili preko no¢i v 10 ml gojis¢a LB
(Luria Broth) pri 250 obratih/minuto in 37°C. Naslednji dan smo Stevilo bakterij dolocili s
pomocjo dvozarkovnega spektrofotometra. Opti¢no gostoto smo izmerili pri 600 nm. Za
kontrolo smo uporabili sterilno tekode gojis¢e LB. Stevilo bakterij smo dolo¢ili s
standardiziranima umeritvenima krivuljama za bakterijska seva. Nato smo pripravili plosce
s trdnim gojis¢em LB. Se vrode avtoklavirano gojisée LB z agarjem smo ohladili na

priblizno 42°C in mu dodali toliko prekono¢ne kulture, da je bila kon¢na koncentracija
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enaka 5x10° bakterijskih kolonij/liter. V pripravljene sterilne petrijevke smo vlili po 20 ml
LB gojis¢a z agarjem z vcepljeno bakterijsko kulturo. Do uporabe smo jih shranili pri 4°C.
S pomocjo steriliziranega plutovrta smo v gojis¢e v vsaki plos¢i zvrtali 8 lukenj premera 1
cm. V vsako smo dodali po 100 pl ekstrakta vzorcev gliv iz preglednice 2. Po 48-urni
inkubaciji pri 37 °C smo od¢itali Sirino inhibicijske cone, ki je bila vidna kot prozoren

kolobar okoli vdolbine.

3.6.4. TEST INHIBICIJE ENCIMA ACETILHOLINESTERAZE

Inhibicijo encima acetilholinesteraze (AChE) z uc¢inkovinami iz gliv iz preglednice 1 smo
zasledovali z Ellmanovo metodo (Ellman in sod., 1961) s pomoc¢jo Citalca mikrotitskih
plos¢. Uporabili smo AChE iz elektri¢ne jegulje, ki smo jo raztopili v 100 mM fosfatnem
pufru (pH 7.3) v koncentraciji 500 encimskih enot (EE)/ml. Tik pred zacetkom testa smo
encim 200-krat red¢ili v enakem pufru. V vdolbinice mikrotitrske plos¢e smo vnesli 140 ul
Ellmanovega reagenta (raztopina 5,5-ditiobis-2-nitrobenzojske kisline (91 mg) in NaHCO;
(37.5 mg) v 25 mM fosfatnem pufru, pH 8) in 10 pl substrata 1 mM acetiltioholina. Nato
smo v posamezne jamice dodali 10 pl posameznega ekstrakta vzorcev gliv in tik pred
zaCetkom meritve Se 50 pl encima AChE. Kontrola je namesto vzorca vsebovala 10 pl

vode. Vse meritve smo izvajali 12 minut pri 412 nm in 25°C.
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3.6.5. HEMOLITICNI TEST

Iz sveze goveje krvi smo s centrifugiranjem izolirali eritrocite. V kri smo dodali citrat, da
ne bi prislo do strjevanja le-te. Eritrocite smo trikrat sprali s fiziolosko raztopino (0,9%
NaCl) in jih do uporabe shranili v Alseverjevem konzervansu v hladilniku. Tako
pripravljene eritrocite smo uporabljali, dokler se zaradi hemolize supernatant ni pobarval
rdece. Pred uporabo smo konzervirane eritrocite dvakrat sprali s fiziolosko raztopino.
Pripravili smo pufer za eritrocite, ki je vseboval 0.13 M NaCl in 0.02 M Tris-HCI, pH 7.4.

Suspenzija eritrocitov v pufru je imela pri 630 nm absorpcijo 1,0 £ 0.01.

Test hemolize smo izvedli na mikrotitrski plos¢i. Vdolbinice smo napolnili s po 100 ul
eritrocitnega pufra in 20 pl ekstrakta vsakega vzorca gliv iz preglednice 1. Po koncanem
pipetiranju smo v vsako vdolbinico dodali Se 100 pl eritrocitov ter priceli z meritvijo.
Hemolizo smo opazovali kot znizanje absorpcije pri 630 nm. Za kontrolo smo uporabili
100 pl eritrocitnega pufra, 20 ul deionizirane vode in 100 pl eritrocitov. Hemolizo smo
zasledovali 20 minut pri 25°C. Pri vzorcih, kjer smo opazili aktivnost, smo odcitali
polovi¢ni ¢as hemolize (tso), to je Cas, pri katerem absorpcija pade na polovico svoje

zacetne vrednosti (0,25).
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4. REZULTATI

4.1. KONCENTRACIJA SUHE SNOVI IN PROTEINOV V VZORCIH

Podatki o koncentracijah suhe snovi in proteinov v vzorcih testiranih gliv so prikazani v
Preglednici 3. Podatke o kontrolnih vzorcih in vzorcih, gojenih na gojisc¢u s povecano
koncentracijo soli, sem povzela po diplomski nalogi Maje Derlink (Derlink, M. 2009) in so

v preglednici oznaceni s svetlo sivo bravo.

Preglednica 3: Koncentracija suhe snovi in proteinov v vzorcih

Legenda:

YNB NZ S |svezi ekstrakti gliv, ki so rasle na YNB gojiScu pri nizki temperaturi

Y+30_S svezi ekstrakti gliv, ki so rasle na gojis¢u z 30% glukozo

YNB NZ K |kuhani ekstrakti gliv, ki so rasle na YNB gojiScu pri nizki temperaturi

Y+30 K kuhani ekstrakti gliv, ki so rasle na gojis¢u z 30% glukozo

S.S. suha snov v vzorcu

P. koncentracija proteinov v vzorcu

YNB kon S |svezi ekstrakti gliv, ki so rasle na YNB gojiscu pri sobni temperaturi-kontrola
Y+10_S svezi ekstrakti gliv, ki so rasle na gojiscu z 10% NacCl

YNB kon K |kuhani ekstrakti gliv, ki so rasle na YNB gojiScu pri sobni temperaturi-kontrola
Y+10 K kuhani ekstrakti gliv, ki so rasle na gojis¢u z 10% NaCl
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Vrsta Sev YNB NZ S Y+30 S YNB NZ K| Y+30 K| YNB kon S Y+10_S YNB_kon K Y+10 K
S. S. P. S. S. P. S. S. S. S. S.S. P. S.S. P. S.S. S.S.
[mg/ml]|[mg/ml]|[mg/ml]|[mg/ml]| [mg/ml] | [mg/ml] [[mg/ml] [mg/ml] [mg/ml] [mg/ml] [mg/ml] [mg/ml]
Uspergillus flavus EX F-1751| 199,8 | 30,8 | 2472 19 21833 903,4 7,5 0,59 38,1 0,47 4,2 25
Uspergillus niger EX F-799 - - 301,0 | 524 - 136,6 3.8 0,83  271,6 20,19 2,3 99,7
Uspergillus niger EX F-2130 - - 328,2 | 49,2 - 633,0 1,8 0,5 129,6 6,92 2 78,4
Aspergillus ochraceus EX F-618 - - 380,3 | 23,2 - 116,6 43 1,13 1,2 0,27 7,2 2,5
Uspergillus sydowii EX F-405 - - 151,0 | 21,6 - 119,6 1,6 0,65 2,7 0,54 2 2,8
Aspergillus tubingensis EX F-401 - - 118,8 | 34,8 - 1643 5,9 1,74 89,1 6,08 8 101,9
Aspergillus terreus EX F-312 - - 2882 | 52,8 - 99,5 2,8 04 11,4 1,09 1,6 5,6
Aspergillus fumigatus EX F-3370 - - 248,8 20 - 2379,7 - - - - - -
Emericella stella-maris EX F-349 | 173,0 | 2,4 |251,8 | 29,6 08,4 125,8 4,7 0,38 20 1,24 3,1 9
Emericella filifera EX F-348 - - 168,8 | 27,6 - 118,4 4,8 0,79 252 2,65 2,6 15,8
Emericella olivicola EX F-2650| 70,6 34 | 4474 | 312 2790,1 4339,5 6,1 2,12 75,5 6,53 9,4 15,9
Furotium amstelodami EX F-66 - - 202,6 | 18,4 - 3193,6 2,9 0 19,7 2,45 0,3 6,2
Furotium amstelodami EX F-2134| 241,2 23 106,2 | 17,6 1820,2 2010,1 | 124 2,99 54,9 447 7,4 43,2
\Eurotium herbariorum EX F-3369| 193,2 6 133,8 | 11,8 17,1 1830 9 3,36 67,9 5,69 6,9 62,6
Penicillium nordicum EX F-1363| 119,2 | 14,2 | 238,0 | 16,4 0,1 1652 2,1 0,69 17,7 5,48 1,8 13,1
Penicillium nordicum EX F-3196| 304,0 | 20,4 | 190,6 32 1385,4 2014,2 3,5 1,01 99,6 10,35 4,9 22,5
\Penicillium chrysogenum EX F-426 | 1524 14,8 | 1352 | 27,6 41,7 47,5 4.8 0,62 16 0,74 1,9 11
\Penicillium chrysogenum EX F-1030| 120,8 18,8 | 300,2 | 28,4 94,7 120,7 2,4 0,32 61,5 5,36 2,9 36
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\Penicillium corylophilum EX F-1325| 147 19,2 | 301,8 | 34,6 149,2 0,1 23,8 4,02 37 3,08 19 21,2
Penicillium corylophilum EX F-1778 | 140,8 | 23,6 | 2534 | 39,6 1051,2 19457 | 144 3,87 76,2 7,53 11,8 25,8
Penicillium brevicompactum  EXF-417 | 86,4 | 23,6 | 1284 | 21,6 375,0 95,4 11,7 1,83 64,7 5,93 7,7 44,5
Penicillium brevicompactum  EX F-1300| 62,2 19,6 | 193,8 | 48,8 8460 101,9 2,1 1,55 15,1 2,93 52 6,5
Penicillium crustosum EX F-763 | 206,0 | 19,2 210 | 244 494,0 117,0 2,3 0,14 9,4 0,65 2,6 7,5
Penicillium crustosum EX F-1329| 152,2 | 23,2 | 252,0 | 35,8 1461,3 611 7 0,06 100,6 5,10 2,1 38,7
Penicillium crustosum EX F-904 | 1642 | 29,2 | 191,2 | 20 55,9 63,7 2,4 0,21 14,5 0,16 1,8 9,9
\Penicillium expansum EX F-1813| 175,8 32,2 | 204,8 | 25,2 454 4 1221 43 1,56 112,1 6,3 5,9 73,5
\Penicillium expansum EX F-1195| 1482 | 21,4 | 156,0 | 23,2 55,6 0,1 - - - - - -
\Penicillium polonicum EXF-503 | 124,2 | 18,4 | 2250 32 41,8 122,9 3,2 0,63 101,1 5,22 1,6 14,4
\Penicillium polonicum EX F-1140| 258, 30,4 | 388,2 40 76,0 149,1 11,1 2,54 6,5 1,58 3,5 4,6
\Penicillium citrinum EX F-792 - - 261,6 | 352 - 70,6 29,2 0,09 82,5 2,3 2,1 61,9
\Penicillium antarcticum EX F-793 | 239,0 | 27,2 | 266,8 | 32,4 94,1 34,5 17,6 1,94 4237 3,8 11,5 39
\Penicillium sizovae EX F-424 | 106,4 | 25,2 | 1904 22 53,9 69,2 2,9 0,62 14,3 2,43 3.3 9,9
Penicillium steckii EX F-416 | 42,4 12,8 | 94,0 | 32,4 11,3 104,9 5,4 1,11 30,3 3,41 3,7 18,3
Debaryomyces hansenii EX F-589 | 15,4 52 | 187,6 | 94 10 48,9 2,8 0,74 56,2 3,09 7,8 124,6
Debaryomyces hansenii EX F-1590| 61,4 9,2 94,6 3 1585,1 1858.,4 2,6 0,24 6,7 1,07 9,2 20,1
Metschnikowia bicuspidata EX F-1509 | 185,0 | 12,8 | 146,6 | 14,2 833,4 550,8 3.9 0,18 28,7 0,57 1,9 11,3
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Slika 1 prikazuje koncentracije suhe snovi ekstraktov gliv, gojenih pri nizki temperaturi.
Modri stolpci oznacujejo sveze ekstrakte gliv, zeleni stolpci pa predstavljajo koncentracije
suhe snovi kuhanih ekstraktov gliv.

Kuhani ekstrakti vsebujejo veliko ve¢ suhe snovi kot svezi, v povprecju kar 4,2-krat vec.
Med kuhanimi najbolj iztopata ekstrakt glive Emericella olivicola z oznako EXF 2650 z
najvecjo izmerjeno koncentracijo (2790,1 mg/ml) ter ekstrakt glive Penicillium nordicum z
oznako EXF 1363 z najnizjo izmerjeno koncentracijo (0,1mg/ml). Pri svezih ekstraktih je
razpon med najve¢jo in najmanjSo koncetracijo suhe snovi bistveno manjsi. Najvecjo
koncentracijo suhe snovi pri svezih ekstraktih smo izmerili pri ekstraktu glive Penicillium
nordicum z oznako EXF 3196 (304,0 mg/ml), najnizjo vrednost pa je vseboval ekstrakt
glive Debaryomyces hansenii z oznako EXF 589 (15,4 mg/ml).
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Slika 1: Koncentracije suhe snovi ekstraktov, gliv gojenih pri nizki temperaturi
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Slika 2 prikazuje koncentracije suhe snovi ekstraktov gliv, gojenih na gojiscu z visoko
koncetracijo Glc. Modri stolpci oznacCujejo sveze ekstrakte gliv, zeleni stolpci pa

predstavljajo koncentracije suhe snovi kuhanih ekstraktov gliv.

Kuhani ekstrakti gliv vsebujejo veliko ve¢ suhe snovi kot svezi ekstrakti, v povprecju 3,4-
krat ve¢. Med kuhanimi ekstrakti je bila najvi§ja vrednost izmerjena pri ekstraktu glive
Emericella olivicola z oznako EXF 2650 (4339,5 mg/ml), najniZja pa pri ekstraktu glive
Penicillium expansum z oznako EXF 1195 (0,1 mg/ml). Najvi§ja vrednost koncentracij
suhe snovi v svezih ekstraktih je bila izmerjena pri ekstraktu glive Emericella olivicola z
oznako EXF 2650 (447,4 mg/ml), najnizja vrednost pa pri ekstraktu glive Penicillium
steckii z oznako EXF 416 (94,0 mg/ml).
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Slika 2: Koncentracije suhe snovi ekstraktov gliv, gojenih v gojis¢ih z visoko koncentracijo Glc
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Slika 3 prikazuje povpre¢ja koncentracij suhe snovi svezih ekstraktov glede na razmere
rasti gliv. Razmere za rast so v grafu prikazane z barvnimi stolpci: moder prikazuje
povprecja koncentracij suhe snovi vseh svezih ekstraktov gliv, rjav prikazuje povprecja
koncentracij suhe snovi svezih ekstraktov gliv, izoliranih iz solin, in zeleni stolpec

povprecja koncentracij suhe snovi svezih ekstraktov gliv, izoliranih iz Arktike.

Pri kontrolnih razmerah je povprecna koncentracija suhe snovi v ekstraktih priblizno enaka
(skupne: 6,68 mg/ml; soline: 6,9 mg/ml; Arktika: 6,5 mg/ml). Pri sevih, ki so rasli na
gojis¢u s povecano slanostjo, najvecjo vrednost povpre¢ne koncentracije suhe snovi
dosezejo glive, izolirane iz solin (80,66 mg/ml), sledi jim skupna koncentracija suhe snovi
vrednost pa smo izmerili pri ekstraktih gliv, ki so bile izolirane iz Arktike (42,9 mg/ml). V
razmerah z dodano glukozo prav tako najvi§je povpre¢je dosezejo glive, izolirane iz solin
(225,25 mg/ml), sledi jim povprecje sevov, izoliranih iz Arktike (224,73 mg/ml), Se malo
manjSa pa je skupna koncentracija (221,78 mg/ml). Pri sevih, ki so bili izpostavljeni
stresnim razmeram in so rasli pri nizki temperaturi, najvisje povprec¢je dosezejo glive, ki so
bile izolirane iz Arktike (150,58 mg/ml), sledi jim skupno povprecje (149,56 mg/ml),

najnizje pa so koncentracije suhe snovi gliv, ki so bile izolirane iz solin (144,9 mg/ml).

Ce povzamemo povpredja vseh skupnih sveZih ekstraktov gliv, ne glede na razmere rasti,

je povprecna koncentracija suhe snovi 110,38 mg/ml.
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Slika 4 prikazuje povprecja koncentracij suhe snovi kuhanih ekstraktov glede na razmere
rasti gliv. Pogoji rasti so v grafu prikazani kot barvni stolpci: moder prikazuje povprecja
koncentracij suhe snovi vseh kuhanih ekstraktov gliv, rjav prikazuje povprecja
koncentracij suhe snovi kuhanih ekstraktov gliv, izoliranih iz solin, in zeleni stolpec

povprecja koncentracij suhe snovi kuhanih ekstraktov gliv, izoliranih iz Arktike.

Pri kontrolnih razmerah so vrednosti povprecij koncentracije suhe snovi zopet priblizno
enake (skupne: 4,9 mg/ml; soline: 5,1 mg/ml; Arktika: 5,16 mg/ml). Na gojiScu s povecano
slanostjo so najvi§je povprecje dosegle glive, izolirane iz solin (34,28 mg/ml), nato sledi
skupno povprecje (30,8 mg/ml), glive, izolirane iz Arktike, pa so dosegle najnizjega (25,7
mg/ml). Enak vrstni red smo ugotovili tudi pri glivah, ki smo jih gojili v razmerah z
dodano glukozo, in sicer smo pri ekstraktih gliv, izoliranih iz solin, izmerili najvi§je
povpre¢je (830,56 mg/ml), sledi skupno povprecje (754,71 mg/ml), najnizjo vrednost
povprecja pa smo izmerili pri ekstraktih sevov, izoliranih iz Arktike (645,9 mg/ml). V
razmerah z nizko temperaturo smo najvis§je povprecje ugotovili pri ekstraktih sevov,
izoliranih iz Arktike (1326,5 mg/ml), sledi jim skupno povprecje (907,81 mg/ml), najnizjo

vrednost pa imajo ekstrakti, izolirani iz solin (688,68 mg/ml).

Ce povzamemo povpredja vseh skupnih kuhanih ekstraktov gliv, ne glede na razmere rasti,

je povprecna koncentracija suhe snovi 438,34 mg/ml.
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Slika 5 prikazuje koncentracije proteinov svezih ekstraktov gliv, ki so rasle pri nizki
temperaturi, v odvisnosti od koncentracije suhe snovi v vzorcu. Oranzni stolpci prikazujejo
koncentracijo proteinov (mg/ml), modra krivulja pa koncentracijo suhe snovi v vzorcu

(mg/ml).

Navjisje koncentracije proteinov so bile izmerjene pri naslednih sevih:

Penicillium expansum z oznako EXF 1813, izoliran iz solin (P: 32,2 mg/ml; SS: 175,8
mg/ml);

Aspergillus flavus z oznako EXF 1751, izoliran iz solin (P: 30,8 mg/ml; SS: 199,8 mg/ml);

Penicillium polonicum z oznako EXF 1140, izoliran iz Arktike (P: 30,4 mg/ml; SS: 258
mg/ml);

Penicillium crustosum z oznako EXF 904, izoliran iz Arktike (P: 29,2 mg/ml; SS: 164,2
mg/ml);

Penicillium antarcticum z oznako EXF 793, izoliran iz solin (P: 27,2 mg/ml; SS: 239
mg/ml);

Penicillium sizovae z oznako EXF 424, izoliran iz solin (P: 25,2 mg/ml; SS: 106,4 mg/ml)

(preglednica 1).
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Slika 5: Koncentracije proteinov svezih ekstraktov gliv, ki so rasle pri nizki temperaturi, v odvisnosti od koncentracije suhe snovi v vzorcu
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Slika 6 prikazuje koncentracije proteinov v svezih ekstraktih gliv, ki so rasle v razmerah z
visoko koncentracijo Glc, v odvisnosti od koncentracije suhe snovi v vzorcu. Oranzni
stolpci prikazujejo koncentracijo proteinov (mg/ml), modra krivulja pa koncentracijo suhe

snovi v vzorcu (mg/ml).

Navjisje koncentracije proteinov so bile izmerjene pri naslednih sevih:

Aspergillus terreus z oznako EXF 312 (P: 52,8 mg/ml; SS: 288,2 mg/ml)

Aspergillus niger z oznako EXF 799, izoliran iz solin (P: 52,4 mg/ml; SS: 301 mg/ml)
Aspergillus niger z oznako EXF 2130, izoliran iz Arktinke (P: 49,2 mg/ml; SS: 328,2
mg/ml)

Penicillium brevicompactum z oznako EXF 1300, izoliran iz Arktike (P: 48,8 mg/ml; SS:
193,8 mg/ml)

Penicillium polonicum z oznako EXF 1140, izoliran iz Arktike (P: 40 mg/ml; SS: 38,82
mg/ml)
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Slika 6: Koncentracija proteinov v svezih ekstraktih gliv, ki so rasle v razmerah z visoko koncentracijo Glc, v odvisnosti od koncentracije suhe snovi v vzorcu
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4.2. REZULTATI HEMAGLUTINACIJSKEGA TESTA

Hemaglutinacijo smo zaznali pri treh svezih ekstraktih: Penicillium antarcticum z oznako
EXF 793 (YNB), Penicillium brevicompactum z oznako EXF 1300 (Y+30) in Eurotium
amstelodamii z oznako EXF 2134 (YNB). Aktivne vzorce smo redc¢ili 10x in test ponovili.
Ponovno aktiven je bil le en vzorec, Penicillium brevicompactum (Y+30) (preglednica 4).

Preglednica 4: Rezultati testa hemaglutinacije.
Legenda:
+ | hemaglutinacija je potekla
- | hemaglutinacija ni potekla
YNB_NZ | gojeno pri nizkih temperaturah
Y+30 | gojeno z dodano glukozo

vrsta sev podrocje hemaglutinacija

izolacije 2% suspenzija 10x red¢enje
spranih eritrocitov

Penicillium antarcticum EXF 793 | soline + R

(YNB NZ7)

Penicillium brevicompactum | EXF Arktika, + +

(Y+30) 1300 ledeniski led

Eurotium amstelodami EXF Arktika, morski + -

(YNB NZ7) 2134 led

Slika 7 prikazuje rezultate testa hemaglutinacije svezih ekstraktov gliv, ki so rasle pri nizki
temperaturi, v odvisnosti od koncentracije suhe snovi v vzorcu. Oranzni stolpci oznacujejo
aktivnost hemaglutinacije (Ha) in sicer vrednost 0 pomeni, da Ha nismo zaznali, vrednost 2
pa pomeni, da je Ha potekla. Modra krivulja prikazuje koncentracijo suhe snovi v vzorcih

(mg/ml).

Rezultati hemaglutinacijskega testa so bili negativni, razen pri dveh vzorcih, in sicer pri
vrstah Penicillium antarcticum z oznako EXF 793 (YNB) in Eurotium amstelodamii z
oznako EXF 2134 (YNB). V obeh primerih je bila koncentracija suhe snovi dokaj visoka
(239-241,2 mg/ml).
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Slika 7: Hemaglutinacijska aktivnost svezih ekstraktov gliv, ki so rasle pri nizki temperaturi, v odvisnosti od koncentracije suhe snovi v vzorcu
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Slika 8 prikazuje rezultate hemaglutinacijske aktivnosti svezih ekstraktov gliv, ki so rasle v
gojiscu z visoko koncentracijo Glc, v odvisnosti od koncentracije suhe snovi v vzorcu.

Hemgalutinacije pri kuhanih ekstraktih nismo zasledili.

Koncentracije suhe snovi svezih ekstraktov gliv, ki so rasle na gojis¢u z visoko
koncentracijo Glc, so bile vi§je od koncentracij suhe snovi svezih ekstraktov gliv, ki so

rasle pri nizki temperaturi.

Hemaglutinacijsko aktivnost smo zasledili le pri ekstraktu Penicillium brevicompactum, ki

je bil izoliran iz ledeniskega ledu Arktike.
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Slika 8: Hemaglutinacijska aktivnost svezih ekstraktov gliv, ki so rasle v gojis¢u z visoko koncentracijo Gle, v odvisnosti od koncentracije suhe snovi v vzorcu
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4.3. REZULTATI TESTA PROTIBAKTERIJSKE AKTIVNOSTI

V vzorcih nismo zaznali nobene protibakterijske aktivnosti.

4.4. REZULTATI TESTA INHIBICIJE ENCIMA ACETILHOLINESTERAZE

Rabhlo inhibicijo encima acetilholinesteraze (Preglednica 5) so pokazale vrste:

Penicillium chrysogenum, EX F-1030, (Y+30_S, Y+30 K) izoliran iz morskega ledu na
Arktiki;

Penicillium polonicum, EX F-1140, (YNB NT S, YNB NK K, Y+30 K) izoliran iz
glacialnega ledu na Arktiki;

Penicillium polonicum, EX F-503, (YNB_NT K) izoliran iz solin;

Penicillium sizoviae, EX F—424, (YNB_K) izoliran iz solin;

Penicillium crustosum, EX F-763, (YNB_K) izoliran iz solin;

Penicillium crustosum, EX F-904 (YNB_K) izoliran iz solin;

Penicillium antarcticum, EX F-793, (YNB_K, Y+30 K) izoliran iz solin;

Aspergillus niger, EX F-799, (Y+30 K) izoliran iz solin;

Penicililum expansum, EX F-1195, (YNB _K) izoliran iz glacialnega ledu na Arktiki;
Penicililum brevicompactum, EX F-1300, (Y430 K) izoliran iz glacialnega ledu na
Arktiki;

Penicililum corylophylum, EX F-1778, (YNB _K) izoliran iz solin;

Penicililum nordicum, EX F-3196, (Y+30 _K) izoliran iz solin.

Preglednica 5: Rezultati testa inhibicije encima acetilholinesteraze

Vrsta Sev Gojisce % inhibicije
Penicillium chrysogenum EX F-1030 | Y+30 S 19
Y+30 K 22
Penicillium polonicum EXF-1140 | YNB NT_ S 20
YNB NT K 25
Y+30 K 12
Penicillium polonicum EX F-503 YNB NT K 23
Penicillium sizoviae EX F-424 YNB NT K 20,5
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Penicillium crustosum EX F-763 YNB NT K 19
Penicillum crustosum EX F-904 YNB NT K 11
Penicillium antarcticum EX F-793 YNB NT K 22

Y+30 K 20
Aspergillus niger EX F-799 Y+30 K 38
Penicillium expansum EXF-1195 | YNB NT K 20
Penicillium brevicompactum | EXF-1300 | Y+30 K 17
Penicillium corylophylum EX F-1778 | YNB NT K 26
Penicillium nordicum EXF-3196 | Y+30 K 26
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Slika 9 prikazuje odstotek inhibicije encima acetilholinesteraze (AChE) v svezih ekstraktih
gliv, ki so rasle v razmerah z dodano glukozo. Oranzni stolpci oznacujajo odstotek

inhibicije, modra krivulja pa koncentracijo suhe snovi.

Inhibicijo encima acetilholinesteraze smo zaznali le pri enem sevu:

Penicillium chrysogenum z oznako EXF 1030 (S.S: 300,2 mg/ml; Al: 19%)
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Slika 9: Odstotek inhibicije encima acetilholinesteraze v svezih ekstraktih gliv, ki so rasle v razmerah z dodano glukozo, v odvisnosti od koncentracije suhe snovi
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Slika 10 prikazuje odstotek inhibicije encima acetilholinestreaze (AChE) v svezih
ekstraktih gliv, ki smo jih gojili pri nizki temperaturi. OranZni stolpci oznacujajo odstotek
inhibicije, modra krivulja pa koncentracijo suhe snovi.

Inhibicijo encima acetilholinesteraze smo zaznali le pri enem sevu:

Penicillium polonicum z oznako 1140 (S.S: 25,8 mg/ml; AlL: 20%).
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Slika 10: Odstotek inhibicije encima acetilholinesteraze v svezih ekstraktih gliv, ki so rasle v razmerah z nizko temperaturo, v odvisnosti od koncentracije suhe snovi
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Slika 11 prikazuje odstotek inhibicije encima acetilholinestreaze (AChE) v kuhanih
ekstraktih gliv, ki smo jih gojili v razmerah z dodano glukozo. Oranzni stolpci oznacujajo

odstotek inhibicije, modra krivulja pa koncentracijo suhe snovi.

Inhibicijo encima acetilholinesteraze smo zaznali pri 6 sevih:

Aspergillus niger z oznako EXF 799 (S.S: 136,6 mg/ml; Al: 38%);

Penicillum nordicum z oznako EXF 3196 (S.S: 2014,2 mg/ml; AlL: 26%);
Penicillium chrysogenum z oznako EXF 1030 (S.S: 120,7 mg/ml; Al: 22%);
Penicillum brevicompactum z oznako EXF 1300 (S.S: 101,9 mg/ml; AL: 17%);
Penicillium polonicum z oznako EXF 1140 (S.S: 149,1 mg/ml; AlL: 12%);
Penicillium antarcticum z oznako EXF 793 (S.S: 34,5 mg/ml; Al: 20%).
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Slika 11: Odstotek inhibicije encima acetilholinesteraze v kuhanih ekstraktih gliv, ki so rasle v razmerah z dodano glukozo, v odvisnosti od koncentracije suhe snovi
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Slika 12 prikazuje odstotek inhibicije encima acetilholinestreaze (AChE) v kuhanih
ekstraktih gliv, ki so rasle v razmerah z nizko temperaturo. Oranzni stolpci oznacujajo

procent inhibicije, modra krivulja pa koncentracijo suhe snovi.

Inhibicijo encima acetilholinesteraze smo zaznali pri 8 sevih:

Penicillium corylophilum z oznako EXF 1778 (S.S: 1051,2 mg/ml; Al: 26%);

Penicillium crustosum z oznako EXF 763 (S.S: 49,4 mg/ml; Al: 19%);

Penicillium crustosum z oznako EXF 904 (S.S: 55,9 mg/ml; Al: 11%);

Penicillium expansum z oznako EXF 1195 (S.S: 55,6 mg/ml; AL 20%);

Penicillium polonicum z oznako EXF 503 (S.S: 41,8 mg/ml; Al: 23%);

Penicillium polonicum z oznako EXF 1140 (S.S: 76,0 mg/ml; Al: 25%);

Penicillium antarcticum z oznako EXF 793 (S.S: 94,1 mg/ml; Al: 22%);

Penicillium sizovae z oznako EXF 424 (S.S: 53,9 mg/ml; AL 20,5%).
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Slika 12: Odstotek inhibicije encima acetilholinesteraze v kuhanih ekstraktih gliv, ki so rasle v razmerah z nizko tempreaturo, v odvisnosti od koncentracije suhe snovi
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4.5. REZULTATI HEMOLITICNEGA TESTA

Hemoliza ni potekla pri nobenem vzorcu.
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5. RAZPRAVA

Dognanja, da glive poseljujejo tudi ekstremna okolja, so precej nova. Sele leta 1997 so
Gunde-Cimerman in sodelavci po vzorcenju razli¢nih ekoloskih nis v Secoveljskih solinah
ugotovili, da glive poseljujejo ekstremne habitate ter da je njihova diverziteta tam
presenetljivo visoka. Glive producirajo biolosko aktivne metabolite, ki so za Cloveka
izjemnega pomena, znanje o glivnih ucinkovinah ima ogromno uporabno vrednost.
Raziskave gliv iz ekstremnih habitatov in njihovih bioaktivnih ucinkovin so zelo
pomembne za razumevanje njihovih adaptacijskih mehanizmov, za prezivetje v ekstremnih
razmerah ter za uporabo gliv v industrijske namene (Bass, 2007). Podatki o do danes

odkritih u¢inkovinah iz gliv, testiranih v tej nalogi, so prikazani v prilogi A.

Nas je zanimal predvsem vpliv ekoloske niSe na sintezo vodotopnih bioloSko aktivnih
snovi v izbranih halofilnih in halotolerantnih glivah. Osredotocili smo se na dva klju¢na
okoljska dejavnika: vodno aktivnost in temperaturo. Pripravili smo vodne ekstrakte
izbranih gliv in testirali njihovo bioloSko aktivnost s Stirimi izbranimi testi. Ker je verjetno,
da metaboliti delujejo kot potencialni inhibitorji fizioloskih procesov plena, predatorja ali
kompetitorja (Haefner, 2003), smo pricakovali, da bomo s testiranjem bioloskih aktivnosti
vodnih ekstraktov halofilnih in halotolerantnih gliv tudi mi odkrili podobne ali nove

bioaktivne u¢inkovine.

5.1. KONCENTRACIJA SUHE SNOVI IN PROTEINOV V EKSTRAKTIH

Zanimalo nas je, kako nizka temperatura in poviSana koncentracija glukoze (Glc) vplivata
na biomaso in koncentracijo proteinov v ekstraktih izbranih gliv. Nasi rezultati so pokazali,
da na razli¢ne koncentracije suhe snovi bolj vpliva dejstvo, ali so ekstrakti svezi ali kuhani,
kot pa razmere gojenja. Izkazalo se je, da je najvi§ja vrednost koncentracije suhe snovi pri
kuhanih vzorcih, kar je bilo proti pricakovanjem, saj bi praviloma morali svezi vzorci
vsebovati ve¢ suhe snovi (na racun obarjanja proteinov pri kuhanju). Da je tako, se je
pokazalo pri kontrolnem poskusu, kjer so imele koncentracije svezih vzorcev najvisje
vrednosti, prav tak trend pa se je pokazal tudi pri glivah, gojenih pri pove€ani slanosti

(Derlink, M. 2009). Ker smo kuhane ekstrakte pripravili tako, da smo mikrocentrifugirke
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kuhali 10 minut v vreli vodi, je verjetno prislo do izparevanja vode, zaradi Cesar rezultati
odstopajo od pricakovanih. Pri Mateji Pustovrh, ki je delala z organskimi ekstrakti in je kot
topili uporabljala aceton (manj polaren, dielektricna konstanta je 20,7) in metanol (bolj
polaren, dielektricna konstanta je 33,6), so rezultati prav tako pokazali najviSje
koncentracije suhe snovi v ekstraktih gliv, ki so rasle pri dodani glukozi, ter malo nizje
koncetracije pri ekstraktih gliv, ki so rasle pri nizki temperaturi. Iz njenih rezultatov je lepo
razvidno, da zmanjSana vodna aktivnost vpliva na poveCano sintezo snovi, ki se

ekstrahirajo z bolj polarnimi topili (metanol).

Iz Slik 3 in 4 je razvidna povprecna koncentracija suhe snovi v kuhanih in svezih
ekstraktih glede na razmere rasti. Pri kontrolnem poskusu so koncentracije suhe snovi tako
pri kuhanih kot pri svezih ekstraktih priblizno enake glede na to, kje so bile glive izolirane
(Arktika, soline). Pri glivah, ki so rasle v razmerah poviSane slanosti, je najvisja izmerjena
koncentracija, tako za kuhane kot sveZe ekstrakte, pri glivah, izoliranih iz solin, ter najnizja
pri glivah, izoliranih iz Arktike. Pri glivah, ki so rasle v razmerah z nizko temperaturo,
imajo najvisjo koncentracijo suhe snovi glive, izolirane iz Arktike, ter najnizjo tiste, ki so
bile izolirane iz solin. To dokazuje, da so naravne razmere, v katerih Zivijo glive, res
rasle v razmerah z dodano glukozo, imajo najvisjo koncentracijo suhe snovi glive, izolirane
iz solin, ter najnizjo glive, izolirane iz Arktike. Ker je tako v slanem okolju kot v okolju z
dodano glukozo vodna aktivnost znizana, lahko sklepamo, da v obeh okoljih Zzivijo

podobne vrste, ki so prilagojene na nizko vodno aktivnost.

Na splosno so za ekstrakcijo proteinov iz glivnega materiala pomembne rastne razmere in
Cas vzorcenja, saj so razlicni proteini prisotni v le dolo¢enem obdobju rastnega cikla.
Rastni cikel filamentoznih gliv vklju€uje diferenciacijo in kompartmentizacijo. Posledica
je, da so doloceni proteini lahko prisotni samo v dolo¢enem casu rastnega cikla, npr. pri
sporulaciji ali avtolizi starejSih gliv. V glivah se lahko pojavi mo¢na aktivnost proteinaz, ki
se lahko okrepi s staranjem kulture. Prisotnost ali odsotnost encimov med rastjo je lahko
posledica indukcije ali represije s substratom. Nekateri glivni proteini so znotraj celic

povezani s celi¢no steno in membrano ter membranami organelov in jih zato z grobo
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ekstrakcijo lahko izgubimo. Poleg tega je za ekstrakcijo proteinov iz filamentoznih gliv

potrebno uc¢inkovito razbitje celic, ki so zasc¢itene s celicno steno (Bridge in sod., 2004).

Koncentracija proteinov je bila najvecja pri glivah, ki so rasle pri dodani glukozi. Sledi
koncentracija proteinov gliv, ki so rasle pri nizki temperaturi, ter tistih, ki so rasle pri
povecani koncentraciji soli. Najnizjo koncentracijo proteinov smo izmerili pri glivah, ki so
rasle v kontrolnih razmerah. Rezultati tako nakazujejo, da znizana vodna aktivnost
povzro¢i poveCano produkcijo proteinov, kar glivi omogoci prezivetje oz. lazjo

prilagoditev na spremenjene okoljske razmere.

5.2. HEMAGLUTINACIJSKI TEST

Hemaglutinacija je potekla pri treh svezih ekstraktih. Dva ekstrakta sta bila dobljena iz
sevov, ki sta rasla pri razmerah z nizko temperaturo, ter en ekstrakt iz seva, ki je rasel pri
razmerah z dodano glukozo. Po redcenju aktivnih vzorcev za faktor 10 je ponovno
aktivnost pokazal le sev, ki je rasel na gojis¢u z dodano glukozo, in sicer Penicillium
brevicompactum. Rezultati Maje Derlink kazejo hemaglutinacijsko aktivnost le pri enem
sevu, in sicer pri svezem ekstraktu vrste Penicillium corylophilum, ki je rasla pri povecani

slanosti. Pri kontrolnem poskusu ni bilo zaznati hemaglutinacijske aktivnosti.

Ker pri kuhanih ekstraktih ni bilo hemaglutinacijske aktivnosti, lahko sklepamo, da so
aktivne ucinkovine verjetno glikoproteini lektini. Lektini so razli¢na skupina biolosko
aktivnih proteinov neimunskega izvora, ki imajo vsaj eno domeno, s katero reverzibilno
vezejo specifi€ne ogljikove hidrate, ne da bi jih pri tem modificirali (Pohleven s sod.,
2008). Mnogi so tesno zviti globularni proteini in zato zelo odporni tudi na toplotno
denaturacijo. Vsi lektini so tudi odporni na proteolizo, in so stabilni v Sirokem obmocju
pH, tudi ko so izolirani iz svojega naravnega okolja. Najdemo jih v vseh Zzivih bitjih,
njihova vloga pa Se zdalec¢ ni razjasnjena (Perillo s sod., 1998). Ker so bili aktivni le sevi,
ki so rasli v razmerah poveCane slanosti, dodane glukoze ali pri nizki temperaturi, je

verjetno, da spremenjeno okolje spodbudi produkcijo snovi, ki zlepljajo celice.
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5.3. HEMOLITICNA AKTIVNOST

Hemoliti¢ni testi na glivah, ki sem jih testirala, niso dali pozitivnih rezultatov.

Hemoliti¢ni testi, ki jih je izvedla Maja (Derlink, 2009) na istih glivah, ki pa so rasle v
drugacnih razmerah, so dali samo en pozitiven rezultat, in sicer se je hemoliti¢na aktivnost
pokazala pri svezem ekstraktu glive Aspergillus fumigatus, ki je bila gojena v razmerah z
dodano soljo. Pri kuhanem vzorcu glive, ki je rasla na soli s priblizno enako koli¢ino suhe
snovi, hemoliza ni potekla. Zato lahko predvidevamo, da je hemoliticna ucinkovina

proteinskega izvora.

Rezultati hemoliti¢nega testa Mateje Pustovrh (Pustovrh M. 2010) na organskih ekstraktih
istih gliv, ki so rasle pri dodani glukozi oz. pri nizki temperaturi, so pokazali, da je bilo
aktivnih 86% ekstraktov. Iz tega bi lahko sklepali, da so snovi s hemoliti€no aktivnostjo
nepolarne. Hemoliti¢no aktivne snovi, ki se sintetizirajov spremenjenih razmerah bi lahko
nakazovale ekofizioloski pomen (Frisvad in sod., 2006), saj Matejini (Pustovrh, 2010)
rezultati prikazujejo mocno hemoliticno aktivnost ekstraktov gliv, ki so rasle v
spremenjenem okolju (z dodano glukozo in nizkimi temperaturami), medtem ko je
aktivnost hemolize organskih ekstraktov gliv, ki so rasle pri dodani soli in kontrolnih

razmerah, bistveno manjsa, in sicer 59%.

5.4. PROTIBAKTERIJSKA AKTIVNOST

Rezultati testa protibakterijske aktivnosti so bili negativni. Rezultati testa Maje Derlink
(Derlink, 2009) pa so pokazali inhibicijo rasti le po Gramu pozitivne bakterije Bacillus
subtilis, medtem ko na vzorcih na plos¢ah s po Gramu negativno bakterijo Escherichia coli
inhibicije niso zaznali. Protibakterijsko aktivnost so pokazali vodni ekstrakti naslednjih
sevov: Aspergillus fumigatus, EX F-3381, Eurotium amstelodami, EX F-66, Eurotium
amstelodami, EX F-2134, Eurotium herbariorum, EX F-3369, in Penicillium
brevicompactum, EX F-417. Razlike med navedenimi in nasimi rezultati so morda nastale
zato, ker smo imeli za ta test premalo vzorca za doloCene seve, in sicer za Eurotium
herbariorum, EX F-3369, ter Penicillium brevicompactum, EX F-417. Test
protibakterijske aktivnosti je bil prav tako pozitiven pri ekstraktih Mateje Pustovrh

(Pustovrh, 2010). Rast po Gramu pozitivne bakterije Bacillus subtilis je inhibiralo 100%
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acetonskih in 97% metanolnih ekstraktov, rast po Gramu negativne bakterije Escherichia

coli pa je inhibiralo 53% acetonskih in 44% metanolnih ekstraktov.

Inhibicija rasti z nepolarnimi ekstrakti je bila torej pogostejSa pri Gram pozitivnih
bakterijah. Sklepamo lahko, da ekstrahirane u¢inkovine selektivno delujejo na bakterije.
Biolosko aktivne snovi testiranih gliv, ki bi bile morda lahko odgovorne za inhibicijo rasti

bakterije B. subtilis, so opisane v prilogi A.

5.5. TEST INHIBICIJE ACETILHOLINESTERAZE

Sibko aktivnih je bilo 12 sevov, od tega 9 takih, pri katerih je bil aktiven le po en vzorec.
Med sevi, ki so rasli na gojis¢u z glukozo je bilo aktivnih 7, med tistimi, ki so rasli pri
nizkih temperaturah, pa 8. Aktivni so bili v glavnem kuhani ekstrakti (14), pa tudi 2 sveza.
Izpostavimo lahko 3 seve: sev Penicillium polonicum, EX F-1140, kjer sta bila aktivna oba
vzorca, ki sta rasla pri nizkih temperaturah (svezi in kuhani), ter samo kuhani vzorec glive,
ki je rasla na gojisS¢u z dodano glukozo sev Penicillium chrysogenum, EX F-1030, pri
katerem sta bila aktivna oba vzorca, ki sta rasla na gojis¢u z dodano glukozo (svezi in
kuhani); sev Penicillium antarcticum, EX F-793, kjer sta bila aktivna kuhana ekstrakta
(glive, ki je rasla pri nizki temperaturi, ter glive, ki je rasla pri dodani glukozi). Stopnja
inhibicije AChE v nobenem primeru ni bila pretirano visoka, zato je mozno, da gre
namesto za pravo inhibicijo le za nespecificne ucinke. Pri rezultatih Maje Derlink se je
eva Penicillium chrysogenum, EX F-1030, in Aspergillus niger, EX F-799, sta pokazala
aktivnost tako na gojiScu s soljo kot tudi na gojiscu z dodano glukozo. Svezi ekstrakt seva
Eurotium repens, EX F-2132 je pokazal aktivnost samo na gojis¢u brez soli, svezi in
kuhani ekstrakti sevov Eurotium amstelodami, EX F-2134, ter Eurotium herbariorum, EX
F-3369, pa so pokazali aktivnost na gojiScu brez in s soljo. Sevi, ki so inhibirali encim
AChE tudi v organskih ekstraktih (Pustovrh, 2010), so Penicillium polonicum, EX F-503
(acetonski ekstrakt seva, gojenega pri nizki temperaturi), Penicillium crustosum, EX F-763
(acetonski ekstrakt seva, ki smo ga gojili na gojiS¢u z dodano glukozo. Penicillium
antarcticum, EX F-793 (metanolni ekstrakt seva, gojenega pri nizki temperaturi), ter

Penicillium expansum, EX F-1195 (acetonski ekstrakt seva, gojenega na gojis¢u z dodano
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glukozo, in metanolna ekstrakta sevov, gojenih v razmerah poviSane slanosti ter nizke

temperature).

Porocil o inhibiciji AChE v morskih izolatih teh rodov nismo nasli (priloga A). Talni
izolati rodov Penicillium in Aspergillus ter izolati endofitskih gliv rodu Penicillium pa so
ze prepoznani kot potencialni vir novih wucinkovin s sposobnostjo inhibicije

acetilholinesteraze (Kuno in sod., 1996, Rodrigues in sod., 2005, Yoo in sod., 2005).
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6. SKLEPI

- Znizana vodna aktivnost povzro¢i povec¢ano produkcijo proteinov in ostalih vodotopnih
snovi, kar glivi verjetno omogoci prezivetje oz. lazjo prilagoditev na spremenjene okoljske

razmere.

- Ekstremno okolje spodbudi produkcijo snovi, ki zlepljajo celice.

- V organskih ekstraktih testiranih gliv je bilo odkritih ve¢ bioloSko aktivnih metabolitov

kot pri vodnih ekstraktih, kar pomeni, da so le-ti ve¢inoma nepolarni.

- Dodatek 30% Glc na definiranem gojiS¢u YNB je pospesil rast glivnih kultur bolj, kot so
snovi in proteinov visje od koncentracij, dobljenih iz ekstraktov gliv, ki so rasle na gojiscu

z nizko temperaturo.

- Inhibicijo encima acetilholinesteraze so pokazale vrste Aspergillus niger, Penicillium
antarcticum, Penicillium brevicompactum, Penicillium chrysogenum, Penicillium
corylophylum, Penicililum crustosum, Penicillium expansum, Penicillum nordicum,

Penicillium polonicum, Penicillium sizoviae.

- Hemoliticen ni bil noben ekstrakt.

- Vecina sevov z bioloSko aktivnostjo je bila izolirana iz solin.

- Dvojno aktivnost v bioloskih testih sta pokazali vrsti: Penicillium antarcticum in
Penicillium  brevicompactum  (inhibicija AChE in hemaglutinacija). Kvasovki

Debaryomyces hansenii in Metschnikowia bicuspidata nista pokazali nobene bioloske

aktivnosti.
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7. POVZETEK

Nedavno je bilo odkrito, da glive uspevajo v ekstremno slanih okoljih. V naravnih solinah
je bila opisana velika diverziteta vrst. Opisane so bile tako halotolerantne vrste, ki za
prezivetje sicer ne potrebujejo soli, so se pa sposobne prilagoditi na Sirok razpon
koncentracij soli in v tak§nem okolju uspesno prezivijo, kot tudi halofilne vrste, ki pa so
bolj uspesne prav v slanem okolju. Glive sintetizirajo bogat spekter razli¢nih spojin, ki
kaZejo vrsto zanimivih bioloskih u¢inkov. Se ne dolgo nazaj se je izkazalo, da imajo
halofilne in halotolerantne glive tudi sposobnost proizvajanja potencialno zanimivih
sekundarnih metabolitov, in prav zaradi tega so glive iz ekstremnih okolij pomembne za
proucevanje, saj predstavljajo Se neraziskan vir biolosko aktivnih snovi, ki bi jih lahko s

pridom izkoristili.

V tej nalogi smo se ukvarjali z iskanjem potencialno zanimivih bioloSko aktivnih
vodotopnih snovi iz nekaterih izbranih halofilnih in halotolerantnih gliv. Testirali smo 38
sevov gliv, ki so bili izolirani predvsem iz razli¢nih okolij Arktike in solin. Izbrane glive
temperaturi in nato pripravili vodne ekstrakte. Izmerili smo hemoliticno in
hemaglutinacijsko aktivnost, inhibicijo encima acetilholinesteraze in ugotavljali
protibakterijsko aktivnost. Ker visoka koncentracija topljenca (npr. soli ali sladkorja) in
nizke temperature nizajo vodno aktivnost v okolju, smo zeleli ugotoviti, kako razli¢ne
ekstremne razmere in znizana vodna aktivnost vplivajo na rast gliv ter na produkcijo
sekundarnih metabolitov, s prekuhavanjem vodnih ekstraktov pa smo ugotavljali, ali so

biolosko aktivne snovi beljakovinskega izvora

Pridobljene rezultate smo primerjali z rezultati biolosko aktivnih vodnih ekstraktov gliv, ki
so rasle v kontrolnih razmerah, v razmerah z dodano soljo ter z Ze objavljenimi podatki s
podro¢ja kemije naravnih substanc iz izbranih gliv. Pri¢akovali smo, da bomo nasli
potencialno zanimive in $e neopisane bioloske u¢inkovine, glede na slabo raziskanost tega

podrocja.
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Izkazalo se je, da dodatek 30% Glc na definiranem gojis¢u YNB bolj pospesi rast glivnih
kultur kot nizke temperature. Ugotovili smo tudi, da znizana vodna aktivnost povzroci
povecano produkcijo proteinov in ostalih vodotopnih snovi, saj so glive, ki so rasle pri
razmerah z dodano glukozo, vsebovale najvecje koncetracije proteinov, le tem pa so sledile
koncentracije proteinov, ekstrahiranih iz sevov, ki so rasli pri nizkih temperaturah. Prav
tako se je izkazalo, da ekstremno okolje spodbudi produkcijo snovi, ki zlepljajo celice.
Kljub nekaterim pozitivnim rezultatom so vodni ekstrakti izbranih gliv vsebovali manj
biolosko aktivnih snovi kot njihovi organski ekstrakti, kar pomeni, da so te snovi ve¢inoma
nepolarne. Sklepamo, da biolosko aktivnih sekundarnih metabolitov glive ne izlocajo,
ampak jih najverjetneje kopi¢ijo v membrani. Inhibicijo encima acetilholinesteraze so
pokazale vrste Aspergillus niger, Penicillium antarcticum, Penicillium brevicompactum,
Penicillium chrysogenum, Penicillium corylophylum, Penicililum crustosum, Penicillium
expansum, Penicillum nordicum, Penicillium polonicum ter Penicillium sizoviae.
Hemoliti¢en ni bil noben ekstrakt, dvojno aktivnost (inhibicija AChE in hemaglutinacija) v
bioloskih testth pa sta pokazali vrsti Penicillium antarcticum 1in Penicillium

brevicompactum.

Opazili smo, da je bila vecina sevov z biolosko aktivnostjo izolirana iz solin. Kvasovki

Debaryomyces hansenii in Metschnikowia bicuspidata nista pokazali bioloske aktivnosti.
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PRILOGA A: PREGLED NARAVNIH PRODUKTOV OBRAVNAVANIH RODOYV GLIV, IZOLIRANIH IZ MORJA

Ime - . q
. . Ucinkovina Vrsta molekule Aktivnost Referenca
mikroorganizma
Inducira rast nevritov v
. .. . . podganjih Tsukamoto, S. in sod. Bioorg. Med.Chem. Lett., 2004, 14,417 (v Blunt, J.W. in
Aspergillus sp. Aspermitin A Poliketid fookromocitomskih sod. Nat. Prod. Rep., 2006, 23, 26-78)
celicah
Asperaillus s Golmenon Diketopiperazinski Antioksidant, lovilec Li, Y. in sod. Chem. Pharm. Bull., 2004, 52, 375 (v Blunt, J.W. in sod. Nat.
perg p- alkaloid radikalov Prod. Rep.,2006, 23, 26-78)
. Himeic¢ne kisline A- Himeic¢na kislina A ) .
Asperglllus Sp. C inhibi bikvitinsk Tsukamoto, S. in sod. Bioorg. Med. Chem. Lett., 2005, 15, 191 (v Blunt, J.W. in
1nn1bira ubIKvILnsko sod. Nat. Prod. Rep.,2007, 24, 31-86 )
aktivacijo encima E1
. . . Closse, A. in sod. Helv. Chim. Acta, 1965, 49, 204
(+)-Epoksidon Protibakterijska aktivnost
( +)-Eg oksidon proti MRSA (methicillin- | Assante, G. in sod. Phytopathol. Mediterr., 1980, 19, 163
resistant Staphylococcus
monoacetat aureus in MII))I{SA (multi- Sequin-Frey, M. in Tamm, C. Helv. Chim. Acta, 1971, 54,851.
Aspergillus sp. Gentizil alkohol Poliketidi d . g
3-Klorogentizil mgireSIS?f;j 1-“” eus) Burnett, A.R. in Thomson, R.H. J. Chem. Soc. C, 1968, 857.
Lovilec radikalov
alkohol C ’ R .
. . antioksidant Li, Y in sod. Nat. Prod. Sci., 2005, 11, 136.
Metilhidrokinon
(vsi ¢lanki v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod. Rep.,2007, 24, 31-86 )
. Aspergilamid A . . . . Toske, S.G. in sod. Tetrahedron, 1998, 54, 13459
Aspergillus sp. Aspergilamid B Tripeptid Citotoksicnost (v Faulkner, D.J. Nat. Prod. Rep., 2000, 17, 7-55)
. . . . . . oy - . Lorenz, P. Nat. Prod. Lett., 1998, 12, 55
Aspergillus sp. Maktanamid Diketopiperazin Fungistati¢no u¢inkovanje (v Faulkner, DJ Nat. Prod. Rep., 2000, 17, 7-55)
Aspergillus sp. Aspereiloksid Sesterterpenski Cueto, M. in sod. Org. Lett., 2002, 4, 1583 (v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod.
Pere epoksi-diol Rep., 2004, 21, 1-49)
Aspergillus sp. Asperiami dA Cerebrozid groysnge;/IAzé.oz;lszza: Igllafgg’)rod. Res., 2005, 7, 761 (v Blunt, J.W. in sod. Nat.
Aspergillus sp. Tropolaktoni A-D Meroterpenoidi Tropolaktona A in C sta Cueto, M. in sod. Phytochemistry, 2006, 67, 1826 (v Blunt, J.W. in sod. Nat.
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Sibko citotoksi¢na proti
HCT-116 celicam

Prod. Rep.,2008, 25, 35-94)

Citotoksi¢en za humani
kroni¢ni mieloi¢ni

4 . Dimetil 2, 3 - O Liu, R. in sod. J. Antibiot., 2006, 59, 362 (v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod.
spergillus sp. S levkemiji (celicni liniji
dimetilozoat Rep.,2008, 25, 35-94)
K5672) preko blokade S-
faze in apoptoze
Dehidroksiklorofusar S .
ielin B Polioksigenatni
dekalinski derivat o
7 Kt ¢ " Kobayashi, H. in sod.
. merna aktivnost proti ibi
Asperglllus sp. p J. Antibiot., 1995, 48, 42
Staphylococcus aureus, '
Fusarielin A (znan) MRSA in MDRSA Nguyen, H.P. in sod., J. Nat. Prod., 2007, 70, 1188
.. (v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod. Rep., 2009, 26, 170-244)
Fusarielin B (znan)
Dvojno prenilirani Zmerna citotoksi¢nost
Aspergillus sp. Notoamidi A-D indolni alkaloidi (proti HeLa in L1210 Kato, H. in sod. Angew. Chem., Int. Ed., 2007, 46, 2254
celicam) (v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod. Rep., 2009, 26, 170-244)
Prenilterfenilin
4.
Deoksiprenilterfenili . i . .
Aspereillus n P Citotoksi¢ni za cloveske o o
caiz) dic%us epidermalne rakave KB %%‘; }é'(‘)“ 55;;2' J. Antibiot.,
4 (KB3-1) celice (v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod. Rep., 2009, 26, 170-244)
Deoksiizoterprenin
4" - Deoksiterprenin
(znan)
Aspergillus Karbonaron A Zmerna citotoksi¢nost Jhane. Y. in sod. J. Antibior.. 2007, 60. 153 (v Blunt. W in sod. Nat. Prod
carbonarius Karbonaron B (K562) ang, Y. 1 sod. J. Antibiot., , 00, (v Blunt, 1n sod. Nat. Prod.

Rep., 2009, 26, 170-244)
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Aspergillus

Citotoksicnost proti

Capon, RJ. in sod. Org. Biomol. Chem., 2003, 1, 1856. (v Blunt, J.W. in sod.

carnens Aspergilicini A—E Depsipeptidi nematodu Haemonchus Nat. Prod. Rep., 2005. 22, 15-61)

contortus
Aspergillus . Antrakinonski CitotoksiCen proti vrsti .

! Aspergiolid A derivat sesalskih celi¢nih linijah Du, L. in sod., Tetrahedron, 2007, 63, 1085
gtaucus J (v Blunt, .W. in sod. Nat. Prod. Rep., 2009, 26, 170-244)
Derivat 5-hidroksi-2- | Inducira produkcijo
pirona ciklicnega adenazin

Aspergillus flavus | Piron 87 monofosfata v (v Blunt J.W. in sod. Nat. Prod. Rep.,2010, 27, 165-237)

transfeciranih celicah

CHO in HEK293.
Aspergillus Flavicerebrozid A Cerebrozidni analogi Aktivnost proti KB celiéni | Jiang, T. in sod. J. Asian Nat. Prod. Res., 2004, 6, 249. (v Blunt, JW in sod. Nat.
flavipes Flavicerebrozid B g liniji Prod. Rep.,2006, 23, 26-78)
Aspergillus . .. . . Li . : 3 .
fu ,ﬁigﬁm Fumikvinazolini A-C Zmerna citotoksidnost E;;na}&;,g/:_)m sod. Tetrahedron Lett., 1992, 33, 1621(v Faulkner, DJ Nat. Prod
‘As ergillus . .. . L . : J. Nat.
fu ,ﬁigﬁm Fumikvinazolini D-G | Alkaloid E:;?Iatﬁéﬁ) in sod. Tetrahedron Lett., 1992, 33, 1621 (v Faulkner, D.J. Nat.

Fumitremorgin B
Aspergillus spirotriprostatin C-E Delujejo proti nekaterim
Pers: 90-92 Alkaloid J€JO pro (v Blunt J.W. in sod. Nat. Prod. Rep.2010, 27, 165-237)
fumigatus and 13 rakastim celicam
oksiverukulogen 95
Aspergillus . . i i ibi
p. & Triprostatin A ) ) ) ) N Cui, C.B. in sod. J. Antibiot., 1995, 48, 1382
fumigatus Tri tin B Diketopiperazin Citotoksic¢nost Depew, K.M. J. Am. Chem. Soc., 1996, 118, 12463
BM 939 riprostatin (v Faulkner, D.J. Nat. Prod. Rep., 1999, 16, 155-198)
Aspergillus Trintokvivaline J Yamazaki, M. Chem. Pharm. Bull.,1978, 26, 111. (v Blunt, J.W. in sod. Nat.
fumigatus Tiptokvivaline Prod. Rep.,2007, 24, 31-86)
. . . Selektivna inhibicija Hofl
Aspergillus 11-O-Metilpseurotin J )
oat A seva kvasovke Boot, C.M. in sod. J. Nat.

Jumigatus Saccharomyces cerevisiae | Prod..2007,70,1672 (v Blunt, JW in sod. Nat. Prod. Rep., 2009, 26, 170-244)
Aspergillus Opazna citotoksi¢nost Yamada, T. in sod.
fumigatus Cefalimizin A (proti P388 in HL-60 Tetrahedron Lett., 2007, 48, 6294 (v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod. Rep., 2009,

celicam)

26, 170-244)
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. Nitrobenzoiloksi -
Aspergillus Insulikolid substituiran Rahbak, L. J. Nat. Prod., 1997, 60, 811 (v Faulkner, D.J. Nat. Prod. Rep., 1999,
insulicola 16, 155-198)
sesterterpen
Dimerni
Aspergillus niger Asperazin dlillze ito%iperazinski Citotoksinost Y;;gigll%’l\fls ;/_ gg Chem., 1997, 62, 7078 (v Faulkner, D.J. Nat. Prod. Rep.,
alkaloi
Aspergillus niger Asperinska kislina (Varoglu, M. in Crews, P. J. Nat. Prod. 2000, 63, 41
v Faulkner, D.J. Nat. Prod. Rep., 2002, 19, 1-48)
Janutoni A-E
Aspergillus niger l-h@droks% januton A Meroterpenoidi Bugni, T.S. in sod. J. Org. Chem., 2000, 65, 7195
1-hidroksi januton C (v Faulkner, D.J. Nat. Prod. Rep., 2002, 19, 1-48)
22-deacetiljanuton A
Inhibitor anaerobnega
Aspergillus niger Nafuredin e.lek.tr(.)nskega transporta Ohta, E. in sod. Tetrahedron, 2001, 57, 8463
(ll'lhlbltOI' NADH fumarat (v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod. Rep., 2003, 20, 1-48)
—reduktaze)
Aspergillus niger D_iketopiperazinski Ovenden, S.P.B. in sod. J. Nat. Prod., 2004, 67, 2093 (v Blunt, J.W. in sod. Nat.
dimer Prod. Rep.,2006, 23, 26-78)
. . Averufinl32 . Inhilzicij a mnoi@rvlj a .
Aspergillus niger Nidurufin133 Aflatoksina tqbacnega mozai¢nega (v Blunt J.W. in sod. Nat. Prod. Rep.,2010, 27, 165-237)
virusa
Aspergl'llus niger Bikumanigrin Jagers, E. in sod. Z. Naturforsch., B: Chem. Sci., 1987, 42, 1354,
Aspernigrin A g:EEHZII-allrldln— Aspernigrin B je mo¢no Jagers, E. in sod. Z. Naturforsch., B: Chem. Sci., 1987, 42, 1349;
Aspernigrin B Ziveno zascitno sredstvo

derivati

Piranonigrini A-D

Hiort, J.in sod. J. Nat. Prod., 2004, 67, 1532

(v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod. Rep.,2006, 23, 26-78)
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Cikloleukomelon

Citotoksicen in vitro proti
celi¢nim linijam humanega
raka

Nigerasperoni A—C

Nafto-y-pironi

Nigerasperon C: Sibka
aktivnost proti glivi
Candida albicans in
zmerna antioksidacijska

Aspergillus niger aktivnost Zhang, Y. in sod. J. Antibiot., 2007, 60, 204 (v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod.

Asperamid A fingolinidi Asperamid A in Rep., 2009, 26, 170-244)

Asperamid B Sfingolipidi naftokvinoneimin; zmerno

Naravni Diels—Alder | aktivna proti glivi
Ergosterimid adukt ergosteroida Candida albicans
in maleimida

Naftokvinoneimin
Aspergillus . . . He, H. in sod. J. Am. Chem. Soc., 2001, 123, 5362 (v Blunt, J.W. in sod. Nat.
ochraceus Cirkumdatin G Alkaloid Prod. Rep., 2003, 20, 1-48)
Aspergillus cf- Klorokarolid A Kloriran poliketid Abrell, L.M. Tetrahedron Lett., 1996, 37, 2331 (v Faulkner, D.J. Nat. Prod.
ohraceus Klorokarolid B p Rep.)

Inhibicija rasti bakterij
) ” 2 Asperlaktonska Ruegeria atlantica,
spergiilus derivata . . e 1 Escherichia coli in Namikoshi, M. in sod. J. Antibiot., 2003, 56, 755 (v Blunt, J.W. in sod. Nat.
ostiamis Klorirani antibiotiki Prod. Rep.. 2005, 22, 15-61)
Staphylococcus aureus

Aspironski derivat

Aspergillus Aspinotriol A . Fuchser, J. in Zeeck, A. Liebigs Annalen/Recueil, 1997, 87
. Aspinotriol B Pentaketidi
ostianus Aspinonediol Kito, K. in sod., J. Nat. Prod., 2007, 70, 2022. (v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod.
Rep., 2009, 26, 170-244)

Aspergillus Parasitenon Gabozinski derivat Son, B.W. in sod. J. Nat. Prod., 2002, 65, 794 (v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod.
parasiticus Rep., 2004, 21, 1-49)
Aspergillus . Citotoksicen za celi¢ne Ogawa, A.in sod. Bioorg. Med. Chem.Lett., 2004, 14, 3539 (v Blunt, J.W. in

Psevdodeflektuzin Isokroman - o , & e e T P
pseudodeflectus linije humanega raka sod. Nat. Prod. Rep.,2006, 23, 26-78)
Aspergillus Sidovin A Ciklopentanoida Teuscher, F. in sod. Nat. Prod. Commun., 2006, 1,927 (v Blunt, J.W. in sod.
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sydowii Sidovin B Nat. Prod. Rep.,2008, 25, 35-94)
Inhibitorna aktivnost proti
. e histonski deacetilazi in . )
Asperglllus Speradin A Pentacikli¢ni antibakteriiska aktivnost Tsuda, M. in sod. Tetrahedron, 2003, 59, 3227 (v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod.
tamarii p oksindolni alkaloid . JsKa ax Rep., 2005, 22, 15-61)
proti bakteriji Micrococcus
luteus
. Kiralni . .
Aspergillus T . dinirolob . Lee, S.M. in sod. Tetrahedron Lett., 2003, 44, 7707 (v Blunt, J.W. in sod. Nat.
torreus ereusinon ipirolobenzokinons Prod. Rep., 2005, 22, 15-61)
ki derivat
Waksman, S.A. in sod. Science, 1942, 96, 202
Alflt(w‘;os" pro? morsk MU | pucvia K. in sod. J. Antibiot., 1974, 27, 579
. . jezku Strongylocentrus
f;lr];rf;”us iimk?z omer patulina intermedius, citotoksi¢ni Smetanina, O.F. in sod. Chem. Nat. Compd., 2005, 41, 243
P p za zarodke in )
spermatoksiéni (v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod. Rep.,2007, 24, 31-86)
o . Mocna citotoksi¢nost za
9a., 14-dihidroksi-6p3- AT .
. e s . | celi¢ne linije HCT-116 in
Aspergillus p- Stirje sesterterpenski smerna selektivna Belofsky, G.N. In sod. Tetrahedron, 1998, 54, 7335 (v Faulkner, D.J. Nat. Prod.
versicolor nitrobenzoilcinamoli | nitrobenzoilni estri . o Rep., 2000, 17, 7-55)
citotoksi¢nost za renalne
d e e
tumorske celi¢ne linije
Aspergioni A—F Sest kromonskih
derivatov
Aspergillus Aspergilon Lin, W.H. in sod. Chin. Chem. Lett., 2001,12, 235 (v Blunt, J.W. in sod. Nat.
versicolor Aspergilodiol Prod. Rep., 2003, 20, 1-48)
Aspergilol
12-Acetilaspergilol
Emericella sp. 5. . .
. P . . Sibka aktivnost proti na
gojena v kulturi z | Emericelamid A . .. ]
aktinomiceto Emericelamid B Cikli¢na MRSA, sibka Oh, D.C. in sod. J. Nat.
Salinispora mericelami depsipeptida citotoksi¢nost Prod., 2007, 70, 515 (v Blunt, I.W. in sod. Nat. Prod. Rep., 2009, 26, 170-244)
arenicola
. . Arugozin H aktiven proti . ) ) o
Emericella Arugozin G Prenilirani poliketidi livi M 5 Hatsuda, Y.in Kuyama, S. Nippon Nogei Kagaku Kaishi, 1954, 28, 989 (v
nidulans Arugosin H renilirant poliketidi | glivi Mycotypha Blunt, I.W. in sod. Nat. Prod. Rep.,2008, 25, 35-94)

microspora in zeleni algi
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Chlorella fusca
Emericella unguis | Guizinol Kloriran depsid Eé?fﬁoizz}):ktem sko g,l%l:g?krferl n];(}dAZ]:y;aorc(,h; "}{;,'%&9191?122;)
Emericella unguis Unguz@n A C{ABA. Vsebujoé . Malmstrem, J. J. Nat. Prod., 1999, 62, 787
UnguZln B cikliéni heptapeptld (v Faulkner, D.J. Nat. Prod. Rep., 2001, 18, 1-49)
Moc¢na citotoksi¢nost proti
nekaterim ledvi¢nim,
Varitriol Ziv'évn i.m c§li.gam in proti
celi¢nim linijam raka
dojke in NCI60 celi¢ni
Emericella liniji Malmstrem, J.in sod. J. Nat. Prod., 2002, 65, 364 (v Blunt, J.W. in sod. Nat.
variecolor Varioksiran Prod. Rep., 2004, 21, 1-49 )
Dihidroterein
. Protimikrobna aktivnost
Variksanton . . .
proti vrsti bakterij
Protiproliferacijska
Evarikinon Antrakinon aktivnost za KB in NCI-
Emericella H460 celice Hopmann, C. in sod. PCT Int. Appl., WO 01/44264 A2, 2001
variecolor Izoemericelin Prenilksanton (v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod. Rep., 2005, 22, 15-61)
Stromemicin C-glikozidni depsid
. b-cp z.-Oﬁobol%n G Citotoksi&nost proti o ,
Emericella 6-epi-Ofiobolin N Sesterterpeni neuroblastomski celiéni Wei, H. in sod. Tetrahedron, 2004, 60, 6015 (v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod.
variecolor (in 8e 6 drugih znanih I Rep.,2006, 23, 26-78)
. liniji
ofiobolinov)
V manjsih koncetracijah
spodbudi nevritogenezo v
Emericella Simalakton A Poliketid nevroblastomskih nevro- Wei, H. Tetrahedron, 2005, 61, 8054 (v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod.
variecolor 2a celicah, v visjih Rep.,2007,24,31-86)
koncetracijah je
citotoksi¢en
Emericella Simalakton B Poliketid V nizkih koncetracijah Wei, H. in sod. Heterocycles, 2006, 68, 111 (v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod.
variecolor inducira nevtrogenezo v Rep.,2008, 25, 35-94)
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nevroblastomskih neuro 2a
celicah

Penicillium sp.

Penohalazini D-H

Citotoksic¢nost proti P388
misjim levkocitom

McDonald, L.A. in sod. Tetrahedron Lett., 1999,40, 2489;

Wang, T. in sod. Can. J. Chem., 2001, 79, 1786 ;

Cueto, M. in sod. J. Nat. Prod., 2001, 64, 1444;

Chinworrungsee, M. in sod. Bioorg. Med. Chem. Lett., 2001, 11, 1965

Miljkovic, A. in sod. J. Nat. Prod., 2001, 64, 1251.
(v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod. Rep., 2003, 20, 1-48)

Komunezin B (znan),

Zmerna protiproliferatna
aktivnost proti nekaj

Numata, A. in sod. Tetrahedron Lett.,
1993, 34, 2355.

Penicillium sp. Komunezin C Alkaloid celi¢nim linijam humane

Komunezin D levkemije in aktivnost Jadule~ ® in sod. J. Nat. Prod., 2004, 67, 78

. . . \' 1 . In sod. /Nat. rrod. ep., s s -
proti solinskim rakcem (v BI W d. Nat. Prod. Rep.,2006, 23, 26-78)

Komunenzin A . . . Numata, A. in sod. Tetrahedron Lett., 1993, 34, 2355 (v Faulkner, D.J. Nat.

Penicillium sp. . Alkaloid Citotoksi¢nost > ' N Y P
p Komunenzin B Prod. Rep., 1995-)
Penicillium sp. Epolakten Spodbuia nevritosenezo Kakeya, H. in sod. J. Antibiotics, 1995, 48, 733 (v Faulkner, D.J. Nat. Prod.
BM 1689-P P podbuy & Rep.)
giﬁlgggum SP- Acetoftalidin é;usmw celiéni cikel vfazi | . 5 o o 1 Aniibiotics, 199649, 216 (v Faulkner, DI Nat. Prod. Rep.)
TR .. . oy Numata, A. in sod. J. Chem. Soc.. Perkin Trans. I, 1996, 239 (v Faulkner, D.J.
Penicillium sp. Penohalazini A-C Citotoksic¢nost Nat. Prod. Rep.)
Penicillium s Penostatini A-E Citotoksicnost (A-C) za Takahashi, C. Tetrahedron Lett., 1996, 37, 655. (v Faulkner, D.J. Nat. Prod.
P: celice P338 Rep.)

Penicillium sp. P tatini F-I Citotoksidnost Iwamoto, C. in sod. J. Chem. Soc.. Perkin Trans. I, 1998, 449
OUPS-79 enostatint - 1totoksIcnos (v Faulkner, D.J. Nat. Prod. Rep., 2000, 17, 7-55)
Penicillium sp. Antranilamidni . . . Onuki, H. in sod. J. Antibiot., 1998, 51, 442 (v Faulkner, D.J. Nat. Prod. Re

NI115501A . Protimikrobno ucinkovanje 2 o ” T P P
N115501 derivat J€ 1 2000, 17, 7-55)

. . . Shao, Z. in sod. Zhongsan Daxue Xuebao Ziran Kexueban, 1999, 38, 131

Penicillium sp. Piranolakton Lakton (v Faulkner, D.J. Nat. Prod. Rep., 2001, 18, 1-49)
Penicillium sp Piranolakton Lakton Shao, Z. in sod. Zhongsan Daxue Xuebao Ziran Kexueban, 1999, 38, 131

(v Faulkner, D.J. Nat. Prod. Rep., 2001, 18, 1-49)
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Penicillium sp.
CNC-350

11,11°-
Dideoksiverticilin

11’°-Deoksiverticilin

Diketopiperazinska
dimera

In vitro citotoksi¢nost proti
HCT-113 celi¢ni liniji

Son, B. W. In sod. Nat. Prod. Lett., 1999, 13, 213
(v Faulkner, D.J. Nat. Prod. Rep., 2001, 18, 1-49)

Penicillium sp.

Koruskol A

1,3-Dioksan

Kagata, T. in sod. J. Nat. Prod. 2000, 63, 886
(v Faulkner, D.J. Nat. Prod. Rep., 2002, 19, 1-48)

Penicillium sp.

Skulezonon A
Skulezonon B

Komatsu, K. in sod. J. Nat. Prod., 2000, 63, 408
(v Faulkner, D.J. Nat. Prod. Rep., 2002, 19, 1-48)

Lin, Y. in sod. Tetrahedron, 2000, 56, 9607

Penicillium sp. Penacilazin Kinolinski derivat (v Faulkner, D.J. Nat. Prod. Rep., 2002, 19, 1-48)
Aktivnost proti 30~ Li, X. in sod. Arch. Pharm. Res., 2006, 29, 942(v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod.
e L . . . X Rep.,2008, 25, 35-94)
Penicillium sp. Griseuzin Kinon hidroksisteroid
dehidrogenazi (31 -HSD)
Cefalosporolid H Inhibitorja ksantin oksidaze
Penicillium sp. Cefalosporolid 1 in 3/ -hidroksisteroid Li, X.in sod., Arch. Pharm. Res.,2007, 30, 812.

dehidrogenaze

(v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod. Rep., 2009, 26, 170-244)

Penicillium sp.

Searinini D-K

Indol triterpeni

Searinin D in E ter v manjsi
meri G kazejo aktivnost
blokiranja visoko prevodnih
natrij-kalijevih kanal¢kov
Searinin D inducira
apoptozo v HL-60 celicah

Xu, M. in sod. Tetrahedron, 2007, 63, 435
Smetanina, O.F. in sod. J. Nat. Prod., 2007, 70, 906 (v Blunt, J.W. in sod. Nat.
Prod. Rep., 2009, 26, 170-244)

Penicillium sp.

Penisporolid A
Penisporolid B

Li, X. in sod. J. Antibiot., 2007, 60, 191
(v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod. Rep., 2009, 26, 170-244)

Penicillium . Kvinazolinski . e . ) ] )

aurantiooriseum Aurantiomidi A—C alkaloidi Citotoksicni proti Xin, Z.H. in sod. J. Nat. Prod., 2007, 70, 853 (v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod.
& tumorskim celi¢nim linijam | Rep., 2009, 26, 170-244)

Penicillium Citotoksicen proti tsFT210 Xin, Z.H. in sod. Chin. Chem. Lett., 2005, 16, 1227 (v Blunt, J.W. in sod. Nat.

auratiogriseum

Benzoat

celicam

Prod. Rep.,2007, 24, 31-86)
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(-)-2,3- Aromaticni
Dihidrocitromicetid poliketid
.. g .. Capon, R.J. in sod.
Penicillium bilaii J. Nai  4.,2007,70, 1746 (v Blunt, 1.W. in sod. Nat. Prod. Rep., 2009, 26,
Bilaini A—C Diketopiperazini 170-
Bringmann, G. in sod. J. Nat. Prod., 2004, 67, 311 (v Blunt, J.W. in sod. Nat.
Prod. Rep.,2006, 23, 26-78)
Penicillium Petrosifungin A . . .
) . . Ciklodepsipeptida
brevicompactum Petrosifungin B psIpep
. o . . Bugni, T.S. in sod. J. Org. Chem., 2003, 68, 2014.
Penicillium Brokaenoli A_C Poliketidi Citotoksi¢ni (aktivnost proti
brocae HCT-116 celi¢ni liniji) Bugni, T.S. in sod. , J. Org. Chem., 2003, 68, 6846.
(v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod. Rep., 2005, 22, 15-61)
. _ Protibakterijska aktivnost
s Izociklocitrinol A . )
Penicillium Acetilisociklocitrinol | Steroidi proti vrstam Staphylococcus | Amagata, T. Org. Lett., 2003, 5, 4393 (v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod. Rep.,
citrinum A epidermidis in Enterococcus | 2005,22,15-61)
durans
Penicillium Citrinadin A Citotoksicen proti L1210 in | Tsuda, M. in sod. Org. Lett., 2004, 6, 3087 (v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod.
citrinum KB celi¢nim linijjam Rep.,2006, 23, 26-78)
Skaluzamid A kaze rahlo
T rotiglivno aktivnost za
e Pirolidinski protig .
Skaluzamidi A—C Ikaloidi Cryptococcus neoformans in
alkalowdi antibakterijsko aktivnost Tsuda, M. in sod. J. Nat. Prod., 2005, 68, 273
Penicillium G Mi lui
citrinum prott Micrococcus tuteis Sasaki, M. in sod. Org. Lett., 2005, 7, 4261
(v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod. Rep.,2007, 24, 31-86)
Rahlo aktiven proti L1210
L Tetracikli¢ni celicam in protibakterijska
Perinadin A . .
alkaloid aktivnost za vrste

M. luteus and B. subtilis

Penicillium

Citrinadin B

Citotoksi¢en za L1210

Tsuda, M. in sod. Org. Lett., 2004, 6, 3087
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citrinum celice Mugishima, T. in sod. J. Org. Chem.,2005, 70, 9430
(v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod. Rep.,2007,24, 31-86)
Bringmann, G. in sod.
Sorbicillakton A aktiven Tetrahedron, 2005, 61, 7252 (v Blunt, J.W. in sod. Nat. Prod. Rep.,2007, 24, 31-
.. . Alkaloidi proti HIV, z Ziv¢no- 86)
Penicillium Sorbicillakton A in S N . .
Chrvsosenum Sorbicillakton B sorbicilinskih zasCitnim potencialomin
Tyso8 derivatov selektivno aktiven proti
L5178y celicam
Anserinon A (znan) . . Anserinon B aktiven proti Wang, H. in sod. J. Nat. Prod., 2004, 67, 163
. Glivna pigmenta . . e e e
Anserinon B (znan) vrsti tumorskih celi¢nih linij
. . Wang, H. in sod. J. Nat. Prod., 2004, 67, 163
Penicillium (+)-Formilanserinon
corylophilum B, (+)-Formilanserinon B Gautschi, J.T.. in sod. J. Nat. Prod., 2004, 67, 362.
(megana kultura (—)- Epoksiserinon A | Pentaketidi aktiven proti vrsti tumorskih
dveh sevov P. , o celi¢nih linij Wang, H.in sod. J. Nat. Prod., 2004, 67, 1637.
corylophilum) (+)-Epoksiserinon A Gautschi, J.T. in sod. J. Nat. Prod., 2004, 67, 1638
Hidroksimethilanseri .
non B Wang, H. in sod. J. Nat. Prod., 2004, 67, 163
Deoksi . B (vsi ¢lanki v Blunt, JW in sod. Nat. Prod. Rep.,2006, 23, 26-78)
eoksianserinon
Penicillium Felutamid A Peptid Citotokicnost Shigemori H. in sod. Tetrahedron, 1991, 47, 8529 (v Faulkner, D.J. Nat. Prod.
fellutanum Felutamid B p Rep., 1993-)
Citotoksicni za vrsto
Penicillium 2 Kvinolinona humanih tumorskih celiénih | He, J. in sod. J. Nat. Prod.,
Jjanczewskii (diastereoizomerna) linij (mo¢no proti SKOV-3 | 2005, 68, 1397 (v Blunt, JW in sod. Nat. Prod. Rep.,2007, 24, 31-86 )
celicam)
e L . 2,5- , ) )
Penicillium Jantinolid A in Pinerazindionski Xue, C.in sod. Pharmazie, 2006, 61,1041 (v Blunt, JW in sod. Nat. Prod.
Jjanthinellum Jantinolid B alllzaloi o Rep.,2008, 25, 35-94)
Penicillium Inducira apoptozo v HL-60
Jjanthinellum Serinin E celicah in inhibira EGF- Smetanina, O.F. in sod... J. Nat. Prod., 2007, 70, 906 (v Blunt, ..W. in sod. Nat.

inducirano maligno
spremembo misjih

Prod. Rep., 2009, 26, 170-244)
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epidermalnih JB6 P+ Cl 41
celic
10-Clenski Aktivnost proti glivi
Penicillium cf. Ksestodekalaktoni makrolid z 1,3- Candid Il)b' & Edrada R.A. in sod. , J. Nat. Prod., 2002, 65, 1598 (v Blunt, J.W. in sod. Nat.
montanense A-C dihidroksibenzensk | ~ci@rdd aibrcans Prod. Rep., 2004,21, 1-49)
. y (Ksestodekalakton B)
im obroCem
e Prugozeni A1-A3,
Penicillium . ) )
/ B1, B2, C1, C2 Poliketidi Lang, G. in sod. Tetrahedron, 2007, 63, 11844 (v Blunt, ].W. in sod. Nat. Prod.
ruguiosum Rep., 2009, 26, 170-244)
Tanzavaicna kislina
3,7-dimetil-1,8- Malmstrem, J. In sod. Phytochemistry, 2000
TE .. e . almstrem, J. In sod. Phytochemistry, ,
Penicillium steckii | dihidroksi-6- 54, 301(v Faulkner, D.J. Nat. Prod. Rep., 2002, 19, 1-48)
metoksiizohroman
. Izokumarinski
Stoloniferol A oxu s
derivat
Penicillium Stoloniferol B Xin, Z.H. i d. Arch. Ph Res., 2007, 30, 816 (v Blunt, JW. i d. Nat.
stoloniferum (3b,5a,8a,22E)- P:)ld jgel;,fflzﬁ’oé, zrﬁiimflzrﬁ) 52007, 30, 816 (v Blunt, JW. in sod. Nat.
-Epidioksi-23- . oy
3.8 P dioksi-23 Sterol Citotoksicen (P388)
metil-ergosta-6,22-
dien-3-ol (znan)
.. Rabhla citotoksi¢nost proti
e Penicilon A . e ) ) .
Penicillium .. o P388 in A-549 celi¢nim Liu, W. in sod. Tetrahedron Lett., 2005, 46, 4993 (v Blunt J.W. in sod. Nat.
Penicilon B Poliketida L . .
terrestre linijam (penicillon B le proti | Prod. Rep.,2007, 24, 31-86 )
A-549 celi¢ni liniji)
. Benzokinonska
2 snovi .
derivata
Antiproliferativna aktivnost Lo W. in sod. J. Antibior.. 2005. 58. 441 (v Blunt 1 W. in sod. Nat. Prod
2 snovi Bisorbicilinoida | 7a za P388 in A-549 celiene | g U SO bior 2005 58, 441 (v Blunt LW- in sod. Nar. Prod
linije T
o . . e itotoksic¢en za P in A-
Dihidrotrihodimerol Bbisorbicilinoid Citotoksice 388

549 celicne linije
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Tetrahidrotrihodimer

Citotoksic¢en za P388 in A-

ol Bisorbicilinold 1 549 celicne linije

9 snovi Alkoholni derivati | G otoksiCnost za nekatere
linije rakastih celic

Terestrol G 72 Moderira aktivnost proti

DPPH

Liu, W. in sod. J. Antibiot., 2005, 58, 621

Andrarde, R. Can. J. Chem., 1992, 70, 2526

Abe, N. in sod. Biosci., Biotechnol., Biochem., 1998, 62, 661
Warr, G.A. in sod. J. Antibiot., 1996, 49, 234

(vsi ¢lanki v Blunt J.W. in sod. Nat. Prod. Rep.,2007, 24, 31-86 )
(v Blunt J.W. in sod. Nat. Prod. Rep.,2010, 27, 165-237)

Penicillium
waksmanii OUPS-
N133

Pirenocin D
Pirenocin E

E inhibira P388 levkemijske
celice

Amagata, T. in sod. J. Antibiot., 1998, 51, 532 (v Faulkner, D.J. Nat. Prod. Rep.,
2000, 17, 7-55)




