UNIVERZA V LJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA
ODDELEK ZA BIOLOGIJO

Gregor ZORN

BIOLOSKO AKTIVNE SNOVI V VODNIH EKSTRAKTIH IZBRANIH
LESNIH IN TRAVNISKIH GOB

DIPLOMSKO DELO
Univerzitetni Studi

BIOLOGICALY ACTIVE SUBSTANCES IN AQUEOUS EXTRACTS
FROMSELECTEDWOOD-DECAYING AND MEADOW FUNGI

GRADUATION THESIS
University Studies

Ljubljana, 2016



Zom G. BioloSko aktivne snoviv vodnih ekstraktih izbranih lesnih in travniSkih gob. ]
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni§ka fakulteta, Oddelek za biologijo, 2016

Diplomsko delo je zaklju¢ek univerzitetnega Studija biologije. Opravljeno je bilo na Katedri
za biokemijo Oddelka za biologijo Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani. Terensko
delo je bilo opravljeno v okolici Idrije in Ljubljane v Sloveniji.

Studijska komisija Oddelka za biologijo je za mentorja diplomskega dela imenovala prof.

dr. Kristmo Sepc€i¢ in za recenzenta prof. dr. Franca Pohleven.

Komisija za oceno in zagovor:
Predsednik: doc. dr. Matej BUTALA
Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo

Clanica: prof. dr. Kristina SEPCIC
Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za biologijo

Clan : prof. dr. Franc POHLEVEN
Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za lesarstvo

Datum zagovora: 21.9. 2016

Podpisani izjavljam, da je naloga rezultat lastnega raziskovalnega dela. Izjavljam, da je
elektronski izvod identicen tiskanemu. Na univerzo neodpla¢no, neizklju¢no, prostorsko in
¢asovno neomejeno prenasam pravici shranitve avtorskega dela v elektronski obliki in
reproduciranja ter pravico omogocanja javnega dostopa do avtorskega dela na svetovnem
spletu preko Digitalne knjiznice BiotehniSke fakultete.

Gregor Zorn



Zom G. BioloSko aktivne snoviv vodnih ekstraktih izbranih lesnih in travniSkih gob. 11
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni§ka fakulteta, Oddelek za biologijo, 2016

DK
KG

AV

SA

KZ

LI

D

OoP

Ji
Al

KLJUCNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA

Dn

UDK 579(043.2)

gobe/naravni produkti /ekstrakti/hemoliza/inhibitor acetilholinesteraze/
protibakterijska aktivnost

ZORN, Gregor

SEPCIC, Kristina (mentor)/POHLEVEN, Franc (recenzent)

SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101

Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za biologijo

2016

BIOLOSKO AKTIVNE SNOVI V VODNIH EKSTRAKTIH IZBRANIH LESNIH
IN TRAVNISKIH GOB

Diplomsko delo (univerzitetni Studij)

X, 55 str., 6 preg., 6 sl., 1 pril., 204 vir.

sl

slen

Gobe se poleg v prehrambne namene uporabljajo tudi v industriji, medicini in kot
bioremediatorji. Njihovi primarni in sekundarni metaboliti so bogat vir farmakoloskih
uinkovin z razlicnimi terapevtskimi potenciali. V diplomski nalogi smo razskali
hemoliticno, protibakterijsko in anti-acetilnolinesterazno delovanje surovih in kuhanih
vodnih ekstraktov 35 izbranih travniskih in lesnih vrstah gob. Hemoliti¢no aktivnih je
bilo 5 od 70 (Hydnum repandum, Lactarius torminosus, Hygrocybe coccinea,
Hygrocybe fornicata in Oudemansiella mucida). Protibakterijskega delovanja nismo
zasledili pri nobenem vzorcu. Pri testu inhibicije acetilholinesteraze je bilo 8 vzorcev
aktivnih in sicer $tirje svez (Leccinum scabrum, Russula drimea, Panellus serotinus
in Lactarius torminosus) in Stirje kuhani (Bjerkandera adusta, Russula drimea,
Panellus serotinus in Clytocybe geotropa) ekstrakti testiranih gob. Najvecjo aktivnost
smo zasledili pri svezem in kuhanem ekstraktu Russula drimea, 26,5% in 21,3%.
Rezultati naSih testov so pokazali bioloSko aktivnost do sedaj Se neobjavljenih
ucinkovin iz ekstraktov gob, ki so lahko farmakoloSko zanimive.
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In addition to being a natural source of food, mushrooms are also used for industrial,
medicinal and bioremediation purposes. Their primary and secondary metabolites are
a rich source of pharmacological compounds with a broad therapeutic potential. In this
thesis, we analyzed the hemolytic, antibacterial and anti-acetylcholinesterase activity
of raw and cooked aqueous extracts of 35 selected species of meadow and wood
mushrooms. We detected hemolytic activity in 5 out of our 70 extracts (Hydnum
repandum, Lactarius torminosus, Hygrocybe coccinea, Hygrocybe fornicata and
Oudemansiella mucida). We did not have antibacterial activity in any of the tested
samples. We did however find acetylcholinesterase inhibition in 8 samples, of which
four were from fresh (Leccinum scabrum, Russula drimea, Panellus serotinus and
Lactarius torminosus) and four were from cooked (Bjerkandera adusta, Russula
drimea, Panellus serotinus and Clytocybe geotropa) mushroom extracts. The greatest
activity was observed in fresh and cooked extracts of Russula drimea, 26.5% and
21.3% respectively. The results of our tests have shown yet unpublished biological
activity of active ingredients from extracts of mushrooms that can be potentially
pharmacologically interesting.
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1 UuvOD

Gobe so 7e od nekdaj igrale pomembno vlogo v mnogihh civilizacijah. Uztne gobe so bile
masovno uporabljene v prehranske in tudi zdravilne namene. So bogat vir ogljikovih
hidratov, proteinov, prostih aminokislin in vitaminov, kot tudi razlicnih pomembnih
mineralov in elementov v sledovih (Colak in sod., 2009). Primer starodavne uporabe gob je
odkritje izredno dobro ohranjene 5300 let stare mumije Otzija. Na njej so, poleg orodji in
pripomockov, nasSli tudi dve wvrsti gob luknjiCark, Piptoporus betulinus in Fomes
fomentarius, povezanima z usnjenimi trakci. Ekstrakti iz Piptoporus betulinus so pokazali
protivnetno, antioksidativno, anti-acetilholinestrazno, antiproliferativno in protibakterijsko
delovanje (Wangun in sod., 2004; Cyranka in sod., 2011; Vunduk in sod., 2015). Fomes
fomentarius je verjetno bila uporabljena za izdelavo amadouja, kresila za vnetenje ognja.
Tudi ekstrakti te vrste so farmakolosko aktivni, saj delujejo protivnetno, protibolecinsko,
protivirusno, protirakavo in imunomodulatorno (Aoki in sod., 1993; Park in sod., 2004; Gao
in sod., 2009; Kim in sod., 2015). V anticnih civilizacijah so uporabljali gobe tudi v verske
namene. Pogosto so uporabljali halucinogene gobe iz rodov Psilocybe, Panaeolus in
Conocybe v Samanskih obredih v Mehiki, v drugih srednjeameri§kih drzavah in na Karibskih
otokih ter vrsto Amanita muscaria v severni Evropi in Sibiriji. Psilocibin je u¢inkovina, ki
imma psihotopino in halucinogeno aktivnost, oziroma to u¢mnkovino lahko smatramo kot
predzdravilo, saj Sele po defosforilacij v psilocin postne aktiven. Psilocin u¢inkuje v
glavnem preko vezave na serotoninergicni receptor 5-HT2A, Ceprav deluje tudi na druge
serotoninske, dopaminske in imidazolinske receptorje, ter na serotonin transportni protein.
Psilocibin so Ze v Sestdesetih letih prejSnjega stoletja uporabili v mnogih Studijah na ve¢ kot
40 000 pacientih s pozitivnimi rezultati in praktiéno nobenimi stranskimi ucinki. Novejse
fMRI (funkcijska magnetna resonanca) Studije so pokazale, da ihibira specificna podrocja
v mozganih, v talamusu, mediani prefrontalni skorij, sprednji in zadnji cingulusni skorji
(Carhart-Harris in sod., 2012), kar nam bolj razjasni njegovo u¢inkovanje. Psilocibin se
ntenzivno proucuje za zdravljenje depresije, eksistencialne anksioznosti povezane z
terminalnim rakom, odvajanje od alkohola, obsesivne kompulzivne motnje in glavobola v
rafalih (Moreno in sod., 2006; Grob in sod., 2011; Bogenschutz in sod., 2015; Di Lorenzo
in sod., 2015; Carhart-Harris in sod., 2016).
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Od priblizno 15 000 odkrith visjih gliv, jih je le 650 vrst pokazal medicinsko vrednost
(Minato, 2010). Poleg njihove visoke hranilne vrednosti so gobe bogat vir bioloSko aktivnih
ucinkovin, kot so lektini, polisaharidi, fenoli in polifenoli, terpenoidi, ergosteroli in hlapne
organske spojine (Kala¢, 2013). VeCna raziskav o farmakoloskem potencialu u¢inkovin iz
gob, je bila narejenih na ekstraktih plodis¢ in micelijev ali na delno precis¢enih bioaktivnih
spojinah.  Izsledki mnogih raziskav so pokazali da gobji ekstrakti delujejo
imunomodulatorno,  protitumorsko, protibakterijsko, protivirusno, antioksidativno in
antihipoglikemicno. Ucnkoviti so tudi pri preventivi bolezni srca in ozlja, saj preprecujejo

aterosklerozo (Zong in sod., 2012; Mu in sod., 2012).

Namen diplomske naloge je bil raziskati biolosko aktivne snovi izbranih lesnih in mikoriznih
gob nabranih v okolici Idrije in Vojskega ter na Si§enskem hribu v Ljubljani (Slovenija) in
preveriti, ¢e se v vodnih ekstraktih nahajajo nove in Se neopisane uCinkovine. Kuhane in
surove vzorce ekstraktov smo testirali za hemoliticno in protibakterijsko aktivnost ter na
sposobnost inhibicije encima acetilholinesteraze. Glede na dejstvo, so gobe bogat vir
primarnih in sekundarnih bioloSko aktivnih spojin, smo predvidevali, da bomo v ekstraktih
odkrili $e nepoznane bioaktivne ucinkovine. Ker so veCina gobjih sekundarnih metabolitov
biolosko manjSe molekule topne v manj polarnih topilih, smo predvidevali, da bo aktivnost
nasSih vzorcev manjSa od aktivnosti ekstraktov v organskih topilih istih vrst, ki so bile

paralelno testirane v okviru druge diplomske naloge.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 MORFOLOSKE ZNACILNOSTI GOB

Gobe niso taksonomska kategorija in so definirane Kot glive, ki tvorijo s prostim ocesom
vidne trosnjake, ki jih lahko naberemo. Trosnjaki so lahko nadzemna ali podzemna, po
navadi mesnate narave (Chang in Miles, 2002). VkljuCujejo wvrste iz dveh taksonomskih
skupin: prostotrosnice (Basidiomycetes) in zaprtotrosnice (Ascomycetes). V nasi diplomski
nalogi smo se osredotoCili na prostotrosnice, ki med glivami dosegajo najvecjo

kompleksnost razvojnega kroga, zgradbe hif in strukture trosnjakov (Slika 1).
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Slikal: Splo§na anatomija trosnjaka predstavnikov debla Basidiomycota. Prirejeno po Norris S.J., 2000

Razmnozujejo se lahko spolno ali nespolno. Pri spolnem razmnoZevanju pride do srecanja
dveh kompatibilnih micelijev, ki oblikujeta skupne celice z dvemi jedri. Iz takega
sekundarnega micelija nato nastane trosnjak s sporangiji, askusi pri zaprtotroshicah in

bazidij pri odprtotrosnicah. To vidno strukturo lai¢no imenujemo goba. Na povrSini himenja
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pride do zdruzevanja jeder, kar pomeni, da vsaka terminalna celica vsebuje eno diploidno
jedro, ki se nato mejotsko deli. Nastanejo $tiri haploidna jedra, ki se pomaknejo v bazidije
(pri prostotrosnicah) ali ostanejo v askusu (pri zaprtotrosnicah). V teh strukturah se nato
razvijejo bazidiospore oziroma askospore, ki se raznasajo, predvsem s pomocjo vetra. Ko in
¢e spore pristanejo na primerni podlagi, spora vzklije v primarni micelij in razvojni krog se

sklene. Nespolno pa se nekatere vrste razmnozujejo s konidiji v zraCnih hifah micelija.

Glede na nacin zZivljenja delimo gobe na razkrojevalke (saprofiti), zajedalke (parazti) in
sozivke (simbionti). Razkrojevalke so glavni reciklatorji kompleksnih organskih snovi
listnega odpada in odmrlega lesa. Glive so edini organizmi s sposobnostjo razgradnje
lignina, ki je najobilnej$i aromatski polimer na zemlji, s pomocjo lignoliti¢nih ektoencimov
v procesu opredeljenem kot encimsko »izgorevanje« (Kirk in Farrell, 1987). Zajedavske
gobe lahko povzrocijo ogromno ekolosko in ekonomsko Skodo, saj okuzujejo rastoca
drevesa. Sozivke, kot ze samo ime pove, Zvijo Vv soztju z rastlnami, tako da tvorijo
povezavo med glivnim micellem in koreninami rastlin. Ta pojav imenujemo mikoriza in ima
zelo pomembno ekoloSko funkcijo. Glive omogocijo rastlinam intenzivnejSe sprejemanje
vode, mineralov in drugih hranilnih snowi, rastline pa oskrbujejo glive z ogljikovimi hidrati,
rastnimi dejavniki in vitamini. Poleg tega, pomagajo rastlinam pri obrambi pred patogeni in
omogocajo neke vrste komunikacijski sistem med rastlinami (Jung in sod., 2012; Barto in
sod., 2012; Babikova in sod., 2013). Ocenjujejo da 90% vseh rastlin Zvi v mikoriz z gobami
(Anderson TF in Rasmussen HN., 1996).

2.2 GOBE V PREHRANI

Gobe imajo visoko hranilno vrednost, saj vsebujejo visok delez beljakovin, od katerih je
pomemben delez esencialnih aminokislin, vlaknin i mali delez mas¢ob. Vsebujejo tudi
vitamine (B1, B2, B12, C, D m E) n mmerale (Ca, Mg, K, Fe, Zn, Cu, Mn, Pb, Ni in Cd)
(Heleno m sod., 2010; Uzun i sod., 2011). Uztne gobe so tudi nutracevtiki, saj vsebujejo
veliko razlicnih biolosko aktivnih sestavin, kot so nenasicene masc¢obne kisline, fenolne
spojine, tokoferoli, askorbinska kislina in karotenoidi. Te sestavine delujejo sinergisticno in
so naravni spodbujevalci imunskega sistema in tudi primerna dietetska hranila (Barros in

sod., 2007; Barros in sod., 2008; Ferreira in sod., 2009; Vaz m sod., 2010; Pereira i sod.,
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2012).

Goba obicajno vsebuje 90% vode in 10% suhe snovi. Vsebnost proteinov je med 27 in 48%,
lipidov od 2 do 8%, ogliikovih hidratov pa manj kot 60% (Crisan in Sands, 1978). Gobe so
dober vir visoko kakovostnih beljakovin. Vsebujejo 20-35% beljakovin/suho tezo in so
predvsem bogate z lizinom i triptofanom, dvema esencialnima ammokislinama, ki sta
pomanjkljivi v ztaricah. Gobe veljajo za nizkokalori¢no hrano z zelo malo mas¢obe (4-6%)
i so brez holesterola. Prevladujejo nenasicene mascobne kisline, v glavnem palmitinska,
oleinska in linolna mascobna kislina (Dogan in Akbas, 2013). Gobe so eden najboljsih virov
vitaminov B kompleksa (tiamin, riboflavin, niacin in biotin), Vsebujejo tudi vitamin C in so
pomemben vir vitaminov D in A, zaradi prisotnosti prekurzorja teh vitaminov, ergosterola
in beta-karotena. Bogate so tudi z minerali predvsem kalij, fosfor, natrij in magnezij. V
sledovih so prisotni tudi kalcij, baker, cink, zelezo in molibden (Pohleven, 1990). Zal imajo
gobe tudi sposobnost bioakumulacije tezkih kovin, kot sta kadmij in Zivo srebro (Siri¢ in

sod., 2016).

Od poznanih 20,000 vi§jih vrst jih je ve¢ kot 2000 uzitnih, od katerih se jih le 100 vrst goji
v komercialne namene i le 20 na industrjskem nivoju (Reis in sod., 2012). Njihova
globalna ekonomska vrednost je v porastu, predvsem zaradi njihove prehranske vrednosti,
kot zvila, kot tudi zaradi zdravinega in nutrocevtskega delovanja vsebovanih ucinkovin
(Chang in Miles, 2004). Drzava znajve¢jim delezem pridelanih saprofitskih gob je Kitajska
(ve¢ kot 1,5 milijona ton v letu 2007), sledijo ZDA, Nizozemska, Poljska in Spanija (Aida
in sod., 2009). V svetovnem merilu se najve¢ gojijo dvotrosni kukmak (Agaricus bisporus),
sledijo uzitni nazobCanec ali Sitake (Lentinula edodes), ostrigatji (Pleurotus spp.) n zimska
panjevka (Flammulina velutipes) (Chang m Miles, 2004; Aida in sod., 2009). V primerjavi
z drugimi uzitnimi gobami, imajo saprofitske vrste krajSi cas frutifikacije i so manj
zahtevne glede okoljskih dejavnikov, kar nam omogoca enostaven nacin gojenja (Bonatti in
sod., 2004).

2.3 INDUSTRISKA UPORABA GOB

Lesne gobe so zanimive tudi za industrijsko uporabo, predvsem njihovi ektoencimi (lakaze,
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lignin in mangan peroksidaze) imajo potencialne aplikacije v Stevilnih industrijskih sektorjih
vkljuéno s kemijskim, prehrambnim, kmetijskim, papirnim, tekstinim in kozmeticnim
sektorjem, ter pri produkciji pogonskih goriv (Maciel in sod., 2010).

V prehranski industriji se lakaze uporabljajo v doloCenth procesih za poudarek ali
spremembo videza hrane ali pijace, kot tudi za odstranjevanje nezazelenih fenolov, ki so
odgovorni za porjavitev in motnost sadnih sokov, vina in piva (Rodriguez in Toca, 2006). V
lesni industriji uporabljajo lakaze za depolimerizacijo lignina, delignifikacijo in v drugih
procesih modifikacije lesne pulpe (Chandra in Ragauskas, 2002; Camarero in sod., 2004;
Rodriguez in Toca, 2006; Vikineswary in sod., 2006). V tekstini in papirni industriji imajo
lakaze potencialno uporabo pri encimskih beljenjih tekstilov i barv (Abadulla in sod., 2000;

Kunamneni i sod., 2008).

2.4 BIOREMEDIACIA

Ena od glavnih okolijskih problemov, s katerimi se dandanes soo¢amo, je onesnazevanje tal,
vode in zraka s strupenimi kemikalijami, kot posledica industrializacije in velike uporabe
pesticidov v kmetijstvu. Glavni onesnazevalci naSega okolja so policikliéni aromatski
ogljiikovodiki, poliklorirani bifenoli in dioksini (Loske in sod., 1990). Alternativa klasi¢nim
metodam remediacije je bioremediacija, ki predstavla hitro, stroSkovno ucinkovito in
ekolosko odgovorno metodo odstranjevanja toksi¢nih snovi s pomogjo organizmov. Ceprav
se pri bioremediaciji najveckrat omenjajo bakterije, so zelo ucinkoviti bioremediatorji tudi
glive. Gobe iz skupine Basidiomycetes spadajo med najvecje naravne razkrojevalce. Kot vir
energije potrebujejo ogljk, ki ga pridobijo z ektoencimi iz celuloze, lignina ali kaksne druge
organskih snovi. Njihovi zunajceli¢ni encimi, ve¢inoma so to lignin in mangan peroksidaze
ter lakaze, sodelujejo tudi prirazgradnji Skodljivih snovi. Na ta nac¢in lahko glive uporabimo
pri bio-transfromaciji pesticidov (Raj n sod., 1992), razgradnji nafinih ogljikovodikov
(Cerniglia in sod., 1992) in Sirokega spektra drugih onesnazevalcev okolja (Isikkhuemhen in
sod., 2003). Primer gobe s Sirokim spektrom delovanja je Trametes versicolor, ki proizvede
tri lignoliticne encime s katerimi zelo u¢inkovito razgraja lignin, policikliéne aromatske
oglikovodike, poliklorirano bifenilno meSanico i Stevilna druga sintetina barvila (Tanaka

in sod., 1999; Novotny in sod., 2004).



Zormn G.. Biolosko aktivne snoviv vodnih ekstraktih izbranih lesnih in travni$kih gob. 7
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni§ka fakulteta, Oddelek za biologijo, 2016

2.5 BIOLOSKO AKTIVNE SNOVIV GOBAH

Gobe predstavljajo bogata vir bioloSko aktivnih snovi z visoko zdravilno vrednostjo, kot so
polisaharidi, fenoli, terpenoidi, ergosteroli in hlapne organske spojine (El Enhasay in sod.,
2010; Wang i sod., 2011; Villares in sod., 2012). Gobe proizvajajo tudi velko Stevilo
biolosko aktivnih proteinov, kot so hemolizini (Berne in sod., 2002), protiglivicni proteini
(Lam in Ng, 2001), lakaze (Giardina in sod., 1999), proteaze (Wang in Ng, 2001), RNKaze
(Guan in sod., 2007), hidrofobini (Wosten Han, 2001) in lektini (Wang in sod., 1995; Yagi
in sod., 1997). Lakaze (Yaropolov in sod., 1994) in hidrofobini imajo biotehnoloSke
aplikacije (Janssen in sod., 2002; Scholtmeijer i sod., 2004), gobji protiglivicni proteini so
potencialno uporabni v kmetijstvu (Wang i sod., 2004) in lektini in RNKaze zavirajo rast
tumorjev in preprecujejo njihovo proliferacijo (Wang in sod., 1995; Guan mn sod., 2007). V
diplomski nalogi smo se osredotocili na bioloSko aktivne snovi s hemoliticno,

protibakterijsko in anti-acetilholinesterazno aktivnostjo.

2.5.1 Hemoliticno delovanje

Pri hemolizi pride do razpada eritrocitov, zaradi vpliva membransko aktivnih snovi.
Mehanizmi vpliva na membrano eritrocitov in vrste u¢inkovin so razlicne. Hemolizini so
druzina protemov s hemoliticno aktivnostjo. Ti proteini so definirani kot eksotoksini s
sposobnostjo lize celicne membrane rdecih krvnih telesc. Iz dosedanjih Studji lahko
sklepamo, da hemolizini tvorijo pore v membrani celic, z vezavo na specificne ligande na
povrSini tar¢nih celic (Gonzalez i sod., 2008). Mnogo raziskav je bilo narejenih na
hemolizinih bakterijskega izvora (Bhakdi in sod., 1996), zaradi pomena pri patogenezi.
Znani so tudi mehanizmi delovanja, njihova struktura, tar¢ne molekule na celicah n njihov
diagnostiéni potencial (Callegan in sod., 1999; Wallace i sod., 2000; Nizet, 2002; Kaneko
m sod., 2004; Kumar in sod., 2011). Poleg bakteriji n gliv so hemolizine odkrili tudi pri
rastlinah (Sousa in sod., 1994), nevretenCarjih (Anderluh in sod., 2002; Sher in sod., 2005)
m sesalcih (Pipkin in sod., 2007).

Hemolizine so v gobah prvi¢ opisali leta 1907 in 1911, ko je W.W. Ford prouceval razli¢ ne
rodove prostotrosnic (Amanita, Entoloma, Lactarius, Inocybe) (Ford, 1907; 1911) . Do danes
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so izolirali in raziskali delovanje velikega Stevila razli¢nih glivnih hemolizinov. Za razliko
od bakterijskih, ostaja vloga glivnih hemolizinov $e nejasna. Poznamo razli¢ne teorije o
moznem pomenu teh uéinkovin za glive. Toda nobena ni zadovoljivo razjasnila njihovega

pomena in veliko $tudij kazejo nasprotujoce si rezultate.

Mehanizem delovanja hemolize teh u¢inkovin je bil ekstenzivno proucen v mnogih Studijah.
Ostreolizin, izoliran iz vrste Pleurotus ostreatus, se na primer veze na S holesterolom bogata
podroc¢ja na membrani (membranske rafte) eritrocitov in drugih celic (Sep¢i¢ in sod., 2004;
Chowdhury in sod., 2008; Resnik in sod., 2011). Te mikrodomene imajo pomembno viogo
pri bioloskih procesih, kot so kalitev konidijev, razsirjanje hif, signalne transdukcije in
interakcije s patogeni, kar nam omogoCa uporabo teh uéinkovin kot oznaevalceV
dinami¢nih struktur v celiéni membrani (Bagnat in sod., 2000; Martin in sod., 2004: Jin in
sod., 2008; Rossard in sod., 2010). Dolo¢eni hemolizini imajo tudi protirakavo ucinkovanje;
shizolizin, (S. commune), eringeolizin (P. eryngii), nebrodeolizin (P. nebrodensis) in
falolizin (A. phalloides) so pokazali u¢inke proti retrovirusnem delovanju in citotoksicnosti
za rakave celice (Lustik-Kordovsky in sod., 2001; Ngai in sod., 2006; Lv in sod., 2009; Han
in sod., 2010).

2.5.2 Inhibicija acetilholinesteraze
2.5.2.1 Acetilholin in acetilholinesteraza

Acetilholin (ACh) je ena od glavnih spojin, ki prenasajo elektricne impulze iz ene Zivéne
celice na drugo zivéno celico ali na miSicno tkivo. Prisoten je v vretencarjih n ¢lenonozcih.
Prvic so ga odkrili leta 1867, kot sinteticno spojino. V Cloveskem tkivu pa je bil odkrit leta
1906 v ekstraktih nadledvicne Zeze (Hunt R in Taveau, 1906). ACh je ligand za dve obliki

receptorjev; muskarinske in nikotinske.

Muskarinski receptorji so v glavnem povezani s perifernim zivénim sistemom in gladkimi
miSicami ter sréno miSico. Vezava ACh na receptor je ponavadi povezana s stimulacijo
parasimpatinega zivéevja. Stimulacija parasimpatiCnega zvénega sistema privede do
zmanjSevan] srénega utripa in krvnega tlaka, zoZzenja bronhjev, spodbujanja prebave in

povecanja Crevesne peristaltike, povecanje slinjenja, izlo¢anje teko¢in iz mehurja n kréenja
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Zenic.

Nikotinski receptorji so prisotni v centralnem Zvénem sistemu (CZS) in v sinaptiénih
Spranjah med motori¢nimi Zivci in skeletnim miSicevjem. Vezava ACh na receptor povzroci
kontrakcijo skeletne miSice, medtem ko v CZS je ACh stimulacij povezan s spominom in

kognitivnimi procesi.

ACh se shranjuje v zivénih konCicih v veziklih. Ob depolarizaciji terminalnega dela Zivca,
se vsebina veziklov sprosti v sinapticno Spranjo in posledicno se ACh veze na receptorje.
Razpolovna doba ACh je, zaradi prisotnosti velikih koli¢in encima acetiholinesteraze
(AChE), kratka. AChE hidrolizira esterske vezi nevroprenasalca, kar vodi v izgubo
stimulativnega delovanja le tega. Z inhibicijo AChE lahko podaljsamo uc¢inek ACh in to je
glavni koncept pri razvoju in identifikaciji razliénih inhibitorjev AChE, ki so nam v pomo¢
pri bolezenskih stanjih, kjer je zmanjSano delovanje holinergi¢nega sistema (Silmanand in

sod., 2005).

Raziskave v zadnjih letih so pokazale, da ima AChE vlogo tudi pri drugh funkcijah v
organizmu, poleg Zivénega prenosa. Deluje tudi kot adhezijski protein, protein kostnega
matirksa, vpliva na rast nevritov in sodelyje v procesu tvorbe amiloidnih fibrilov, ki so ena

od macilnosti Alzheimerjeve bolezni (Zhang, 2004).

2.5.2.2 Acetilholinesterazni inhibitorji

Acetilholinesterazni inhibitorji se uporabljajo predvsem kot farmacevtski izdelki n kot

pesticidi za zatiranje insektov in drugih Clenonozcev.

V medicini se uporabljajo za vzpostavljanje ravnovesja pri boleznih, kjer imamo nezadostne
kolicine ACh oziroma povecano delovanje AChE. Najprej so jih uporabljali v oftalmolo giji
za zdravljenje glavkoma. Glavkom povzroc¢a zastajanje in kopicenje prevelike koli¢ine
prekatne vode v oCesu, zaradi nepravilnega delovanje drenaznega sistema. Prekatna voda, ki
zapolnjuje sprednji oCesni segment, je pomembna za ohranjanje oblike oCesa in za prehrano

lece in rozenice. Nastaja v ciliarnem telesu v zadajSnjem prekatu, mimo leCe prehaja v
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sprednji prekat in se preko trabekularnega mrezja filtrira v Schlemmov kanal, od koder se
vrne v krvni obtok. Neravnotezie med nastajanjem in odtekanjem prekatne vode lahko
povzro¢i poviSan znotrajoCesni tlak, povezan z nastankom glavkoma. Holinergi¢na
stimulacija povecCa dilatacijo odvajalnega omrezja in s tem omogoca hitrejSe odvajanje

odvecne teko¢ine (Houghton in sod., 2006).

V preteklosti so AChe mhibitorje uporablili tudi pri zdravljenju avtoimunske bolezni
miastnije gravis, za katero sta znacilni Sibkost miSic in hitra utrudljivost. Vzrok za nastanek
te patologije je napacen imunski odziv protiteles proti acetiholinskim receptorjem na

postsinapticni membrani ZivénomiSicnega stika.

V danasnjem casu so AChE mhibitorji predvsem uporabljeni za zdravljenje simptomov AB.
To potrjuje pojav hipoteze o povezavi AB z nizko ravnjo ACh v mozganih (Perry in sod.,
1979) in dokazov, da naj bi AChE pospesila nalaganje beta-amiloidnih plakov v dolo¢enih
mozganskih podroc¢jih znacilnih za Alzheimerjevo bolezen (Roberson in sod., 1997).

2.5.2.3 Alzheimerjeva bolezen

Alzheimerjeva bolezen (AB) je leta 1907 prvi opisal dr. Alois Alzheimer, ko je v posmrtni
histoloski raziskavi naSel in opisal dva tipa primarnih kardinalnih poskodb moZganov;

amiloidne plake in nevrofibrilarne pentlje.

AB je najpogostejSi vzrok ireverzibilne demence in podatki iz leta 2012 kaZejo da prizadene
ve¢ kot 35 milijonov ljudi po vsem svetu. Samo v ZDA je po ocenah 5,5 milijona ljudi
prizadetih s to boleznijo. Do sredine stoletja naj bi se ta Stevika povecala na 13,8 milijone
bolnikov. Leta 2013 je bilo uradno zabeleZzenih 84,767 smrti zaradi AB, kar pomeni, da je
bil Sesti najpogostejSi vzrok smrti v ZDA i peti vodilni vzrok smrti za AmeriCane nad 65
let starosti. Med letoma 2000 n 2013 so se smrtni primeri zaradi kapi, bolezni srca in raka
prostate zmanjSali za 23%, 14% in za 11%, medtem ko so se smrti zaradi AB povecale za

71% (Alzheimer's Association, 2016).

Amiloidni  plaki so posledica nenormalne zunajcelicne akumulacije in odlaganja
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amiloidnega beta peptida. V nevronih sta prisotna encima - in y-sekretaze, ki cepita
amiloidni prekurzorski protein na amiloidni B-peptid 40 in amiloidni B-peptid 42. Ta dva

peptida se preko vodikovih vez nato povezujeta izven celice in tvorita amilodne plake.

Iz modificiranih tau proteinov pa nastanejo nevrofibirlarne pentlie. Vloga tau proteinov v
zdravi celici je stabilizacija mikrotubulov, pomembnih celicnih transporterjev hranil in
drugih snovi. Pri AB se tau proteini spremenijo in odcepijo od mikrotubulov, kar posledi¢no
vodi do razpada le teh. Posledicno razpade transportni sistem, kar vodi v degradacijo
nevrona. Odcepljeni modificirani tau proteini se nato zdruzujejo v nevrofibrilarne pentlje, ki

se Sirjo po mozganih pacienta in vodijo k cerebralni atrofiji (Serrano-Pozo in sod., 2011).

Ceprav patogeneza AB $e¢ ni popolnoma znana, nam je ve¢ kot stoletje raziskav podalo
namige o njenth mehanizmih in moznih intervencijah. Poleg tipicnih znakov, kot so
nepravilno zgubani amiloidni plaki in tau nevrofibrilarne pentlje, zasledimo v mozganih
Alzheimerjevih bolnikov tudi znake obsezne nevronske degeneracije (Ballardi i sod.,
2011). Upad kognitivnih funkciji je posledica selektivne izgube holinergicnih nevronov in
sinaps v bazalnem delu prozencefalona. To je privedlo do ,holinergi¢ne hipoteze®™, ki
predlaga poveCanje nivoja acetilholina z uporabo AChE inhibitorjev, ki preprecijo hidrolizo
acetilholina v holinergi¢nih sinapsah. Poleg klasicne vloge naj bi AChE bile povezane tudi
pri nevrotoksi¢ni kaskadi agregacije AB (Siman in sod., 2005).

Uradna medicna za zdravljenje AB uporabalia dve wrsti licenciranih zdravil;
acetilholinesterazne inhibitorje in memantina, N-metil-D-aspartat receptorski antagonist, ki
omejuje eksitotoksiCnost glutamata. V obeh primerih gre za simptomatsko zdravljenje, ki

daje bolnikom le skromne in zacasne koristi (Mehikova, 2007).

2.5.3 Protibakterijsko delovanje

Razvoj antibiotikov je bil eden izmed najpomembnejSih znanstvenih dosezkov v zadnjih
sedemdesetih letih. Antibiotiki delujejo tako, da ovirajo metabolne procese bakteriji ali
napadajo strukturno celovitost organizma (Fuchs in sod., 2004). Mehanizem delovanja je

predvsem povezan s posegi v sintezo celine stene, spremembami v plazemski prepustnosti
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membrane, motnjami v podvajanje kromosomov, oziroma Vv sintezi beljakovin (Tenover,
2006). Celicna stena daje bakterijski celici obliko in rigidnost, ter deluje kot osmotska
pregrada (Koch, 2003). Vsebnost peptidoglikanov v celiéni steni je pri Gram-negativnih
10% in pri Gram-pozitivnih bakterijah 60% (Opal, 1999; Ginsburg, 2002).

Odpornost bakterij na antibiotike je zaskrbljujo¢a aktualna tematika, saj so neko¢ lahko
ozdravljive bolezni sedaj problematicne (WHO, 2000; Peres-Bota in sod., 2003). Korelacija
med multirezistentnimi mikroorganizmi i bohiSnicnimi okuzbami kaze na to tezavo in
potrebo po cCimprejSnjih resitvah (Pittet, 2005). Leta 2010 je Swvetovna zdravstvena
organizacija (WHO) urgirala vsem drzavam, naj izvajajo kontrolne postopke za
preprecevanje razmnozevanja multirezistentnih bakterij na zdravila, s poudarkom na
tveganjih, povezanin z pomanjkanjem alternativnih terapij proti tem mikroorganizmov
(WHO, 2010).

Zaradi tega je odkrivanje novih u¢inkovitih protimikrobnih snovi, ki delujejo na rezistentne
patogene mikroorganizme, kljunega pomena. V zadnjih letih se je iskanje novih u¢inkovin
razsirilo na mnoge razlicne skupine organizmov, med katerimi so tudi gobe, kot alternativne

vire novih protibakterijskih ucinkovin.

Tako uzitne, kot neuzitne gobe so pokazale protimikrobno delovanje proti patogenim
mikroorganizmom, vkljuéno z bakterjami povezanimi z bohiSniénimi okuzbami
(Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas maltophila, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii, Proteus mirabilis,
Serratia marcescens) in multirezistentimi  sevi (MRSA - methicillin-resistant
Staphylococcus aureus, MRSE - methicillin-resistant Staphylococcus epidermidis, PRSP -
penicillin-resistant Streptococcus pneumonia, VREF - vancomycin-resistant Enterococcus

faecium).

Iz gob izolirane aktivne protibakterijske uéinkovine spadajo med primarne in sekundarne
metabolite. Med primarnimi dobimo predvsem proteine, peptide in oksalno kislino, med
sekundarnimi pa seksviterpene, steroide, antrakinone, derivate benzojske kisline in kinoline
(Alves in sod., 2012).
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Razpolozljivi podatki iz literature kazejo vecjo antimikrobno aktivnost gobjin ekstraktov
proti Gram-pozitivnim bakterijam. Med vsemi gobami je Lentinus edodes najbolj raziskana
vrsta in raziskave so pokazale, da ima generalno protimikrobno delovanje proti Gram-
pozitivnim in Gram-negativnim bakterijam (Hirasawa in sod., 1999; Ishikawa in sod., 2001;
Hearst in sod., 2009). Peptid plektazin, pridobljen iz Pseudoplectania nigrella je izolirana
spojina z najvisjo antimikrobno aktivnosti proti Gram-pozitivnim bakterijam, medtem ko 2-
aminokinolin, izoliran iz Leucopaxillus albissimus, ima najvisjo antimikrobno aktivnost

proti Gram-negativnim bakterijam (Mygindin sod., 2005; Signoretto in sod., 2011).

2.5.4 Protivnetno delovanije

Vnetje ima pomembno vlogo pri mnogih s starostjo povezanimi kronicnimi boleznimi, kot
so akutne in kronicne nevrodegenerativne bolezni, degenerativne kostno-miSicne bolezni,
bolezni srca in ozlja, diabetes, astma, revmatoidni artritis in vnetne crevesne bolezni
(Badolato in Oppenheim, 1996; Brod, 2000; Perry, 2004; Gu i sod., 2010;).
Konvencionalna medicina za lajSanje vnetja uporablja nesteroidna protivnetna zdravila, ki
pa mmajo mnoge nezazelene stranske ufmke in lahko povzro€ijo gastrointestinalno
toksicnost. Povezane so tudi s poveCanim krvnim tlakom, poveCanim tveganjem
kongestivnega srénega popuscanja in pojavom tromboz (Aisen i sod., 2003; McMurray in
Hardy, 2002). Uztne gobe predstavljajo zanimivo alternativo, saj kot funkcionalna Zivila
vsebyjejo Stevilne biolosko aktivne snovi s protivnetnim delovanje. To so v glavnem
polisaharidi, terpeni, fenolne kisline, steroidi, maScobne kisline i drugi metaboliti. Med
temi so najbolj aktivni polisaharidi (beta-glukani), terpenoidi in fenolne spojme (Wasser in
Weis, 1999; Rai in sod., 2005; Taofiga i sod., 2016).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL

Nabiranje gob je potekalo oktobra in novembra 2007 v Mehki dolini pri Idriji,

na dveh

lokacijah pri Vojskem (Za Robom in na Hudourniku) in na Sienskem hribu v Ljubljani.

Nahajalis¢a nabranih gob so prikazan na Sliki 2.
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Slika2: Lokacije obmocja nabiranja lesnih in travni§kih gob

V Preglednici 1 je seznama proucevanih saprofitskih in mikoriznih gob zto¢nimi lokacijami
in datumi nabranih primerkov. Poleg slovenskega in latinskega imena posamezen gobe je

navedeno tudi ime osebe, ki je vzorce dolocila.

Preglednica 1: Seznam nabranih travniskih gob uporabljenih pri diplomskem delu z latinskim in slovenskim

imenom, datumu nabiranja, lokacijo najdbe in imenom osebe, ki jih je doloéila.

latinsko ime slovensko ime nabrano lokacija determiniral

Hydnum repandum Rumeni jezek 20. 10. 2007 Za Robom (Vojsko) T. Grebenc
Bjerkandera adusta Osmojena bjerkandera | 20. 10. 2007 Za Robom (Mojsko) S. Serod
Leccinum scabrum Brezov ded 20. 10. 2007 Za Robom (Mojsko) J. Kosec
Trametes hirsuta Kosmata ploskocevka | 20. 10. 2007 Za Robom (Vojsko) J. Kosec

Suillusbovinus Prozna lupljivka 20. 10. 2007 Za Robom (Vojsko) A. Jesenko

Armillaria ostoyae Cmomek}nasm 19. 10. 2007 | Mehke Doline pri Idriji | A.Jesenko

mraznica
Lactariustorminosus Kosmata mleénica 20. 10. 2007 Za Robom (Vojsko) T. Grebenc

se nadaljuje
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Nadaljevanje Preglednice 1: Seznam nabranih travni§kih gob uporabljenih pri diplomskem
delu z latinskim in slovenskim imenom, datumu nabiranja, lokacijo najdbe in imenom

osebe, ki jih je dolocila.
latinsko ime slovensko ime nabrano lokacija determiniral
Neobulgaria pura Cedna novobolgarka | 19. 10. 2007 | Mehke Doline pri Idriji A. Piltaver
Hygrocybe coccinea Skrlatna vlaznica 19. 10. 2007 | Mehke Doline pri Idriji A. Piltaver
Pseudqhydnum Navadna ledenka 20. 10. 2007 Za Robom (Vojsko) V. Jelen Sajn
gelatinosum
Hygrocybe fornicata Oblokasta vlaznica 20. 10. 2007 Za Robom (Vojsko) A. Piltaver
Clytocybe geotropa Pozna livka 20. 10. 2007 Za Robom (Vojsko) A. Jesenko
Hygrophoruslucorum | Macesnovapolzevka | 20. 10. 2007 Za Robom (Vojsko) J. Kosec
Piptoporusbetulinus Brezova odpadljivka | 20. 10. 2007 Za Robom (Vojsko) A. Piltaver
Hypholoma capnoides | Sivolistna Zzveplenjaca | 21. 10. 2007 Hudournik (Mojsko) A. Piltaver
Gymnopilus penetrans Predirna plamenka 22. 11. 2007 SESLJ?L?;IIJ?;:aSb V. Jelen Sajn
Flammulina velutipes Zimska panjevka 22. 11. 2007 S1§§ns1§1 hrib V. Jelen Sajn
(Ljubljana)

Amanita muscaria Rdefa musnica 20. 10. 2007 Za Robom (Vojsko) K. Sep¢i¢
Oudemansiellamucida | Sluzasta Sirokolostka | 21. 10. 2007 Hudournik (Mojsko) A. Piltaver
Panellusserotinus Pozni zgrucevec 20. 10. 2007 Za Robom (Vojsko) J. Kosec
Hypoxylon fragiforme Jagodastiskorjoder 19. 10. 2007 | Mehke Doline pri Idriji K. Sep¢i¢

Russula drimea Lomljiva golobica 20. 10. 2007 Za Robom (Mojsko) A. Piltaver
Schizophyllumcommune | Navadna cepilistka 19. 10. 2007 | Mehke Doline pri Idriji | A.Jesenko
Tricholomopsisrutilans | Rdeckasta trhlenka 20. 10. 2007 Za Robom (Vojsko) J. Kosec

Trametes versicolor Pisana ploskocevka 19. 10. 2007 | Mehke Doline pri Idriji A. Piltaver
ps-erlzlc;::r? ilt?tri?:n s Varljiva kolobarnica | 20. 10. 2007 Za Robom (Vojsko) J. Kosec
Trichaptum abietinum Jelkova apnenka 20. 10. 2007 Za Robom (Vojsko) J. Kosec
Trametes gibbosa Grbasta ploskocevka | 19. 10. 2007 | Mehke Doline pri Idriji A. Piltaver
Polyporusbrumalis Zimski luknji¢ar 20. 10. 2007 Za Robom (Vojsko) J. Kosec
Lasiochlaenabenzoina Smrekova irhovka 21. 10. 2007 Hudourmnik (Mojsko) J. Kosec
Cystoderma carcharias Gorska zrnovka 20. 10. 2007 Za Robom (Vojsko) V. Jelen Sajn
Daedaleopsis Rdececa zvitocevka 20. 10. 2007 Za Robom (Vojsko) J. Kosec
confragosa
Stereum hirsutum Dlakava slojevka 19. 10. 2007 | Mehke Doline pri Idriji A. Piltaver
Fomes fomentarius Bukova kresilka 19. 10. 2007 | Mehke Doline pri Idriji | T. Grebenc
Pseudocraterel_lus Nagubanapatrobenta | 20. 10. 2007 Za Robom (Vojsko) T. Grebenc
undulatusvar.crispus

3.2 METODE

3.2.1 Priprava in razdelitev vzorcev

Za pripravo vzorcev liofiliziranih gob smo najprej razrezali trdnejSe strukture plodiS¢ na
manjSe ko$cke. Nato smo tako pripravljeno vsebino strli v terilnici, da smo dobili fin prah.

Vzorce smo nato enakomerno razdelili na dva dela. Prvo polovico material smo uporabili
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pri tej diplomski nalogi, drugo polovico je pa Lovro Rozman uporabil za diplomsko nalogo

»Biolosko aktivne snovi v organskih ekstraktih nekaterih lesnih in travniSkih gob«.

3.2.2 Vodni ekstrakti

Za pripravo vodnih ekstraktov smo naprej vzorcem liofiliziranih trosnjakov dodali
deionizirano vodo, da je za nekaj centimetrov prekrivala suhi material. V plasti¢ni
centrifugirki smo nato vzorce ekstrahirali 12 do 24 ur na stresalniku pri 4 °C in 600
obratih/min. Ob zaklju¢eni ekstrakciji smo ekstrakte ponovno centrifugirali za 30 minut pri
4 °C, tokrat pri 15000 obratin/min. Previdno smo odpipetirali supernatante in nato nase
vzorce razdelili v dve 2-ml plastiéni epici. Prvo epico smo smo segrevali na vodni kopeli za
10 minut pri 100 °C. Po ohladitvi vzorcev smo jih Se centrifugirali pri sobni temperaturi za
20 minut pri 13000 obratih/min. Nato smo supernatante odpipetirali v epice, katere smo
oznacili s ¢rko »k« (kuhani vzorec) in jin shranili pri -20°C. Drugo epico smo oznacili s ¢rko

»s« (surovi vzorec) in jo pri -20°C shranili.

3.2.3 Izrac¢un suhe teze ekstrahirane snovi v vzorcih

Za izraCun suhe teze vzorca smo uporabili 2-centimetrske posodice iz aluminijaste folije, ki
smo jih predhodno stehtali, nato smo po 100 ul vzorca odpipetirali v posodice in 30 minut
susili v sterilizatorju pri 120 °C. Po konCanem susenju smo posodice ponovno stehtali,
preracunali suhe teZze v mg/ml in si zapisali rezultate. V Preglednici 3 so prikazani teze suhih

VZOrcev.

3.2.4 Dolocanje koli¢ine proteinov

Za dolocanje koli¢ine protemnov v suhih vzorcih smo primerjali umiritveno krivuljo za znane
koncentracije govejega serumskega albumina (BSA) z izmerjeno absorpcijo nasih vzorcev.
V jamice mikrotitrirne plos¢e smo vbrizgali po 2 ul vzorca in mu dodali 190 pl mesanice
reagentov BCA protein reagent (Pierce, 23223) in BCA protein reagent B (Pierce, 23224) v
razmerju 1:20. Dodali smo $e 8 pl deionizirane vode in nato vzorce inkubirali za 30 minut
pri temperaturi 37 °C. Na isti na¢in smo testirali tudi predhodno pripravljene razli¢ ne
koncentracije standardnega govejega serumskaga albumina (BSA) (10, 5,1, 0.5,0.1, 0.05 in
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0.01 mg/ml). Nato smo dolo¢ili absorpcijo proteinov pri valovni dolzini 550 nm s ¢italcem
mikrotitrnih  plo§¢ (Dynex Technologies, ZDA). Absorpcijske vrednosti prvih Sest
standardov smo dobili eksperimentalno, wvrednosti nad 10 g/ml pa s predvidevanjem
premosorazmernega naras¢anja premice glede na naklon premice med 5 in 10 mg/ml. S
standardizirano premico smo od¢itali vrednosti in pri tem tudi uposStevali faktor razredcitve,

kar nam je podalo koncentracijo proteinov v mg/ml.

3.2.5 Dolocanje hemoliti¢ne aktivnosti

Hemoliticni test nam pokaZe sposobnost u¢inkovin v vzorcih, da poskodujejo membrane

eritrocitov in posledi¢no z veliko verjetnostjo tudi drugih vrst celic.

S centrifugiranjem smo izolirali eritrocite iz sveze goveje kriv, ki so jim dodali citrat, da ni
priSlo do strjevanja. Eritrocite smo trikrat sprali s fizioloSko raztopino in jih nato uporabili
za bioloske teste ali shranili v hladilnikku v Alseverjevem konzervansu. Uporaba tako
pripravljenih eritrocitov je mozna dokler se supernatant ne obarva rdeCe, kar nakazuje na
pojav hemolize. Pred uporabo smo eritrocite v konzervansu dvakrat sprali s fizioloSko
raztopino. Za uporabo v testiranju smo eritrocite resuspendirali v pufru za eritrocite
(raztopina 0,13 M NaCl in 0,02 M TRIS.HCL, pH 7,4). Pripravljena suspenzija eritrocitov

je imela navidezno absorpcijo 1£0.01 pri 650 nm.

S ¢italcem mikrotitrirnih plo$¢ (Dynex Technologies, ZDA) smo spremljali hemolizo, saj
nam ta omogocCa socasno spremljanje 96 Casovnih potekov reakcyji. 70 vdolbinic smo na
mirotitrirni  plo$¢i napolnili s po 100 ul eritrocitenga pufra in 20 ul sveZzega ali kuhanega
ekstrakta posameznih gob. Nato smo v vsako vdolbinico dodali $e po 100 ul eritrocitov in
priceli z meritvijo. Hemoliticno aktivnost vzorcev smo zaznali kot padec absorpcije pri 650
nm. Kontrola nam je bila 100 ul eritrocitnega pufra z dodanimi 20 ul deionizirane vode in

100 pl eritrocitov. Hemolizo smo zasledovali 20 minut pri 25°C.

Pri hemoliti¢cno aktivnin vzorcih smo od¢itali polovicni ¢as hemolize (tso); to je Cas pri
katerem navidezna absorpcija suspenzije eritrocitov pade na polovico zacetne vrednosti Da
smo lahko dolo¢ili koncentracijsko odvisnost hemolize, smo pri hemoliti€no aktivnih

vzorcih teste ponovili $e z manj§im volumnom vzorca (10 pl, 5 pl, 2 Wl in 1 p).
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3.2.6 Dolocanje protibakterijske aktivnosti z difuzijskim testom na trdnem gojiScu

S standardnim difuzijskim testom smo testirali protibakterijsko aktivnost vzorcev nasih gob.
Uporabili smo dva testna seva in sicer sev Escherichia coli kot Gram-negativen sev in
Bacillus subtilis za Gram-pozitiven sev. Ob seva sta iz zbirke Katedre za genetiko in
biologijo mikroorganizmov Oddelka za biologijo Biotehniske fakultete Univerze v
Ljubljani.

V 100 ml erlenmajerici smo sterilno nacepili oba omenjena seva bakteriji. V erlenmajerici
smo predhodno dodali 10 ml avtoklaviranega tekoCega gojis¢a, ki smo ga predhodno
pripravili. Za pripravo gojis¢a smo 2,5 g gojis€a Luria broth (Sigma, ZDA) raztopili v 100
ml deionizirane vode in to raztopino razdelili v erlenmajerici. Preko no¢i smo erlenmajerici
z nacepljenimi gojis¢em stresali pri 250 obratih/minuto pri 37°C. Naslednji dan smo dolo¢ili
Stevilo bakterij tako, da smo 1 ml gojiSa sterino prenesli v plasticno kiveto in na
dvozarkovnem spektrofotometru (Shimadzu, Japonska) izmerili opti€no gostoto pri 600 nm.
Kot slepi poskus smo uporabili sterino Luria broth tekoe gojis¢e. Stevilo bakterij smo
dolocili iz opti€ne gostote raztopine primerjane s standardiziranimi umeritvenimi krivuljami

za ustrezna bakterijska seva.

Nato je sledila priprava trdega gojis¢a z meSanjem in raztaplianjem 15 g agarja (Meck,
Nemcija) in 25 g gojis€a Luria broth v enem litru deionizirane vode. V dvolitrske
erlenmajerice  smo nalili tako pripravijeni medij in pokrite z aluminijasto folijo jih
avtoklavirali. Vro¢ mediji smo po avtoklaviranju ohladili na primerno temperaturo (~42°C).
PreraCunati smo morali volumen tekoce bakterijske kulture in sicer tako, da bo koncna
koncentracija okoli 5x10° bakterijskih kolonij na 1 1 gojis¢a. Izmerjena koncentracija
prekono¢nih bakterijskih kultur v gojis¢u je bila okoli 2x108, kar je pomenil, da smo morali
dodati 2,5 ml inokulata v 1 I avtoklaviranega gojiScnega medija. Volumne, ki smo jih
preracunali, smo sterino prenesli v ohlajen medij in vse skupaj dobro premeSali. Nato smo
20 ml gojisca z veepljenim bakterijskim sevom razlili na vsako od 72 Petrijevih plos¢. Tako
pripravljenih 36 plos¢ z bakterijskim sevom Escherichia coli in 36 plos¢ z bakterijskim

sevom Bacillus subtilis smo nato shranili do uporabe pri 4 °C.

V vsako plos¢o smo s steriliziranim plutovrtom zvrtali po tri luknje premera 1 cm. To smo

naredili tik pred uporabo in nato dodali v vsako izmed lukenj 100 pl surovega ali kuhanega
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vzorca. Kontrola nam je bila 100 pl deionizirane vode. Vzorce smo ¢ez no¢ inkubirali pri 37

°C in nato izmerili polmere nhibicijskih con, ki so bile vidne okoli luken;.
3.2.7 Testinhibicije acetilholinesteraze

Aktivnost acetilholinesteraze in njeno inhibicijo s testnimi vzorci smo zasledovali z
Ellmanovo metodo (Ellman in sod., 1961) s C¢italcem mikrotitrnih plos¢ (Dynex
Technologies, ZDA). Kot encim smo uporabili AChE iz elektricne jegulje (Sigma, ZDA),
ki smo jo raztopili v 100 mM fosfatnem pufru, pH 7.3 v koncentraciji 500 encimskih enot
(EE)/ml. Pred zaCetkom testa smo encim redCili tako, da smo k 8 ml fosfatnega pufra dodali
8 ul encima AChE. Mikrotitrno plos¢o smo napohili s po 150 pl meSanice Ellmano ve ga
reagenta (raztopina 5,5-ditiobis-2-nitrobenzojske kisline (91 mg) in natrijevega hidrogen
karbonata (37.5 mg) v 25 mM fosfatnem pufru, pH 7.0) in substrata (acetilholin, 1 mM). To
meSanico smo predhodno pripravili tako, da smo zmeSali 50 ml Ellmanovega reagenta s 50
W 1 M acetilholina. Nato smo v posamezno vdolbinico mikrotitrske plos¢e dodali po 20 ul
testnega vzorca (svezega ali kuhanega ekstrakta gobe) ter 50 ul AChE. Pri kontroli smo
namesto vzorca dodali 20 ul vode. Vse meritve smo izvajali 5 min pri 405 nm in 25 °C s
¢italcem mikrotitrskih plos¢ (Dynex, ZDA).
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4 REZULTATI

4.1 DOLOCANJE KOLICINE SUHE SNOVI IN PROTEINOV V VODNIH
EKSTRAKTIH

Najvecje koncetracije suhe snovi smo dobili pri vzorcih Leccinum scabrum, Lactarius
torminosus, Amanita muscaria Oudemansiella mucida, Armillaria ostoyae in Clytocybe
geotropa. Koncentacija proteinov je pa bila najveja pri vzorcih Trametes gibbosa,
Hygrocybe coccinea, Bjerkandera adusta, Leccinum scabrum, Clytocybe geotropa in
Tricholomopsis rutilans. Koncetracije suhih snovi so delno sovpadale s koncetracijami

proteinov (Preglednica 2).

Preglednica 2: Koli¢ina suhe snoviin proteinov v surovih (s) in kuhanih (k) vodnih ekstraktih gob.

Koncentracija | Koncentracija
Vrsta gobe Oznaka vzorca | suhesnovi proteinov
(mg/ml) (mg/ml)

1s 59 0,195
Hydnum repandum T 68

. 2s 16 0,398
Bjerkandera adusta K 08

. b 3s 29,3 0,399
Leccinum scabrum ™ 205

Trametes hirsuta 4 59 0,169
4k 55

. . 5s 9,9 0,240
Suillusbovinus oK 44

Armillaria ostoyae 6 12,7 0.185
6k 11,5

Lactariustorminosus s 165 0335
7k 8,3

. 8s 9,4 0,120
Neobulgariapura 8K 28

. 9s 31 0,565
Hygrocybe coccinea oK X,

. 10s 1,7 0,113
Pseudohydnumgelatinosum T0K 16

Hygrocybe fornicata 11s 34 0.230
11k 29

Clytocybe geotropa 125 11,3 0,392
12k 9,8

Hygrophorus lucorum 135 6.7 0.127
13k 53

se nadaljuje
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Nadaljevanje Preglednice 2: Koli¢ina suhe snovi in proteinov v surovih (s) in kuhanih (k)
vodnih ekstraktih gob.

Koncentracija | Koncentracija
Mista gobe Oznaka vzorca | suhesnovi proteinov
(mg/ml) (mg/ml)

Piptoporus betulinus 14s 2,7 0,228
14k 15

; 15s 8,8 0,127
Hypholoma capnoides T 34

Gymnopilus penetrans 165 57 0,370
16k 2,6

Flammulina velutipes 17s 7,6 0,150
17k 75

Amanita muscaria 185 149 0,272
18k 11,4

; . 19s 17,9 0,275
Oudemansiella mucida ok i

Panellusserotinus 20s 81 0,207
20k 7.4

Hypoxylon fragiforme 21s 2,8 0131
21k 15

Russula drimea 225 93 0,192
22k 7.9

; 23s 2,9 0,129
Schizophyllumcommune 3K 57

Tricholomopsis rutilans 24s 91 0,399
24Kk 6,4

Trametes versicolor 25 53 0,186
25k 38

i ot 26s 2 0,218
Tricholoma pseudonictitans oK )

; P 27s 3,3 0,120
Trichaptum abietinum Tk >

i 285 2,2 0,592
Trametes gibbosa ok 6

. 29s 2 0,117
Polyporusbrumalis 0K "

; : 30s 3 0,130
Lasiochlaena benzoina 0K ”

. 31s 3,6 0,224
Cystoderma carcharias 3k 5

; 32s 16 0,148
Daedaleopsis confragosa K 13

Stereum hirsutum 33 11 0,128
33k 0,8

Fomes fomentarius 34s 15 0,249
34k 15

35s 21 0,123
Pseudocraterellusundulatus K 1
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4.2 HEMOLITICNA AKTIVNOST

Hemoliticno aktivnih vodnih ekstraktov je bilo pet od sedemdesetih vzorcev. To so bili svezi

ekstrakti Hydnum repandum, Lactarius torminosus, Hygrocybe coccinea, Hygrocybe

fornicata in Oudemansiella mucida. Mo¢no hemoliticno aktivnost (pod 5 minut)

pokazala sveza ekstrakta gob Hydnum repandum in Oudemansiella mucida, zmerno
aktivnost (med 5 in 10 minutami) je pokazal ekstrakt Hygrocybe coccinea in rahlo aktivnost

(med 10 in 30 minutami) sta pokazala ekstrakta Lactarius torminosus in Hygrocybe

fornicata (Preglednica 3).

Vse vzorce, ki so prikazali hemoliticno aktivnost, smo v nadaljevanju redCili in testirali

polovi¢ni ¢as hemolize.

Preglednica 3: Hemoliticna aktivnostv surovih (s) in kuhanih (k) vodnih ekstraktih gob.

prazno = ni aktivnosti

+ = rahla aktivnost (hemoliza potecev ¢asumed 10 in 30 minutami)
++ = zmerna aktivnost (hemoliza potecev ¢asumed 5 in 10 minutami)
+++ =mocna aktivnost (hemoliza potece v Casu, krajSem od 5 minut)

Koncentracija | Koncentracija | Hemoliza (-
Vista gobe Oznaka vzorca | SUNESMOVIY | prOLeinoVY | - +:4+:+++)
testu (mg/ml) testu
(mg/ml)
1s 0.536 0,018 e
Hydnum repandum 1K 0,618
) 2 0,145 0,036
Bjerkandera adusta K 1,891
. 3s 2,664 0,036
Leccinum scabrum 3K 1,864
_ 4s 0,536 0,015
Trametes hirsuta 4k 0,5
. ) 5s 0,9 0,022
Suillusbovinus Bk 1,309
- 6s 1,155 0,017
Armillaria ostoyae 6k 1,045
. . 7s 15 0,03 +
Lactariustorminosus T~ 0,755
Neobulgaria pura ® e -
8k 0,255
_ 9s 0,282 0,051 t
Hygrocybe coccinea ok 0,336

se nadaljuje
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Nadaljevanje Preglednice 3: Hemolitiéna aktivnost v surovih (s) in kuhanih (k) vodnih

ekstraktih gob.

Koncentracija | Koncentracija | Hemoliza (-
Vrsta gobe Oznaka vzorca suhesnoviv | - proteinovv )
testu (mg/ml) testu
(mg/ml)
. 10s 0,155 0,01
Pseudohydnumgelatinosum 10K 0.145
Hygrocybe fornicata L1s 0,309 0021 !
11k 0,264
12s 1,027 0,036
Clytocybe geotropa K 0,891
13s 0,609 0,012
Hygrophoruslucorum 13K 0,482
. . 14s 0,245 0,021
Piptoporusbetulinus K 05
. 15s 08 0,012
Hypholoma capnoides 15K 0.300
. 16s 0,518 0,034
Gymnopilus penetrans 16K 0782
Flammulina velutipes 17s 0,691 0014
17k 0,682
. . 18s 1,355 0,025
Amanita muscaria 18K 1036
. . 19s 1,627 0,025 +++
Oudemansiellamucida 19K 1807
Panellus serotinus 208 0,736 0019
20k 0,673
. 21s 0,255 0,012
Hypoxylon fragiforme 1K 0,400
. 22s 0,845 0,017
Russula drimea K 0718
Schizophyllumcommune 235 0,264 0012
23k 0,218
. . . 24s 0,827 0,036
Tricholomopsis rutilans ik 0,581
. 25s 0,482 0,017
Trametes versicolor oK 0345
. . 26s 0,182 0,02
Tricholoma pseudonictitans 26K 0.218
. . 27s 03 0,011
Trichaptum abietinum 7K 0277
. 28s 0,2 0,054
Trametes gibbosa 28K 0.145
Polyporus brumalis 2% 0,182 0011
29k 0,2

se nadaljuje
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Nadaljevanje Preglednice 3: Hemolitiéna aktivnost v surovih (s) in kuhanih (k) vodnih
ekstraktih gob.

Koncentracija | Koncentracija | Hemoliza (-
Virsta gobe Oznaka vzorca suhesnoviv | proteinovy )
testu (mg/mi) testu
(mg/ml)
) . 30s 0,273 0,012
Lasiochlaenabenzoina 0K 0.764
Cystoderma carcharias 31s 0,327 0.02
31k 0,172
. 32s 0,145 0,013
Daedaleopsisconfragosa 0K 0.118
. 33s 0,1 0,012
Stereum hirsutum 33K 0.164
Fomes fomentarius 348 0.136 0023
34k 0,136
35s 0,191 0,011
Pseudocraterellusundulatus 35K 01

Preglednica 4 prikazuje rezultate testiranih vzorcev, ki so bili hemoliticno aktivni v
preliminarnem testu. Razred¢enim vzorcem na 10 ul, 5ulin 2 ul, smo dolocili koncentracijo
proteinov in suhe snovi in si zabelezili ¢as polovicne hemolize (ts0). Pri svezi ekstraktih
Hydnum repandum, Lactarius torminosus, Hygrocybe coccinea in Hygrocybe fornicata smo
zaznali hemolizo le pri 10 pl volumnu vzorca. Svez ekstrakt Oudemansiella mucida je
pokazal najve¢jo hemoliticno aktivnost in sicer polovicni ¢as hemolize je bil 180 sekund pri

10 ul, 600 sekund pri 5 pl in 720 sekund pri 2 pl razredCitvi (Preglednica 4).

Preglednica 4: Hemoliti¢na aktivnostv surovih (s) in kuhanih (k) vodnih ekstraktih gob, ki so v
preliminarnem testu povzrocili hemolizo.

Omaka | Volumen | Koncentracija | - Koncentracija Cas polovicne
Vrsta gobe vzorca | vVZoreav suhesnoviv proteinov v hemolize (tso)
testu testu (mg/ml) testu (mg/ml) (s)
1s 10ul 0,281 0,009 270
Hydnum repandum Sul 0,144 0,005 ni hemolize
2ul 0,058 0,002 ni hemolize
7s 10ul 0,786 0,016 1320
Lactariustorminosus Sul 0,402 0,008 ni hemolize
2ul 0,163 0,003 ni hemolize
9 10ul 0,148 0,027 600
Hygrocybe coccinea Sul 0,076 0,014 ni hemolize
2ul 0,031 0,006 ni hemolize

se nadaljuje
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Nadaljevanje Preglednice 4: Hemoliticna aktivnost v surovih (s) in kuhanih (k) vodnih
ekstraktih gob, ki so v preliminarnem testu povzrocili hemolizo.

11s 10ul 0,162 0,011 2160
Hygrocybe fornicata Sul 0,083 0,006 ni hemolize
2ul 0,034 0,002 ni hemolize
19s 10ul 0,852 0,013 180
Oudemansiellamucida Sul 0,437 0,007 600
2ul 0,177 0,003 720

Najvecjo odvisnost reciprocnega polovicnega ¢asa hemolize od koncentracije proteinov sta
pokazala ekstrakta Oudemansiella mucida in Hydnum repandum, najmanjso pa Hygrocybe

fornicata in Lactarius torminosus (Slika 3).

0,006 -
0,005 + —@— Hydnum repandum 1s
—@— Lactarius torminosus 7s
0.004 —@&— Hygrocybe coccinea 9s
DA —@— Hygrocybe fornicata 11s
{D‘ —@— Oudemansiella mucida 19s
g 0,003

0,002 -

0,001

0,000

30

proteini (ug/ml)

Slika3: Odvisnostreciproéne vrednostipoloviénega ¢asa hemolize (1/t50) od koncentracije proteinov
hemolitiéno aktivnih vzorcev vodnih ekstraktov lesnih gob Hydnum repandum (1s), Lactariustorminosus
(7s), Hygrocybe coccinea (9s), Hygrocybe fornicata (11s) in Oudemansiellamucida (19s).

Zasledili smo korelacijo med koncentracijo suhe snovi in koncetracijo proteinov z

odvisnostjo  recipro¢ne vrednosti polovicnega Casa hemolize. Ekstrakti z najvecjo
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(Oudemansiella mucida, Hydnum repandum) in njamanj$o (Hygrocybe fornicata, Lactarius

torminosus) aktivnostjo so bili isti v obeh primerih (Slika 4).

0,006 ~ —@— Hydnum repandum 1s
—@— Lactarius torminosus 7s
—@&— Hygrocybe coccinea 9s

00054 | —@— Hygrocybe fornicata 11s
—® — Oudemansiella mucida 19s

0,004

@
2 0,003 -

0,002 -

0,001

0,000 T T T T T

0 200 400 600 800

suha snov (ug/ml)

Slika4: Odvisnostreciproéne vrednostipoloviénega ¢asa hemolize (1/tso) od koncentracije suhe snovi
hemoliti¢no aktivnih vzorcev vodnih ekstraktov lesnih gob Hydnum repandum (1s), Lactariustorminosus
(7s), Hygrocybe coccinea (9s), Hygrocybe fornicata (11s) in Oudemansiellamucida (19s).

4.3 PROTIBAKTERINSKA AKTIVNOST

Nobeden od svezih ali kuhanih vzorcev nasih gliv ni pokazal protibakterijske aktivnosti na
Gram-pozitivno bakterijo B. subtilis ali na Gram-pozitivno bakterijo E. coli. Zato sklepamo,

da testirane glive nimajo bakteriocidne aktivnosti (Preglednica 5).
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Preglednica 5: Rezultati protibakterijske aktivnostisurovih (s) in kuhanih (k) vodnih ekstraktov testiranih

gob.

Vrsta gobe

Oznaka vzorca

Koncentracija
suhesnoviv
testu (mg/ml)

Koncentracija
proteinov v
testu (mg/ml)

Sirina
inhibicijske
cone B.
subtillis

Sirina
inhibicijske
cone E. coli

(mm)

(mm)
1s 059 0.0195 0 0
Hydnum repandum m 058 : 0
i 2s 0,16 0.0398 0 0
Bjerkandera adusta o 008 0 0
i 3s 2,93 0.0399 0 0
Leccinum scabrum x 205 : 0
i 4s 0,59 0.0169 0 0
Trametes hirsuta m 0 - 0
Suillusbovinus 5 0,99 0.0240 0 0
5k 0,44 0 0
illari 6s 1,27 0.0185 0 0
Armillaria ostoyae . 15 - 0
i i 7s 1,65 0.0335 0 0
Lactariustorminosus 7k 08 . ’
Neobulgaria pura 8s 094 0.0120 0 0
8k 0,28 0 0
i 9s 0,31 0.0565 0 0
Hygrocybe coccinea % 027 - 0
; 10s 0,17 0.0113 0 0
Pseudohydnumgelatinosum 0k 015 5 0
Hygrocybe fornicata 11s 0,34 0.0230 0 0
11k 0,29 0 0
12s 1,13 0.0392 0 0
Clytocybe geotropa oK 0% 5 0
13 0,67 0.0127 0 0
Hygrophoruslucorum e 053 ; 0
Piptoporus betulinus 14s 0,27 0.0228 0 0
14k 0,15 0 0
i 15s 088 0.0127 0 0
Hypholoma capnoides oK 034 ; 0
; 16s 0,57 0.0370 0 0
Gymnopilus penetrans o 055 - 0
Flammulina velutipes 17s 0,76 0.0150 0 0
17k 0,75 0 0
. . 18s 1,49 0.0272 0 0
Amanita muscaria oK 14 - 0
i i 19 1,79 0.0275 0 0
Oudemansiellamucida ok Tl ; ’
Panellusserotinus 20s 0,81 0.0207 0 0
20k 0,74 0 0

se nadaljuje
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Nadaljevanje Preglednice 5: Rezultati protibakterijske aktivnosti surovih (s) in kuhanih (k)
vodnih ekstraktov testiranih gob.

Sirina Sirina
Koncentracija | Koncentracija | inhibicijske inhibicijske
Vrsta gobe Oznaka vzorca | suhesnoviv | proteinovyv cone B. cone E. coli
testu (mg/ml) | testu (mg/ml) subtillis (mm)
(mm)
Hypoxylon fragiforme 21s 0.28 00131 0 0
21k 0,15 0 0
. 225 0,93 0.0192 0 0
Russula drimea 2k 0,79 0 0
. 23s 0,29 0.0129 0 0
Schizophyllumcommune 73K 024 0 0
Tricholomopsis rutilans 248 091 00399 0 0
24k 0,64 0 0
. 25s 0,53 0.0186 0 0
Trametes versicolor 25K 0.33 0 0
. . 26s 0,2 0.0218 0 0
Tricholoma pseudonictitans 6k 014 0 0
Trich bieti 27s 0,33 0.0120 0 0
richaptum abietinum K 025 0 5
. 28s 0,22 0.0592 0 0
Trametes gibbosa 8k 0.16 0 0
. 29 0,2 0.0117 0 0
Polyporusbrumalis 20k oL 0 0
Lasiochlaena benzoina 308 0.3 00130 0 0
30k 0,14 0 0
. 31s 0,36 0.0224 0 0
Cystoderma carcharias 31K 0.19 0 0
dal . » 32s 0,16 0.0148 0 0
Daedaleopsis confragosa K 013 0 0
Stereum hirsutum 358 011 00128 0 0
33k 0,08 0 0
. 34s 0,15 0.0249 0 0
Fomes fomentarius 3K 0.15 0 0
I | 35s 0,21 0.0123 0 0
Pseudocraterellusundulatus Ik 011 0 0

4.4 ANTIACETILHOLINESTERAZNA AKTIVNOST

Pri testiranju nasih vzorcev na inhibicijo acetilholinesteraze smo zaznali aktivnost pri Stirih

svezih in $tirih kuhanih ekstraktih testiranih gob. Najveéjo aktivnost smo zasledili pri

svezem in kuhanem ekstraktu gobe Russula drimea, 26,5% in 21,3%. Svez ekstrakt

Leccinum scabrum je imel 20% stopnjo inhibicije AChE aktivnosti.

Kuhani

ekstrakti
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Bjerkandera adusta, Clytocybe geotropa in Panellus serotinus in sveza ekstrakta Panellus

serotinus in Lactarius torminosus so vsi imeli pod 20% antiacetilholinesterazno aktivnost

(Preglednica 6).

Preglednica 6: Rezultati delovanja vzorcev aktivnostisurovih (s) in kuhanih (k) vodnih ekstraktov testiranih

gob na encim acetilholinesterazo.

Koncentracija | Koncentracija Stopnja Inhibicija
suhesnoviv | proteinovv aktivnosti AChE
Vrsta gobe Oznaka vzorca | testu (mg/ml) | testu (mg/ml) | AChE glede aktivnosti
na kontrolo (%)
(%)

1s 0,536 0,018 100 0
Hydnum repandum K 0618 100 5
. 2s 0,145 0,036 100 0

Bjerkandera adusta K 0073 888 17

. 3s 2,664 0,036 80 20
Leccinum scabrum o 1864 100 5
. 4s 0,536 0,015 100 0
Trametes hirsuta m 05 100 0
Suillusbovinus 58 09 0022 100 0
5k 0,4 100 0
S 6s 1,155 0,017 100 0
Armillaria ostoyae ok 1045 100 0
. . 7s 15 0,03 89 11
Lactariustorminosus e 0755 100 5
Neobulgaria pura 8s 0,855 0,011 100 0
8k 0,255 100 0
. 9s 0,282 0,051 100 0
Hygrocybe coccinea oK 0245 100 5
. 10s 0,155 0,01 100 0
Pseudohydnumgelatinosum 10K 0.145 100 5
Hygrocybe fornicata 11s 0,309 0,021 100 0
11k 0,264 100 0
12s 1,027 0,036 100 0

Clytocybe geotropa ok 0.891 865 B35
13s 0,609 0,012 100 0
Hygrophoruslucorum 3K 0482 100 5
Piptoporusbetulinus 14s 0,245 0021 100 0
14k 0,136 100 0
. 15s 0,8 0,012 100 0
Hypholoma capnoides 5k 0.300 100 5
. 16s 0,518 0,034 100 0
Gymnopilus penetrans 6K 0236 100 5
Flammulina velutipes 17s 0691 0014 100 0
17k 0,682 100 0

se nadaljuje
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Nadaljevanje Preglednice 6: Rezultati delovanja vzorcev aktivnosti surovih (s) in kuhanih
(k) vodnih ekstraktov testiranih gob na encim acetilholinesterazo.

Koncentracija | Koncentracija Stopnja Inhibicija
suhesnoviv | proteinovv aktivnosti AChE
Vrsta gobe Oznaka vzorca | testu (mg/ml) | testu (mg/ml) | AChE glede aktivnosti
na kontrolo (%)
(%)

Amanita muscaria 18s 1,855 0.025 100 0
18k 1,036 100 0
. . 19s 1,627 0,025 100 0
Oudemansiellamucida Tok 1281 100 0

. 20s 0,736 0,019 86,5 135

Panellusserotinus 20Kk 0,673 85.2 1438
Hypoxylon fragiforme 21s 0.2% 0,012 100 0
21k 0,409 100 0

. 22s 0,845 0,017 735 26,5

Russula drimea 22k 0,718 78,7 213
. 23s 0,264 0,012 100 0
Schizophyllumcommune 73K 0218 100 0
Tricholomopsis rutilans 24s 0827 0036 100 0
24k 0,581 100 0
. 25s 0,482 0,017 100 0
Trametes versicolor ek 0345 100 0
. . 26s 0,182 0,02 100 0
Tricholoma pseudonictitans 6k 0.218 100 0
Trichaptum abietinum 278 0.3 0,011 100 0
27k 0,277 100 0
. 28s 0,2 0,054 100 0
Trametes gibbosa 28k 0.145 100 0
. 29s 0,182 0,011 100 0
Polyporusbrumalis 20k 0.127 100 0
Lasiochlaenabenzoina 305 0273 0,012 100 0
30k 0,127 100 0
. 31s 0,327 0,02 100 0
Cystoderma carcharias 31K 0172 100 0
. 32s 0,145 0,013 100 0
Daedaleopsis confragosa K 0118 100 0
Stereum hirsutum 338 0.1 0,012 100 0
33k 0,073 100 0
. 34s 0,136 0,023 100 0
Fomes fomentarius 30K 0.136 100 0
35s 0,191 0,011 100 0
Pseudocraterellusundulatus K 01 100 0
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Inhibicija AChE pri svezih vodnih ekstraktih ni bila odvisna od suhe teZe vzorcev. Ekstrakt
Russula drimea (22), z 26,5% inhibicijo, je imel manjSo suho tezo od ekstrakt Leccinum
scabrum (3), z 20%, in Lactarius torminosus (7), z 11% inhibicijo (Slika 5).

30
0.85
mg/ml

25

2.66

mg/ml
20 J

0.74

151 mg/ml

1.5
mg/ml

10

% inhibicije AChE

12345 6 78 910111213 14 151617181920 21 22 23 24 25 26 27 28 293031323334 35

vzorec

Slika5: Delez inhibicije acetilholinesteraze pri svezih vodnih ekstraktih testiranih travni$kih in lesnih gob.
Nad stolpcije prikazana suhateza vzorca v testu.
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Neodvisnost suhe teZe od deleza inhibicije, lahko zasledimo tudi pri kuhanih ekstraktih. Teza
zvorca kuhanega ekstrakta Russula drimea (22) z najvecjo inhibicijo, je bila manjSa od suhe
teze od ekstrakt Bjerkandera adusta (2) in Clytocybe geotropa (12) (Slika 6).

30 -

25 -
0.72

mg/ml
20 -

0.67
0,89 mg/ml

157 mg/ml

1,89
1 mg/mi

% inhibicije AChE

10

12345678 9 10 111213 14 15 161718192021 22 23 24 25 26 27 28 2930313233 34 35

vzorec

Slika6: Delez inhibicije acetilholinesteraze pri kuhanih vodnih ekstraktih testiranih travni§kih in lesnih gob.
Nad stolpcije prikazana suhateza vzorca v testu.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Cilj naloge je bil testirati vodne ekstrakte (surove in kuhane) 35 wrst mikoriznih in
saprofitskih gob na tri vrste bioloSkih aktivnosti: hemolizo, inhibicijo rasti Gram-pozitivnih

in Gram-negativnih bakterij ter inhibicijo encima acetilholinesteraze.

Hemoliza je proces, pri katerem pride do razpada rdecCih krvnih telesc zaradi wpliva
membransko aktivnih ucinkovin. Ker gre za nezaZelen ucinek je zaZeljeno testirati vse
potencialne terapevtske ucinkovine tudi za hemoliticno aktivnost. Pri testiranju hemoliti¢ no
aktivnih vodnih ekstraktov imamo velikokrat opravka s skupino proteinov imenovanih
hemolizini (Nayak in sod., 2012). Te proteine so intenzivno proucevali pri bakterijah, v
zadnjih nekaj desetletji tudi pri glivah (Bhakdi in sod., 1996). Glivni hemolizini so raznolika
skupina beljakovin, ki ima sposobnost lezije celicne membrane eritrocitov (in drugih celic),
imajo pa tudi druge pleiotropicne funkcije (Callegan in sod., 1999; Wallace in sod., 2000;
Nizet, 2002).

Hemoliticno aktivnih je bilo pet od sedemdesetih vzorcev gob. To so bili surovi ekstrakti
pri Hydnum repandum, Lactarius torminosus, Hygrocybe coccinea, Hygrocybe fornicata in
Oudemansiella mucida. Vse ekstrakte, ki so bili hemoliticno aktivni v preliminarnem testu,
smo nato testirali Se pri 10 pl, 5 ul in 2 pl volumnih vzorca. Najve¢jo hemoliticno aktivnost
sta imela surova ekstrakta Hydnum repandum in Oudemansiella mucida. Oba ekstrakta sta
imela poloviéni Cas hemolize pri 10 pl, kraj$i od 5 minut je bil pri Hydnum repandum 4,5
minut, pri Oudemansiella mucida pa 3 minute. Surovi ekstrakt Oudemansiella mucida je
imel aktivnost tudi pri 5 pl in 2 pl volumnu vzorca ter poloviéni ¢as hemolize (tso) SMO
zabelezili pri 10 in 12 minutah. 10 pl ekstrakti Hygrocybe coccinea, Lactarius torminosus
in Hygrocybe fornicata so imel tso pri 10, 22 in 36 minutah.

Hemoliti¢no aktivnost smo zaznali samo v surovih ekstraktih, kar nam nakazuje, da verjetno
gre za proteine ali druge temperaturno obcutljive polarne molekule. Pri organskih ekstraktih

isth  vrst smo zasledili vecjo hemoliticno aktivnost in sicer sedemnajst vzorcev od
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sedemdesetih je imelo hemolititno aktivnost (9 acetonskih in 8 metanolnih ekstraktov). Stiri
vrste so bile hemoliticno aktivne, tako v organskih kot v vodnih ekstraktih in sicer Hydnum
repandum , Lactarius torminosus, Hygrocybe fornicata in Oudemansiella mucida.
Acetonski ekstrakt Hydnum repandum je bil izredno hemoliticen saj je pri 10 ul je potekla
polovicna hemoliza Ze v 15 sekundah, medtem ko je pri vodnem ekstraktu potekla v 4,5
minutah. Tudi pri manj$ih volumnih je bila hemolitiCan aktivnost acetonskega ekstrakta zelo
moc¢na (5l 45, 2 1651 1yl 195 sekund). V literaturi smo zasledili Studijo Takahashija
in sodelavcev, Kkjer so iz metanolnega ekstrakta gobe Hydnum repandum izolirali repandiol
((2R,3R,8R,9R)-4,6-dekadiin-2,3:8,9-diepoksi-1,10-diol), ki je imel mocno citotoksi¢no
aktivnost proti razlicnim rakavim celicam, kar bi lahko bila posledica lizije celicne
membrane le teh (Takashi in sod., 1992). Sklepamo lahko, da bi repandiol lahko bila tista
ucinkovina, kije povzro€ila tako izrazito hemoliticno delovanje v organskih ekstraktih nasih
gob. Za hemoliti¢no aktivnost smo v vodnih ekstraktih te glive potrebovali bistveno vecje
koncentracije. 1z teh podatkov lahko postavimo dve hipotezi. Lahko je Slo za isto
hemoliti¢no snov, ki se je deloma razporedila tudi v vodno fazo, saj vedno obstaja moznost,
da se del snovi ekstrahira tudi v fazo z druga¢no polarnostjo. Lahko pa gre za dve razlicni
ucinkovini. Vsekakor je vodotopna u¢inkovina v naSem vzorcu bila termolabilna, saj

aktivnosti v kuhanih vzorcih nismo zaznali.

Poloviéni ¢as hemolize pri etanolnemu ekstraktu Oudemansiella mucida je bil tudi krajsi (10
W 75,5 ul 255in 2 wl 210 sekund) v primerjavi z vodnim ekstraktom (10 ul 170, 5 ul 600
in 2 Wl 720 sekund). Pri acetonskem ekstraktu iste vrst pa so dobil daljse tso (10 Wl 3151 5
ul 960 sekund). Tako acetonski (10 pl 120, 5 ul 315 in 2 ul 840 sekund) kot metanolni (10
W 300, 5wl 780 in 2 ul 900 sekund) ekstrakta Lactarius torminosus sta imel krajsi cas
polovicne hemolize kot je imel vodni ekstrakt (10 pl 1320 sekund). Vodni ekstrakt
Hygrocybe fornicata je imel najdaljsi cas polovicen hemolize (10 p 2160 sekund),
acetonska (10 ul 330 in 5 pl 900 sekund) in metanolna ekstrakta sta pokazala precej hitrejSo
hemolizo (10 pl 915 sekund).

Hemolitican aktivnost vrst Hydnum repandum, Lactarius torminosus, Hygrocybe coccinea,
Hygrocybe fornicata in Oudemansiella mucida je novost, saj v pregledu literature nismo

zasledili omembe njunih hemolitiénih aktivnosti. Od vseh nasih proucevanih gob smo v
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literaturi zasledili opis hemoliticne aktivnosti samo za vrsti Flammulina velutipes in
Schizophyllum commune. 1z gobe Flammulina velutipes so leta 1974 izolirali flammutoksin,
Ki je imel karditoksi¢éno aktivnost (Lin in sod., 1974; 1975). Flammutoksin je citoliti¢en in
karditoksi¢en 31 kDa protein, ki naredi dve razli¢ni obliki napetostno odvisnih ionski
kanalckov V fosfolipidnem dvosloju membrane prizadete celice (Tadjibaevain sod., 2000).
Iz Schizophyllum commune so pa izolirali shizolizin (monomericni 29 kDA protein),
temperaturno labilen hemolizin z inhibicijsko aktivnostjo proti HIV-1 reverzni transkriptazi
(Han in sod., 2010). Zanimivo je, da v nasi raziskavi hemoliticne aktivnosti pri omenjenih
vrstah gob nismo zasledili. Razlog morda lezi v dejstwu, da omenjeni hemolizini za
vzdrzevanje nativne konformacije in posledicno za biolosko aktivnost potrebujejo dolo¢eno
ionsko jakost, ki jo v nasih ekstraktih niso imeli, saj so ti bili pripravljeni v deionizirani vodi

in ne v pufru.

Clovek se Ze od nekdaj soo¢a s problemom Sirjenja nalezljivih bolezni. Dandanes imamo v
naSem protimkrobnem arzenalu ve¢ kot 150 u¢inkovin, ki jih uporabljamo pri zdravljenju
infekcijskih bolezni (Fuchs in sod., 2004). Antibiotiki so definirani kot naravne nizko
molekularne substance, ki so v manj§ih koncentracijah aktivne proti drugim organizmom
(Tenover, 2006). Med 12000 znanimi antibiotiki, jih priblizno 55% proizvajajo bakterije iz
rodu Streptomycetes, 11% Actinomycetes, 12% druge bakterije in 22% glive (Inouye in sod.,
2004). Gobe potrebujejo protibakterijske ucinkovine za prezivetie v kompetitivnem
naravnem okolju. Tako glive kot ljudje imamo enake mikrobne povzroCitelje bolezni (npr E.
coli, S. aureus in P. areuginosa). Zato lahko uporabimo protimikrobne snowvi, ki jih glive
proizvajajo, Vv obrambi proti tem patogenom tudi ljudje. Posebno zanimive so u¢inkovine, ki
imajo protibakterijsko ucinkovanje zoper multirezistentnim bakterijskim sevom (Pittet,

2005).

Vsi nasi testi protibakterijske aktivnosti na Gram-pozitivne bakterije vrste Bacillus subtilis
in Gram-negativne bakterije vrste Escherichia coli so bili negativni. Vzroki za dobljene
rezultate so lahko razlicni. Vecina snovi s protimikrobno aktivnostjo sodi med manjSe
organske molekule in se po navadi nahajajo v organskih, ne pa v vodnih ekstraktih. Lahko
so tudi bile koli¢ine u¢inkovin premajhne, da bi izkazale protibakterijsko aktivnost. Potrebno

pa je poudariti, da fizikalni faktorji rasti gliv, kot sotemperatura, vlaga, pH in substrat, imajo
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izredno pomembno viogo pri produkciji primarnih in sekundarnih metabolitov (Manzi in
sod., 2001; Puttaraju in sod., 2006; Guillamén IN SOD., 2010). Iste wrste gob lahko imajo
zelo velika odstopanja v teh u¢inkovinah i posledino tudi razlicne u€inke. Pri organskih
ekstraktin istih vrst so pa pokazali protibakterijsko aktivnost pri osmih ekstraktih na
Escherichia coli in pri 45 ekstraktih na Bacillus subtilis. Najvecjo aktivnost je na inhibicijo
B. subtilis imel ekstrakt lesne gobe Piptoporus betulinus, na inhibicijsko aktivnost E. coli pa
ekstrakt lesne gobe Fomes fomentarius. Ekstrakti so imeli veliko vecjo inhibitorno dejavnost
pri Gram-pozitivnih bakterijah, kot pri Gram-negativnih, kar nas ni presenetilo, saj smo tudi
v literaturi zasledili veliko vecje Stevilo aktivnih ekstraktov in ucinkovin proti Gram-

pozitivnim bakterijam (Alves in sod., 2012; Karaman in sod., 2012).

Inhibitorji acetilholinesteraze predstavljajo pomembno paliativno terapevtsko strategijo pri
Alzheimerjevi bolezni (AB), kar vodi do prizadevanja v iskanju novih molekul z anti-AChE

aktivnostjo.

AB je kroni¢na progresivna nevrodegenerativna motnja, povezane z slabsanjem spominskih
sposobnosti in kognitivnega deficita (Ballardi in sod., 2011). Ena od zna¢ilnost AB je nizka
raven acetilholina v moZzganih bolnikov (Siman in sod., 2005). Glede na holinergi¢no
hipotezo, zaviranje acetilholinesteraze, encim, ki Kkatalizira hidrolizo acetilholina, poveca
koncentracijo acetilholina v mozganih, s ¢imer izboljSuje holinergi¢ne funkcije pri bohikih.
Inhibitorji AChE lahko ublazijo simptome AB, vendar ne morejo zaustaviti ali izboljiSati
poteka bolezni. Vec¢ina zdravil, ki se trenutno predpisujejo za zdravljenje AB so AChE
inhibitorji (takrin, donezepil, rivastigmin in galantamin) ter imajo omejeno uéinkovitost in
razlicne nezazelene stranske uCinke (Chopra in so., 2011). Takrin in donepezil sta bili prvi
zdravili odobreni za zdravljenje kognitivne izgube pri bolnikih z AB in sta sintetinega
izvora. Rivastigmin je bil zasnovan iz spojine fizostigmina, naravnega AChE-inhibitornega
alkaloida. Alkaloida galantamin in huperzin A sta bil najprej izolirana iz rastlin Galanthus
spp. in Huperzia spp. Huperzin A prodajajo na Kitajskem kot prehransko dopolnilo za
izboljsanje spomina in se uporablija za zdravljenje simptomov AB. Rezultati mnogih
raziskav so zelo obetavni, predvsem pri oceni izboljSanja kognitivnih sposobnosti pri zivalih
kot tudi u¢inkovitost, tolerabilnosti in varnosti tega alkaloida. Glede na to, da so rivastigmin,

galantamin in huperzin A bili pridobljeni iz naravnih virov, obstaja velik interes odkrivanja
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novih AChE inhibitorjev iz naravnega izvora. Kotsmo Ze omenili, imajo ta zdravila le vpliv
na zmanjSanje simptomov. Terpenofenol (delta-9-tetrahidrokanabinol) iz rastline Cannabis
sativa L. se je izkazal kot potencialno zdravilo, ki lahko prepreci nastanek, napredovanje in
celo povrne doloc¢ene kognitivne funkcije AB (Eubanks in sod., 2006; Cao in sod., 2014;
Curraris in sod., 2016).

Dejstvo, da so naravne biolosko aktivne spojine lahko vir novih potencialnih inhibitorjev
AChE je privedlo do odkritja pomembnega Stevila sekundarnih metabolitov in izvleckov iz
razlicnih organizmov (bakterij, modro-zelenih alg, rastlin, morskih spuzv in gliv) S
sposobnostjo inhibicije tega encima. Kot primer lahko navedemo 260 naravnih molekule iz
rastlin, ki so bile v literaturi navedene kot inhibitorji AChE. Testirane spojine, ki so bile
izolirane in identificirane, spadajo v razred alkaloidov (139), monoterpenov (27), kumarinov
(18), triterpenov (17), flavonoidov (14), benzenoidov (13), diterpenov (8), heterocikli¢ nih
oksidov (5), seskviterpenov (5), stibenov (3), ligninov (2), Zveplovih spojin (2), proteidov
(2), kvinoidov (1), benzoksazinonov (1), karotenoidov (1 ) n acikli¢nih (1) in polickli¢nih
(1) spojin (Barbosa in sod., 2006). 1z seznama je razvidno, da je najve¢ prav alkaloidov z
AChE-inhibitorno aktivnostjo. Pri gobah je Stevilo izoliranih in identificiranih AChE
mhibitorjev precej manjSe, kar predstavlja priloZznost za ugotavljanje novih uporabnih

uéinkovin.

Testirali smo sedemdeset vzorcev na inhibicijo AChE in osem je bilo pozitivnih. To so bili
surovi vzorci gob Leccinum scabrum, Lactarius torminosus, Panellus serotinus in Russula
drimea in kuhani vzorci Bjerkandera adusta, Clytocybe geotropa, Panellus serotinus in
Russula drimea. Najve¢jo inhibitorno u¢inkovanje sta imela svez in kuhan ekstrakt vrste
Russula drimea, kjer smo zabelezili 26,5% in 21,3% inhibicije AChE. Podobne rezultate so
izkazali tudi pri organskih ekstraktih iste vrste, ker je bila inhibicija AChE pri acetonskem
vzorcu 27,2% in pri metanolnem vzorcu 28%. To sta bila tudi edina organska vzorca, pri
katerih so zaznali inhibitorno delovanje na AChE. 1z dobljenih podatkov lahko sklepamo,
da pri gobi Russula drimea gre za manjSo, temperaturno stabilno vodotopno organsko
molekulo. Tudi surovi in kuhani ekstrakt Panellus serotinus sta imela inhibitorno delovanje
vendar precej nizjo, 13,5% (s) in 14,8% (k). Surovi vzorec Leccinum scabrum je imel 20%
pri Lactarius torminosus pa le 11% inhibitornost. Kuhana vzorca Bjerkandera adusta in

Clytocybe geotropa sta imela 11,2% ter 13,5% inhibitorno delovanje. Zadnja dva rezultata
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sta presenetljiva, saj je bila AChE-inhibicijska aktivnost izmerjena iz kuhanih vzorcev, ne
pa iz surovih. 1z tega lahko sklepamo, da je morda prislo do eksperimentalne napake ali pa,
da je postopek kuhanja odstranil kaksno snov, ki je preprecevala mhibicijsko aktivnost

ekstrahirane uc¢inkovine.

Za inhibitorno delovanje Leccinum scabrum, Lactarius torminosus, Bjerkandera adusta,
Clytocybe geotropa, Panellus serotinus in Russula drimea nismo v literaturi zasledili
podatkov, tako da je to novost. Od vseh proucevanih gob smo v literaturi nash opis Sibkega
AChE-inhibitornega delovanje (ICso=0.320+ 0.070 mg/mL) ekstrakta gobe Schizophyllum
commune (Abdullah in sod., 2011).

5.2 SKLEPI

V diplomski nalogi smo dolocili aktivnost vodnih ekstraktov mikoriznih in lesnih gob na
mhibicijo acetilholinesteraze ter rasti bakterij in njihovo hemoliticno delovanje. Ugotovitve

opravljenih testov so sledece:

Hemoliti¢no aktivnih je bilo 5 od 70 vzorcev. Vsi aktivni vzorci so bili surovi. Kuhanih
vzorci niso pokazali hemoliticne aktivnosti. Najvecjo aktivnost smo zaznali pri gobi
Oudemansiella mucida, kjer je hemoliza potekal v 3 minutah. Ta vzorec smo naprej red¢ili
na 5 in 2 mikrolitra ter zabelezili 10 in 12 minutni poloviéni ¢as hemolize. Drugi najbolj
aktiven je bil vzorec Hydnum repandum, kjer je hemoliza potekla v 4.5 minutah. Pri
ekstraktu Hygrocybe coccinea je hemoliza potekla v 10 minutah, pri Lactarius torminosus
pa v 22 minutah. Najdalj§i ¢as hemolize smo zabelezili pri ekstraktu Pseudohydnum

gelatinosum kjer je hemoliza potekla v 36 minutah.

Protibakterijsko delovanje proucevanih gob nismo zaznali

Inhibicijo AChE smo zaznali pri 8 vzorcih. Najvecjo inhibicijo AChE smo ugotovili pri
ekstraktu Russula drimea n sicer tako surovem (26,5%), kot kuhanem (21,3%) ekstraktu.
20% inhibicijo je pokazal tudi surovi ekstrakt Leccinum scabrum. Pri ekstraktu Panellus

serotinus smo izmerili 13,5% mhibicijo pri surovem in 14,8% pri kuhanem ekstraktu. Surovi
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ekstrakt Lactarius torminosus je imel 11% mhibicijo medtem ko sta kuhana ekstrakta

Bjerkandra adusta in Clytocybe geotropa izkazala 11,2% oz. 13,5% inhibicijo AchE.
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6 POVZETEK

Gobe so, zaradi sesilnega nacina zivljenja, razvile razli¢ne obrabne strategije za zas¢ito pred
predatorji, paraziti in patogenimi mikroorganizmi in s tem dosegle kompetitivno prednost.
Clovek s pridom izkoris¢a njihove uéinkovine v prehrani, farmaciji, kot bioremediatorje in
v predelavi lesa. Mnogo u¢inkovin je pokazalo protibakterijsko, protivirusno, protivnetno,
protirakavo, antioksidativno in imunomodulatorno delovanje. l1zkazalo se je, da imajo gobe
in njihovih u¢inkovine izreden potencial pri zdravljenju razli¢nih oblik raka, sladkorne
bolezni, bolezni srca in ozlja, hepatitisa, astme, zaprtja in mozganskih degenerativnih

bolezni.

V diplomski nalogi smo preverili bioloSko aktivnost surovih in kuhanih ekstraktov 35 vrst
saprofitskih in mikoriznih gob, nabranih v okolici Idrije in Vojskega ter na Si§enskem hribu
v Ljubljani. Opravili smo teste za hemolitino in protibakterijsko aktivnost ter test inhibicije

na delovanje encima acetilholinesteraze.

Rezultati nasih testov so pokazali, da nekateri vodni ekstrakti lesnih in travniskih gob
vsebujejo ucinkovine, ki bi potencialno lahko bile uporabne v farmaciji Kot smo
predvidevali, je bila aktivnost vodnih vzorcev manjSa od aktivnosti ekstraktov v organskih
topilih isth vrst. Ugotovili smo neopisane hemolitiéne in AChE-inhibitorne aktivnosti
nekaterin vrst gob, kot na primer vodnega ekstrakta gobe Russula drimea, ki je imela
najvecjo mhibicijsko aktivnost encima AChE. Zaradi vodotopnega i termorezistentne ga
macaja te ucinkovine, bi bilo smotrno nadaljevati raziskave in ugotoviti za katero

ucinkovino gre.
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Priloga A: Pregled objav

Prazno polje v preglednici pomeni, da v literaturi ni bilo mozno zaslediti tega podatka.
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y q organska in | diklorometan, protimikrobna Yamac in
repandum vodna etilacetat, aceton, | aktivnost sod., 2006
etanol
2R,3R,8R,9R)-
Hydnum (2R3R8 .29 ) citotoksi¢na
4,6-dekadiin- . . . .
repandum ) . diepoksid organska metanol aktivnost na Takahashi in
2,38,9-diepokst- tumorske celice | sod., 1992
1,10-diol K
rHeyi?iinJm 1-okten-3-ol in C8 derivat oraanska stilter snov s sadnim Fons in sod.,
P (E)-2-oketenol g okusom 2003
Hydnum |_orot|b_a kte_ruslfo Ozen in sod.,
celoten ekstrakt organska metanol in antioksidativno
repandum . 2011
delovanje
kataliti¢na
. . aktivnost Rodakiewic z-
Bjerkandera |raznolika i S . .
adusta eroksidaza encim vodna oksidacije Mnin | Nowak in
P razgradnja sod., 2006
lignina
Bjerkandera lakaze. livaze encimi vodna razkroj Belcarz A, in
adusta 1P kuminskih kislin | sod., 2005
Bjerkandera | manganova lignin encim oraanska diklorometan, oksidacija Wang in sod.,
adusta peroksidaza g etilacetat policikli¢nih 2003
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Bjerkandera  |stiri zunajceli¢ne - kat?htlcm . Linke in sod.,
adusta peroksidaze encimi vodna aktivnost proti 2015
beta-karotena
Leccinum Ni objav
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kloroform,
'rll'irrasrxtztes organska in |diklorometan, protimikrobna Yamac in
vodna etilacetat, aceton, | aktivnost sod., 2006
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Trametes aktivnost proti Han in sod.,
hirsuta algam 2011
Trametes celoten organska etanol aktivnost proti KneZevi¢ in
hirsuta ekstrakt poskodbam DNK [ sod., 2015
Trametes celoten spodbujanje Ma in sod.,
hirsuta ekstrakt imunskih funkcij | 2015
Trametes lakazni izoencimi - . - Zapa.ta- .
hirsuta (1.2.3) encimi vodna biremediacija Castillo in
sod., 2015
kloroform,
Trametes organska in |diklorometan, protimikrobna Yamac in
versicolor vodna etilacetat, aceton, | aktivnost sod., 2006

etanol
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. B-bisabolol . vodna acetonnitril:voda | .
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Trametes e rotein vodna imunomodulativn | Feng in sod.,
versicolor P a aktivnost 2011
Trametes aktivnost proti Han in sod.,
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Trametes TVI? ¢ (lakaza, . rezistentnost na | Chen in sod.,
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vesicolor etanol) etanol 2016
Trametes tramspiroin (A-D), |terpene, oraanska etilacetat Clrtg,?lr{;lgzzz Wang in sod.,
vesicolor 15,16-acetonid rosenolakton g P i 2015
celicam
3,3,4,4'-
tetrahodroksi o .
. . e . . |organska antioksidativna Kasuga in
Suillus bovinus | puluviniéna kislina | .~ organska etanol .
i dibovikvinon kislina aktivnost sod., 1995
4.4.
Armillaria ergosterolni in . - . . Vitecek in
g - .| polisaharidi vodna fosfatni pufer kelatorji
ostoyae hitinski oligomeri sod., 2005
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antioksidativno

Armillaria olisaharidi vodna delovanje, Xu in sod.,
ostoyae P inhibitorji 2015
tirozinaze
kloroform,
Armillaria organska in |diklorometan, protimikrobna Yamac in
mellea vodna etilacetat, aceton, | aktivnost sod., 2006
etanol
inhibitorna
aktivnost na
Lactarius . . DNA, RNA in
. 2-geranilgeranil- . . L
torminosus . sintezo proteinov | Vidari in sod.,
1,4- fenol organska diklorometan . .
na dihidroksibenzen pri HeLa in HL- | 1995
L.lignoyotus 60 celicah,
protimikrobna
aktivnost
13-C norketon, . -
. . . Daniewski in
Lactarius furaneter, 4,8- seskviterpeni | organsak etanol zasCita pred
i v sod., 1995.
diketo-furanol obZiranjem
L actarius hitinaze, encimi vodna peroksidazna Agerer in
eksoglukanaze aktivnost sod., 2000
Neobulgaria Ni objav
pura
Hygrocybe —
ygrocy Ni objav

coccinea
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P —_
seut_zlohydnum Ni objav
gelatinosum
Hygrocybe
fornicata Ni objav
kloroform,
Clytocybe ) . I .
sotrona celoten ekstrakt organska in |diklorometan, protimikrobna Yamac in
g P vodna etilacetat, aceton, | aktivnost sod., 2006
etanol
Clytocybe etanol, methanol, _ .
ytocy organska . protimikrobna Solak in sod.,
geotropa celoten ekstrakt dietileter, n- .
: vodna . aktivnost 2006
C. alexandri heksan, etilacetat
Clytocybe organskia in | methanol, protimikrobna Venturini in
celoten ekstrakt . .
geotropa vodna heksan,etilacetat | aktivnost sod., 2008
Hygrophorus
lucorum, delal
S0 na
agnathomus, . . ciklopentenono ngdeivinlrana Lubken in
nemoreus, higroforoni . organska petroleter bioloska
vi derivati . sod., 2006
poetarum aktivnost
pustulatus
inkorhoneni
Piptoporus . . .
befulif\us organska metanol protirakavo Lermieszek in
g delovanje sod., 2009
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Plpto_porus celoten ekstrakt organska etanol, eter protlrak_a Vo Cyranka in
betulinus delovanje sod., 2011
Piptoporus celoten ekstrakt organska etanol %rcl):;t:i?/l:(fsrtusgfoti Dresch in
betulinus . sod., 2015
glivam
H. fasciculare polifenolna encim vodna aktivna na 4- Colak in sod.,
' oksidaza metilkatehol 2007
ester klorirane
Hyplohoma o 4-hidrokesi inhibira Stadler in
marginatum agarikoglicerid A |benzojske organska aceton ..
. . e nevrolizin sod., 2005
in H. subvirde kisline in
glicerola
Gymnopilus nevrotoksi¢nost,
penetrans halucinogeni Konno, 1995
G. spectabilis ucinki
hemoliticno
Flammulina flamutoksin protein vodna delovanje, Lin in sod.,
velutipes kardiotoksi¢no 1974
delovanje
protibakterijsko
\I/:;i;?ir;;;ma enokipodin C in D |seskviterpeni  |vodna gi?;gfé,no lzrgﬁa;\(l)%lm
delovanje
\llzelzirt]i?;;ma manofukogalaktan |heterogalaktan |vodna \cjslc;):lzwana Snglﬁezr(l)eoén
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deluje proti
Flam'mullna rakavm c'ellcam,. Monro, 2003
velutipes spodbuja imunski
sistem
katalizira
Flammulina oksalatna encim vodna Erkit;ll(;'[:(i/ Chakraborty
velutipes dekarboksilaza in sod., 2002
mravljino
Kislino in CO2
Flammulina FVP2A, FVP2B, oolisaharidi vodna imunomudulatorn | Yin in sod.,
velutipes FVP2C 0 delovanje 2010
sterpurol A, aktivnost proti
sterpurlo B, 2,5- glivam,
Flammulina kuparadien 1,4- seskviterpeni | organska otilacetat citotoksi¢nost za | Wang in sod.,
velutipes dion, enokipodin rakave celice, 2012
B, enokipodin D, antioksidativna
strpuriCna  kislina aktivnost
Flammulina prot|vne't o Gunawarden
velutipes celoten ekstrakt vodna Fjel_()\{aﬁje, in sod.. 2013
inhibicija TNFa
ergosterol, 22,23-
Flammulina dihidrergosterol, steroli organska etanol proti rakavo Yi in sod.,
velutipes ergost-8(14)-en- delovanje 2013
3beta-ol
Flam.mulina EIP-fue protein vodna proti rall<avo Chang in sod.,
velutipes delovanje 2013
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proti rakavo in

Flammulina . . . Zhao in sod.,
. FvP-3, FvP-2 polisaharidi vodna atioksidativno
velutipes . 2013
delovanje
Flammulina likoproteini vodna israﬁrc::;éage Kashina in
velutipes gikop . g sod., 2016
sistema
inhibicija
. adhezije L
Flammulina . Kashina in
. ekstrakt vodna patogenih
velutipes .. sod., 2016
bakterij na
gostiteljeve celice
Flam_mullna En-RPS oolisaharid organska etanol antloksn_jatlvno Lin in sod.,
velutipes delovanje 2016
Flammulina FVRP-1, FVRP-2 olisaharidi oroansk oter antioksidativno Liu in sod.,
velutipes in FVRP-3 P Organsx - delovanje 2016
arbutin,
. epikatehin, filirin, antioksidativno in .
Flammulina .. . . Hu in sod.,
. apigenin, flavonoidi organska etanol nevroprotektivno
velutipes . . 2016
kaemferol in delovanje
formononetin
. tokathoi¢na, p- diklorometan, s .
Flammuling [P0 0 atiolehd, P . i vodan, antioksidativno Rahman in
velutipes kumarinska in politenol organska metharnol, delovanje sod., 2016
P clagiCna Kkislina g etilniacetat, J B
Flammulina heteronolisaharidi olisaharidi antioksidativno Ma in sod.,
velutipes P P delovanje, 2015
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delovanje proti
staranju

katalizator
Amanita DOPA- encim vodna biosinteze Mueller in
muscaria dioksigenaza betalina in sod., 1997

muskaflavina

delujeta kot
nevrotransmiterja
v sesal¢jih
mozganih in
imata
psihotroficen
efekt. Iboteinska
K. vpliva na
Amanita ibotenska Kislina aIkan_ld senzitivnost Michelot in
. . . lekscitatorna vodna GABA
muscaria in muscimol L . sod., 2003
aminokislina receptorjev ter
povzroc¢a ucne in
spominske
defekte ob daljsi
izpostavitvi.
Muscimol pri
mlajSih sesalcih
zmoti razvoj
hipatalami¢no-
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noradrenalinskeg
a sistema

Amanita
muscaria

R-4-
hidroksipirolidon

organska
kislina

vodna

aktivnost proti
bakterijam in
drugim gobam

Michelot in
sod., 2003

Amanita
muscaria

celoten ekstrakt

vodna

Pri intra
peritonealnem
injeciranju
ekstrakta
podganam
povzroca
inhibicijo
acetilholinesteraz
e in porast
glukoze v krvi.

Michelot in
sod., 2003

Amanita
muscaria

Ibotenska kislina

alkaloid/ekscit
atorna
aminokislina

vodna

agonist
glutamata,
insekticid,
halucinogeni
ucinki

Konno, 1995

Amanita

organska in
vodna

kloroform,
diklorometan,
etilacetat, aceton,
etanol

protimikrobna
aktivnost

Yamac in
sod., 2006
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protibolecinsko

inhibicija HIV-1

Amanita heterogalktan, fumaroglaktan, . . Ruthes in
. vodna in protivnetno
muscaria beta-d-glukan glukan . sod., 2013
delovanje
inhibira rast
UACC-62 celic
(Cloveski
Oudemansiella melanom) in .
. : . . L . Rosa in sod.,
mucida oudemansin A akrilat organska etilacetat encim tripanotion
.. 2005
O. canarii reduktazo.
Fungicidno in
citostati¢ no
delovanje.
za$Cita pri )
Panellus Inafuku in
. organska alkohol nealkoholnem
serotinus 9 . . sod., 2012
zamascenju jeter
Panellus oraanska etanol inhibicija encima | Park in sod.,
serotinus g tirozinaze 2015
Hyp(_)xylon CaoHsoNO4 citohalazin inhibicija HIV-1 | Lingham in
fragiforme proteaze sod., 1992
Russula —
. Ni objav
drimea
. hemoliti¢ .
Schizophyllum e . cmo l.c ho Han in sod.,
Shizolizin protein vodna delovanje,
commune 2010
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reverzne
transkriptaze
. etanol, - . . .
Schizophyllum ' alcohol, . aktivnost proti Schalchli in
Pry bisabolol, B- - organski etanol . P
commune . terpenoidi glivam sod., 2011
bisabolen
. tioksidati .
Schizophyllum . AMUOKSIAALIVIO} Apduliah in
commune celoten ekstrakt vodni delovanje, so. 2012
. inhibicija AChE |
. flavonoidi, . : . .
Schizophyllum v i al vodni in aktivnost proti Teoh in sod.,
fenoli, : metanol .
commune - organski glivam 2013
saponini
Schizophyllum a-alukan b-alukan polisaharidi, vodni in etanol antioksidativno Klaus in sod.,
commune g g polifenoli organski delovanje 2011
antioksidativno
delovanje,
Schizophyllum . . i protlrakfal Vo Arun in sod.,
melanin pigment vodni delovanje,
commune . . 2015
aktivnost proti
glivam, aktivnost
proti bakterijam,
Schizophyllum |shizin A in shizin . protirakavo Liu in sod.,
alkaloidi .
commune B delovanje 2015
Schizophyllum |, . . - Kupcik in
Commune hidrofobin SC3 proteini sod., 2016
Tricholomopsi celotni ekstrakt oraanska etarol inhibira vezavo Koch in sod.,
s rutilans g lipopolisaharida | 1998
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(LPS) na

endotoksinski

receptor CD14 in

vpliva na

sproscanje

mediatorjev
Tricholoma tota_lna inhibicija
pseudonictitan Gly-Glu-Pro tripeptid vodna in etanol in metanol (re;;glrrt;l;jek | Lee in sod,
S organska . . 2004
T. giganteum angiotenzin

(ACE)
Trichaptum inhibicija rasti Jia in sod.,
abietinum sladkovodnih alg |2013
Trametes celoten ekstrakt vodna protivirusna Teplyakova in
gibbosa aktivnost sod., 2012

hipoglikemicni

efekt
Trametes polisaharidi vodna ;ﬁiglzézsame Main sod.,
gibbosa L 2013

holesterola in

triaglicerola v

Krvi)
Trametes aktivnost proti KneZevi¢ in
gibbosa celoten ekstrakt organska etanol poskodbam DNK | sod., 2015
Trametes imunomodulatorn | Doskocil in

. celoten ekstrakt organska etanol .

gibbosa a aktivnost sod., 2016
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Polyporus Ni objav
brumalis
Lasmc_hlaena Ni objav
benzoina
Cystode_rma Ni objav
carcharias

3-alfa-

karboksiacetoksik

vercinska Kkislina,

3-alfa-

. karboksiacetoksi- n-heksan, i

Daedaleopsis . . . Rosecke in

24-metitlen-23- terpeni organska dikloromtan,
confragosa sod., 2000

oksolanost-8-en-2 metanol

6-oi¢na kislina in

5alfa,8alfa-

epidioksiergosta-

6,22-dien-3beta-ol
Daedaleopsis i protivirusna Teplyakova in
confragosa celoten ekstrakt vodni aktivnost sod., 2012

aktivnost proti
Stereum epidioksisteroli 1, sterol oraanska metanol bakteriji Cateni in sod.,
hirsutum 4 g Mycobacterium | 2007
tuberculosis

mesanica
Stereum o . | fosfolipidi, inhibicija Doljak in
hirsutum decilglicerofosfoli gliceroli organska metanol trombina sod., 2006

-pidov (DAGP) in
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diacilglicerolov
(DG)

lignoliti¢ni .
. . razgradnja .
Stereum encimi(lakaza in - . Lee in sod.,
. encimi vodna bisfenola A
hirsutum mangan (BPA) 2005
peroksidaza)
Aktivnost proti
bakterijam,
Stereum 2 benzoata, 3 : . protivnetno Ma in sod.,
. . . terpeni organska etilacetat .
hirsutum seskviterpeni delovanje, 2013
protirakavo
delovanje
Stereurm sterhirsutini C (1), terpeni organska etilacetat icrﬁﬁ)rfgi(jliz:ivlﬁo Qiin sod.,
hirsutum D (2), E-L (3-10) | P g P 2015
delovanje
Fomes rr_Pannm-qu_kan, delovanje proti Seniuk in
) hitin- melanin- vodna .
fomentarius okuzbam sod., 2011
glukan
zmanjSanje
lukoze in . .
Fomes Seloku neda Mircea in
fomentarius Peg sod., 2013
holesterola v
plazmi
protibaketrijsko .
Fomes . o Karaman in
. celoten ekstrakt organska etanol, metanol | in antioksidativno
fomentarius sod., 2013

delovanje
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protibakterijsko .
Fomes . ) Dresch in
i celoten ekstrakt organska etanol in akativnost
fomentarius - sod., 2015
proti glivam
rotibaketrijsko .
Fomes - i p . J . Nowacka in
: fenolne Kisline fenoli oraganska etanol in antioksidativno
fomentarius . sod., 2015
delovanje
Fomes . . protirakavo Kim in sod.,
fomentarius | M AP polisaharid vodna delovanije 2015
Pseudocraterel
lus undulatus Ni objav
var. crispus
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