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POVZETEK

Na zahodnem delu sveta so gobe v preteklosti ufjaliavecinoma kot del vsakdanje
prehrane. Na podéph Azije pa so ze tistletja del tradicionalne kitajske medicine. V
zadnjem¢asu tudi v zahodnem svetu, predvsem v ZDA, prijgrmst prehranskih dodatkov iz
medicinskih gob nar&a. Ve&ina surovin ali gotovih izdelkov prihaja iz Azijpredvsem iz
Kitajske, zato se velikokrat st@mo s pripravki, ki ne ustrezajo visokim farmackwis
merilom za varnost in kakovost. Prvi korak pri zeytjanju kakovosti pri naravnih pripravkin
je identifikacija vrste organizma, iz katerega jepravek narejen. Zato smo v okviru
diplomske naloge v prvem delu razvili metodo idikercije vrst medicinskih gob z
dolocanjem nukleotidnega zaporedja 18S rRNA ITS, ki oatagzelo hitro, nataimo in
zanesljivo identifikacijo izvora izhodnih surovin izdelkih. Osredot@li smo se na gobo
bukovo kresilko(Fomes fomentarigski je v ljudskem zdravilstvu dobro poznana, angeni
zdravilni winki izjemno slabo raziskani. V nadaljevanju smdlggno nukleotidno zaporedije
bukove kresilke Fomes fomentarigsstrukturno primerjali z zaporedji nekaterih zrrani
medicnskih gob iz redBolypolaresnato pa smo izdelali Se filogenetsko drevo. Ugiitexno
veliko strukturno podobnost nukleotidnih zapore(@p%), a relativno veliko filegentsko
oddaljenost v izdelanem filogenetskem drevesu, mestama Fomes fomentairusin
Lentinellus auricula Najblizje sorodstvo med izbranimi gobami sta denetski analizi
izkazali vrstiFomes fomentariugn Ganoderma lucidumNa viSjem hierarlfinem sestrskem
odnosu pa so bukovi kresilki blizu §gametes versicolorGrifola frondosain Laetiporus
sulphureusPri vseh nastetih vrstah, razen geani gobi, so ze dokazali imunomodulatorne
ucinke njihovih B-glukanski polisaharidov. V zadnjem delu smo zateedli preliminarna
testiranja delovanja intracelularnih polisaharidmkove kresilke (Ff ICP), ki vsebujejo-
glukane, na izrazanje genov, ki kodirajo provnetitekine, kar doslej Se ni bilo narejeno.
Celice iz linijje humane akutne monocitne levkensijgo obdelali s 50Qg/ml Ff ICP in po
Sestih urah dolali nivo izraZzanja genov za ILf, IL-6 in TNF-o z metodo RT-PCR. Rezultati
sicer kazejo na proinflamatorno delovanje Ff ICRjs0 statistino zanesljivi, torej nismo z

gotovostjo doleili vpliva Ff ICP na izrazanje proinflamatornih @kinov.



ABSTRACT

In addition to their nutritional value, many ediliéege mushrooms have long been used in the
Orient for medicinal purposes. The last couple @icatles the popularity of dietary
supplements made from medicinal mushrooms is isgrgaalso in the Western world,
especially in the USA. Most of the raw materialsiorshed products come from Asia, more
specifically from China, and in many cases we aeed with the quality and safety of
products far below to expected pharmaceutical stalsd The first step in quality assurance
for natural products is identifying the speciesoajanism served as the starting material. In
order to introduce the simple, fast, reliable apetardate method, we developed a molecular
tool for species identification based on the sequmgnof the 18S rRNA ITS region in the
fungal genome. In this work we focused on the musimr Tinder PolyporéFomes
fomentariu$, which is well known in folk medicine, but its aieinal effects are only poorly
investigated. We decided to structurally compaeedbtained 18S rRNA ITS sequence of the
Tinder Polypor§Fomes fomentarigs with sequences from some other known medicinal
mushrooms to determine their phylogenetic relahgrsand later to generate a phylogenetic
tree from these species. We found a high strucaagience similarity (95%), but a relatively
large phylogenetic distance by using the phylogeriete presented in the research, between
the species-omes fomentairuandLentinellus auricula Among the selected speciEemes
fomentariusis in the closest phylogenetic relationship w@lanoderma lucidumit is also
closely related toTrametes versicolorGrifola frondosaand Laetiporus sulphureusn a
higher hierarchical level. Except for the Tinderlypore all of the above mentioned
mushrooms contain polysaccharigeglucans, with proven immunomodulatory properties.
the second part of this research we performedmirdiry tests in an attempt to determine the
effect of Tinder Polypore's intracellular polysaaddes (Ff ICPB-glucans on pro-
inflammatory cytokine gene expression, which hasbe@n done before. The THP-1 cell line
was treated with Ff ICP (500g/ml) and after six hours we determined the gernmession
level for IL-1B, IL-6, and TNFe with RT-PCR. Though the results show the tendecy t
participate in anti-inflammatory effect, they am statistically reliable and therefore we were

not able to measure the effect of Ff ICP on cytekigene expression with certainty.
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1 UvVOD

Ze tisatletja ¢lovestvo ceni gobe, kot nepogresljiv vir v prehramizdravilstvu. Stevilne
medicinske gobe so del tradicionalne medicine rdrqgph Koreje, Kitajske, Japonske, ter
zahodne Rusije (1) in so omenjene v ze najzgodnegpisih tradicionalne kitajske medicine,
v ¢asu dinastije Chow pred 3000 leti. V zahodnem syetbila uporaba medicinskih gob
povezana predvsem z misticizmom in vsebnostjo koksanogenih ¢inkovin, za zdravljenje
pa so se v ljudski medicini uveljavili pripravki iravilnih rastlin. Sele zadnja tri desetletja
tudi na zahodu intenzivno raziskujejo in vedno kmifrjujejo Winkovitost in edinstvenost
sestavin izoliranih iz mnogih vrst gob. Trgovanjprehranskimi dopolnili iz medicinskih gob
v Zdruzenih drzavah Amerike in Evropi, je bilo zd 2008 ocenjeno na 2,3 milijarde evrov
(2). Uporaba prehranskih dodatkov je zelo razSajerato je zagotavljanje kakovosti izdelkov
izrednega pomena, saj se na tidisr&ujemo s pripravki, ki ne zadégjo farmacevtskim
merilom kakovosti, varnosti incinkovitosti (3, 4). Prvi korak procesa zagotavlgkpkovosti

je preverjanje ustreznosti v smislu pravilne vrsteovejSih izdelkih je nativna struktura glive
unicena, tako je dokanje vrste na makroskopskem, mikroskopskem in diaskem nivoju
onemogdeno (5). Zato smo v okviru diplomske naloge razwviletodo doldanja vrst
medicinskih gob s nukleotidnim sekveniranjem zegdec#icnih zaporedij za male podenote
ribosomske RNA (18S rRNA) in ITS (Internal Tranbed Spacers), ki so prisotha v genomu.
Zaporedje 18S rRNA ITS je osnova filogenetske aealn razvr&anja gliv, ter izdelave
glivnega filogenetskega drevesa (6). Tako smo owibgbitro, natartno in zanesljivo
identifikacijo preiskovanih vzorcev medicinskih gabsredotséili smo se na, sicer v naravi
zelo razsSirjeno in dobro poznano, a slabSe razeskgobo bukovo kresilko Homes
fomentariu3. V nadaljevanju naloge pa nas je zanint@hek polisaharidnih izvi&kov bukove
kresilke Fomes fomentariuy na diferencialno izrazanje genov, povezanih z
imunomodulatornim delovanjem polisaharidov na iner&dumane calne linije, kar do sedaj

Se ni bilo narejeno.



1.1 Filogenija zivih bitij

Filogenija, imenovana tudi zgodovina evolucije, yeranje bioloskih vrst v sistematske
enote, ki so zasnovane na sorodstvenih odnosihvmstaimi. Ze stari Grki so se ukvarjali z
uvr&anjem zivih bitij. V sistem zivih bitij so razwa&li rastline, na osnovi barve cvetov in
Zivali, glede na njihove morfoloske zfilaosti. Sele v osemnajstem stoletju je 3vedski
botanik, zdravnik in zoolog Carl von Lineé oprawpionirsko delo pri znanstvenem
poimenovanju zdravilnih rastlin z enotnimi, latimek imeni, saj je uvedel binarno
nomenklaturo poimenovanja vseh zivih bitij, kjer pa prvem mestu ime rodu, skupaj z
drugim imenom pa dotmo vrsto. V svojem slovitem del® nastanku vrst z delovanjem
naravnega odbiranjgOn the Origin of Species by Means of Natural &&a) je Charles
Darwin predstavil idejo, da se evolucijo Zivljehgnko predstavi v obliki drevesa z vejami Se
Zivecih vrst in vozli€i, ki predstavljajo izumrle prednike. Prvi, ki jeogkusil dopolniti in
razviti Darwinov koncept, je bil Ernst Haeckel, jki v poznem devetnajstem stoletju razvil
teorijo o rekapitulacijski evoluciji, kjer predvide, da je razvoj osebka (ontogenija) zrcalo
razvoja vrste in visjih filogenetskih enot (filogg) (7, 8, 9). No, ta teorija je bila sicer naealj
znanstveno ovrzena, je pa Haeckeipomogel k kreiranju filogenetskega drevesa, &i Z
zaobjema tri glavne veje: rastline (Plantae), eidkaiski mikroorganizmi (Protista) in zivali
(Animalia). Mnogo kasneje, leta 1938, je biolog bt Faulkner Copeland uvrstil bakterije v
samostojno kraljestvo, ki se je izvirno imenovalgdiiota, kasneje pa ga je zamenjalo
ime Monera. Kot peto kraljestvo je Robert Whittaleta 1969 dolail kraljestvo gliv (10, 11
12).

V sploSnem lahko organizmi podedujejo gene na @éma: z vertikalnim genskim prenosom
preko starSev in s horizontalnim genskim prenoskan,imenujemo tudi preskok genov iz
organizma na organizem, ki je zilan predvsem pri prokariontih. Carl Woese je ndlpgi
odkritja, da so rRNA kodirajo geni, starodavni in po vseh linijah Zivljenja $agni z malo
ali ni¢ horizontalnega prenosa, postavil teorijo drevdashehja s tremi domenami: arheje,
evkarionti in evbakterije (slika 1). Prav zato ssdanes pripot@ uporaba molekule rRNA

pri rekonstruiranju filogenije. To je bilo uporabrmredvsem za filogenetsko raziasje



mikroorganizmov, saj so si ti morfoloSko préyeodobni, da bi jih lahko razwali na podlagi
fenotipicnih podobnosti (10, 11, 12).

Bacteria Archaea Eucarya

Green
Filamentous Myxomycota
Spirochetes bacteria Entamoebae Animalia

ral Methanosarcina Fungi
Positives  ymethanobacterium

Methanococcus

Halophiles

Proteobacteria Plantae

Cyanobacteria
Ciliates

Planctomyces
Flagellates

Bacteroides

Cytophaga Trichomonads

Microsporidia
Thermotoga

Diplomonads
Aquifex

Slika 1 Filogenetsko drevo Zivljenja po Carlu Woega, leta 1990.

Cilj filogenetske analize je spoznavanje sorodstveodnosov med taksoni od prvega
skupnega prednika naprej. Na podlagi morfoloSkilgkdmicnih in genskih zn&lnosti
sorodstvene odnose ponazorimo s filogenetskimiadieilogenetsko drevo lahko opiSemo
podobno kot pravo drevo. Korenina drevesa predataddnjega skupnega prednika vseh
obravnavanih vrst. Vsaka nadaljnj&ka v drevesu, na kateri pride do razvejitve, praadg
hipotetcnega skupnega prednika hier&ria nizjim skupinam. Ko¥ne, zunanje fitke
drevesa, pravimo jim tudi listi, so vrste, kateodnose analiziramo. Filogenetsko drevo
prikazuje vé kot le odnose med vrstami. Dve vrsti, ki si desitapnega prednika imenujemo
sestrski vrsti. Nekatere vrste nimajo neposredreérdes vrste, gapa si delijo skupnega
prednika s sestrskim parom. Spet gre za sestrskospdokrat na visji hierarémi ravni. V
obliki takSnih vgnezdenih, hieratio razporejenih sestrskih odnosov lahko opiSemo zel
veliko drevo, vse tja do celotne zive narave. Niajpogosti obliki filogenetskega drevesa sta
kladogram, ki prikazuje le sorodstvene odnoseil@gram, ki prikazuje sorodstvene odnose in

evolucijsko razdaljo med taksoni (slika 2)(13).



Climacteris Climacteris

Ptilonorhynchus Philonorhynchus
Lanius —— Lamus
Vireo Vireo

Parus Parus

Passer Passer
Sturnus Sturnus

Alauda Alauda

Sylvia Sylvia
Paradoxomis _lzjaradoxomis

ak

Slika 2 Razliéni obliki filogenetskega drevesa levo kladogram, Kprikazuje le odnose med vrstami in desno

filogram, pri katerem dolZina vej nakazuje evolucisko razdaljo med taksoni.

Trenutno je v veljavi vzporedna uporaba kiasi filogenije, med katere uwidmo opazovanje
izgleda in lastnosti organizmov, kot so: morfolagiprehranske navade, okolje, kemijska
sestava calne stene oziroma membran, primarni in sekundarrialediti, mikroskopija,
makroskopija, izraba razhih vrst dusSikovih, ogljikovih in Zveplovih spojifermentacijski
produkti, rastni pogoji (pH, voda, T), simbiotskemerja in obutljivost na ksenobiotike, ter
molekularne filogenije, ki vkljtuje proteomiko in genomiko z naslednjimi metodami:
odstotek nukleotidov GC v genomu, hibridizacijapolimorfizem, RFLP analiza celotnega
genoma ali le izbranih genov, vzorec dasnega profila (FAME: fatty acid methyl ester),
strukturne podobnosti nekaterih ohranjenih proteino podobnost 16S in 18S rRNA,
predvsem regije ITS (Internal Transcribed Spadgri4).

Po najbolj Siroko zastavljenih ocenah naj bi nawsw@o 1,5 miljonov razknih vrst gliv. Od
tega je bilo opisanih priblizno 100.000 vrst. La pekaj cez 70 vrstah je poznan celotni
genom (15). To nerazpolaganje celotnega genomaaj@e najv&ih pomanjkljivosti sodobne
molekularne filogenije pri glivah in drugih manjzkatih rastlinah ter mikroorganizmih. V
zatetku devetdesetih let so nove molekularno biolo$&knike revolucionirale sistem
klasifikacije gliv z uporabo metod, ki temeljijo @@mMnNozevanju genov z verizno reakcijo s
polimerazo (PCR) (16).

Trenutno pri razvi&nju gliv uporabljamo nabor molekularnin metod, Wkljucujejo

primerjavo nukletotidnih zaporedij rRNA, regij IT&itohondrijske DNA in aminokislinsko



zaporedje oziroma nukleotidno zaporedje gena, kdirko dobro ohranjene proteine
(konzervativne proteinske sekvence). Standard dilefske sistematike gliv predstavljajo
uporaba multilokusnih podatkovnih zbirk, SirSe Wmmje taksonov in dosledni analitski
pristopi. Vedno bolj se uveljavljajo v glivni taksomiji tudi spletne podatkovne zbirke kot so
GenBank, Tree of Life Web Project, Myconet, MycoBam Index Fungorum (16).

1.1.1 Dologitev vrst gliv z uporabo 18S rRNA ITS nukleotidnegazaporedja

Pri metodi doldanja vrst gliv z uporabo nukleotidnega zaporedj& IBNA ITS gre za
pomnozevanje tmo dol@enega odseka glivnega genoma, s polimerazno vergakcijo
(PCR), in nato sekveniranje le tega. Nukleotidnporadje regije je vrstno specifio, kar
pomeni, da nam poznavanje le tega ontagoolekularno sistematiko na nivoju vrst in pa tudi

znotraj njih (17).

Evkariontska jedrna rDNA je organizirana v tandédmponovitvah s Stevilom kopij do 5000.
Vsaka enota je sestavljena iz nukleotidnega zaporeal rRNA male podenote 18S rRNA
(SSU-ang. small subunit), velike podenote 28S rRIN8U-ang. large subunit), in podenoti
5'8S rRNA ter 5S rRNA. Te regije so funkcionalnesm med seboj t@ne z vmesniki. 18S
rDNA (SSU) in 28S rDNA (LSU) sta t®ni z zunanjima prepisnima vmesnikoma (ETS) in
ne-prepisnima vmesnikoma (NTS), med katerima jerBNA. Oba vmesnika imenujejo
medgenska vmesnika (IGS). 5'8S rDNA je vrinjena nie@ma notranjima prepisnima
vmesnikoma ITS1 in ITS2 (slika 3) (14).

del rDNA, ki se tandemsko ponavlja
28S IGS 185 ITS1 ITS2 28S

— B — I ==—

ETS™ NTS TETS 5,85 ETS

»
P>

F 3

Slika 3 Shematski prikaz enote rDNA, ki se tandemskponavlja

Dejstvg da sozaporedja rDNA zelo konzervativha, in se med vrstahebli in visjimi

taksonomskimi enotami ohranjajo ter se med ¢aizhi evkarionti bistveno ne razlikujejo, je
omoggailo razvoj in uporabo univerzalnih &tnikov za pomnozZevanje zelo variabilne in
vrstno specifine ITS regije (6, 14, 17). Vloga ITS regij Se niargno raziskana. Domneva se,

da igrajo pomembno vlogo pri kontroli transkrip¢ij@aj naj bi vsebovale Stevilna
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funkcionalna vezavna mesta, ki priéja faktorje za aktivacijo promotorja. Poleg tega imaj

bi regije ITS igrale kljgno vlogo pri zagotavljanju pravilne sekundarneldtite RNA, ki je
nujno potrebna za nadaljnjo postranslacijsko mkadijo. Z zaetniki, ki so sidrani na
ohranjenih zapisih za 18S rRNA (SSU) in 28S rRNAl), tako relativno lahko pomnozimo
odsek, ki nosi zapis obeh regiji ITS kot tudi 588\NA. Dejstvo, da se geni, ki kodirajo
posamezne podenote rRNA (18S, 5,8S in 28S) navadhajajo v tandemu, te pa se lahko v
genomu ponovijo od sto do &ésackrat in predstavljajo priblizno 10% celotnega geagipa

danes Se poveje aktualnost metode (5).

Dolo¢anje nukelotidnega zaporedja regiji ITS znotrajigamga 18S (SSU) in 28S (LSU)
jedrne ribosomalne DNA (rDNA) se dandanes vednoumorablja pri filogenetskih Studijah

in v taksonomiji, zaradi svoje specifiosti, enostavnosti in ¢aosti (18).

1.2 Glive

V kraljestvo gliv uvr§amo veliko Stevilo raztnih organizmov, ki Zivijo v najrazinejSih
bivalis¢ih po vsem svetu. Po velikosti segajo od mikroskopsiajhnih kvasovk do velikih
gob z mesnatim trosnjakom. Tudi poc¢ma Zivljenja so glive zelo raznovrstna skupina.
Nekatere Zivijo v sozitju z rastlinami in jim kotijp, druge se naselijo kot zajedavke na
gostitelju in lahko celo povzégo njegovo smrt. So raznolika skupina heterotrofni
enocelénih, vescelicnih ali koenociténih evkarionstkih organizmov, ki so jiasih uvrgali

v kraljestvo rastlin, vendar predstavljajo poselskapino organizmov (19). V vsakdanjem
zivljenju delimo glive glede na obliko rasti, incer na kvasovke, plesni in gobe. Zadnja
podskupina iz micelija oblikuje kompleksne prepleik plodia in trosnjake, ki se dvignejo

nad podlago kar predstavlja skupino gob (20).

1.2.1 Znadilnosti in pomen gliv

Glive so posebna skupina stelic, za katere je zidno, da so brez fotosintetskih barvil, zato
jih uvr&amo med heterotrofne organizme, kar pomeni da Ipojeg@ organske snovi za rast, v
¢emer se razlikujejo od rastlin, ki so avtotrofilaihko organske snovi proizvajajo v procesu
fotosinteze. Vsi heterotrofni organizmi se prehuggjp na bodisi na saprofitski (gnilozivke),

parazitski (zajedalke), ali simbiotski da (v sozitju z avtotrofnim organizmom). Steljka
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(vegetativna oblika) w@ne gliv je zgrajena iz nitastih céfiih struktur - glivnih hif, katerih
preplet tvori podgobje - micelij. Celice obdajajeliéne stene iz hitina, redkeje celuloze in
drugih glikanov. Rezervna hrana pa je v obliki giiena in redkeje ma&sbnih spojin, nikoli
pa ni v obliki Skroba, kar je zt@dno za rastline. Leta 1969 jih je tako Whittakerzvrstil v
lastno kraljestvo in po Woeseju, od leta 1990, gpdtealjestev protistov, rastlin in Zivali,
kraljestvo gliv sestavlja gospostvo evkariontov.dli@e je zngilna izredna raznolikost, tako
na nivoju oblike in n&na rasti, kot tudi na nivoju metabolnih aktivnosti nainih

razmnozevanja (21).

Glive so obtajno najpomembnejSi razgrajevalni organizmi v dvajaravnih habitatih in s
tem v okolje vraajo anorganska hranila, nujna za rast rastlin siguxno prezivetje zivali, ki
se hranijo z njimi, ter tako zakfjijo cikel krozenja snovi v naravi. Mnoge vrste so
prostoziveéi saprotrofi in so glavna skupina organizmov, odgoih za recikliranje odmrlih
rastlin. V naravi imajo pomembno vlogo simbiontsgfiee. Mikoriza, dolgoziva mutualistha
asociacija med koreninami rastlin in glivnim migeih, omogda intenzivnejSi sprejem
hranljivih snovi iz tal, &iti rastline pred patogeni ter navadno povar@ospeseno rast in
razvoj. Po drugi strani so mnoge glive pomembrilireski patogeni in mnoge Zivalske vrste
imajo specializirane glivhe parazite. Okoli 200t\gbv lahko napada zdrave celice sesalcev in
SO zato pravi patogeni. Mnogo &vge oportunisiénin patogenov, ki napadejo oslabljene ali
poSkodovane gostitelje. Kljub temu, da glive po¢ajo Skodo v kmetijstvu in bolezni ljudi in
Zivali ter kot saprotrofi povzk@jo poskodbe lesa, goriv in hrane, pa imajo glivei welik
pozitiven pomen v vsakodnevnem zivljegjaveka (21). Tako kvasovke, kot tudi viSje razvite
gobe se Ze dolgo uporabljajo za prehrano in predwsAziji tudi v zdravilstvu. Stevilne glive
se izkoriga pri procesiranju hrane in izboljSanju okusa tepravi alkoholnih pij& En od
pomembnih vidikov uporabe gliv v farmaciji pa jehgva zmoZznost proizvajati metabolite, ki
neposredno ali v obliki prekurzorskih molekul onv® s pomgo rekombinantne tehnologije
DNA, predstavljajo antibiotike, vitamine, encimerimone in razline zdravilne &inkovine
(22, 23).



1.2.2 Medicinske gobe

Med poznanimi vrstami gliv je priblizno 12000 vrgib, pricemer je okrog 2000 vrst tako ali
druga&e uzitnih. Okrog 200 vrst se je nabiralo v naraedicionalno za razlne zdravilne
namene. V mnogih svetovnih druzbah gobe Ze od pela@jo za okusne in hranilne. Za
antcne Rimljane so bile hrana bogok, posledica udarov strel, ki jih je med nevihtami
Jupiter posiljal na zemljo. Za Egdigne so bile gobedarilo boga Ozirisa, medtem ko so jih
Kitajci imeli za »eliksir Zivljenjac. Tekom zgodovine se je v razlih kulturah razvilo
prakténo poznavanje uzitnih in strupenih gob, predvseazijskin dezelah pa so déknim
gobam pripisovali tudi zdravilne lastnosti, medt&m,so v srednji in juzni Ameriki, pa tudi v
Sibiriji, v raznih obredih izkori&li halucinogene dinke gob iz z rodov gologlaviP§ilocybe

in govnarjev Panaeolu} v srednji Ameriki, ter gobe rde musSnice Amanita muscaripv

severni Evropi, Sibiriji in na podiu Sahare ze ¥asu paleolitika (24).

Po definiciji Changa in Milesa (25) je goba vsakiavay ki tvori s prostim éesom viden
trosnjak in jo lahko naberemo, s tem, da lahkoittrstrukturo podzemno ali nadzemno.
Tako gobe vkljdujejo vrste iz dveh taksonomsko r&mih skupin: prostotrosnic
(Basidiomycetgsin zaprtotrosnic Ascomycetgs Trosnjaki razkénih oblik in barv imajo
nalogo razvoja in spreédnja spor. Omenjeni taksonomski skupini se razdteupredvsem v
obliki struktur, ki omogoéajo nastanek in ka@mo sproganje spolnih spor. Predstavniki gob
zaprtotrosnic so npr. mavrah ali uzitni et (Morchella esculentgain razliéni tartufi oziroma
gomoljike (rod Tubel). Med gobe prostotrosnice spada mnogo sploSnogmizruzitnih in
strupenih gob, kot so npr. gobarBoletug, dezniki (Macrolepiotg, tintnice Coprinug,
musnice Amanitg, lisicke (Cantharellu3, golobice Russuld, ostrigarji Pleurotug in razne

lesne gobe (21).

V naravi rastejo gobe na tri &ime, in sicer kot saprotrofi (gnilozivke), kot paita (zajedalke)

ali v obliki mikorize (simbionti rastlin). Saprotiree gobe predstavljajo prvo in glavno skupino
recikliranja v naravi, saj so odgovorne za razgadkompleksnih organskih snovi, kot sta
listni odpad in odmrl les, ter tako sodelujejo wmacanju mineralnih snovi v krozenje. Znotraj
te skupine organizmov ¢omo tri prekrivaj@e se podskupine glede na njihove encimatske

sposobnosti. Primarni razgrajevalci so gobe, kepraselijo rastlinske in lesne ostanke, kot so
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gnijoca debla in drevesni Stori. To so predvsem lesne gopr. uzitni nazalanec (Sitake,
Lentinus edod@sostrigarji Pleurotussp.), velika zra®nka Ganoderma luciduinin druge.
Zacetno razgradnjo surovega materiala, ki jo ontogoicelij gobe, nato nadaljujejo drugi
mikroorganizmi kot so razlne bakterije in kvasovke ter druge glive, ki naglajkoriajo
delno razgrajena hranila. Tak kompostiran matéaiako nato za rast izkotigjo sekundarni
razgrajevalci, kot je npr. travniski kukmalddaricus campestr)sin dvotrosni kukmak
(Agaricus bisporuk ki je goba gojena v najggm obsegu na svetu. Tako razgrajen organski
material nato lahko za rast izkat#§o terciarni razgrajevalci, na primer oranzna itatv
(Aleuria aurantig ali gobe iz rodov govnarjiRanaeoluy stozke Conocybg njivnice
(Agrocybg, itarji (Pluteug ter kukmaki Agaricug (26).

Parazitske gobe ali zajedalke lahko napadajo ¢astirevesa, razgrajujejo njihov les ter
povzraijo trohnenje debla. @na parazitskin gob lahko raste tudi na odmrlenu l&et
fakultativne zajedalke. Tak primer je bukov ostriffaleurotus ostreatyg27). Nedvomno pa
najvetjo skupino gob predstavljajo mikorizne ali simbisk# gobe. Predstavniki, ki so
pogosto uporabljeni v prehrani gurmanov, so npla gemoljika - tartuf Tuber magnatuin
uzitna listka (Cantharelus cibarius uzitni goban — jutek (Boletus edulisin druge. Mnogih
mikoriznih gob ni mogeée gojiti v laboratoriju na goj&h kot saprotrofe, zato se mikorizne
gobe, tako za namene uZzivanja kot tudi za medieimgknene, Se vedno nabira v njihovih

naravnih habitatih, gozdovih.

V Aziji so ze pred veé tisa¢ leti spoznali zdravilno mbmnogih uzitnih in tudi nekaterih
neuzitnih gob. Uzitne gobe z zdravilnimi in funkc&nimi lastnostmi vkljdujejo vrste rodov
strnjenk Lentinulg, uhljark Auricularia), bradovcevKericium), zragenk Grifola), panjevk
(Flammuling, ostrigarjev Pleurotug in drhtavk Tremellg. Druge so znane le po zdravilnih
lastnostih, kot sta npr. rodova pteek Ganoderma in ploskocevk Trametey ki sta
neuzitna zaradi grobe in trde teksture ter trpkegasa. Zdravilne gobe se predvsem na
daljnem vzhodu, v Evropi in v ZDA ofajno uzivajo kot prehranska dopolnila v obliki
tekatih koncentratov ali v obliki prahu oziroma kapsurabljenih posuSenih gob. Redno
uzivanje teh koncentratov naj bi imelo ugoden vpla/imunski odziv posameznika, pamer

poveajo odpornost proti boleznim in v daéknih primerih tudi nazadovanje bolezenskega
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stanja. Kot bo razvidno v nadaljevanju, je ena agp@amembnejSih lastnosti izéleov mnogih
zdravilnih gob prav njihovo delovanje kot imunoméadtarji (21).

1.2.3 Bukova kresilka ali Fomes fomentarius (L.) J. Kickx

Fomes fomentariusli bukova kresilka je goba iz redu lukigrjev Polyporale$. Micelij
zajeda debla rastih in podrtih dreves wevrst, plodig€e pa izra&a iz debel v obliki konzole
(28). V&iinoma se nahaja na drevesih borealnih ayjmto je na: bukvi, brezi, topolu, jelsi,
javorju, ¢esnji in ameriSkem orehu (29).c&ih so bukovo kresilkoFobmes fomentariys
uporabljali za netenje ognja. S solitrom (Na JN@apojena sredica gobecna namreé hitro
tleti, ko nanjo pade iskra (28). Poznana je tudidma izmedgliv ledenega moza Otzijaki,
naj bi umrl pred 5300 leti ob avstrijsko italijamskneji. Ob smrti je med drugimi
potrebginami pri sebi imel plodi§ gliv Fomes fomentariusn Piptoporus betulinis(30).
Pripadniki ljudstva Khanti iz obnéfa Rusije so bukovo kresilko uporabljali za ustanjg
krvavenja, gretje botgh predelov in obredno za obvarovanje pred smrtjbaleznijo (31). V
18. in 19. stoletju je bila sestavni del homeog&iatsblog in povojev (32). NovejSa dognhanja
pripisujejo gobiFomes fomentariuantioksidativni, protivnetni, protivirusni in pititmorski
ucinek. (33, 34, 35, 36).

Slika 4 Fomesfomentarius (L.) J. Kickx

1.3 Uc¢inkovine v medicinskih gobah

Uporaba medicinskih gob v humani medicini je zedtja zelo razSirjena predvsem na

dalijnem vzhodu. Na Japonskem in Kitajskem so &leéz medicinskin gob postali

nepogresljiv del tradicionalne kitajske medicin@)(Sele zadnja tri desetletja se je oblikovalo
10



interdisciplinarno podrge v znanosti, ki raziskuje in vedno bolj potrjujginkovitost in
edinstvenost sestavin, izoliranih iz mnogih vrsb d@). Sestavni deli makrogliv in njihovi
sekundarni metaboliti, ki imajo znano bioloskdinkovitost so: polisaharidi, glikoproteini,
proteoglikani, proteini, terpenoidi, mane kisline, aktivnim heksokinazam sorodne spgjine
prehranske vlaknine in druge. R&nke skupine bioaktivnih snovi izoliranih iz gob ijihove

ucinke vidimo v preglednici | (38).

Preglednica | Razléne skupine bioaktivnih snovi izoliranih iz gob

SKUPINA SESTAVIN PRIMER ZDRAVILNI UCINEK
grifolan imunomodulatorno
polisaharidi lentinan protitumorno
schizophyllan protivirusno, protimikrobno
PSP protitumorno
glikoproteini protivirusno, protimikrobno,
PSK
citotoksi¢no
proteini Fips imunomodulatorno
ganoderi¢na kislina, ganoderiol protivirusno proti HIV
ganodereni¢na protitumorno
lucidenicna citotoksicno
terpenoidi
ganolucidi¢na kislina zavira spro$canje histamina
lucidumoli antihipertenzivno (zavira ACE)
ganoderoli aplanoksidne kisline protivnetno
citotoksi¢no, protitumorno,
steroidi polioksigenirani derivati ergosterola
protibakterijsko
linolna kislina protimutageno
mascobne kisline
palmitinska kislina protibakterijsko
organski germanij di-B-karboksietlgermanijev seskvioksid protitumorno, imunomodulatorno
nukleotidi adenozin zavira agregacijo trombocitov
biformin, agrocibin, nemotini¢na
poliacetilenske snovi antibioti¢no
kislina, marasmin, kvadrifidin
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1.3.1 Polisaharidi

Polisaharidi so strukturno zelo raznolika skupinald$kin makromolekul. Sestavljeni so iz
ponovljivih strukturnih enot, ki so polimeri mondsaidnih ostankov, zdruzenih med seboj z
glikozidnimi vezmi. Aminokisline v proteinih in nigotidi v nukleinskih kislinah se
povezujejo le v eni smeri, medtem ko se lahko pbBsidne enote v oligo- in polisaharidih
zdruzujejo med seboj v vesmereh, tako da tvorijo veliko raahih vrst razvejanih ali
linearnih struktur (39). Posledica te variabilngstifleksibilnost, ki je potrebna za natae
regulatorne mehanizme raziih celiénih interakcij v visjih organizmih. Leta 2001 jeldi
znanih preko 650 vrst prostotrosnic (Basidiomycoka)so vsebovale farmakolosko aktivne
polisaharide, njihovo Stevilo pa Se vedno n&g21). Polisaharidi v medicinskih gobah, ki so
pokazali imunomodulatorne in/ali protitumorne laxtt sop-glukani, heteroglikanig-mano-

B-glukan kompleksi. Med njimi so najpomembndgjdd-glukani.

Glukani so heterogena skupina glukoznih polimefsglukani iz razlénih virov imajo nekaj
razlik v strukturi. Osnovna veriga $§1,3)- povezang-D-glukopiranozilne enote g(1,6)-
povezanimi kratkimi stranskimi verigami (slika 28).

CH,OH

oH O |*?
HO |

Slika 5 Shematski prikaz molekularne strukture (1,3- p-D-glukana zg (1,6)- povezano stransko verigo

Njihovo delovanje je povezano z molekulsko mas@vegnostjo in topnostjo v vodi,
domnevno pa tudi z vi§jimi molekulskimi struktura(@8). Lentinan iz uzithega naztdnca
(Lentinus edodesin shizofilan iz navadne cepilistkgchizophylum commune)a najbolje
prowtena komercialno dostopri&D-glukana, ki imata imunomodulatorne in protitumer
ucinke. Oba sestavljajp-D-glukopiranozilne enote, ki so povezanp(z,3) glikozidno vezjo.
Na vsake tri monosaharidne enote se pojavi straresiaejanje z glukopiranozidno verigo, ki
je na osnovno verigo pripeta prpil,6) glikozdne vezi. Povptaa molekulska masa lentinana
znaSa okrog 500 kDa, shizofilana pa okrog 450 kBxdfolan iz velike zra&nke (Grifola
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frondosa)pa je sestavljen iz osnovne verige (13d)-glukanov s stranskim razvejanjem s po
eno (1,6)B-D-glukozilno stransko enoto na vsake tri monosalnarostanke (40, 21).

Poleg B-D-glukanov vsebujejo Stevilne vrste gob tudi hepalisaharidne verige ksiloze,
manoze, galaktoze ter uronske kisline in jih jecnzolirati s solmi ali alkalijami. Prav tako pa
lahko vsebujejo glikoproteine, ki so zgrajeni iz lipeptidne verige, s pripetimi
polisaharidnimi verigamip-D-glukanov. Tako so iz velike zr&nke (Grifola frondosa)
izolirali frakcijo D, ki vsebuje glavno verigo iz (1/6)D-glukanov in (1,4)- stranskimi
razvejitvami, pogosto pa tu@i(1,3)- glavne verige B(1,6)- stranskimi razvejitvami (21). Iz
uprasenega micelija goldeentinus edodeguzitni nazoldanec) so pripravili izvieek LEM.
Oborina pridobljena iz vodne raztopine micelija galentinus edodeg dodatkom etanola je
LAP. LEM in LAP sta glikoproteina, ki vsebujeta ghro, galaktozo, ksilozo, arabinozo,
manozo in fruktozo (40). Sorodna izéka gobeTrametes versicolofpisana ploskocevka)
PSK in PSP sta izolirana iz kultiviranega micel§avov CM-101 in COU-1. Oba imata
molekulsko maso priblizno 100 kDA, njun polipepiidiel pa je bogat z asparaginsko in
glutaminsko kislino (41). M&no razvejan polisaharidni del sestavljajeg(1,4) in p-(1,3)
glukozidne verige, glavni monosaharid je D-glukoZaPSP sta pomembni Se arabinoza in

maltoza. PSK vsebuje fukozo. Prav tako so prisgalaktoza, manoza in ksiloza (42).

1.4 Farmakoloski ué¢inki medicinskih gob

Sodobna klintna praksa se na Japonskem, Kitajskem, v Koreji,jjiRms v ve¢ drugih
drzavah, zanaSa na pripravke iz medicinskih gobZ@)adi tega je bilo tudi na zahodu veliko
raziskav posuv&enih ugotavljanju moznecinkovitosti snovi iz gob pri zdravljenju nekaterih
bolezni, kot so: alergijska astma, alergije na braatopéni dermatitis, vnetja, revmatoidni
artritis, ateroskleroza, hiperglikemija, trombop&uzbe s HIV, tuberkuloza, sefti Sok in
rak (43). V zadnjentasu so snovi iz medicinskih gob v raziskavah izleapmotitumorne,
imunomodulatorne, antioksidativhe, kardioprotekéivnantihiperholesterolne, protivirusne,
protibakterijske,  protiparazitske, protiglivne, s&mpitvene, hepatoprotektivne in
antidiabeténe winke (2).
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Protibakterijske in protiglivne dinke pripravkov iz medicinskih gob pripisujejo pwsém
njihovim sekundarnim metabolitom. Svetlikava gkska (Ganoderma lucidum)n ostali
predstavniki vrsteGanoderma,so se skupaj z ostalimi kemoterapevtiki, ze upgabpri
zdravljenju raznih bakterijskih bolezni (34, 44, 4%). Nekatere snovi iz zdravilnih gob pa
izkazujejo protivirusni tinek. Na okuzbo z virusom HIV vplivajo med drugikupina PSK
iz pisane plosk&evke [Trametes versicolonn triterpeni iz svetlikave pl@é&nke Ganoderma
lucidum)(34, 45).

Polisaharidi iz gob preptajejo onkogenezo, izkazujejo neposredetinek proti ve
tumorjem, prav tako pa pregrgejo metastazo tumorjev. Njihova aktivnost je [wse
ucinkovita pri uporabi skupaj s kemoterapijo. Prakotaaktivirajo citotoksine makrofage,
monocite, nevtrofilce, naravne celice ubijalke, di#ske celice in kendhe mediatorje, nimajo
pa citotokstnega dinka na tumorje. V& klini¢nih Studij dokazuje inhibitorno polisaharidov
delovanje na tumorje pri gobah: uzitni nagabec (Lentinus edodes)velika zrasenka
(Grifola frondosa) navadna cepilistka(Schizophyllum communelr.: Fr., svetlikava
ploxenka(Ganoderma lucidum)pisana ploskocevkélrametes versicolorfL.: Fr.) Lloyd,
brezin luknj& (Inonotus obliquus)Phellinus linteus(Berk. et M.A. Curt.)Teng, zimska

panjevka(Flammulina velutipes)Codyceps sinensis drugih (2).

Nekatere medicinske gobe vsebujefiniiovite snovi, ki nizajo nivo LDL holesterola v\kr
Prav tako zavirajo akumulacijo trigliceridov in dgjo antioksidativnho, kar zmanjSuje
nevarnost razvoja kardiovaskularnin bolezni (47epétoprotektivne lastnosti so najbrz
posledica antioksidativneg&ioka, lovljenja kisikovih radikalov, modulacije jeth encimov

faze I in 1, modulacije NO nastajanja, inhibicfjeglukoronidaze in drugih (48).

1.4.1 Imunomodulatorno delovanje

Iz gob so izolirali Ze vepoglavitnih snovi z imunomodulatornim delovanjého. so proteini,
polisaharidi, lipopolisaharidi in glukoproteini. hko obnovijo ali pové&ajo imunski odziv
celic imunskega sistema (2). Glavni imunomoduldtar&inki medicinskih gob zajemajo
vplive na limfocite, hematopoetske ntae celice (HMC), makrofage, dendritske celice (DC)

in naravne celice ubijalke (NK), kar se kaze vdalju proinflamatornih citokinov (43).
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Ucinki na limfocite so redki, vendar raznoliki in eajajo sprozenje ali gjanje odziva celic
Th1, proliferacijo limfocitov T in B, v&anje ali manjSanje produkcije protiteles, prolifgja

in diferenciacijo limfocitov B ter produkcijo imugtobulinov (43).

Predvsem ogljikovi hidrati iz gob pospesSujejo hespaezo. Znano je, dp-glukan velike
zra&enke (Grifola frondosa) poveuje aktivnost kolonije usmerjeninh mé&tih celic za
granulocite in monocite (CFU-GM) pri miSkah in HMGpodbuja nastajanje granulocitne
kolonije stimuliraj@ega faktorja (G-CSF) in ubrani HMC pred tak®istjo kemoterapije z
doksorubicinom. Studija dokazuje, da peroralno jgmaega polisaharida spodbuja zorenje
HMC v funkcionalno aktivne mieloidne celice in pesSpje regeneracijo levkocitov v periferni

krvi po kemotoksini poskodbi kostnega mozga (49).

Ze dolgo je znano, da so mnogi visoko &B&eni p-glukani, kot so: lentinan iz uZitnega
nazolkaneca (Lentinus edodes),schizophyllan iz navadne cepilistkéSchizophyllum
commune) SSG iz bele gnilobéSclerotinia sclerotiorum)n grifolan iz velike zrafenke
(Grifola frondosa),potentni aktivatorji makrofagoin vitro in in vivo. Predvsem se to nanasa
na sposobnost makrofagov za tdoje interlevkina-1 (IL-1), (tumor nekrotizirajofaktor )
TNF-a in ostalih citokinov, kar je zelo pomembno pri @gkah in obolenjin (50). &nki

pripravkov iz zdravilnih gob na makrofage so podapreglednici Il..

Preglednica Il Imunomodulatorno delovanje produktov medicinskih gob na makrofage

VRSTA PRODUKT UCINEK NA IMUNSKI SISTEM
G. frondosa frakcija-D 11L-18
L. lepideus PG101 1 TNF-aq, IL-18, IL-10, IL-12, GM-CSF, IL-18
vodn.ivivzvlecek micelija in { TNF-a
A. blazei plodisca
frakciji B-4 in B-5 1TNF-q, IL-8, NO
G. lucidum polisaharidi 1 1L-1B, TNF-a, IL-6
GRN 1 1L-1,IL-6, TNF-a
G. frondosa
frakcija-MD 1iNOS
M. esculenta galaktomanan 1 aktivnost makrofagov
1TNO
P. linteus PL
|produkcijo v splenocitih IL-2, IFN-y, in TNF-a
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| apoptozo dela aktiviranih makrofagov in limfocitov pri
miskah tretiranih z LPS

C. pruinosa metanolni izvle¢ek inhibira IL-18, TNF-a, NO, PGE2

S. aspratus fukogalaktan TNF-a, NO

A. cylindracea peptid podoben bikvitinu T NO

T. mongolicum lektini (TML-1, TML-2) 1 TNF-a, NO

Stevilne snovi iz medicinskih gob so sposobne spditibfenotipiino in funkcionalno zorenje
dendritskih celian vitro. Skoraj vse med njimi sprozijo nastajanje IL-12inek na Th1/Th2
polarizacijo pa je variabilen in zdi se, da zelwisdn od raznolikosti sestavin (50h vivo
Studija o @inkovitosti razleénih polisaharidov iz svetlikave plégnke Ganoderma Lucidum)
na DC je pokazala, da gigceni polisaharidi iz njenega micelija inducirajo lferacijo
perifernih  mononuklearnih krvnih celic in fenotipp ter funkcionalno zorenje DC s

signifikantnim proizvajanjem IL-12 in IL-10 (51).

Vecanje aktivnosti naravnih celic ubijalk so pri ziNain vitro in in vivo sprozile Stevilne
snovi iz gob. D-frakcija iz velike zré8nke (Grifola frondosa)je sprozila véje izlocanje
TNF-a in IFN-y iz vraniénih celic miSk s tumorjem in povala izlatanje IL-12 iz
makrofagov, kar sprozi aktivacijo NK. Vodni iz¢kk iz medicinskih gob, sestavljen iz enakih
delov pisane ploskocevk@rametes versicoloy)Cordyceps sinensigiZitnega nazalaneca
(Lentinus edodesAgaricus blazein svetlikave plo&nke(Ganoderma lucidum)e poveal

fagocitozno aktivnost peritonealnih makrofagov podbujal aktivnost NK pri miskah (43).

1.4.2 Citokini

Imunski sitem predstavlja sklop limfatih organov, imunskih celic, citokinov in nekaterih
ostalih molekul, ki posredujejo obrambo organizmadpvdorom mikrobov. Nespedifio ali
prirojeno imunost sestavljajo fézie in kemijske ovire za vstop mikrobov v notranjost
organizma, kot so: neposSkodovana koza in sluzmitigg, sluz in vsebina Zelodca ter celice
fagocitnega sistema, komponente komplementa inceceharavne ubijalke (NK), ki
nespeciffno odstranjujejo in nevtralizirajo tujke. Pridolripeali specitina imunost temelji na

speciféni prepoznavi in odstranitvi antigena (52, 53).
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Citokini so skupina proteinov, ki sodeluje pri 3tein odzivih prirojene in pridobljene
imunosti. Izl@&ajo se kot odziv na vnetni ali antigenski drazijayecinoma delujejo lokalno,

in sicer avtokrino ali parakrino, tako da se z ksafiniteto veZejo na poseben tip receptorjev
na povrsini celic. Nekateri citokini pa so izémi v zadostni kotini, da potujejo v oddaljeni
del telesa, kjer delujejo endokrino (54). Najpomesrjba lastnost citokinov je pleiotropnost,
kar pomeni da v razinih celicah povzréajo razltne bioloSke tinke. Delujejo lahko
sinergisttno, kadar je skupencimek dveh citokinov i od skupnega tinka posameznih
citokinov, ali pa delujejo antagoni&tio (slika 6) (53). V skupino citokinov spadajo

interlevkini in interferoni, pa tudi hematopoetslgjavniki, rastni dejavniki in kemokini (55).

CelicaB
‘ [Pmdukcija IGE ]
celice T pomagalke e o
a) /7 CD4*celica T
—p —_— IThZ diferenciacija ]
IL 2 > CelicaB

by*_.-

>( e===p IFN- Yy
Povecano izrazanje
) \S

molekul MHC I

na vec tipih celic
0 ==>| TNF /7

Aktivacija
—blIFN YI‘: makrofagov [Fa—
Zaviranje
aktivacije —
;( Iﬂl makrofagov o

Slika 6 Raznolikost delovanja citokinov: (a) pleiotopnost, kjer ima en citokin razli¢ne efekte na razléne

e=mp | Proliferacija

celice; (b)redundantnost, kjer imajo razliéni citokini lahko enak ué¢inek; (c) sinergija, kjer imata dva ali
ved citokinov moénejSi u¢inek, kot bi bil seStevek posameznih dinkov in (d) antagonizem, kjer en citokin

zavira delovanje drugega.

Prekomerno proizvajanje ali pretirana aktivnosokiitov lahko imata patoloSke posledice.
Zato je uporaba citokinov ali njihovih inhibitorjeypoomemben vidik pri spreminjanju

bioloskih odzivov povezanih z imunskimi in vnetniboleznimi (54).
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1.4.2.1 Provnetni citokini

Vnetje je koordiniran odziv imunskega sistema raZljisje ob okuzbah, poSkodbah tkiva ali
stiku s ceknimi toksini. Celice imunskega sistema se obcamgi s takSnimi drazljaji
aktivirajo in sprostijo vrsto faktorjev, ki vodijdo znakov znélnih za vnetje »rubor, calor,
dolor, tumor, functio laesadamen celotnega procesa je odstranitev p@vai@ okuzbe in
ostankov poskodovanega tkiva, ter spodbuditiek celjenja tkiva (56). Paradoksno pa
imajo nekateri citokini tako imenovani »Ying-Yang«cinek. Na primer pri z IL-1
posredovanim poviSanjem Stevila adhezijskih molekalendoteliju, pospeSimo emigracijo
nevtrofilcev v tkiva, kar je nujno pri ukevanju bakterij. Po drugi strani pa se z IL-1
posredovanim poviSanjem Stevila adhezijskih molgdadpesuje metastazni proces (57). Med
najpomembnejSe dejavnike vnetja pristevamo proneitokine, ki sprozijo vnetno kaskado,
kot je prikazana na sliki 7 (56). Provnetni citak#o dejavnika tumorske nekroze TNFn

TNF-B, interlevkin-1, interlevkin-6 (IL-6), interferop-in transformirajdi rastni faktorp (54).

{ [L-1, TNF, IFNy W

h 4
PLA 2(ll}, COX-2, iNOS, vetje izrazanje endotelijskih
adhezijskih molekul, sinteza kemokinov

4
PAF, PGE2, levkotrieni, NO, adhezija nevtrofilcev
na endotelij, emigracija in aktival;jjg.pgqj;ggﬁ!@;

A
{ VNETJE, UNICENJE TKIVA, IZGUBA FUNKCUE

Slika 7 Vnetna kaskada sproZena z provnetnimi citaki

Citokin IL-1 izdelujejo predvsem makrofagi. Njegoy@&votna naloga je posredovanje
vnetnega odziva. Pri nizkih koncentracijah delupé Ikkalen mediator vnetja. Na endotelijske
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celice deluje tako, da pose izrazanje povrSinskih molekul ligandov za integri ki
povzraiijo adhezijo levkocitov. Ko je izken v viSjih koncentracijah pa vstopi v krvni obtok
in povzra@i poviSanje telesne temperature, ptasrge sinteze proteinov akutne faze v jetrih, ter
poveano nastajanje nevtrofilcev in trombocitov v kostnenozgu (54). Obstaja v dveh
oblikah IL-10 in IL-1B, ki se veZeta na in aktivirata iste receptorjevéj®a spoznanja o ILel

in IL-1B kazejo na neredundantni vlogi pri obrambi orgamizmmoti bakterijskim okuzbam in
patogenezi bolezr{b8). II-1B so Ze povezali z rastjo in napredovanjem gastga karcinoma,

kolorektalnega raka, ezofagealnega raka in rakajéaikih (59).

II-6 je citokin, ki sodeluje tako pri prirojeni inmosti, kot pri pridobljeni imunosti. 1zt@ajo ga
mononuklearni fagociti, zilne endotelijske celiddyroblasti in nekatere ostale celice, kot
odziv na vdor mikrobov in prisotnost ostalih cito@v, predvsem IL-1 in TNF. Prav tako ga
izlocajo nekatere aktivirane celice T. Spodbuja sintemieinov akutne faze v hepatocitih,
nastanek nevtrofilcev iz matiih celic kostnega mozga, rast limfocitov B, ki se
diferencirali v plazmatke in nastanke nekaterihirgtamatornih citokinov. IL-6 deluje
podobno kot rastni faktor na mielome in veliko romebv izlata IL-6 kot avtokrini rastni
faktor (54). Prekomeren nastanek IL-6 je poveza&tesilnimi s starostjo povezanimi staniji,
kot so kardiovaskularne bolezni, osteoporoza, testridiabetes tipa 1l, dotena rakava

obolenja, parodontalne bolezni, krhkost in upaké&ionalnosti (60, 61).

TNF-a je najpomembnejSi mediator ob akutnem vnetnemvadza Gram negativne bakterije
in druge infektivnhe mikrobe. Izdelujejo ga r&ne celice: makrofagi, celice NK, astrociti in
Kuppferjeve celice, kot odgovor na bakterije, veugzltne citokine in imunske komplekse.
Osnovna fizioloSka naloga TNd&+e spodbujanje rekrutiranja in aktivacija nevticdyv ter

monocitov na mestu infekcije (54). Pri nizjih kont@cijah deluje lokalno na levkocite in
endotelijske celice. V wfih koncentracijah pa je odgovoren je zacime sistemskih

komplikacij ob resnih infekcijah, zato ga trenutmoobliki sistemskega zdravljenja se ne
moremo uporabljati. V hipotalamusu pdeaetvorbo prostalglandinov, kar vodi v poviSanje

telesne temperature, ter sprozi nastajanje proteakatne faze v jetrih (55).

19



1.5 Diferencialno izrazanje genov

Diferencialno izrazanje genov se je prisotno takepocelénih, kot kompleksnih w&elicnih
orgaizmih in je osnova za raatio izrazanje proteinov, ki vodijo do fizioloSkih in
patofizioloSkih procesov kot so: c@li razvoj, diferenciacija, ohranjanje stanja in kudba

ali smrt. TaksSno kljgno vlogo ima tako pri enoceéhih, kot pri bolj kompleksnih organizmih.
Med bolezenskim stanjem alicinkom ksenobiotikov oziroma kateregakoli zunanjega
drazljaja pride do kopenja informacijske RNA (mRNA) zaradi¢imka na veé& nivojih:
kromatinskem, prepisovanju ali procesiranju RNAngportu ali stabilnosti. Zaradi tega pride
do pove€anega ali zmanjSanega izrazanja genov zacdo proteine in poslettio do

poveanega ali pomanjSanega iZmja teh proteinov (62).

Tako pride na primer pri vdoru mikroorganizmov wamnizem do aktivacije makrofagov
zaradi bakterijskih antigenov. Sprozena je bilakkdsa reakcij, zaradi katere se péae
izrazanje genov za TNF in IL-1 in nekatere ostalekme. 1zloteni TNF in IL-1 povzrdijo
poveano izrazanje genov za tip Il fosfolipazo A2, cidsigenaze in INOS, ki kodirajo
encime, ki pové&ajo nastajanje trombocite aktivirggga dejavnika, levkotrienov,
prostalglandinov in NO, kar na koncu powiranake, zné&lne za vnetje (63). Kadino
MRNA lahko merimo z wemetodami, med katerimi je najbolj uveljavljenai¥ea reakcija z
polimerazo v realnerasu (RT-PCR) (62).

1.5.1 Verizna reakcija s polimerazo v realnemtasu (RT-PCR)

Verizna reakcija s polimerazo v realnéasu angl. Real Time Polymerase Chain Reaction),
oziroma kinettni PCR, je laboratorijska tehnika, ki temelji narizei reakciji s polimerazo
(PCR) in se uporablja za kvantifikacijo tae DNA molekule. Omog@ tako detekcijo kot
kvantifikacijo speciftnega zaporedja DNA v vzorcu (64). Prednosti upoB& v realnem
¢asu pred tradicionalnim so predvsem ¥jveanesljivosti podatkov, visoki @htljivosti in
ponovljivosti, sorazmernosti pot¥a@nja fluorescentnega signala reporterja z Stevilom
pomnozenih fragmentov, kratelas analize brez naknadne obdelave podatkov, irkdsiro

obmaije za detekcijo (65).
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Reakcijsko zmes sestavljajo vzorec DNA, ki sluzit koatrica; dva oligonukleotidna
zatetnika; deoksinukleozid-trifosfati (dATP, dGTP, d€1n dTTP), ki predstavljajo gradnike
nove verige DNA; M§" ioni; reakcijski pufer; in termostabilna DNA poléraza Taq
polimeraza), ki je bila izolirana iz bakterifehermus aquaticusReakcija poteka cikino v
ciklicnem termostatu. Vsak cikel sestavljajo tri stophiajprej pride do denaturacije DNA pri
95°C. Med ohladitvijo na 40-60°C (odvisno od do&ira&etnikov in deleza dCTP in dGTP)
potete prileganje z&tnikov. Po segretju na 72° C paq polimeraza zéne podvojevati DNA
verigo. Navadno reakcija poteka od 20 do 40 ciKgd).

Tehnologija PCR v realner@asu temelji na detekciji fluorescentnega signalandstane v
sorazmerju s pomnozevanjemctae DNA. Povéanje signala fluorescence je zabelezeno med
analizo in je sorazmerno keini DNA, sintetizirane med enim ciklom pomnoZzevarjaine

za detekcijo produktov RT-PCR delimo na dve skupglade na to, ali z njimi zaznamo samo
speciféni produkt, ali pa zaznamo tudi morebitno prisotnespeciftne produkte. Pri
specifcnemu nainu detekcije uporaba s fluorofori ozremih sekvedtno specifénih sond, ki
uporabljajo 5'nukleazno aktivnostTaqg DNA polimeraze, omog@ zaznavanje zgolj
specifénih produktov podvajanja. Pri nespe&ifemu né&inu detekcije DNA uporabimo
vezavna barvila (SYBR Green |, Eva Green), ki odgajfluorescenco, ko se vezejo v
nastajajéo dvoverizno DNA. Barvilo ne prepozna nukleotidnegaporedja, zato je
specifénost pomnoZevanja odvisna odcemikov. Za véjo speciftnost moramo zato
zadostiti dolégenim pogojem. Po kaani reakciji moramo potrditi speatfiost z dolditvijo
disociacijskih krivulj s katerimi izkljsimo nastanek nespedifiih produktov, lazno pozitivnih
produktov (SYBR Green | se veze na vse dvoverizivADoziroma prisotnost dimerov
zatetnikov (slika 8) (66).

Kontinuirano spremljanje poteka reakcije v vsakekiucnam omogei, da izmerimo kokino
produkta PCR, ko je reakcija Se v eksponentni fazieksponentni fazi dotomo prazno
fluorescenco, ki predstavlja odziv, kjer je intéata odziva znalno viSja od ozadja. Cikel, v
katerem vzorec preide to mejo, imenujemo prazreldik (treshold cycle). Kalina DNA se
teorettno vsak cikel podvoji. Ker pa vsi &ini oligonukleotidi niso enakocinkoviti, je

ucinkovitost reakcije redko enaka 2. Zato vednodureamo winkovitost reakcije. Relativho
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koncentracijo DNA nato iztmnamo po formuli elatvnaf™ E“. S primerjavo vrednosti
Ct(vzorca) Z Vvrednostmi Gtiandarda)0d katerega Stevilo kopij matrice poznamo, lahko

dolacimo absolutno Stevilo kopij matrice v vzorcu. Kalio DNA v vzorcu pa izréunamo iz
standardne krivulje. Kot standarde uporabimo dexijeditve znanih kokin DNA. Seveda
pa moramo pri kvantifikaciji upoStevati tudi biokas variabilnost med posameznimi vzorci.
Izratunano koncentracijo DNA zato normaliziramo na kartixeijo hiSnega gena HKG (ang.

housekeeping gene). Tega izberemo tako, da sewgeépg@zanje v vzorcu ne spreminja (66).

Slika 8 Detekcija produkta pri RT-PCR levo z barvilom SYBR Green in desno z Tag sondo

el e \/\/\ AAAA(A)
n

reverzna
transkriptaza

><;OO<>(AAAA{A)
>0 \/9(/\

S‘I BR Green

5" eksonukleaza s

-®-
Sposobnost zbiranja podatkov PCR v real@asu med eksponentno fazo predstavlja idealno
tehniko za Studije izrazanja genov, saj je iz s v izrazanju genov mog® sklepati na
njihovo vlogo pri razvoju bolezni. Spremljanje gkega izrazanja ima pomembno vliogo pri
razvoju novih zdravil tako pri odkrivanju novih tarza zdravila, kot pri preverjanju
ucinkovitosti in toksénosti inkovin. Prav tako je pomembna kombinacija tehnipdoBNA
mikromreZ in PCR v realneasu. S tehnologijo mikromrez lahko naenkrat pregieal ve
tiso¢ genov in identificiramo potencialno zanimive gekaterih izrazanje nato natareje

ovrednotimo s PCR v realnetasu (65).
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2 NAMEN DELA

Klasifikacija gliv je bila skozi vso zgodovino bayije do pred kratkim kontroverzno
podraje. Ze od Haeckelove razdelitve Zivih bitij na liagt, Zivali in protiste so glive uvili

v kraljestvo rastlingeprav so se mnogi sistematiki zavedali anomalgéesia in komaj pred
Stiridesetimi leti je sistem spremenil Robert Wiitr, ki jih je uvrstil v svoje kraljestvo. Sele
z razvojem molekularnih metod in prebojem molekutafilogenije v z&etku devetdesetih let
je prislo spoznanje, da so glive prazaprav bolpdoe Zivalim, kot pa rastlinam. V zadnjem
casu se je pri taksonomski sistematski razvrstitii @ izdelavi filogenetskega drevesa
mocno uveljavila metoda dotanja nukelotidnega zaporedja znotraj rDNA, in sibel
speciféno, zaporedje za 18S rRNA ITS. Metoda predstavigstaven, nat@en, zanesljiv in
hiter n&in dolatanja identitete glivnih vzorcev, kar je osnova zadaljne farmakoloSke

raziskave morebitnih zdravilniktinkov medicinskih gob in razvoj potencialnibinkovin.

Pomemben vidik uporabe gliv v farmaciji je njihozanoznost proizvajati metabolite, ki
neposredno ali v obliki prekurzorskih molekul omv@ s pomg&o polsinteze ali
rekombinantne tehnologije DNA, predstavljajo arditke, vitamine, encime, hormone in
razlicne druge zdravilnedinkovine. Ceprav so medicinske gobe Ze tigtja del tradicionalne
kitajske medicine, jih v zahodnem svetu intenziwaziskujejo in vedno bolj potrjujejo
njihovo winkovitost Sele zadnja tri desetletja. Tudi zat&&vilne medicinske gobe, za katere
se predvideva, da imajo zdravilnéinek, zelo slabo, ali pa sploh niso raziskane. Wnpa
nekaj letih so se raziskavecimkov medicinskih gob usmerile v preiskovanje giivn
polisaharidov kot potencialnih osnov za razvoj immonodulatornin  ginkovin. V
srednjeevropskem prostoru je kar nekaj medicingtb, za katere se predvideva, da
vsebujejo-glukanske polisaharide, ki bi lahko aktivirélovekov imunski sistem, a doslej Se
niso bile raziskane. V nalogi smo se osredtitma razSirjeno in dobro poznano, a slabo

raziskano gobo bukovo kresilkBgmes fomentarius).

V okviru diplomske naloge smo se odlg da bomo:
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iz bukove kresilke (Fomes fomentarius) izoliralngensko DNA, nato pa pomnozili
zaporedje za 18S rRNA ITS

s sekvenno analizo doldili nukleotidno zaporedje 18S rRNA ITS in s tem
identificirali gobo

strukturno primerjali pridobljeno zaporedje z zmanhizaporedji nekaterih ostalih
medicinskih gob

na podlagi pridobljenega zaporedja in zaporedjiatexkh znanih medicinskih gob
izdelali filogenetsko vejo dela visjih gliv

ugotovili vpliv iz gobeFomes fomentariugzoliranih f-glukanskih polisaharidov na
diferencialno izraZzanje genov, ki kodirajo za pfl@matorne citokine IL-f, IL-6 in
TNF-a.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 Material

Laboratorijska oprema

oprema proizvajalec
avtoklav Systec, Anglija
centrifuga Hawk 15/5, Japonska

centrifuga- Centrifuge 5415R

Eppendorf AG, Nemcija

namizna centrifuga

Daihan Labtech, Koreja

elektroforezna kadicka (V=75 mL)

Bio-Rad, ZDA

vir napetosti

Bio-Rad, ZDA

hladilniki (0-4°C)

Gorenje, Slovenija

zamrzovalnik (-20°C)

Gorenje, Slovenija

zamrzovalnik (-86°C)

Sanyo, Japonska

inkubator

UniEquip, Nemcija

brezprasna komora

Iskra Pio, Slovenija

magnetno mesalo

Tehtnica, Slovenija

stresalnik

Chemel, Svedska

polavtomatske pipete

Eppendorf, Nemcija

mikroepruvete (micro tubes)

Eppendorf, Nemcija

pipetni nastavki (10 pl, 100 pl, 1000 pl)

Eppendorf, Nemcija

mikrovalovna pecica

Intellowave, Koreja

termo-pomnoZevalnik (PCR - cycler)

Applied Biosystems, ZDA

termo-pomnoZevalnik (PCR - cycler)

MWG Biotech AG, Nemcija

tehtnica

Tehtnica, Slovenija

analizna tehtnica

Kern & Sohn, Nem¢ija

termoblok

Eppendorf AG, Nemcija

UV kamera; transaluminator

UVItec, Velika Britanija

vibracijsko mesalo (vortex)

Tehtnica, Slovenija

mikrotitrska plosc¢a z 96 vdolbinicami-(

96-Well Optical Reaction Plate with Barcode 128)

Applied Biosystems, ZDA
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centrifuga CENTRIC 322A

Tehtnica, Slovenija

aparat ABI Prism 7000 SDS

Applied Biosystems, ZDA

Kemikalije

reagent

proizvajalec

krompirjev dekstrozni agar

PDA, Carl Roth, Nem¢ija

dagaroza

Sigma, Nemcija

EDTA

Promega, ZDA

etidijev bromid

Promega, ZDA

glicerol

Fluka GmbH, Svica

natrijev acetat (3M, pH 3.8)

Applied Biosystems, ZDA

ocetna kislina

Merck, Svica

natrijev klorid

Merck, Nemcija

Tris baza

Promega, ZDA

50bp oznacevalec velikosti

Fermentas, Litva

1kbp oznacevalec velikosti

Fermentas, Litva

6 x Loading Dye solution

Fermentas, Litva

etanol 96%

SERVA, Nemcija

etidijev bromid Promega, ZDA
NaOAc Kemika, Hrvaska
PCR mix Promega, ZDA
PVP Merck, Nemcija
Tris base Merck, Nemcija
37% (12.3 M) formaldehid Merck, Nemcija
NaOH Merck, Nemcija

nasicena raztopina bromfenolmodro

Fluka GmbH, Svica

formamid

Merck, Nemcija

Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2X)

Fermentas Life Sciences, ZDA

Dulbecco’s PBS

Sigma, Nemcija

MnSO4 - 5H20

Alkaloid AD, Makedonija

Advanced RPMI-1640

Invitogen, ZDA
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penicilin/streptomicin Euro clone, UK

L-glutamin Sigma, Nemcija

FCS HyClone, ZDA

Pufri in raztopine

raztopina/pufer sestava

242 g Tris base

57,1 mL ocetne kisline ledocetne kisline
50x TAE pufer 18,6 g EDTA (0,5M)

do skupno 1L destilirane vode

50-krat red¢imo; delovna raztopina: 1x TAE

pufer

raztopina za spiranje membrane (Membrane

Wash Solution)

10 mM kalijev acetat (pH 5,0)

80 % etanol

16,7 uM EDTA (pH 8,0)

razopina za vezavo na membrano (Membrane

Binding Solution)

4,5 M gvaninizocianat

0,5 M kalijev acetat (pH 5,0)

raztopina PCR Master Mix

50 U/ml Taq DNA polimeraza

3 mM MgCl;

400uM vsak dNTP

10x pufer za gelsko elektroforezo s

formaldehidom

200 mM MOPS

50 mM Natrijev acetat

10 mM EDTA

pH uravnavamo do 7.0 z NaOH

1x pufer za gelsko elektroforezo s

formaldehidom

100 ml 10x pufer za gelsko elektroforezo s

formaldehidom

20 ml 37% (12.3 M) formaldehid

880 ml vode brez RNaz

5x RNA nanasalni pufer za agarozno

elektroforezo

16 pl nasicena raztopina bromfenolmodro

80 pl 500 mM EDTA, pH 8.0

720 ul 37% (12.3 M) formaldehid
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2 ml 100% glicerol

3084 pl formamid

4 ml 10x pufer za gelsko elektroforezo s

formaldehidom

voda brez RNaz do 10 ml

0,09 % bromtimol modro

6x DNA nanaSalni pufer za agarozno 0,09 % ksilen cianol
elektroforezo 60 % glicerol
60 mM EDTA

Geli za elektroforezo

gel sestava

Gel za agarozno elektroforezo : Agarozo smo dispergirali v pufru TAE in jo segrevali v
mikrovalovni pecici, dokler se ni popolnoma raztopila. Ohladili smo jo pod vodo na 60°C in ji
dodali EtBr. Nato smo vlili gel, vstavili glavnicek ter pocakali, da se je gel strdil. Dolili smo toliko
pufra TAE, da je pokril povrsSino gela.

0,4 g agaroze
0,8% agarozni gel
50 mL TAE pufra
2,5 uL EtBr (c= 10 mg/L)
0,5 g agaroze
1% agarozni gel 50 mL TAE pufra

2,5 pL EtBr (c= 10 mg/L)

0,75 g agaroze

1,5% agarozni gel
50 mL TAE pufra

2,5 pL EtBr (c= 10 mg/L)

Gel za agarozno elektroforezo s formaldehidom: Agarozo smo dispergirali v 10x pufru za
gelsko elektroforezo s formaldehidom in dopolnili z vodo brez RNaz do kon¢nega volumna.
MesSanico smo segrevali v mikrovalovni pecici, dokler se agaroza ni popolnoma raztopila. Na
vodni kopeli smo ohladili gel na priblizno 65 °C, nato dodali ustrezno koli¢ini 37% (12,3M)
formaldehida in EtBr (10mg/ml). Nato smo vlili gel, vstavili glavni¢ek ter pocakali, da se je gel
strdil. Gel smo zalili 1x pufrom za gelsko elektroforezo s formaldehidom do oznake.

0,6g agaroze

1,2% agarozni gel s formaldehidom 5ml 10xFA pufra

45 ml vode brez RNAz
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Kompleti

komplet proizvajalec
DNeasy® Plant Mini kit Quiagen, Nemcija
RNeasy® Mini Kit and RNase-Free DNase Set Quiagen, Nemcija
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System Promega, ZDA
OmniScript® reverse transcriptase Quiagen, Nemcija
Gojisca

gojisce sestava

Za gojenje micelijdfomes fomentarius, smo uporabili glive iz banke gliv (BFWS) BioteBké
fakultete Univerze v Ljubljani, Oddelka za lesacstiatedre za patologijo in z4f lesa.

trdo gojisce za gobe 11,7 g dehidriranega gojisca PDA

opombe: 300 mL destilirane vode
0 avtoklavirali 20 minut pri 121°C
[0 po 10 dneh inkubacije na 26°C smo vzorec
prenesli v tekoCe gojisce

30 g/L glukoze
tekoce gojisce za Fomes fomentarius

5 g/L peptona
opombe:

1 g/L KH2P0O4

0 zacetnipH 6,0

[1 natekotem gojis¢u smo gojili 21 dni pri 0,5 g/L MgS0O4

temperaturi 26 °C in 121 obratih na min-! 0,5 mg/L tiamina

88 mL gojis¢a Advanced RPMI-1640

10 mL FCS
gojisce za THP1 celice

1,0 mL L-glutamina 10 mg/ml

1,0 mL penicilin/streptomicina 10 mg/ml

Zacetni oligonukleotidi za PCR

oligonukleotid zaporedje Proizvajalec:

zacetni oligonukleotidi za PCR:

ITS_F 5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'

Invitrogen, ZDA
ITS_R 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'

zacetni oligonukleotidi za qPCR:

IL-1B QuantiTect Primer
sekvenci sta zasCiteni s strani proizvajalca

TNF-a Assays Qiagen, Nemcija
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IL6_F 5’-TCTCCACAAGCGCCTTCG-3’
IL6_R 5’-CTCAGGGCTGAGATGCCG-3’
ACTB_F 5’ATAGCACAGCCTGGATAGCAACGTAC-3’
ACTB_R 5’-CACCTTCTACAATGAGCTGCGTGTG-3’
B2ZM_F 5’-TGCCGTGTGAACCATGTGA-3’
B2M_R 5’-CCAAATGCGGCATCTTCAA-3’
HPRT_F 5’-TGACACTGGCAAAACAATGCA-3’
HPRT_R 5’-GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT-3’
YWHAZ_F 5-ACTTTTGGTACATTGTGGTTCAA-3’
YWHAZ R 5’-CCGCCAGGACAAACCAGTAT-3’

Invitrogen, ZDA

Polisaharidi Ff ICP

Polisaharid Ff ICP uporabljen v puajoc¢i nalogi je bil pripravljen iz micelija gob&omes
fomentariusna Katedri za farmacevtsko biologijo, Fakultetefamanacijo v okviru diplomske
naloge Mojce Tajnik 2009. Ff ICP je sestavljemib-glukoze,B-D-fukoze ter-D-galaktoze

Izvlecki Ff ICP vsebujejo 34,4% polisaharidowjib od 6-8 kDa in 0,8% proteinov.

Za poskuse na celicah smo pripravili delovno ramopFf ICP v sterinem PBS s

koncentracijo 5 mg/ml. Raztopino smo nato filtiirakozi sterilni filter s porami premera

0,2um).
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3.2 Metode

3.2.1 Izolacija genomske DNA

DNA smo izolirali iz micelija gobd-omes fomentariyski smo ga gojili na tekeem gojifu.
Tekate kulture smo najprej 10 minut centrifugirali pf 000 rpm in 4°C. Celice smo razbili
mehansko in sicer smo v terilnici material med jeenvetkrat zamrznili s tek&im duSikom.
Za izolacijo DNA iz tako pripravljenega vzorca smporabili komplet DNeasy® Plant Mini
kit (67). UspesSnost izolacije smo preverili z agar gelsko elektroforezo.

Postopek:

1. V mikroepruveto smo natehtali 100 mg zmletega vapnato smo dodali 4Q0_ pufra

AP1 in 4uL RNaze (100mg/ml).

2. MeSanico smo inkubirali 30 minut na 65°C in vme8Kkz2at premeSali z ob¥anjem
mikroepruvete.
Dodali smo 13QuL pufra AP2, zmesSali in 5 minut inkubirali na ledu.
Nato smo centrifugirali 5 minut pri 13000rpm.
Vzorec smo prenesli na QlAshredder kolono in cérgiiali 2 minuti pri 213000rpm.
Supernatant smo odpipetirali v novo mikroepruvetmt da nismo skalili oborine.

Dodali smo 1,5-kraten volumen pufra AP3/E in vzgeeemesali s pipeto.

© N o 0 bk~ w

650 pL tako pripravljenega vzorca smo nanesli nae&y mini spin kolono in

centrifugirali 1 minuto pri 8000rpm ter zavrglitfiat.

9. PrejSnji korak smo ponovili s preostankom vzorca.

10.Kolono smo prestavili v novo mikroepruveto, dode0uL AW pufra, centrifugirali 1
minuto pri 8000 rpm, in zavrgli filtrat.

11.Na kolono smo spet odpipetirali 5@ AW pufra in centrifugirali 2 minuti pri 13000
rpm.

12.Kolono smo prestavili v novo mikroepruveto in naogpipetirali 10QuL AE pufra, ki

je bil predhodno segret na 65°C.

13.Inkubirali smo 5 minut na sobni temperaturi natotaéugirali 1 minuto pri 8000 rpm.
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3.2.2 Verizna reakcija s polimerazo

Verizna reakcija s polimerazo predstavhavitro metodo sinteze nukleinskih kislin, s katero
lahko pomnozimo Zeljeni odsek DNA. Reakcijsko zreestavljajo vzorec DNA, ki sluzi kot
matrica, dva oligonukleotidna &itnika, deoksinukleotid-trifosfati (dATP, dGTP, dETin
dTTP), Md" ioni, reakcijski pufer in termostabilna DNA polinega [Taq polimeraza).
Reakcija je terndino vodena. Vsak korak zahteva ustrezno temperavdrprvi stopnji se
dvojna vija&nica matrice pod vplivom temperature razklene (95t@to se nanjo nalegata
z&’etnika (40-60°C, odvisno od dolzine oligonukleotider deleza G in C), v tretji stopnji pa
se veriga pod vplivom polimeraze podvojuje (72°Tak cikel se ponovi 25-35-krat (66).V
mikroepruvete smo pripravili meSanice za PCR rgaKpreglednica Ill ).

Kot pozitivno kontrolo smo uporabili DNA glive, zikatero ze vemo, da je bila uspesSno
izolirana, kot negativno kontrolo pa ulisto vodo.

reagenti volumen (pnL)

vzorec DNA 1

ITS_F nukleotidni zacetnik | 1

ITS_R nukleotidni zacetnik | 1
PCR Master Mix 12,5
dd H,0 9,5

Preglednica Ill Sestava reakcijske zmesi za PCR réaijo

Mikrocentrifugirke smo vstavili v cikéini termostat in pognali ustrezni temperaturni paogr
za pomnoZevanje (preglednica IV).

stopnja temperatura | ¢as trajanja

zaCetna denaturacija DNA | 94°C 90 sekund

denaturacija DNA 94°C 15 sekund

prileganje 56°C 40 sekund 35 ciklov
podaljSevanje 72°C 30 sekund

zaklju¢no podaljSevanje 72°C 5 minut

konec reakcije 4°C 00

Preglednica IV Temperaturni program cikli énega termostata za reakcijo PCR
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3.2.3 Agarozna gelska elektroforeza

Agarozna gelska elektroforeza je metoda separaaipitin bioloskih makromolekul glede na
njihovo velikost, naboj in konformacijo. Omogo lotevanje fragmentov DNA velikih od
petdeset do nekaj deset tidmaznih parov. Vzorec negativho nabite DNA potljezs pore
agaroznega gela od negativno nabite katode k ppaithabiti anodi. Priéemer je hitrost
potovanja odvisna od velikosti fragmenta. Gelu poetho dodamo fluorescentno barvilo
EtBr, ki nam omogéa vizualizacijo dvoverizne DNA, ko gel po koncu ktteforeze
izpostavimo UV svetlobi. Metodo smo uporabili zaotayljanje prisotnosti nukleinskih kislin
v vzorcih po izolaciji gDNA in nato Se po opravljd?CR reakciji. Za doléevanje gDNA smo
uporabili 0,8% agarozni gel, za PCR produkte 1,5%v). Po koani elektroforezi smo vzeli
gel iz kadéke in ga analizirali pod UV svetlobo.

Postopek:

1. V prvo mikroepruveto smo odpipetiraliR nanasalnega pufra in LD vzorca.

2. V drugo mikroepruveto smo odpipetiralil2 nanasalnega pufrauR destilirane vode
in 1ul oznaevalca ustrezne velikosti. Pri vzorcih gDNA smo igiili ozna&evalec
velikosti 1kbp, pri PCR produktih pa 50 bp.

3. Vzorce smo premesali in na kratko centrifugirali.

4. Tako pripravljene vzorce smo nanesli v Zzepke agega gela.

5. Elektroforezo smo izvajali 60 minut pri napetoDY.

3.2.4 Priprava vzorca pomnozenega fragmenta DNA za sekveanje

Preden smo vzorce poslali na sekveniranje, smanpinali ustrezno @stiti, saj je le tako
mozno téno dolaiti zaporedje nukleotidov DNA. Po PCR reakciji astg v mikroepruveti
poleg Zelenih produktov tudi tistoce, kot so zé&etni oligonukleotidi, dNTP, soli, DNA
polimeraza in genomska DNA. P&is¢enju smo si pomagali z Zze vnapre] pripravljenim
kompletom z&is¢enje PCR produktov Wizard® SV Gel and PCR ClearSygtem kit (68).

Postopek:
1. Nanesli smo PCR produkt na SV Mini kolono v zbimikrocentrifugirki in inkubirali

na sobni temperaturi 1 min.
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2. Nato smo centrifugirali SV Minkolono v mikrocentrifugi na 14.000 rpm 1 min. Faitr
smo zavrgli.

3. Kolono smo sprali z dodajanjem 7%00raztopine Membrane Wash Solution.
Centrifugirali smo 1 min na 14.000rpm, spraznibnBvno smo filtrat zavrgli.

4. Ponovili smo spiranje s 50d raztopine Membrane Wash Solution in centrifugibal
min na 14.000 rpm.

5. Previdno smo odstranili kolono iz mikrocentrifugitk Zavrgli smo filtrat in
centrifugirali kolono 1 min z odprto mikrocentrifagda je izhlapel ostanek etanola.

6. Pazljivo smo prenesli kolono v novo 1,5 ml mikrocéagirko, ter na sredino kolone
dodali 50 pl destilirane vode. Inkubirali smo na sobni tempgial min in
centrifugirali 1 min na 14.000 rpm.

7. Zavrgli smo kolono in shranili mikrocentrifugirkoetuirano DNA na -20°C oz. 4°C.

3.2.5 Merjenje koncentracij nukleinskih kislin

Koncentracije nukleinskih kislin smo izmerili s g&p®fotometrom NanoDraop ND-1000,
katerega delovanje temelji na tehnologiji opih vlaken. Za doléitev koncentracije smo
potrebovali le 1,5-2ul vzorca. Meritve smo izvajali pri valovni dolzir260 nm, kjer je
absorpcija ultravijotine svetlobe pri nukleinskih kislinah najvisja. Rptega smo belezili tudi
kontaminacijo vzorcev s proteini, in ker imajo bsarpcijski maksimum pri valovni dolzini
280 nm, smo dol@li razmerje absorpcij AdAz2s0. Metodo smo uporabili pred réehjem
preciscenega PCR produkta za sek:em analizo ter kasneje v nalogi Se pri merjenju
koncentracije izolirane RNA pred prepisovanjem\ereno transkripcijo. Zahtevano razmerje

absorpcij AsdAz2so, pri pre&iscenem PCR produktu, pred izvedbo sekvenanalize je med
1,6 in 2,0. Idealno razmerjexé¥Azso, ki kaze nadisto” DNA je ~1,8 (69).

3.2.6 Dolo¢anje nukleotidnega zaporedja

Sekvertno analizo je opravilo podjetje Eurofins MWG Operdientija v okviru aktivnosti
imenovane Value Read. Za sekveniranje so uponaeiiodo ciklénega sekveniranja (slika 9),
ki je rahlo modificirana Sangerjeva metoda po Kaser nukleotidno zaporedje dolos

pomgjo fluorescentno ozrganih 2', 3'-dideoksinukleozid 5'-trifosfatov (ddNT0).
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Slika 9 Cikli¢éna metoda sekveniranja nukleotidov

Reakcijska
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3.2.7 Analiza sekverénih podatkov

Na osnovi pridobljenih podatkov smo se aidlip da bomo pridobljeno zaporedje bukove
kresilke(Fomes fomentariugtrukturno primerjali z nukleotidnimi zaporedjikaterih ostalih
znanih medicinskih goliGanoderma lucidum, Ganoderma applanatum, Gloeodali$color,
Lentinellus auricula, Laetiporus montanus, Laeti®rsulphureus, Poria cocos, Trametes
hirsutain Trametes versicoloiZa primerjalno analizo sekvenc 18S rRNA ITS smorabili
zaporedja, ki smo jih pridobili iz genske banke g@ixdv GenBank. V primeru, da je v genski
banki GenBank bilo we zaporedij ITS za isto vrsto, smo izbrali najnoeej@bjavljeno
zaporedje, primerjava pa je bila narejena s pgonm‘unalniSkega programa BLAST Align

Ver 4.2, z upoStevanjem BlastN algoritma.

3.2.8 lzdelava veje filogenetskega drevesa

Malo SirSe smo zastavili filogenetsko analizo inrativev bukove kresilke(Fomes

fomentarius) med nekatere ostale medicinske gobe. Ker je camjg vrst na podlagi
nukleotidnega zaporedja 18S rRNA ITS ena najpoggibtmetod filogenetske razvrstitve gliv
smo na podlagi sekvenc ki smo jih sami pridobilokviru SirSega projekta ali pa smo jih
pridobili iz genske banke podatkov GenBank, izdeldbgenetsko vejo vrstFomes

fomentarius, Ganoderma lucidum, Ganoderma applanatGrifola frondosa, Laetiporus
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sulphureus, Schizophyllum commune, Gloeodontialtisd_entinellus auricula, Poria cocos,

Trametes hirsutén Trametes versicolor.

Za filogenetsko analizo smo uporabili nabor prograyrki so na voljo na internetni strani
http://www.phylogeny.fr/. Najprej je potrebno nustelna zaporedja poravnati. Za poravnavo
zaporedij smo uporabili program MUSCLE 3.7 (mukigkequence comparison by log-
expectation), ki uporablja algoritem UPMGA (Unweigth Pair Group Method
with Arithmetic Mean). Naslednji korak je opravljemprogramom Gblocks, ki odpravlja slabo
prilegajae regije zaporedij DNA. V nadaljevanju sledi analiporavnave sekvenc, ki ga
predstavlja izré&un genetskih oziroma evolucijskih razdalj med nakbnimi zaporedji. Z
izracunom filogenetskih razdalj lahko nariSemo filogesket drevo, v katerem dolzine vej
predstavljajo izréunane vrednosti razdalj. Za iZum genetskih razdalj med zapored;i
potrebujemo primeren matemiati model, ki lahko statistho dol@i nakljuéne spremembe
zaporedij. Uporabili smo program PhyML 3.0, kdela filogenetsko drevgpo metodi
najvejega verjetja (maximum likelihood-ML). Za izr&un statisine mere podpore
posameznim razveggm je bila uporabljena metoda aLRT (approximateliliood ratio test)
(71).

Po poravnavi in izreaunom evolucijskih razdalj smo filogenetsko drevosali z programom
TreeDyn 198.3 (71).

3.2.9 Gojenje celiéne linije

Za predevanje imunomodulatornega delovanja intracelularpdlisaharidov iz micelija
Fomes fomentariug~f ICP) smo uporabili celno linijo THP1. Celice THP-1 so linija celic
humane akutne monocitne levkemije. Pridobljene i® i krvi eno leto starega fantka z
akutno monocitno levkemijo. Uporabljajo se kot mlodm predevanje diferenciacije
monocitov/makrogafov ter imunomodulatornega delgava@ojenje celic poteka v asejptem
okolju, pri delu z njimi pa uporabljamo sterilniilpor in sterilne reagente. Celice smo gojili v
gojiknih plastenkah pri temperaturi 37 °C, v atmosfaasteni z vlago in s 5 % COv
celicnem inkubatorju. Celice smo spremljali pod invertninikroskopom. Vsake 3 do 4 dni

celice prestejemo in njihovo gostoto prilagodimdimlni (18 celic/ml) tako da dokeni
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volumen gojiga odstranimo in dodamo sveze g&giSPotem jih naprej inkubiramo pri 37 °C

v celicnem inkubatorju.

3.2.10 Obdelava celéne linije z Ff ICP

Po 2x16 celic smo prenesli v posamezno vdolbino na®la&4 vdolbinami in jih obdelali.
Celice namenjene kontroli smo obdelali z PBS, egta s 50Qug/ml Ff ICP. Po 6 h smo jih
zbrali s centrifugiranjem in jih sprali s PBS.

3.2.11 Izolacija RNA

Iz tako obdelanih celic, smo nato izolirali RNA parabo kompletov RNeasy® Mini Kit in
RNase-Free DNase Set (Qiagen, Hilden) po protomizvajalca (72). Vsakemu vzorcu smo
po izolaciji izmerili koncentracijo RNA na NanoDm®pspektrofotometru ND-1000. Zaisto'
RNA je zn&ilno razmerje AsdAz2s0 ~2.0. Iz povprga koncentracij RNA izmerjenih na
napravi NanoDrop®, smo iztanali volumne raztopin RNA, ki so vsebovali ravimra\pRNA
za izvedbo gelske elektroforeze s formaldehidokgtero smo preverjali integriteto izolirane

RNA, in za izvedbo reverzne transkripcije.

Postopek:

1. Celicam smo dodali 350 pL pufra RTL in premeSalitracijskim meSalom.

2. Lizat smo homogenizirali z uporabo igle s topim &e@m velikosti 40 (premera
0,9mm) na brizgi brez RNAz, tako da smo ga 10 patieskozi brizgo.

3. Homogeniziranemu lizatu smo dodali 350uL 70% EtOH.

4. Do 700pL vzorca, vkljtujoc prisotne oborine, smo prenesli na RNeasy kolo@mi
mikrocentifugirki in centrifugirali 15 sekund pri0OJ000 rpm pri sobni temperaturi.
Eluat smo zavrgli, kolono pa vstavili nazaj v migeatrifugirko.

5. Dodali smo 350uL pufra RW1 na RNeasy kolono in centrifugirali 18kand pri
10,000 rpm pri sobni temperaturi. Ponovno smo elaatgli.

6. Posebej smo pripravili DNase | incubation mix, talkkosmo dodali po10 pL raztopine
DNase | stock solution k 70uL pufra RDD za vsakrezo

7. Nato smo dodali 8@L DNase | incubation mix tmo na sredino membrane RNeasy
kolone in inkubirali 15 minut pri sobni temperaturi
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8. Na kolono smo dodali 350L pufra RW1 in centrifugirali 15 sekund pri 10,066m
pri sobni temperaturi. Ponovno smo eluat zavrgbrgki 5-8 so namenjeni odstranitvi
mozno prisotnih DNA v vzorcih)

9. Membrano smo nato sprali z 5Q@ pufra RPE s centrifugiranjem 15 sekund pri
10,000 rpm pri sobni temperaturi. Zopet smo elaatgli.

10.Ponovno smo dodali 50 pufra RPE, a tokrat smo centrifugirali 2 minuti 0,000
rpm in s tem zagotovili, da ni na membrani ostatoetanola.

11.RNeasy kolono smo previdno odstranili in prestaviiovo 2 mL mikroepruveto ter
nato centrifugirali 1 minuto pri maksimalni hitro$16000 x g), da se je eliminiral Se
preostali pufer RPE. Mikrocentrifugirko smo zavrgli

12.RNeasy kolono smo prestavili v novo 1,5 mL zbiramikroepruveto ter na sredino
membrane dodali 4QL ultra ciste vode (brez RNaz) in centrifugirali 1 minutd pr
10,000 rpm pri sobni temperaturi. RNA v eluatu,bjéa ociS¢ena in uporabna za
nadaljnje delo.

3.2.12 Agarozna gelska elektroforeza s formaldehidom

RNA je nagnjena k oblikovanju sekundarnih in temgila struktur, ki lahko vplivajo na
locevanje z elektroforezo. Poslédo moramo elektroforezo izvajati pod denaturaciski
pogoji. Kot denaturant se lahko uporabi formaldehidgaroznem gelu (73). Za ddévanje

RNA smo uporabili 1,2% agarozni gel z dodanima fadehidom in EtBr. Po kaani

elektroforezi smo vzeli gel iz katke in ga analizirali pod UV svetlobo.

Postopek:
1. V mikroepruveto smo odpipetirali takSen volumen RNIa& je vseboval 1pg RNA, in
ga dopolnili z 5x RNA nanaSalnim pufrom do 25 pL.
2. Vzorce smo premesali in na kratko centrifugirali.
3. Tako pripravljene vzorce smo nanesli v Zepke ageaga gela.
4. Elektroforezo smo izvajali 30 minut pri napetosiv’
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3.2.13 Reverzna transkripcija

Pri reverzni transkripciji se enoverizna RNA reverzprepiSe v komplementarno DNA
(cDNA) z uporabo celotne ceéhe RNA, encima reverzne transkriptaze, nakijmi
heksameri, dNTP-ji in inhibitorjem RNaz. cDNA set@m lahko uporabi za PCR v realnem
¢asu. lug RNA, ki smo jo izolirali, smo s postopkom revegzmnanskripcije prepisali v cDNA
z uporabo kompleta OmniScript® reverse transcrg(&sagen, Hilden) (74).

Postopek:

1. Patasi smo odtajali raztopino &tnih oligonukleotidov, 10x pufer RT, dNTP mix in
vodo brez nukleaz. Vsako raztopino smo po odtajgmemesSali z vibracijskim
mesSalom in na kratko centrifugirali, da se je rpta zbrala na dnu mikroepruvete.

2. Nato smo pripravili master mix sestave, kot je mkeve v preglednici V. Ga dobro in
previdno premesSali na vibracijskem meSalu za 5 rsgkga kratko centrifugirali, in
postavili na led.

sestavine volumen (pL)/na reakcijo
10x pufer RT 2
dNTP mix (5 mM) 2
raztopina zacetnih oligonukleotidov 2
Omniscript Reverse Transcriptase (4 U/ul) | 1
voda brez nukleaz 1

Preglednica V Sestava master mix meSanice za en g0

3. Sledila je priprava reakcijske meSanice. Sestavaajgelezena v preglednici VI.
MeSanico smo dobro in previdno premesali na vilgkem meSalu za 5sekund in na
kratko centrifugirali.

sestavine volumen (pL)/na reakcijo
Master mix 7
RNA variabilno

voda brez nukleaz | variabilno, do skupnega volumna 20 pL

Preglednica VI Sestava reakcijske meSanice za redkrza en vzorec
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4. Nato smo inkubirali na termo-pomnozevalniku (PG#ycler) 1uro pri 37C.

3.2.14 Verizna reakcija s polimerazo v realnemfasu (RT-PCR)

Verizna reakcija s polimerazo v realnafasu (RT-PCR), je laboratorijska tehnika, ki se
uporablja za kvantifikacijo tane DNA molekule in temelji na verizni reakciji slpoerazo
(PCR). Omogoa tako detekcijo kot kvantifikacijo specifiega zaporedja DNA v vzorcu po
vsakem ciklu. Koktino DNA v vzorcu izrgunamo iz standardne krivulje, ki jo dobimo iz
meritev serijskih redtev znanih kokin DNA. Za normalizacijo pri PCR v realnetasu se
kot referedni geni uporabljajo hiSni geni, ob predpostavki,s#astabilno izrazajo v tarih
celicah. HKG izberemo tako, da se njegovo izraZzanjgzorcu ne spreminja bistveno.
najprimernejSi nén za normalizacijo predstavlja uporabadJ@snih genov, zato smo med

preiskovanimi doléili dva najprimernejsa (64).

S PCR v realneméasu smo preverili stabilnost izrazanja hiSnih gendivozin-3-
monooksigenaza/triptofan 5 monooksigenaza aktistcgrotein (YWHAZ), f-mikrotubulin
(B2M), B-aktin (ACTB), ter hipoksantin fosforiboziltranséa 1 (HPRT) in izbrali

najprimernejsa.

Nato smo RT-PCR reakcijo izvedli s cDNA, ki smo poidobili v postopku reverzne
transkripcije in izbranima hiSnima genoma. Ugotvljsmo, kako delujejo3-glukanski
polisaharidi izolirani iz micelija gob&omes fomentariusia nadizrazanje ali podizrazanje

genov, ki kodirajo za provnetne citokine B;1L-6 in TNF-a

Postopek:
1. Reakcijo smo izvedli na mikrotitrski pléisz 96 vdolbinicami. V vsako vdolbinico na
mikrotitrski plo&i smo dodali po 2L reakcijske zmesi, ki smo predhodno pripravili

v brezprasni komori (preglednica VII in VIII). Vs&orce smo nanaSali v duplikatih.

2. Po kortanem pipetiranju smo mikrotitersko psasSpokrili z opttno lepljivo prevleko,
nato pa vstavili v centrifugo. Centrifugirali smar#n pri 10000 obratov/min, da smo
zmeSali reakcijsko meSanico ter se znebili mordbiprisotnih mehuikov, saj le-ti
motijo PCR.
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3. Nato smo plo& dodatno prekrili z gumijasto zat in jo vstavili v aparat ABI Prism
7000 SDS, kjer smo predhodno nastavili ustrezerpéeaturni program (preglednica
1X).

sestavine volumen (pL)/na reakcijo

Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2X) | 9,5

smiselni zacetnik (10 mM) 0.5
protismiselni zaCetnik (10 mM) 0.5
dH,0 9,5
cDNA 5

Preglednica VIl Sestava reakcijske meSanice za RTER pri uporabi zaéetnikov hiSnih genov in gena za
IL-6

sestavine volumen (pL)/na reakcijo

Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2X) | 8,8

10x QuantiTect Primer Assay 2.4
dH:0 8,8
cDNA 5

Preglednica VIII Sestava reakcijske meSanice za RPPCR pri uporabi zaéetnikov za gena IL-1p in TNF-a.

stopnja temperatura | cas trajanja
1. stopnja 50°C 2 minuti
2. stopnja 95°C 10 minut
94°C 15 sekund
3. stopnja 55°C 30 sekund 40 ciklov
72°C 30 sekund

Preglednica IX Program za verizno reakcijo s polimeazo za pomnoZitev DNA
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3.2.15 Izbor najprimernejSih hiSnih genov in normalizacija izrazanja preuc¢evanih genov
HKG izberemo tako, da se njegovo izrazanje v vzareuspreminja bistveno. Med Stirimi
hiSnimi geni smo, na podlagi podatkov pridobljeailRT-PCR izbrali dva najprimernejSa s
pomgajo ratunalniSkega programa geNorm®. geNorm® je zbirkeowtignov, ki izrauna
stabilnost izrazanja genov — M, kot powjeevariacij v parih za posamezen gen z vsemi
ostalimi testiranimi referémimi geni. HKG z najmanjSo vrednostjo M so najbstabilni.
Izbrana gena smo nato uporabili za normalizacijaigotavljanju stopnje izrazanje genov za

provnetne citokine.

Iz pri RT-PCR izmerjenih vrednosti Ct za vsak gexani gen smo iztainali standarno

krivuljo iz katere nato dotdmo winkovitost reakcije. 1z standardnih krivulj smo azanali

prewevanih genov glede na izrazanje hiSnih genov. Zadnotenje podatkov smo uporabili

geNorm® predlogo formulacij za program Microsoftdek2003 (75).
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4 REZULTATI

4.1 Preverjanje integritete izolirane DNA in produkta PCR

Integriteto genomske DNA, ki smo jo izolirali izk®e kulture gobe~omes fomentarius
kompletom DNeasy® Plant Mini kit, smo preverili gaaiozno gelsko elektroforezo na 0,8%
agaroznem gelu (slika 10). lzolirana gDNA nam je slazila, kot mat&ina DNA za
pomnozevanje regij, ki kodirajo za 18S rRNA ITS.nRwzili smo celotne odseke, ki
odgovarjajo delni sekvenci za 18S rRNA, celotnivegici obeh ITS regij vkljgno z 5,8S
rRNA in delno sekvenco 28S rRNA. Po posamezni rgiakmo pomnoZene odsekecih na
1,5% agaroznem gelu (slika 11)

Slika 10 Agarozna gelska elektroforeza:(1) Slika 11 Agarozna gelska elektroforeza :(1)PCR
rastlina kot pozitivna kontrola, (2) marker produkt -18Sr RNA ITS regija Fomes

velikosti 1kbp, (3) genomska DNA, izolirana iz fomentarius, (2) NTC (no template control), (3)
Fomes fomentarius, marker velikosti 50 bp, (4) rastlina kot pozitivha

kontrola
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4.2 Dolo¢anje nukleotidnega zaporedja

VN v

Vzorce smo na sekveniranje pripraviltiS¢enjem PCR produkta s kompletom Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System kit, nato pa smo jisighov Nentijo k podjetju Eurofins
MWG Operon, ki je za nas izvedlo visoko avtomatimm metodo sekveniranja in doilo
zaporedje nukleotidov v odseku DNA (slika 12). pesno dobljenimi zaporediji celotnih ITS
regij gobe Fomes fomentariusmo dopolnili gensko banko podatkov GenBank (ppisa
Stevilka GU203514) (priloga I).

Slika 12 Fomes fomentarius - delno zaporedje za 18BNA;celotno zaporedje za ITS1, 8S rRNA in
ITS2; ter delno zaporedje 28S rRNA

61
121
181
241
301
361
421
481
541

aat gggt t gt
tgcactt act

tttacaaact
cagcaacgga
gt gaat t gca
t ccgaggagc
tgtagecgttg
ttggttcctt
t ggagagctt
t aggact acc

agct ggectt
gtggtttcag
at t gaagt aa
tctcttggcet
gaattcagtg
atgcctgttt
gat gt t ggag
gt ggat cggc
ct aat ggt ct
cgct gaactt

ccgaggcat g
gt gcgt cgcce
cagaat gttt
ctcgcatcga
aat cat cgaa
gagtgtcatg
gcttttgctg
tgtcggtgtg
cgt cagagac
aagcat at ca

t gcacgccct
t cgcggegge
att gat gtaa
t gaagaacgc
tctttgaacg
aaattctcaa
gcccagt cag
ataatgtcta
agcttttatg

at aggcggag

gct cat ccac
gt cact cggc
cgcatctata
agcgaaat gc
caccttgcgc
cct at aaacc
ctcctcttaa
cgccgceaccce
aact ct gacc
gaagagtttt

tctacacctg
ccacgttttc
atacaacttt
gat aagt aat
tccttggt at
tttgcgggtt
atgcattagc
gt gaagcgat
t caaat cagg

4.3 Analiza sekverénih podatkov

Pridobljeno nukleotidno zaporedje goBemes fomentariusmo za primerjavo strukturne

podobnosti primerjali z zaporedji naslednjih mealgih gob: Ganoderma lucidum,
Ganoderma applanatum, Gloeodontia discolor, Lediiiseauricula, Laetiporus montanus,
Poria cocos, Trametes hirsuta in Trametes versigdto smo jih pridobili iz genske banke
podatkov GenBank. Primerjavo smo naredili s pgmaatunalniSkega programa BLAST
Align Ver 4.2, z upoStevanjem BlastN algoritma lgga 11). Rezultati so povzeti v preglednici

X.
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vrsta Fomes fomentarius

Ganoderma lucidum 86%

Ganoderma applanatum | 84%

Gloeodontia discolor 76%
Lentinellus auricula 95%
Laetiporus montanus 88%
Poria cocos 79%
Trametes hirsuta 84%
Trametes versicolor 84%

Laetiporus sulphureus 83%

Preglednica X Odstotek identtnega nukleotidnega zaporedja regij ITS 18S rRNA mednekaterimi

poznanimi medicinskimi gobami v razredu Polyporales

4.4 lzdelava veje filogenetskega drevesa

Na podlagi nukleotidnega zaporedja 18S rRNA ITS sdelali filogenetsko vejo gliiFomes
fomentarius, Ganoderma lucidum, Ganoderma applanatGrifola frondosa, Laetiporus
sulphureus, Schizophyllum commune, Gloeodontialtisd_entinellus auricula, Poria cocos,

Trametes hirsutén Trametes versicolor.

Za poravnavo zaporedij smo uporabili program MUSGLE ki uporablja algoritem UPMGA
(slika 13). Za izréun genetskih razdalj med zaporedji smo uporabdgprm PhyML 3.0, ki
izdela filogenetsko drevpo metodi najv&ega verjetjgmaximum likelihood-ML) (slika 14)Za
izracun statisttne mere podpore posameznim razvejs je bila uporabljena metoda aLRT

(approximate likelihood ratio test).

Po poravnavi in izraunu evolucijskih razdalj smo filogenetsko drevasali z programom
TreeDyn 198.3 (slika 15). Stevilka nad vozéign je statistiha mera podpore razveja
Splosno sprejeto je, da je filogenetska razvrstitamesljiva,ce je mera podpore razv&gi
vecja od 0,7. Najnizja mera podpore pri razvghSnasSega drevesa je 0,68, kar pomeni, da je
razvrstitev gob v drevo zanesljiva in ustrezna.jibeal0,08 prikazuje spremembo na mestu

nukleotida.

45



Slika 13 Delni izpis poravnave zaporedij programa MUSCLE 3.7

gi22096660 TAAGTAATGTGAATTGCAGARAT TCAGTGAATCATCGAAT CTTTGAACGCACCTTGCGCCC
gide251137 TAAGTAATGTGAATTGCAGAAT TCAGTGAATCAT CGAAT CTTTGAACGCACCTTGCaCCC
ID28382792 TAACTAATCTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAAT CTTTGAACGCACCTTGCGCCC
gi28382792 TAACTAATCTCAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAAT CTTTGAACGCACCTTGCGCCC
gi33324419 TAAGTAATGTGAATTGCAGRAAT TCAGTGAATCATCGAAT CTTTGAACGCACCTTGCGCCC
g2820|gb |G TAAGTAATGTGAATTGCAGAAT TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTC
gi30651669 TAAGTAATGTGAATTGCAGRAT TCAGTGAATCATCGAAT CTTTGAACGCACCTTGCGCTC
g2823|gb |G TAAGTAATGT GAATTGCAGRAT TCAGTGAATCATCGAATCTTTGRACGCACCTTGCGCTC
gilg794102 TAAGTAATGTGAATTGCAGAAT TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTC
gi30696550 TAAGTAATGTGAATTGCAGRAT TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTC
gi28382791 TAAGTAATGTGAATTGCAGRAAT TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTC
gi22096660 CTTGGTATTCCGAGGUGCATGCCTGTTTGAGTGT CATLARATTC-—TCARaCECACEtEg
gid6251137 CTTGGTATTCCGAGG GLACGCCTGTTTGAGTGT CgTGARATTC - —TCAACCCCLgocae
ID28382792 CTTGGCATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGT CATGAAACTC——TCAACCCCEgCc CAT
giz28382792 LTTGGTATTCCGAGGYGCATGCCTGTTTGAGTGT CATLARATACCaTCAAC-CCECLLLT
gi3332441% ETTGGTATTCCGAAG-GCACACCTGTTTGAGTGT CqTGARATTC——TCAACECTACCECT
g2820|gb |G CTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGT CATGAATTC— - TCAAC-CCACACAT
gi30651669 CTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGT CATGARATTC——TCAAC-CCALARAAT
g2823|gb|G CTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGT CATGARTTC-—TCAAC-LLALARAT
gilg794102 CTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGT CATGOAATTC-—TCAAC-LLALAAAT
gi30696550 CTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAATCL—-TCAAC-CLACAAGC
gi28382791 CTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGT CATGARATTC - —TCRAC-CLALARAC

Slika 14 Izra¢un genetskih razdalj med zaporedji s programom PhyNM 3.0

Trametes versicolor
+————+
|
Trametes hirsuta
+——+
| |
+——+
Ganoderma applanatum
(.

o e

Fomes fomentarius

Grifola frondosa

Laetiporus_sulphureus

Lentinellus auricula

T_
[ —

Gloeodontia discolor

Schizophyllum commune

Poria cocos
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Slika 15 Filogenetska veja nekaterih medicinskih gm

0.9 | lrametes versicolor
0.79| | Trametes_hirsuta
0.69 Ganoderma_applanatum

0.68 0.89 (— Fomes_fomentarius
' |

Ganoderma lucidum
281 Grifola_frondosa
Laetiporus_sulphureus
0.75 | Schizophyllum commune
0.84 Poria cocos
0.68 | Lentinellus auricula

Gloeodontia_discolor

0.08

4.5 lzolacija RNA

Izolacija mMRNA posameznih gob je potekala s pgm&ompleta za izolacijo mMRNA, in sicer
s kompletom RNeasy® Mini Kit and RNase-Free DNase(Qiagen, Hilden). Vzorcem smo
izmerili koncentracijo mMRNA na spektrofotometru id@rop® ND-1000. Zacdisto" RNA je
zn&ilno razmerje abrirbanc AdA280 ~2.0. Rezultati meritev, ki so zbrani v pregledmt,
kaZejo na ustrezno stopnjostosti RNA. Po izolaciji smo preverili integritetBNA Se z
gelsko elektroforezo s formaldehidom, uporabili sth@% agarozni gel. RNA smo nato

prepisali z reverzno transkripcijo z OmniScript®eese transcriptase (Qiagen, Hilden).

vzorec | A260/A280 | koncentracija RNA (ng/ul)
1 2,11 804
2 2,15 677
3 2,16 660
4 2,11 782

Preglednica Xl Rezultati meritev na spektrofotometu NanoDrop® ND-1000. Vzorci RNA: (1) in (2)

kontrola-celice tretirane samo s PBS; (3) in (4) tiee tretirane z Ff ICP koncentracije 500 pg/ml 6h.
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4.6 Verizna reakcija s polimerazo v realneméasu (RT-PCR)

Ugotavljali smo, kako delujej@-glukanski polisaharidi izolirani iz micelija gobéomes
fomentariusna nadizrazanje ali podizrazanje genov, ki kodizg provnetne citokine IIgl
IL-6 in TNF-a. Zaradi bioloSke variabilnosti med posameznimi vioje potrebno

koncentracijo DNA normalizirati na koncentarcij&héega gena.

4.6.1 lzbor dveh hiSnih genov

HKG izberemo tako, da se njegovo izrazanje v vzorespreminja bistveno. Za izbor hiSnih
genov smo uporabili nabor algoritmov geNORM, kiasézma stabilnost izrazanja genov — M,
kot povpreje variacij v parih za posamezen gen z vsemi astakstiranimi referetnimi

M imata hiSna gena ACTB in YAWHZ, in sicer 0,05ktd smo ju uporabili za normalizacijo

pri ugotavljanju stopnje izrazanje genov za promnaetitokine.

iSnigen | B2M ACTB YWAHZ HPRT
vzorec 1 2,03 1,96 1,86 1,76
vzorec 2 1,79 1,83 1,79 1,75
vrednost M 0,090 0,051 0,051 0,073

Preglednica Xll I1zraéun vrednosti M za posamezen hiSni gen s programoneiorm®

4.6.2 Kvantitativha analiza izrazanja preuc¢evanih genov

Iz pri RT-PCR izmerjenih vrednosti Ct za vsak geaani gen izréunamo standarno krivuljo
iz katere nato doldmo winkovitost reakcije. Prikazana sta primera ém@a standardne
krivulje za gena ACTB in TNé (graf 1, in 2).
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Graf 1 Standarna krivulja za gen ACTB izra¢unana po formuli y= -3,8342x + 21,346, &0,999
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Graf 2 Standarna krivulja za gen TNF-u izra¢unana po formuli y= -3,4408x + 26,294, 0,959

Iz standardnih krivulj smo izeanali Wwinkovitost posameznih reakcij, ki smo jih nato

(preglednica XIII).

ucinkovitost | vzorec 1 | vzorec 2 | povpredje
YWAHZ 1,71 1,88 1,80
IL1 2,01 2,05 2,03
IL6 1,87 1,40 1,64
TNFa 2,03 1,80 1,92
ACTB 2,07 2,00 2,04

Preglednica XllI U ¢inkovitost posameznih reakcij
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Za ovrednotenje podatkov smo uporabili geNorm® jorgal formulacij v programu Microsoft
Excel 2003. Rezultati so prikazani v preglednicVXh grafu 3 spodaj. Problemaén je v
tem primeru velik standardni odklon ozea z rdé€o v preglednici XIV pri kontrolnih vzrocih

za gen IL1B.

kontrola | FF ICP 500 pg/ml | SD-C | SD-T

IL1-B 1,00 0,58 | 0'97 | 0'03
IL6 1,00 0,54 | 0'27 | 0'05
TNF«a 1,00 1,04 | 0'54 | 0'55

Preglednica XIV Normaliziran relativni nivo izrazanja genov za II-18, IL-6 in TNF-a

1,2

0,8

OKontrola
BFF ICP 500 pg/ml

0,6

0,4

0,2

relativni nivo izrazanja

IL1 IL6 TNFa

Graf 3 Normaliziran relativni nivo izrazanja genov za Il-1g, IL-6 in TNF-a
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5 RAZPRAVA

V Evropi in mnogih drugih delih sveta so gobe,ikinedno nabirajo v naravi, nepogresljiv del
prehranske kulture. Tekom zgodovine se je v ¢atli kulturah razvilo praktno poznavanje
uzitnih in strupenih gob. V nekaterih dezelah, pssiin Angliji in Severni Ameriki, pa je
nepoznavanje in s tem povezan strah pred zastijopt\gobami zakoreninjen tako globoko,
da meji na fobijo. Predvsem na pogilo Azije pa mnoge vrste uzitnih ter nekaterih riguh
gob cenijo zaradi njihovih zdravilnih uzitkov in s&@ tis@letja del tradicionalne kitajske
medicine v obliki izvigkov z vrato vodo, koncentratov, raztopin ali prahu (21).

Ker so pripravki iz gob pokazali ugodné&inke tekom veé stoletij uporabe na daljnem vzhodu,
zadnja tri desetletja tudi na zahodu intenzivnasiagejo in vedno bolj potrjujejodinkovitost

in edinstvenost sestavin izoliranih iz mnogih vigdb. V raziskavah so ze izkazale
protitumorne, imunomodulatorne, antioksidativneyrdkaprotektivne, antihiperholesterolne,
protivirusne, protibakterijske, protiparazitskeotpglivne, razstrupitvene, hepatoprotektivne in
antidiabeténe winke. V zadnjih nekaj letih pa je veliko raziskasmerjenih v preiskovanje
glivnih  polisaharidov, predvsempf-glukanov, kot potencialnih osnov za razvoj
imunomodulatornih €inkovin (1, 2, 21, 45).

Priljubljenost medicinskih gob in pripravkov iz Imjnaraga tudi v zahodnem svetu, predvsem
v ZDA, Kkjer se ohiajno uzivajo kot prehranski dodatki v obliki te&ko koncentratov ali v
obliki prahu oziroma kapsul zdrobljenih posuSend.gVetina surovin ali gotovih izdelkov
prihaja iz Azije, predvsem iz Kitajske, zaradesar velikokrat ne ustrezajo visokim

farmacevtskim standardom za varnost in kakovost (21

Prvi korak procesa zagotavljanja kakovosti pri mata pripravkih je identifikacija vrste. Pred
prebojem molekularnih metod v devetdesetih letiejgmjega stoletja, so identiteto gliv
dolccali zgolj na podlagi opazovanja fenotipih znakov na makroskopskem in
mikroskopskem nivoju, ter s preiskavo fitokemijskahailnosti, pri ¢emer je skoraj povsem
nemogde razlikovati med dvema genetsko sorodnima vrsta@®apojavom biolosko

molekularnih genskih metod je prislo do revolutg&sonomske sistematike, saj z njimi lahko
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natartneje dol@éimo sorodstvene vezi med posameznimi organizmi rapotrste in jih
uvrstimo v viSje taksonomske enote. Molekularneaaetso priréne, hitre in zanesljive, za
izvedbo pa potrebujemo le majhno Koto vzorca. Njihova velika prednost je tudi ta,jiha
lahko uporabimo pri dot@vanju identitete vzorcev, ki so v obliki prahus&kktov in celo v
mesanici z drugimi snovmi, kot je to primer pri ngito pripravkih iz medicinskih gob. Pri
taksonomski uvrstitvi glivnih vrst se je v zadnjéasu méno uveljavila metoda dotevanja
in primerjanja zaporedij za 18S rRNA ITS. Nukleoiid zaporedje regije ITS je vrstno
speciféno in nam omogéa razlikovanje med organizmi na nivoju vrst. Takoomogdéena
zelo hitra in zanesljiva identifikacija izhodnihrsuin v izdelkih, v kolikor preostala DNA v
kon¢nem produktu ni popolnoma weina (13, 15, 16).

Ker se je na zahodu zanimanje zanke medicinskih gob pojavilo Sele pred kratkimvje
srednjeevropskem prostoru Se kar nekaj medicingjabh, za katere se predvideva, da
vsebujejo bioloSke snovi, ki bi lahko imele farmkd&ki winek, a doslej Se niso bile
raziskane. Prav iz tega razloga smo se v diplomskbgi osredotéli na gobo bukovo
kresilko Fomes fomentarigski je v ljudskem zdravilstvu dobro poznana, anggni zdravilni
ucinki slabo raziskani.

Odlacili smo se, da bomo v okviru diplomske naloge ngjpoptimizirali postopek
pridobivanja genomske DNA iz medicinske gobe bukknesilke Fomes fomentarigsn nato
razvili metodo doloanja vrst medicinskih gob s nukleotidnim sekverjeanzaporedij za 18S
rRNA ITS. Ugotovili smo, da so za izolacijo gDNAsbienega pomena uporaba optimalnih
ekstrakcijskin pufrov in sistemov, ki so sicer raizwza izolacijo genomske DNA iz

rastlinskega materiala.

Nakar smo s ponio verizne reakcije s polimerazo (PCR) pomnoziliseke DNA, ki
kodirajo za regije ITS. Pomnozevanje¢rio dolaenega odseka smo dosegli z uporabo
ustreznih oligonukleotidnih Zatnikov ITS1 in ITS4, ki imata prijemalisna 28S in 18S
rRNA, tako se pomnozi vmesni odsek, ki vsebuje ITR8S in ITS2 regije. UspeSnost obeh
reakcij je bila potrjena z agarozno gelsko eletrefo, pri kateri smo dobili lepo vidne pasove

DNA ustrezne velikosti. Primerno giis¢ena pomnozena zaporedja 18S rRNA ITS smo nato

52



poslali podjetju Eurofins MWG Operon, Néna, ki je za nas izvedlo sekv&m analizo.
Dobljeno nukleotidno zaporedje je ustrezalo zapareédkove kresilke Fomes fomentarigs

in sicer so to: delno zaporedje za 18S rRNA; cel@daporedje za ITS1, 5.8S rRNA in ITS2;
ter delno zaporedje za 28S rRNA. Tako nam je uspettelati hitro in zanesljivo
identifikacijsko metodo, ki je enakovredna, a h#ae od klasinih biokemijskih in
mikroskopskih metod. Zaporedje smo vnesli v genskoo podatkov GenBank pod pristopno
StevilkoGU203514.1.

V nadaljevanju smo se oditi dobljeno zaporedje bukove kresilkéqmes fomentariys
strukturno primerjali z zaporedji nekaterih znaniedicih gob iz red#@olypolares,in sicer
vrste: Ganoderma lucidum(svetlikava polo&nka) Ganoderma applanatunisplogena
polo&enka), Gloeodontia discolor, Lentinellus auricula, Laetipe montanus, Laetiporus
sulphureus (2vepleni lepoluknjar), Poria cocos (kitajski bodtasti luknjicar), Trametes
hirsuta (kosmata ploskocevkah Trametes versicolofpisana ploskocevka). Zaporedja gob
smo pridobili iz genske banke podatkov GenBank. rimeru, da je bilo v genski banki
GenBank vé zaporedij ITS za isto vrsto, smo izbrali najnoeepbjavljeno zaporedje oziroma
zaporedje tistega seva, ki je najkeat citirano v znanstvenih publikacijah. Primeggya smo
naredili s pomgjo ratunalniSkega programa BLAST Align Ver 4.2, z upoatgem BlastN
algoritma. Po ptiakovanjih so odstotki ujemanja regij ITS med bukduesilko Fomes
fomentariu¥ in vsemi izbranimi vrstami W@ od 70%, kar pomeni, da gre sorodne vrste.
Presenetilo pa nas je, da je vrsétinellus auriculav nukeotidnem zaporedju regije ITS zelo
podobna vrstiFomes fomentariusn sicer kar v 95%. To bi pomenilo, da glivha vzorc
spadata v isto vrst@eprav sta preiskovani vrsti med seboj relativnagreddaljeni. Zato bi
bila smiselna primerjava Se ostalih priznanih fdogtskih dejavnikov, kot je aminokislinska
primerjava Seste podenote ATP sintaze, ali pa Ipsefkundarnih metabolitov v teh dveh

vrstah.

V nadaljevanju smo Zeleli bukovo kresilkéaomes fomentarigsna podlagi nukleotidnega

zaporedja 18S rRNA ITS sistematsko uvrstiti medatete medicinske gobe znotraj redu

Polypolares Filogenetsko analizo smo zastavili malo SirSd, fcdmerjavo sekvenc, in sicer

smo izbrali gobeFomes fomentariugbukova kresilka),Ganoderma lucidun(svetlikava
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poloZenka) Ganoderma applanatun(splofena polo&nka)Grifola frondosa (velika
zra%¥enka) Laetiporus sulphureugvepleni lepoluknjiar), Schizophyllum commuifeavadna
cepilistka), Gloeodontia discolor, Lentinellus auricula, Poriaoans (kitajski bodtasti
luknjicar), Trametes hirsuta(kosmata ploskocevka) inTrametes versicolor(pisana
ploskocevka) Sekvence, ki smo jih uporabili smo pridobili samokviru SirSega projekta ali
pa smo jih pridobili iz genske banke podatkov GemBalzdelali smo nekoreninjeno
filogenetsko drevo. Prvi korak pri izdelavi filogeskega drevesa je poravnava zaporedij, Ki
smo jo izvedli s pom#o programa MUSCLE 3.7. Nadalje smo filogenetskevdrizdelali s
programom PhyML 3.0 po metodi nafyega verjetja, za iztain statisitne mere podpore
posameznim razvefism pa smo uporabili metodo aLRT. Po poravnavi imna¢imu
evolucijskih razdalj smo filogenetsko drevo izrisal programom TreeDyn 198.3 (71).
Splosno sprejeto je, da je filogenetska razvrst#anesljiva,ce je mera podpore razvejs
vecja od 0,70 (76). Najnizja mera podpore pri razedjisnasSega drevesa je 0,68, kar Se
pomeni, da je razvrstitev gob v drevo zanesljiva ustrezna. Daljica 0,08 prikazuje
spremembo na mestu nukleotiddomes fomentariuge v nasem drevesu zdruzena z vrsto
Ganoderma lucidumkar pomeni, da sta si ti dve vrsti med izbranimnajblizjem sorodu.
Njuna skupna veja si deli voztis z vejo, ki se nato naprej cepi in nosi vr&anoderma
applanatumna svojj in vrsti Trametes hirsutan Trametes versicolona drugi veji. To kaze
na na sorodstvo med vrstafomes fomentarius, Ganoderma applanatum, Trametesta

in Trametes versicolona viSjem sestrskem hierathem nivoju. Veja na kateri j&rifola
frondosaima skupno vozli& z vejo, ki se naprej cepi in nosi zgoraj omenjerste, kar
pomeni sorodstvo z vrsteomes fomentariusa Se visjem nivoju. Vrstiaaetiporus sulphureus
pa si deli Se vozli® z vsemi prej nastetimi. Prikazano filogenetskevdrje razdeljeno da dve
skupini prva je opisana zgoraj druga pa vsebuje g v katerih sta v eno zdruzeni
Schizophyllum communia Poria cocos v drugo palentinellus auriculain Gloeodontia
discolor. Zanimivo je dejstvo, da smo pri primerjavi nukidaih zaporedji vrst prFomes
fomentariusin Lentinellus auriculaugotovili zelo visoko odstotek podobnosti (kar 95%ri
nasi filogenetski razvrstitvi pa sta kar precej algghi. Se posebej pomembna ugotovitev je ta,
da je Fomes fomentariusned vsemi najblizje vrstGanoderma lucidumsaj so svetlikavi

poloZenki vsaj na nivojun vitro dokazali ze Stevilne zdravilnecinke, med katerimi se
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najbolj omenja imunomodulatorno, protitumorno irpawrpotektivno delovanje. Zato bi bilo
dobro, ¢e bi bukovi kresilki Fomes fomentariushamenili vé&jo pozornost in jo podrobneje
raziskali. Ceprav je dalé najvet raziskav narejenih na izvh iz svetlikave polofenke
(Ganoderma lucidum607 znanstvenih publikacij v bazi PUBMED), so momodulatorno in
potencialno protirakavo delovanje potrdili tudi pnistah Trametes versicoloin Grifola
frondosa.Prav tako pa so nedavne raziskave isto delovartjelifgotudi pri vrstiLaetiporus
sulphureusVse naStete vrste so prav tako v bliznjem sorodgtwusto Fomes fomentariys

kar je le Se en razlog &¥ea raziskavo medicinskih lastnosti bukove kresilke

Ugotovili so, da so najpomembnejSa skupitimkovin iz medicinskih gob, ki izkazujejo vpliv
na imunski sistemp-glukanski polisaharidi, ki so prisotni tudi v pediharidnih frakcijah
pridobljenih iz bukove kresilkeFomes fomentarius)Z aktivacijo dela imunskega sistema,
predvsem makrofagov in dendétih celic, naj bi posredno, preko aktivacije dej&anNF-
kB, delovali tudi pri prepoznavi rakavih celic, péago pa tudi o njihovem neposrednem
citotokstnem delovanju (2). Aktivacija imunskega sistemasé&i kaze v vgem izrazanju
predvsem provnetnih citokinov, ki nadalje vodijdfedénciacijo in zorenje monocitov in
dendritskih celic, je povezana zd&jien izrazanjem provnetnih citokinov (43). Leta 198/
Wang s sodelavci dokazal, ¢iaglukanski polisaharidi, izolirani iz trosnjakov etlikave
polo&enke (Ganoderma luciduinaktivirajo proinflamatorne citokine IL-1, IL-6, NF-a in
interferon IFNy. Delovanje je bilo kvantitativno primerljivo z rsgrirano imunomodulatorno

ucinkovino romurtid, ki jo uvr&&mo med analoge muramilnih dipeptidov (77).

V zadnjem delu diplomske naloge smo zato izveddliminarna testiranja za ugotavljanje,
delovanja B-glukanski polisaharidov iz bukove kresilke na maaltanje ali podizrazanje
genov, ki kodirajo za provnetne citokine, kar dpsSk ni bilo narejeno. Preverjali smo kako
delujejo intracelularcni polisaharidFomes fomentariusha linijo celic humane akutne
monocitne levkemije THP-1. Celice smo obdelali 8 B§/ml Ff ICP in po Sestih urah dgio
nivo izrazanja genov za ILB]l IL-6, TNF-a z metodo RT-PCR. Rezultate smo normalizirali
glede predhodno izbrane hiSne gene. lIzbor najb@lpilaih referegnin genov in za
normalizacijo izrazanja préavanih genov smo uporabili geNorm®, ki je zbirkgaaltmov

za program Microsoft Excel 2003. Kém rezultati sicer kazejo na relativno protivhetno
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delovanje, torej manjSe izrazanje IB-in IL-6 v primerjavi s kontrolno skupino, in sicpri
IL-1B za 42% in IL-6 za 46%, ter minimalno 4% poviSaizjazanja pri TNFe. Rezultati so
presenetljivo drugani od pricakovanih, saj véna medicinskih gob aktivira imunski sistem z
nadizrazanjem ILf in IL-6, naSi rezultati pa nakazujejo podizrazatestirane mRNA za
preiskovane citokine, res pa je, da rezultati raanesljivi zaradi izrazito visoke standardne
deviacije (SD) pri nekaterih vzorcih, in sicer jgalpri kontrolnem vzorcu za izrazanje I113-1
SD kar 0,97. Zanimivo je, dé&eprav niso statistho podprti, se rezultati vseeno ujemajo z
ugotovitvami Parka in sodelavcev iz leta 2004 (340 pokazali, da metanolni iz¢kek iz
bukove kresilke deluje protivnetno. Zato bi bilotygbno raziskavo nadaljevati v smeri
optimizacije metode dotanja delovanja polisaharidov iz bukove kresilke ineazanje
proinflamatornih citokinov.
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6 SKLEP

V prvem delu pdujoce diplomske naloge smo Zeleli razviti zanesljivo tode za
identifikacijo vrste glivnih vzorcev. Najprej jelbipotrebno optimizirati metodo pridobivanja
genetskega materiala gliv, ptemer smo ugotovili da je za izolacijo gDNA bistvgae
pomena uporaba optimalnih ekstrakcijskih pufrowsistemov, ki so sicer razviti za izolacijo
genomske DNA iz rastlinskega materiala. Nakar g¢elish pomnoZzevanje in sekvara analiza
odseka DNA, ki kodira 18S rRNA ITS regije. Potrddmo, da pridobljeno nukleotidno
zaporedje ustreza zaporedju bukove kresilken{es fomentari)s zato smo ga vnesli v
gensko bazo podatkov GenBank pod pristopno Stev@ké?03514.1.Ugotovili smo da je
identifikacija gliv na podlagi 18S rRNA ITS regiganesljiva metoda, ki je enakovredna, a

hitrejSa od klasinih biokemijskih in mikroskopskih metod.

V nadaljevanju smo Zeleli ugotoviti sorodstveno gmanost med bukovo kresilko in
nekaterimi znanimi medicinskimi gobami, zaratksar smo najprej njeno nukleotidno
zaporedje regij 18S rRNA ITS strukturno primerjalzaporedji nekaterih znanih medicinskih
gob iz redaPolypolares,nato pa na podlagi 18S rRNA ITS zaporedij izdesalifilogenetsko
drevo. Potrdili smo, da gre v tem primeru za soeodrste, saj se nukleotidna zaporedja
strukturno med seboj ujemajo zacvot 70 odstotkov. Presenetil nas je visok odstdkek
95%) ujemanja zaporedji med vrstaf@ames fomentariug1 Lentinellus auriculakar bi naj
pomenilo da glivi spadata v isto vrsto, ampak m@s$infilogenetski uvrstitvi v filogenetsko
drevo pa sta vrsti med seboj relativno precej gddal Kar kaze na to, da ugotavljanje
sorodstva s strukturno primerjavo nukleotidnih zagg 18S rRNA ITS ni vedno zanesljivo
in bi v tem primeru bilo potrebno primerjati Se alstpriznane filogenetske dejavnike, kot je
aminokislinska primerjava Seste podenote ATP setalz pa profil sekundarnih metabolitov v
omenjenih dveh vrstah. Pokazali smo, da je bukowasika med izbranimi vrstami
medicinskih gob v najbliziem sorodstvu z svetlikapoloZenko in v nekoliko viSjem
sestrskem hierarémem odnosu z vrstanfirametes versicoloiGrifola frondosain Laetiporus

sulphureuspri katerih so méne imunomodulatorne in protitumornéinke ze dokazali. Zato
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bi bilo smiselno v raziskavah ctinkin medicinskih gliv vé&jo pozornost usmeriti tudi na

bukovo kresilko.

Ker je najpomembnejSa skupin&nkovin iz medicinskih gob, ki izkazujejo vpliv nenunski
sistem,B-glukanski polisaharidi, ki so prisotni tudi v psdiharidnih frakcijah pridobljenih iz
bukove kresilk§Fomes fomentariusgmo v zadnjem delu naloge Zeleli prikazati prefianne
rezultate o vplivu intracelularnin polisaharidov ibukove kresilke na izrazanje
proinflamatornih citokinov IL-B, IL-6 in TNF-o v liniji celic humane akutne monocitne
levkemije. Rezultati kazejo na protivnetniinek polisaharidov, a statitio niso zanesljivi.
Zato bi bilo smiselno metodo ddlanja delovanja polisaharidov iz bukove kresilke na

izrazanje proinflamatornih citokinov Se naprej riggtvin optimizirati.
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8 PRILOGE

8.1 Prilogal

Fomes fomentarius 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer
2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
GenBank: GU203514.1
LOCUS GU203514 591 bp DNA linear  PLN 18- JAN-2010
DEFI NI TION Fores fomentarius 18S ri bosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosonal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, conplete sequence; and 28S ri bosonal
RNA gene, partial sequence.
ACCESSI ON  GU203514

VERSI ON GU203514.1 G : 283827919
KEYWORDS
SOURCE Fones fonentari us

ORGANI SM  Fones fonentari us
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Basidionycota; Agaricomycotina;
Agari comycetes; Pol yporal es; Fones.
REFERENCE 1 (bases 1 to 591)
AUTHORS Radic,N., Jelenko, A, Kosler,S. and Strukelj, B.
TI TLE Di rect Subm ssion
JOURNAL  Submitted (16-NOV-2009) Departnent of Pharmaceutical Biol ogy,
Faculty of Pharmacy, University of Ljubljana, Askerceva 7,
Lj ubl jana 1000, Sl ovenia
FEATURES Location/Qalifiers
sour ce 1..591
/ organi sn=" Fomes fonentarius"
/ mol _t ype="genoni ¢ DNA"
/ speci men_voucher =" Ff 2"
/ db_xref ="t axon: 40442"
/ PCR_priners="fwd_nane: |TSl, fwd_seq:
t ccgt aggt gaacct gcgg, rev_nane: |TS4, rev_seq:
tcctccgettattgatatge”
m sc_RNA <1..>591
/ note="contains 18S ri bosomal RNA, internal transcribed

spacer 1, 5.8S ribosonal RNA, internal transcribed spacer
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ORIG N

11

61
121
181
241
301
361
421
481
541

aat gggt t gt
tgcacttact
tttacaaact
cagcaacgga
gt gaat tgca
t ccgaggage
tgtagegttg
ttggttcett
t ggagagctt
t aggact acc

2, and 28S

agct ggect t
gtggtttcag
att gaagt aa
tctecttgget
gaat t cagt g
atgcctgttt
gat gt t ggag
gt ggat cggc
ct aat ggt ct

cgct gaact t

ri bosonal

ccgaggcat g
gt gcgt cgece
cagaatgttt
ctcgcat cga
aat cat cgaa
gagtgtcatg
gcttttgctg
tgtcggtgtg
cgt cagagac

aagcat at ca

RNA"

tgcacgccct
t cgcggegge
att gat gt aa
t gaagaacgc
tctttgaacg
aaattctcaa
gcccagt cag
ataatgtcta

agcttttatg
at aggcggag

gct cat ccac
gt cact cggc
cgcatctata
agcgaaat gc
caccttgcgc
cct at aaacc
ctcctcttaa
cgccgcaccc
aact ct gacc

gaagagtttt

tctacacctg
ccacgttttc
at acaacttt
gat aagt aat
tccttggt at
tttgcggott
at gcat t agc
gt gaagcgat
t caaat cagg

a
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8.2 Priloga ll

Primerjava zaporedij Fomesfomentarius in Laetiporus sulphureus

Score = 589 bits (652), Expect = le-172
ldentities = 492/587 (83%, Gaps = 18/587 (3%
St rand=Pl us/ Pl us

Query 6 GTTGTAGCTGGCCT TCCGAGGCAT GTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGIGCAC

R R AR R AR N AR R A A
Sbjct 10  GTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGI GCACGCTCTGCTCATCCACTCTACCCCTGTGCAC

Query 66  TTACTGIGGITTCAGGTGCGICGCCTCGCGEOGEECET- CACTCGGCCCACGTTTTCTTTA

LRt e e et et
Sbjct 70  TTACTGTAGGTTGGCGTGGGCTCCT TAACGGGAGCAT TCTGCCGGCCTATGTATACTACA

Query CAAACTATTGAAGTAACAGAATGT TTATTGATGTAACGCATCTATAATACAACTTTCAGC

AL T e | AR AR RN AR
Sbj ct AACACT- TTAAAGTATCAGAAT GTAAACGCGT CTAACGCAT- TATAATACAACTTTTAGC

Query AACGGATCTCTTGGCT CTCGCAT CGAT GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGA

AR R AR A AR RN R
Sbj ct AACGGATCTCT TGGCTCTCGCAT CGATGAAGAACGCAGCGAAAT GCGATAAGTAATGT GA

Query ATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACCCACCTTGCCCTCCTTGGTATTCCG

R A R R AR AR AR
Sbj ct ATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCT TGCGCTCCT TGGTATTCCG

Query AGGAGCATGCCTGT TTGAGT GTCATGAAATTCTCAACCTATAAACCTTTGCGGGT TTGTA

CLCTEEET e et e ettt i 1
Sbj ct AGGAGCATGCCTGT TTGAGTGTCATGGAAT TCTCAACTTATAAATCCTTG- TGATCTATA

Query GCGITGGATGT TGGAGGCTTTTGCTGECCC- - - - - AGTCAGCTCCTCTTAAATGCATTAG

LUEE T i |l IIIIIIIII IIIIIIIIII
Sbj ct AGCTTGGA- CTTGGAGGC- - TTGCTGGCCCTCGT TGGTCGECTCCTCT TGAATGCATTAG

Query CTTGGT TCCTTGI GGATCGGCTGT CGGTGT GATAA- TGTCTACGCCGCACCCGT GAAGCG

et e e et e |
Sbj ct CTCGATTCOGT ACGGATCGGCTCT CAGT GT GATAATTGT CTACGCTGT GACCGTGAAGTG

Query - ATTGGAGAGCT TCTAATGGT CTCGT CAGAGACAGCTTTTATGAACTCTGACCTCAAATC
AR A A A e A A AR
Sbj ct TTTTGGCGAGCTTCTAACCGTC- CATTAG GACAACTTTT- TAACATCTGACCTCAAATC

Query AGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT- AGGOGGAGGAA 583
CEEEEEEEEEEr e e e e e e e e e e er e 0 rerrrr

Shj ct AGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAACCGGAGGAA 587
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Primerjava zaporedij Fomesfomentariusin Gloeodontia discolor

Score = 50.0 bits (54), Expect le-10
Identities = 54/ 71 (76%, Gaps 7171 (9%
St rand=Pl us/ Pl us

Query 396 GICAGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGITCCTTGTGGATCGGCTGICGGTGTGATAA- 454

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII A ERAAREANAN
Sbjct 73 GCTCCTCTTGAATGCATTAGT GAGCCTCTCTGTGG- CCTCGGTGTGATAAT = 126

Query 455 TGICTACGCCG 465

RN
Sbjct 127 TGICTACGCCG 137

Primerjava zaporedij Fomesfomentarius in Poria cocos

Score = 322 bits (356), Expect = 4e-92
Identities = 328/415 (79%, Gaps = 32/415 (7%
St rand=Pl us/ Pl us

Query 257 ATAATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA

R AR R R AN AN A AR
Sbjct 168 ATAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCAT CGATGAAGAACGCAGCGAAA

Query 317 TGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTG

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 228 TGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAA CATCGAATCTTTGAACGCACCT

Query 377 CGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGECATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAAACT---C

LLC LR et e b e e Pt
Sbjct 288 CGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCOCTGT TTGAGTGT CATGAAATTCTCAACCTATAA

Query 434 ACTTTGGITTCTTTCCAATTGTGATGITTGGATTGITGGGGEEC- - - TGCTGGCCTTGACA

L1 L e L e A |l
Sbjct 348 TTGT- AGCGTTGGA- TGTTGGAGGCTTTTGCTGECC: - - - CA

Query 491 GGICGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCAGGACTTCTCATTGCCTCTGCGCATGATGTGATA

AR R AR R A | TLLTIT
Sbj ct 396 - GTCAGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTG- G TCCT TGTGGATCGGCT GTCGGT GTGATA

Query 551 ATTATCACTCATCAATAGCACGCATGAATAGAGTCCAGCTC- TCTAATCGTC- CG- CAAG

) N A A
Sbjct 454 ATGTCTACGC--- - - - OGCACCCGT GAAGCGAT TGGAGAGCT TCTAATGGT CTCGTCAGA

Query 608 GACA- ATTTGA- - CAATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA 659

U A A RN AR RARRAARAR Y
Sbj ct 508 GACAGCTTTTATGAACTCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA 562
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Primerjava zaporedij Fomesfomentarius in Lagtiporus montanus

Score = 325 bits (360), Expect = 2e-93
Identities = 234/ 264 (88%, Gaps = 7/264 (2%
St rand=Pl us/ Pl us

Query 156 TGIAACGCATCTATAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGECTCTCGCATCGATGAAG

R R R AR R R R AR AR A AN
Sbj ct 156 TGTAACGCATCG TAATATAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAG

Query 216 AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTT

R A R A AN NN
Sbjct 215 AACGCAGOGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAAT TCAGT GAATCATCGAATCTTT

Query 276 GAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGT TTGAGTGTCATGAAATT

AR R R R AR AR AR RN
Sbjct 275 GAACGCACCTTGCGCTCCTTGGCATTCOGAGGAGCATGCCTGI TTGAGT GTCATGAAACT

Query 336 CTCAACCTAT- AAACCTTTGCGGGTTTGTAGC- GTTGGATGT TGGAGCCTTTTGCTGG- C

RN e A R e A
Sbj ct 335 CTCAACOCCTGCCATCTTTGOGGATGAGCGT CGGT TGGATTTTGGAGG - - TTGCCGGAC

Query 393 CCAGTCAGCTCCTCTTAAATGCAT 416

[ L e
Sbj ct 392 TCGTTCGGCTCCTCTTGAAAGCAT 415

Primerjava zaporedij Fomesfomentariusin Lentinellusauricula

Score = 288 bits (318), Expect = 8e-82
Identities = 175/184 (95%, Gaps = 1/184 (0%
St rand=Pl us/ Pl us

Query 159 AACGCATCTATAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC
R R R R R AR AN
Sbj ct 237 AAAGCATCTA- AATACAACT TTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC

Query 219 GCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA

U R N A AR
Sbjct 296 GCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAAT TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA

Query 279 CGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAATTCTC

COLEEEE e e e e e et
Sbj ct 356 CGCACCTTGCACCCCT TGGTATTCCGAGGGGTACGCCTGT TTGAGT GTCGTGAAATTCTC

Query 339 AACC 342

111
Sbjct 416 AACC 419
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Primerjava zaporedij Fomesfomentariusin Trametes hirsuta

Score = 580 bits (642), Expect = 7e-170
ldentities = 479/ 569 (84%, Gaps = 24/569 (4%
St rand=Pl us/ Pl us

Query 1 AATGGGT TGTAGCTGGCCT TCCGAGGCAT GTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTG

R AR AR AR AR R AR AR
Sbjct 10  AACGGGTTGT- - - TGECCT TCCGAGGCAT GTGCACGOCCTGCTCATCCACTCTACACCTG

Query 61  TGCACTTACTGIGGTTTCAGGTGCGIC- - - - GCCTCGCGEC- GECGTCACTCGECCCACG

RN A (U A A A
Sbjct 67  TGCACTTACTGIAGGT TGGOGTGGGT TTCTAGCCT COGGGT TGGAAGCAT TCTGCCGGCC

Query TTTT- - CTTTACAAACTATTGAAGTAACAGAATGT TTATTGATGTAACGCATCTATAATA

A A AR A R LT e Tt
Sbj ct TATGT ACACTACAAACTCT TAAAGT ATCAGAATGT AAACGCGT CTAACGCATCT- TAATA

Query CAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCT CGCAT CGAT GAAGAACGCAGCGAAAT GCGAT

A AR A A A RN
Sbj ct CAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCT CGCAT CGAT GAAGAACGCAGCGAAAT GOGAT

Query AAGTAATGT GAATTGCAGAATTCAGT GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCC

RN N A A R AN AN AN ANRAAE AN
Sbhj ct AAGTAATGT GAATTGCAGAATTCAGT GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCC

Query TTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGT TTGAGT GTCATGAAATTCTCAACCTATAAACCTTT

AR R R AR AN AR AR AR R
Sbj ct TTGGT ATTCCGAGGAGCATGCCTGI TTGAGT GTCATGAAAT TCTCAACCCATAAATCCTT

Query GCGGGTTTGTAGCGT TGGATGI TGGAGGCTTTTGCTGGECE- - - - CAGTCAGCTCCTCTTA

R A R A AR AR AR
Sbj ct G TGATCTATGGGCTTGGAT- TTGGAGGC- - TTGCTGECCCTAGCGGTCGECTCCTCTTG

Query AATGCATTAGCTTGGT TCCTTGT GGATCGECTGT CGGT GTGATAA- TGTCTACGCCGCAC

CELEEEEE e fee e e e e Lt |
Sbj ct AATGCATTAGCTTGAT TCCGT GCGGATCGGCTCTCAGT GTGATAAT TGTCTACGCTGT GA

Query CCGTGAAGCG- ATTGGAGAGCTTCTAATGGT CTCGTCAGAGACAGCTTTTATGAACTCTG

R A A R N A R AR A A
Sbj ct CCGTGAAGCGT TTTGGCAAGCTTCTAACCGTC- CATTAG- GACAAC- TTTATAACATCTG

Query ACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGA 556

AR AR AR R R
Shj ct ACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGA 567
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Primerjava zaporedij Fomes fomentarius in Trametes versicolor

Score = 614 bits (680), Expect = 4e-180
ldentities = 498/ 590 (84%, Gaps = 16/590 (2%
St rand=Pl us/ Pl us

Query 42  AACGGGTTGTAGCTGGOCT TCCGAGGCAT GTGCACGOCCTGCTCATCCACTCTACCCCTG
II IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII 111
AATGGGT TGTAGCTGGOCT TCCGAGGCAT GTGCACGOCCTGCT CCTG

Shjct 1

Query TGCACTTACTGTAGGT TGECGTGGGECTCCT TAACGGGAGCATTCTGCCGGCCTATGTATA

(R L T A A O A e A A
Sbj ct TGCACTTACTGTGGT TTCAGGT GOGT CGCCT CBCGGOGGCGT - CACTCGGOCCACGTTTT

Query CTACAAACACT- TTAAAGTATCAGAATGTAAACGCGTCTAACGCATCTATAATACAACTT

[ U AR R A R RN
Sbj ct CTTTACAAACTATTGAAGTAACAGAATGT TTATTGATGTAACGCATCTATAATACAACT T

Query TTAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCAT CGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGT AA

R A R AR R R AR NN
Sbj ct TCAGCAACGGATCTCT TGGCT CTCGCAT CGATGAAGAACGCAGCGAAAT GCGATAAGTAA

Query TGTGAATTGCAGAATTCAGT GAATCATCGAATCT TTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTA

R R A AR Ay
Sbj ct TGTGAATTGCAGAAT TCAGT GAATCATCGAATCT TTGAACGCACCT TGCGCTCCTTGGTA

Query TTCCGAGGAGCATGCCTGI TTGAGTGTCATGGAATTCTCAACTTATAAATCCT TG TGAT

COLEEEEE e e e e et et 1 1|
Sbj ct TTCOGAGGAGCATGCCTGT TTGAGT GTCATGAAAT TCTCAACCTATAAACCT TTGCGGGT

Query CTATAAGCTTGGA- CTTGGAGGC- - TTGCTGECCCTTGT TGGTCGGCTCCTCTTGAATCGC

A R AR R R RN LE L T
Sbj ct TTGTAGCGT TGGATGT TGGAGGCTTTTGCTGRCCC: - - - - AGTCAGCTCCTCTTAAATGC

Query ATTAGCTCGATTCCGTACGGATCGGCTCTCAGT GTGATAATTGT CTACGCTGTGACCGTG

R A AR AR A A A
Sbj ct ATTAGCTTGGT TCCTTGTGGATCGGCTGT CGGT GT GATAA- TGTCTACGCCGCACCCGTG

Query AAGTGTTTTGGCGAGCTTCTAACCGT G- CATTAG GACAACTTTT- TAACATCTGACCTC
AR A . IIIIIIIII
Sbj ct AAGCG- ATTGGAGAGCTTCTAATGGT CTCGT CAGAGACAGCT TTTATGAACTCTGACCT

Query AAATCAGGT AGGACTACCCGCT GAACT TAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 623
CEEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e

Shj ct AAATCAGGTAGGACTACCCCCTGAACTTAAGCATATCAATAGGCCGAGGA 582
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Primerjava zaporedij Fomes fomentarius in Ganoderma applanatum

Score = 583 bhits (646), Expect = 6e-171
ldentities = 461/543 (84%, Gaps = 35/543 (6%
St rand=Pl us/ Pl us

Query 1 TGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGT GCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGIG

R R R R AR A AR
Sbjct 3 TGGGTTGTAGCTGGCOCTTCOGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTG

Query 61 CACTTACTGT GGGTATCAGGGATCGTGAAGCGT - GCTTTTTTACCGGAGCT TGTGAAGCG

IIIIIIIIIIIIIIIIII A AN
Sbjct 63 TACTGIGGIT- T GCGTCGOCTCG - - - CGE0G

Query TGTCTGTGCCTGCGTTTA- - TCACAAACACTATAAAGTATCAGAATGTGTATTACGATGT

I II R A R R R AN
Sbj ct CTCGGCCCACGT TTTCTTTACAAACTAT- TGAAGTAACAGAATGTTTATT- - GATGT

Query AACGCATCTATA- TACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC

RN IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbj ct AACGCATCTATAATACAACT TTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGA

Query GCAGCGAAAT GCGATAAGTAATGT GAATTGCAGAATTCAGT GAATCATCGAATCTTTGAA

R R R AN AN A AR AN AN RN
Sbhj ct GCAGCGAAAT GCGATAAGTAATGT GAATTGCAGAATTCAGT GAATCATCGAATCTTTGAA

Query CGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTI TTGAGTGTCATGAAATCTTC

AR R R R AR A AR A AR A A
Sbj ct CGCACCTTGOGCTCCT TGGTAT TCCGAGGAGCATGCCTGT TTGAGTGTCATGAAATTCTC

Query AACCTATAAGCTTTTG TGGTTTGTAGGCTTGGA- CTTGGAGGECT TGTCGGCCTTGATCG

LU e e e e | [
Sbj ct AACCTATAAACCT TTGCGGGT TTGTAGCGT TGGATGT TGGAGGCT TTT- - - GCTGGOCCA

Query GTCGCCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGATTCCT TGCGGATCGECTCTCGGTGTGATAAT

AR R R R A R AR A
Sbj ct GTCAGCTCCTCTTAAATGCAT TAGCT TGGT TCCT TGT GGATCGGCTGTCGGTGT GATAAT

Query ATCTACGCCGCGACCGT GAAGCGT TTGECGAGCT TCTAACCGT CTCACTTGAGAGACAAC

AR R A R A A R R A e e A
Sbj ct GTCTACGCCGCACCCGT GAAGOGAT TGGAGAGCT TCTAATGGTCT- - CGTCAGAGACAGC

Query TTT 537
[11

Shj ct TTT 516
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Primerjava zaporedij Fomesfomentarius in Ganoderma lucidum

Score = 625 bits (692), Expect = 0.0
ldentities = 487/566 (86%, Gaps = 35/566 (6%
St rand=Pl us/ Pl us

Query 26  GGGTTGTAGCTGGCOCTTCCGAGGCATGTGCACGOCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGC
AR R R A AR AR R AR AR
GGGT TGTAGCT GGCCT TCOGAGGBCAT GT GCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGC

Shjct 4

Query 86  ACTTACTGIGGCCTTCAGAT TGCGAGGCACGCTCTTTACCGGEGECT TGCGGAGCATATCTG

LV e e ] A A
Sbjct 64  ACTTACTGTGGI- TTCAGGT- GOGTCGC CT- - - - CGOG - - GCGGCG - TCACTC

Query TGCCTGCGTTTA- - TCACAAACTCTATAAAGTAACAGAATGTGTATTGCGATGTAACACA

R A R R A AR AN
Sbj ct GGOCCACGT TTTCTTTACAAACTAT- TGAAGTAACAGAATGTTTATTG: - ATGTAACGCA

Query TCTATA- TACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCT CTCGCAT CGATGAAGAACGCAGCG

A R R AR A
Sbj ct TCTATAATACAACT TTCAGCAACGGATCT CTTGGCTCTCGCAT CGATGAAGAACGCAGCG

Query AAATGCGATAAGTAATGT GAATTGCAGAATTCAGT GAATCATCGAATCTTTGAACGCACC

R R AN AR AR AN AR AR
Shj ct AAATGCGATAAGT AATGT GAAT TGCAGAAT TCAGT GAATCATCGAATCT TTGAACGCACC

Query TTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGT TTGAGT GTCATGAAATCTTCAACCTA

R R R AR R R AN R AR AR
Sbj ct TTGOGCTCCT TGGTAT TCCGAGGAGCAT GOCTGT TTGAGT GTCATGAAATTCTCAACCTA

Query CAAGCTTTTG TGGTTTGTAGGCTTGGA- CTTGGAGGEC- - TTGTCGECCGT TATCGGTCG

A R R R A A | 111
Sbj ct TAAACCTTTGCGGGT TTGTAGCGT TGGATGT TGGAGGCT TTTGCTGECC: - - - - CAGTCA

Query GCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGT TCCTTGCGGATCGGCTCTCGGT GTGATAATGI CT

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII LETEEEE TRt
Sbj ct CTTAAATGCATTAGCT TGGT TCCTTGT GGATCGGCTGT CGGT GT GATAATGTCT

Query ACGCCGOGACCGT GAAGCGT TTGGOGAGCTTCTAACCGT CT- - TATAAGACAGCTTT- - A
R R R A A A AN
Sbj ct ACGCCGCACCCGT GAAGCGAT TGGAGAGCT TCTAAT GGTCTCGT CAGAGACAGCT TTTAT

Query GACCTCTGACCTCAAATCAGGTAGGA 580
AR RN RN RN

Shj ct GAACTCTGACCTCAAATCAGGTAGGA 545
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