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POVZETEK

Dandanes v sodobnemu svetu, kljub vidnemu naprediazvoju sodobnih zdravil, opazamo
velik porast bolezni, povezanih z nepravilnimi pagijevalnimi navadami in nezdravim
nainom Zzivljenja. To je enden izmed glavnih razlogaa v zadnjem desetletju &
naraga povpraSevanje po funkcionalni hrani in prehramslopolnilih, kamor uvi&mo tudi
pripravke iz medicinskih gob.

Kljub temu da so medicinske gobe danes intenziredmet raziskovanj v mnogih
laboratorijih in institucijah po svetu, saj njihow€inkovine izkazujejo Stevilne bioloSke,
fizioloSke in farmakoloSke dinke, se na trzi& sre&ujemo s pripravki, ki ne zadégo
farmacevtskim merilom kakovosti, varnosti idinkovitosti. Zato smo v okviru diplomske
naloge razvili metodo dotanja vrst medicinskin gob z nukleotidnim sekverjean
zaporedij ITS RNA, ki omogtjo zelo hitro, natamo in zanesljivo identifikacijo izhodnih
surovin v izdelkih, v kolikor preostala DNA v kémem produktu ni popolnoma wena.
Dolo¢anje nukleotidnega zaporedja regije ITS 18S RNAedaredstavlja enega od temeljnih
n&inov priprave filogenetskega drevesa na osnovi @rave specitinin odsekov
nukleotidnih zaporedij. V diplomski nalogi smo seredot@ili na manj raziskano, a
tradicionalno dobro poznano vrsto, na zvepleni lgpgicar (Laetiporous sulphureds
Presenetljivo smo ugotovili veliko filogenetsko paanost med vrstamaaetiporus
sulphureusn Trametes versicolof98% identtnost), tel_aetiporus sulphureus Lentinellus
auricula (94%).

V drugem delu diplomske naloge nas je zanimal ywech @inek polisaharidnih izvigkov
medicinske gobe na diferencialno izrazanje genosyepanih z imunomodulatornim
delovanjem polisaharidov na izbrane humanegeliinije. Glavni imunomodulatorniéinki
medicinskih gob zajemajo vplive na hematopoetskéicma celice, limfocite, makrofage,
dendritske celice in naravne celice ubijalke, karkaze v izldanju provnetnih citokinov.
NajpomembnejSa skupinatiokovin, ki izkazujejo vpliv na imunski sistem sdulanski
polisaharidi, ki so prisotni v vseh preiskovanilorah. Zeleli smo ugotoviti, kako delujefi
glukanski polisaharidi iz zveplenega lepolukajja na nadizrazanje ali podizrazanje genov,
ki kodirajo za provnetne citokine IL-1, IL-6 in TNk kar doslej Se ni bilo narejeno.
Vzpostavili smo testni sistem z monocitno &ed linijo U937. Po 3,6,12 ozirom 24 urni
stimulaciji celic z intracelularnimi polisaharidble Laetiporus sulphureusmo iz tretiranih
celic izolirali mRNA, jo s pomgo reverzne transkriptaze pretvorili v cDNA, to pato
pomnozili s PCR v realnersasu. Ugotovili smo, da se @& relativno zgodaj nadizrazati
MRNA za vse tri spremljane citokine, vrh aktivaqje je dosezen 6 ur pocedku inkubacije
celic zp-glukanskimi polisaharidi, kjer je bil predvsem 1Lkar petindvajsetkrat bolj izrazen
od kontrole. Predstavljeni rezultati potrjujejo diipzo, da so polisaharidi, izolirani iz gobe
Laetiporus sulphureusacni imunomodulatorji, ki bi lahko pomenili osnovepojine vodnic
za razvoj novih imunomodulatornitgiakovin.

IX
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ABSTRACT

Despite of the fact that there has been a big irgment in drug research and development
nowadays, an increase in diseases connected withutmton has been noticed. Therefore
the demand for functional food and food supplemantduding supplements prepared from
medicinal mushrooms, has greatly increased.

Medicinal mushrooms are the subject of many intestselies in laboratories around the
world, as they show many biological, physiologiaatl pharmacological effects, and yet still
we find many supplements on the market that aredéquate to the pharmaceutical
measurements of quality, safety and efficacy.

Within the first part of our study, we developedeaiable fast and accurate method for
determination and differentiation of species on Hasis of isolated, species-specific ITS
regions that are found in the genetic code of rDIS_Agquencing the 18S RNA ITS regions
today represents a fundamental method for prepaainghylogeny tree on the basis of
comparing the sequence of species-specific regidnsour research the main focus was
directed on a less examined, but traditionally vergll known medicinal mushroom:
Laetiporous sulphureusurprisingly, a very high similarity was observedang two species,
Laetiporus sulphureuandTrametes versicolof98% of identity). Some higher similarity than
expected was found as well among the following Esed.aetiporus sulphureusand
Lentinellus auriculag94% of identity).

In an attempt to further characterize the examimmedicinal mushroom, we focused on the
action of polysaccharides isolated from fungi offetieéntial gene expression connected with
imunomodulatory activity of polysaccharides on stdd human cell lines.

In order to find out the effect of isolated polysharides on upregulation and downregulation
of genes encoding for proinflamatory cytokines ILHl-6 and TNFe, we perform an “in
vitro” test system with the human monocytic cetieliU937, incubated with the isolated
polysaccharide samples frotmaetiporus sulphureusAfter 3, 6, 12 or 24 hour of cell
stimulation with the intracellular polysaccharidesm the mushroonhaetiporus sulphureus,
we isolated the mRNA, transcribed it to cDNA andrthmultiplied it with teal time PCR. We
found out that mRNA from all three researched cytek is starting to be up regulated
relatively early, with the peak activation afteh@urs incubation of the cells with the isolated
B-glucan polysaccharides. The most drastic increasm@an the expression of
proinfllammatory cytokines was observed for IL-1lhigh was 25-fold over expressed after
six hours incubation period. The results presentdearly indicate their potential
immunomodulatory activity and thus, might repregéetstarting point in the development of
novel immunomodulatory drug substances.
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SEZNAM OKRAJSAV

A — adenozingdng adenosine)

ACE - angiotenzin konvertazarf{g_angiotensin onverting @zyme)

AHCC - aktivha sestavina povezana z heksozamm (active hexose orrelated ompound)
ATP - adenozin trifosfat @enosineriphosphate)

CD - (@ng duster of dfferentiation)

cDNA - komplementarna deoksiribonukleinska kisl{aag. ®mplementary
deoxyribonucleic aid)

CFU-GM - kolonije usmerjenih matih celic za granulocite in monocitang. Granulocyte-
macrophage progenitor)

COX - ciklooksigenazaafg. Cyclooxygenase)

CSF - kolonije stimulirajéi faktorj (ang Colony-Simulating Factor)

Ct - prazni cikel &ng. Threshold gcle)

CTAB - cetil 3 metil amonijev bromi¢ang. Cetyl trimethylanmonium_lsomide)
DC - dendritske celicéang. Dendritic_ells)

DNA - deoksiribonukleinska kislinang.deoxyribonucleic eid)

dNTP - deoksi nukleozid trifosféang. Deoxyriborucleotide tiphosphate)
FAME - metilni ester ma®bne kislinglang.fatty acid methyl ester)

FCS - tel¢ji fetalni serum(ang. Fetal @lf serum)

FIP - (ang.fungal mmunomodulatory foteins)

FRET —(ang.fluorescenceasonancereergy tansfer)

G — gvanin(ang.Guanine)

G-CSF - granulocitne kolonije stimulirajadejavnik(ang. Granulocyte olony-gimulating
factor)

GC - plinska kromatografijeang.Gas_thiromatography)
gDNA - genomska deoksiribonukleinska kislif@@g. Genomicdeoxyribonucleic eid)

GFL - lektin iz gobes. frondosa.

XI
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GLPS - polisaharidna frakcija iz gokanoderma lucidum

GM-CSF - granulocitno makrofagni rastni dejav(akg. Granulocyte-nacrophage @ony-
stimulating factor)

HIV - humani immunodeficientni viru@ng. Human_mmunodeficiency wus)
HKG -hisni genlang.house leeping gne)

HMAF - 6-hidroksimetilacilfulven

HMC - hematopoetske matie celice

HPLC - tek@inska kromatografija visoke ¢givosti (ang. High-performanceiquid
chromatography)

ICP - intracelularni polisaharidang. Intracellular Polysaccharides)

IFN — interferon(anginterferong

lg — imunoglobulin(ang. Immunadobulin)

IL — interlevkin (anginterleukir)

ITS - (anginternal_ tanscribing egion )

LAF komora — komora z laminarnim pretokom filtriesga zraka(ang.laminary a& flow)

LAP - oborina pridobljena iz vodne raztopine migetfiobelLentinus edodes dodatkom
etanola

Las -Laetiporus sulphureus

LDL - lipoprotein majhne gostot@ng. Low-density Ipoprotein)

LEM - iz upraSenega micelija golhentinus edodegripravljen ekstrakt
LPS - bakterijski lipopolisaharighng. Lipopolysaccharides)

MOPS - 3-[N-morfolino] propansulfonska kislifang. 3-(N-morpholino)popaneslifonic
acid)

MS - masna spektroskopifang.Mass_pectrometry)

MTS - tetrazolijeva sadlang.tetrazolium_alt)

NK - celice naravne ubijalk@ng.Natural kller cells)

PAF - trombocite aktivaj dejavnik(ang. Platelet-ativating factor)
PBS - fosfatni pufefang.Phosphate bffered_sline)

Xl
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PCR - polimerazna verizna reakdjfng. polimerase hain reactior)

PDA - krompirjev dekstrozni agéang. Potato_dextrose gar)

PGE - prostaglandifang. Prostadgandin B

PLA 1l - fosfolipaza A2(ang.Phospholipases A2)

PMS - fenazin metasulféng. phenazine rathosulfate)

PSK — krestinang.Polysaccharide-K

PSP — polisaharidopept{eng. Polysaccharide gptide)

rDNA - ribosomska deoksiribonukleinska kislife@ngribosomaldeoxyribonucleic aid)

RFLP - analiza polimorfizmov dolzin restikcijskirafmentoang. restriction_fagment
length_mlymorphism)

RNA - ribonukleinska kislingang. Ribonucleic_aid)

rRNA - ribosomska ribonukleinska kislirfang. RbosomalRibonucleic_aid)
SGG -B-glukan iz gobesclerotinia sclerotiorum

SPG - Schizopyllan

T — temperaturgang. Temperaturg

TAE - tris acetatni pufefang. Tris-acetate buffer

TGF — transformacijski rastni fakt¢ang. Transforming gowth factor)

Th - celice T pomagalk@ng.T helper cell)

TLC - tankoplastna kromatografijang. Thin layer &iromatography)

TNF - dejavnik tumorske nekrozang. Tumor recrosis &ctors)

U V- ultravioli¢cno valovanjgang. ultraviolet

Xl
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1 UVOD

Razvoj sodobnih farmacevtskih tehnologij in metoanng omogdil pridobitev Sirokega
spektra zdravilnih &inkovin, ki so oshova za izdelavo naravnih, sintiezter bioloSkih
zdravil, s katerimi poskuSamo odpraviti vzroke oieoziroma njihovih simptomov. Velik,
viden napredek v razvoju sodobnih zdravil pa zaldavolj, saj opazamo, predvsem v
sodobnem svetu, velik porast bolezni, povezanile@ravilnimi prehranjevalnimi navadami
in nezdravim n&nom Zivljenja (1,2). Vedno \eje sknozilnih bolezni, sladkorne bolezni
tipa Il, magobne hipertrofije in gastrointestinalnih tezav (Zaradi nastetih zapletov in
zaradi veéjega zavedanja organizma kot uravnotezene ceetg,zadnjem desetletju o
poraslo povpraSevanje po funkcionalni hrani in paekkih dopolnilih (4). Skupino
prehranskih dopolnil sestavlja Sirok nabor raznitaminov, mineralov, probiotikov in
prebiotikov, antioksidantov, vlaknin, vednocvea je tudi pripravkov iz medicinskih gob, ki
so bile, kot funkcionalna hrana in primitivna zdlayomenjene ze v najzgodnejSih zapisih
tradicionalne kitajske medicine, to jecasu dinastije Chow pred 3000 leti. V evropskem in
ameriSkem prostoru je bila uporaba medicinskih gokezana predvsem z misticizmom, za
zdravljenje pa so se v ljudski medicini uveljalipravki iz zdravilnih rastlin. V zadnijih
dvajsetih letih je zraslo trgovanje s prehranskirdbpolnili iz medicinskih gob tudi v
razvitem svetu, predvsem v Zdruzenih drzavah AnegnkEvropi (5).

Pripravki oziroma zdravilne dginkovine iz medicinskih gob izkazujejo Stevilne logke,
fizioloSke in farmakoloSkedinke, zato so dandanes intenzivni predmet raziskovannogih
laboratorijih in institucijah po svetu (6J:eprav imajo tinkovine iz medicinskih gob $irok
spekter farmakoloskih dinkov, pa se na tra§ sr&ujemo s pripravki, ki ne zadégo
farmacevtskim merilom kakovosti, varnosti itinkovitosti (7). Ker pa vé&na molekularnih
mehanizmov delovanjainkovin iz medicinskih gob Se ni poznanih, smo dali v okviru
diplomske naloge razviti metodo doémja vrst medicinskin gob =z nukleotidnim
sekveniranjem zaporedij ITS RNA, prisotnih v genodalocevanih vrst in tako omogdi
hitro, natakino in zanesljivo identifikacijo preiskovanih vzovoaedicinskih gob.

V ta namen smo se osredétona manj raziskano, a tradicionalno dobro poanamsto
medicinske gobe Zvepleni lepolukigr (Laetiporous sulphuredsv nadaljevanju diplomske
naloge pa nas je zanimal tudiinek polisaharidnih izvigkov na diferencialno izraZzanje
genov, povezanih z imunomodulatornim delovanjemispblridov na izbrane humane
celicne linije.
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2 FILOGENIJA ZIVIH BITIJ

Filogenija je uvr8anje bioloskih vrst v sistematske enote, zasnomansrodstvenih odnosih
med vrstami. Na osnovi morfoloSkih, biokemih in genskih zné&lnosti tako vsakih nekaj
desetletij nastane posodobljeno filogenetsko drévakljucéuje vsa odkrita Ziva bitja. Z
uvr&anjem Zzivih bitij so se z&li ukvarjati Zze stari Grki, ki pa so v sistem hbitij uvrgal
predvsem rastline, na osnovi barve cvetov in Zigide na njihove morfoloske zhlmosti.

V osemnajstem stoletju je Svedski botanik, zdravimkzoolog Carl von Lineé opravil
pionirsko delo pri znanstvenem poimenovanju zdravitastlin z enotnimi, latinskimi imeni.
V ta namen je uvedel binarno nomenklaturo poimengvaseh zivih bitij, kjer je na prvem
mestu ime rodu, skupaj z drugim imenom pa &oho vrsto. Njegovo najpomembnejSe delo
je razvrstitev zivih bitij v naravni sistem: »Systa Naturae« (slika 1).

CAROLI LINNAI

Equms De SteLra Porart,
Anciia : Mep. & Bamu. Pnnpss;. UrsaL. ;
Ac/m U s\:. l\DL InrER.
Loxp, Mn sru. T‘uws l- o zn: oc.

SYSTEMA
NATURZE

Per

REGNA TRIA NATURZ,
SecuNnuMm
CLASSES, ORDINES,
GENERA, SPECIES,
Cum

CHARACTERIBUS, 'DIFFFRENTIIS
SYNONTMIS, LOC

Towmus L

7
Epirio DLcmPA, REFORMATA.
e S e etV
Cwm Privilegis S:x Rix M:tis Swecie.

Loc—r i A o
HOLMIE,

Irpensts Dirger. LAURENTII SALVII,
1758

Slika 1 Svedski botanik, zdravnik in zoolog Carl von Lineé in naslovnica njegovega dela Systema Naturae

V poznem 19. stoletju je Ernst Haeckel razvil tgord rekapitulacijski evoluciji, kjer
predvideva, da je razvoj osebka (ontogenija) zrcakvoja vrste in visjih filogenetskih enot
(filogenija). Ta teorija je bila sicer kasneje zaeeno ovrzena, je pa Haeckel pripomogel h
kreiranju filogenetskega drevesa, ki ze zaobjemaglavne veje: rastline (Plantae),
evkariontski mikroorganizmi (Protista) in zivali (fnalia).

V splosnem lahko organizmi podedujejo gene na ds&na: z vertikalnim genskim
prenosom preko starSev in s horizontalnim genskiemgsom, kar imenujemo tudi preskok
genov iz organizma na organizem, ki je @le predvsem pri prokariontih. Predvsem
horizontalni genski prenos lahko nekoliko sprementer enostavno gensko filogenetsko
sliko, kar opazamo najekrat pri bakterijah.

Carl Woese je na podlagi odkritja, da so rRNA kajdtti geni, starodavni in po vseh linijah

Zivljenja razsirjeni z malo ali nihorizontalnega prenosa, postavil teorijo drevegienja s

tremi domenami: arheje, evkarionti in evbakterijgav zato se dandanes prip&aaiporaba
2
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molekule rRNA pri rekonstruiranju filogenije. Te pilo uporabno predvsem za filogenetsko
razvr&anje mikroorganizmov, saj so si ti morfoloSko prevgodobni, da bi jih lahko
razvr&ali na podlagi fenotignih podobnosti.

Trenutno je v veljavi vzporedna uporaba kiasi filogenije, med katere uwd@mo
opazovanje izgleda in lastnosti organizmov, konswfologija, prehranske navade, okolje,
kemijska sestava ceéhe stene oziroma membran, primarni in sekundarntalnodti,
mikroskopija, makroskopija, izraba razlih vrst dusikovih, ogljikovih in zveplovih spojin,
fermentacijski produkti, rastni pogoji (pH, voda), Bimbiotska razmerja in obtljivost na
ksenobiotike, in molekularna filogenija, ki vkfjuje proteomiko in genomiko z naslednjimi
metodami: odstotek nukleotidov GC v genomu, hilzadija in polimorfizem, RFLP analiza
celotnega genoma ali le izbranih genov, vzoreccotasega profila (FAME: fatty acid
methyl ester), strukturne podobnosti nekaterih jerah proteinov in podobnost 16S in 18S
RNA, predvsem regije ITS.

Nerazpolaganje celothega genoma manj znanih ongawiz kjer celotno nukleotidno
zaporedje Se ni dateno, je ena od najggh pomanjkljivosti sodobne molekularne
filogenije, predvsem pri manj razvitih rastlinahikneorganizmih in glivah. Trenutno zato
uporabljamo nabor molekularnih metod, ki vKljjejo primerjavo nukletotidnih zaporedij
rRNA, regij ITS, mitohondrijske DNA in aminokislike zaporedje oziroma nukleotidno
zaporedje gena, ki kodira dobro ohranjene protéknazervativne proteinske sekvence). Ker
je energijski proces za vsak organizem &legga pomena, je poleg doé&vanja
nukleotidnega zaporedja ITS (internal transcribregion), strukturna primerjava gena za
Sesto podenoto mitohondrijske sintaze ATP ena oppogasteje uporabljanin metod
filogenetskega dolevanja gobjih vrst. Sintaza ATP je encim, ki se a@ahna notranji
membrani mitohondrijev in je sestavljena iz Sespibdenot, ki skrbijo za nastanek
uskladi&ene energije v obliki ATP. Sesta enota sintaze A&Mahaja v vseh organizmih in
je kot taka spoznana za prednika vseh sintaz ABR) mjeno aminokislinsko zaporedje,
predvsem pa nukleotidno zaporedje njenega gena lapkrabimo za tvorbo filogenetskih
razmerij. Ker so aminokislinska in genska zaporemjasintazo ATP dostopna v genskih
bazah podatkov (GeneBAnk), je primerjava teh zapippostala, poleg dot@vanja vrst z
18S RNA ITS, ena od najvkerat uporabljanih filogenetskih ti@mov dolatanja sorodstvenih
povezav pri gobah (slika 2).



StaSa Kosler Diplomska naloga

Slika 2 Primer razporeditve redov in druzin visje razvitih gob s pomocjo filogenetskega primerjanja ohranitve
primarne strukture Seste podenote encima sintaze ATP

AG CAAgaricales Agaricaceae
LE SPAgaricales Agarncaceae
AM BRAgarnicales Amanitaceae
CO COAgancales Agaricaceae
HE FAAgarncales Cortinariaceae
CY STNidulariales Nidulariaceae
HP AUAgaricales Strophariaceae
SC COAgaricales Schizophyllaceae
FL VEAgaricales Tricholomataceae
CA CiCantharellales Cantharellaceae
GE RUGeastrales Geastraceae

a4 GO FLAphyllophorales Gomphaceae
20 { RA STAphyllophorales Gomphaceae
L AR SPAgaricales Cortinanaceae
27 LE PlAphylicphorales Laetiporus

o AS RUPhallales Clathraceae

CL RUPhallales Clathraceae

59 D! INPhallates Phallaceae

84 PH RAPhallales Phallaceae
—1 — CL ZOAgaricales Clavanaceae
89 CL LAAgaricales Clavariaceae

CR GRAgancales Tricholomataceae

a0 RU ROAgalica!es Russulaceae
_E SA IMThelephorales Thelephorac eae

L HY COAgancales Hygrophoraceae
PH SCHymenochaetales Hymenochaetaceae
PH RDAphyllophorales Corticiaceae
LE TlAphyllophorales Lentinaceae
PO ARAphyllophorales Polyporaceas
PA COAphyllophorales Lentinaceae
SP CRAphyllophorales Sparassidaceae
FO PiAphyliophorales Fomitopsis
GR FRAgaricales Schizophyllaceae
i LA SUAphyllophorales Laetiporus

— HY AUBoletales Hygrophoropsidaceae
41l SU LABoletales Suillaceae

GY LiBoletales Paxilineae

95 65
{ PA INBoletales Paxillaceae

38 Pl ARBoletales Pisolithaceae
67 E’——E GY CYBoletales Sclerodermatineae
7 SC HYBoletales Sclerodermataceae

CH PiBoletales Boletaceae

BO EDBoletales Boletaceae
PH RHBoletales Boletaceae
XE CHBoletales Boietaceae

19

41

81
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2.1 Dolocitev vrst gliv in rastlin z uporabo 18S RNA ITS nukleotidnega
zaporedja

Poleg Zelenih in nezelenilkinkov medicinskih gob, ki jih na osnovi farmakoldskicinkov
lahko uvrg§amo med droge, je eden od pomembnejSih kriterijgli hjihova kakovost.
Kakovost posameznih drog se je in se tudi Se dasdareverja na podlagi njihovega videza.
Zelo pomemben prvi korak, pri zagotavljanju kakdyge preverjanjeustreznosti droge v
smislu pravilne vrste, saj ne gre zanemariti dajstha se lahkodinkovitost med vrstami tudi
znotraj istega rodu, kot tudi med drogami isteayrsistveno razlikuje. Droge tako dé&mo
na makroskopskem, mikroskopskem in fitokemijskemojui, kakor to doléa Evropska
farmakopeja.Dolo¢anje glivnih vrst v novejSih izdelkih, kjer je naireo nativha struktura
glive uniena, je tako z vidika vizualizacije droge nem&goMed takSne izdelke spadajo
izdelki, ki vsebujejo zmlete droge, telm ali suhe izvigke, pa tudi izdelki, ki vsebujejo
meSanico fino zmletih drog/ teh primerih je doldanje vrste droge in njihovih potvorb z
uporabo makroskopskih kot tudi organolépiin metod nemoge®. V takSnih primerih je
edini n&in identifikacije vrste uporaba molekulskih profiloki so zndilni za posamezno
vrsto. Tankoplastna kromatografija (TLC) predsi@vielo pogosto, hitro in relativno
cenovno ugodno metodo, s pofjwo katere lahko do neke mere déitno vrsto glive. Na
razpolago so tudi druge metode, kot so tekska kromatografija visoke divosti (HPLC),
masna spektrometrija (MS) in plinska kromatografizC), vendar pa je pri teh metodah
nepogresljiva uporaba posameznih standardov (9).

Kljub uporabi standardov se v déemih primerih izkaze, da tudi to ni zadosti zaikamlanje
med posameznimi vrstami, saj so si kemijski prafied vrstami istega rodu ali podvrstami
lahko na las podobni. Na molekulskem nivoju je erstozno razlikovati tudi s porjo
DNA profilov, in sicer segmentov znotraj zapisa gerza ribosomalne RNA (rRNA),
imenovanih internal transcribed spacers (ITS) oraaegije ITS, vendar pa se teh tehnik v
SirSem Se ne uporablja (9®ri metodi doldéanja vrst gliv z uporabo nukleotidnega zaporedja
18S RNA ITS gre za pomnozevanj&no dola@enega odseka glivnega genoma, to je regije
ITS, s polimerazno verizno reakcijo, in nato sekrane le tega. Nukleotidno zaporedje
regije ITS je vrstno speciéino, to pomeni, da ham poznavanije le-tega or@goolekularno
sistematiko na nivoju vrst in pa tudi znotraj n{itD). RNA evkariontov je sestavljena iz 4-ih
podenot: 5S, 5,8S in 28S v veliki podenoti in 188ali podenoti. Molekule 28S, 18S in 5,8S
se sintetizirajo v jedrcu s cepljenjem prekurzorBRA, 5S pa zunaj jedrca. Geni podenot v
jedrcu se navadno podvojujejo v tandemu (9).

ITS je nekodirajoi del Se nefunkcionalne ribosomalne RNA, ki se feinaed kodirajéima
deloma, to je med 18S malo in med 28S veliko pottemiosomalnega RNA gena in
vsebuje dve nekodirajoregiji ITS A in ITS B lateni z 5.8 rRNA genom (10). V glivah je ta
del ponavadi velik med 650 in 950 bp, vkijjo¢ 5.8S gen. Ta del navadno pomnozujemo z
univerzalnima primerjema ITS1 in ITS4 (slika 3)(11)
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{185 Small Subunit Gene msA é;f; ITSB {285 Large Subunit Gene

P
1TS4

Slika 3 Shematski prikaz genskega zapisa za rDNA. Zapis sestavljata dve ITS regiji A in B ter geni za 185 rRNA,
5,85 rRNA in 28S rRNA.

Dejstva da sozaporedja rDNA zelo konzervativna, in se med vrstaebli in visjimi
taksonomskimi enotami ohranjajo ter se med &¢aihi evkarionti bistveno ne razlikujejo, je
omogailo razvoj in uporabo univerzalnih primerjev za puodevanje variabilne in vrstno
specifcne ITS regije (10). Vloga ITS regij Se ni natao raziskana. Domneva se, da igrajo
pomembno viogo pri kontroli transkripcije, saj nlaj vsebovale Stevilna funkcionalna
vezavna mesta, ki priwgo faktorje za aktivacijo promotorja. Poleg tegammaj bi regije ITS
igrale kljucno vlogo pri zagotavljanju pravilne sekundarne lgtite RNA, ki je nujno
potrebna za nadaljnjo postranslacijsko modifikaciipejstvo, da se geni, ki kodirajo
posamezne podenote rRNA (18S, 5,8S in 28S) navadhajajo v tandemu, ti pa se lahko
ponovijo od sto do tigdrat v genomu in predstavljajo priblizno 10% ce&gia genoma, pa
danes Se povaje aktualnost metodd&er so rRNA visoko ohranjene, jih lahko uporabimo
kot sonde za in situ hibridizacijo tudi pri druginstah. Z za&etniki, ki so sidrani na
ohranjenih zapisih 18S in 28S rRNA genov tako nefat lahko pomnozimo odsek, ki nosi
zapis obeh regiji ITS kot tudi 5,8S rRNA (9). Déémje nukelotidnega zaporedja regiji ITS
znotraj zapisa za 18S in 28S jedrne ribosomalne OJNMNA) se dandanes vedno dve
uporablja pri filogenetskih Studijah in v takson@imzaradi svoje enostavnosti inc¢toosti
(12).
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3 GLIVE (Mycophyta)

Glive so raznolika skupina heterotrofnih enas@h, vecelicnin ali koenociténih
evkarionstkih organizmov, katerih Stevilo vrst jeenjeno na 1,5 milijona, do sedaj pa je
opisanih okrog 74.000 vrst (13). Zivijo lahko sapofno (gnilozivke), parazitsko (zajedalke)
ali simbiontsko (v sozitju z avtotrofnim organizmpnbelimo jih glede na obliko rasti, in
sicer na kvasovke, plesni in gobe.

3.1 Znacilnosti in pomen gliv

Glive so evkariontski organizmi, ki se od baktenijarhej razlikujejo predvsem po tem, da
imajo veje Stevilo I@&enih kromosomov, ki se nahajajo v jedru (15). Wargo jih med
heterotrofne organizme, ki nimajo fotosintetskiarndl in za svojo rast potrebujejo organske
snovi, katere rastline, ki so avtotrofni organizmed procesom fotosinteze proizvajajo same.
Celicna stena je pri wini gliv sestavljena iz hitina, v manjSi meri pa pg nekaterih
podskupinah pojavlja Se celuloza in drugi glikaezervna hrana pa je v obliki glikogena,
redkeje v obliki mafbnih spojin, nikoli pa ni v obliki Skroba, kar m&ailno za rastline.
Whittaker jih je leta 1969 razvrstil v lastno keatvo, po Woeseju, pa od leta 1990, poleg
kraljestev protistov, rastlin in zivali, kraljestgbv sestavlja gospostvo evkariontov. Za glive
je zn&ilna izredna raznolikost, tako na nivoju oblike macina rasti, kot tudi na nivoju
metabolnih aktivnosti in r@nih razmnozevanja. Prav raznolikosti v razmnozZavayhv so
predstavljale temelj sistematike gliv, ki pa jo gdadome&ajo molekularne metode.

Glive so izredno pomembne za dinamiko ekosistensay,aktivno sodelujejo v procesu
kroZenja organskih in anorganskih snovi. Mnogéevs® prostoziw@ saprotrofi in so glavna
skupina organizmov, odgovornih za recikliranje oliimrastlin. Po drugi strani pa so tudi
mnoge glive pomembni rastlinski in Zivalski patogeokoli 200 vrst gliv lahko napada
zdrave celice, Se vde oportunisitnin patogenov, ki napadejo oslabljene ali poskodeva
gostitelje. Kljub Stevilnim negativnim éinkom pa imajo tudi velik pozitiven pomen v
vsakodnevnem zivljenj¢loveka. Tako kvasovke kot tudi viSje razvite golee 22 dolgo
uporabljajo za prehrano in predvsem v Aziji tudidravilstvu. Stevilne glive se izkotg pri
procesiranju hrane in izboljSanju okusa ter pripralkoholnih pij&. Tu so predvsem
pomembne kvasovke, ki so nenadomestljive v tehmolagizvodnje piv, vin, pekovskega
kvasa in kruhov, kisov in destilatov, ter plesrisk med drugim nepogreSljive pri pripravi
sirov in sojine omake. Eden od pomembnih vidikownape gliv v farmaciji pa je njihova
zmoznost proizvajati metabolite, ki neposrednovadbliki prekurzorskih molekul oziroma s
pomaijo rekombinantne tehnologije DNA predstavljajo ibiatike, vitamine, encime,
hormone in raztine zdravilne tinkovine (16, 17).
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3.1.1 Medicinske gobe

Dandanes je med poznanimi vrstami gliv priblizno00® vrst gob, od tega pa je okrog 2.000
vrst tako ali drugée uzitnih. V mnogih svetovnih druzbah gobe Ze oHldag veljajo za
okusne in hranilne, za attie Rimljane so bile »hrana bogov«, posledica udatl, ki jih

je med nevihtami Jupiter posSiljal na zemljo, zaggne so bile gobe »darilo boga Ozirisa,
medtem ko so jih Kitajci imeli za »eliksir Zivljea. V razlénih kulturah se je tekom
zgodovine razvilo prakiho poznavanje uzitnih in strupenih gob, ponekoadijskih dezelah,
pa so jim pripisovali tudi zdravilne lastnosti, dad pa so v raznih obredih izkarasdi
halucinogene ¢inke gob iz z rodov gologlaviPgilocybe in govnarjev Panaeolu (18).

Goba je vsaka gliva, ki tvori s prostintesom viden podzemni ali nadzmeni trosnjak in jo
lahko naberemo (19). Tako gobe vkljejo vrste iz dveh taksonomsko ranih skupin:
prostotrosnic Basidiomycetgsn zaprtotrosnicAscomycetgs Trosnjaki so raztinih oblik in
barv, imajo pa nalogo razvoja in sptagja spor. Omenjeni taksonomski skupini se
razlikujeta predvsem v obliki struktur, ki omaggo nastanek in kamo sproganje spolnih
spor. Predstavniki gob zaprtotrosnic so npr. mawalalizitni smeek (Morchella esculenta

in razliéni tartufi oziroma gomoljike (rodruber. Med gobe prostotrosnice spada mnogo
sploSno poznanih uzitnih in strupenih gob, kot spr. ngobani Boletug, dezniki
(Macrolepiotg, lisicke (Cantharellug, ostrigarji Pleurotug in razne lesne gobe.

Gobe v naravi rastejo kot saprotrofi (gniloZivkpgraziti (zajedalke) ali v obliki mikorize
(simbionti rastlin). Glavno skupino recikliranjanaravi predstavlajo saprotrofne gobe, ki so
odgovorne za razgradnjo kompleksnih organskih snoviako sodelujejo pri ve@anju
mineralnih snovi v kroZenje. Znotraj saprotrofoitno tri prekrivaj@de se podskupine glede
na njihove encimatske sposobnosti. Prve gobe,dselijo rastlinske in lesne ostanke, kot so
gnijo¢a debla in drevesni Stori, so tako imenovani primaazgrajevalci. To so predvsem
lesne gobe, npr. uzitni naztanec (Sitakel.entinus edod@sostrigarji Pleurotussp.), velika
zra¥enka (Ganoderma luciduinin druge. Z&etno razgradnjo surovega materiala, ki jo
omogai micelij gobe, nato nadaljujejo drugi mikroorgamiz- razlicne bakterije in kvasovke
ter druge glive, ki nadalje izkotigjo delno razgrajena hranila. Tak kompostiran nedter
lahko nato za rast izkotigjo sekundarni razgrajevalci, kot je npr. travnidkikmak
(Agaricus campestr)sin dvotrosni kukmak Agaricus bisporus ki je goba gojena v
najvetjem obsegu na svetu. Tako razgrajen organski nahtesito lahko za rast izkoégjo
terciarni razgrajevalci, na primer oranzna latvigdeuria aurantig ali gobe iz rodov
govnarji Panaeoluy, stozke Conocybg njivnice Agrocybe, Xitarji (Pluteug ter kukmaki
(Agaricug (20).

Parazitske gobe ali zajedalke lahko napadajo ¢astlvevesa, razgrajujejo njihov les ter
povzraijo trohnenje debla. @na parazitskih gob lahko raste tudi na odmrlenu lkst
fakultativne zajedalke (21).

Najveijo skupino gob predstavljajo mikorizne ali simbske gobe. Predstavniki, ki so
pogosto uporabljeni v prehrani gurmanov, so npla gemoljika - tartuf Tuber magnatuin
8
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uzitna listka (Cantharelus cibariug uzitni goban — jurek Boletus edulisin druge. Véine
mikoriznih gob ni mogee gojiti v laboratoriju na gojh kot saprotrofe, zato se jih tako za
uzivanje kot tudi za medicinske namene, Se vedboaa njihovih naravnih habitatih (22).

Ze pred vé tisos leti so v Aziji spoznali zdravilno néomnogih uzitnih in tudi nekaterih
neuzitnih gob. UZitne gobe z zdravilnimi in funke&nimi lastnostmi vkljdujejo vrste
rodov strnjenk I(entinulg, uhljark Auricularia), bradovcev Klericium), zragenk Grifola),
panjevk Flammuling, ostrigarjev Pleurotug in drhtavk Tremellg. Druge so znane le po
zdravilnih lastnostih, kot sta npr. rodova @lesk Ganodermaiin plosk@evk (Tramete}, ki
sta neuzitna zaradi grobe in trde teksture terefgpkokusa. Zdravilne gobe se predvsem na
daljnem vzhodu, v Evropi in v ZDA uzivajo kot prahska dopolnila v obliki tekth
koncentratov ali v obliki prahu oziroma v kapsul&®edno uzivanje teh koncentratov naj bi
imelo imunostimulativno delovanije, torej se péa@dpornost proti boleznim in v déknih
primerih tudi nazadovanje bolezenskega stanja.dénaajpomembnejSih lastnosti izvkev
mnogih zdravilnih gob prav njihovo imunomodulatoeovanije.
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Preglednica 1 Gobe prostotrosnice in njihovi farmakoloski ucinki
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Auriculariales + + X X X
Auricularia auricula-judas (Bull.) Wettst.
Tremellales + + + o+ + + X
Tremella fuciformis Berk. + +
Tremella mesenterica Rits.:Fr.
Polyporales
Schizophyllum commune Fr.:Fr. X X X X X X
Dendropolyporus umbellatus (Pers.:Fr.) X X X X
Jul. + X X X X X X + +
Grifola frondosa (Dicks.:Fr.) S.F. Gray
Fomes formentarius (L.:Fr.) Fr. + +
Fomitopsis pimicola (Schw.:Fr.) P. Karst. + + + +
Trametes versicolor (L.:Fr.) Lloyd X X X X X
Piptoporus betulinus (bull.:Fr.) P. Karst. + + +
Hericium erinaceus (bull.:Fr.) Pers. + X X X
Inonotus obliquus (Pers.:Fr.) Bond.et X X X X
Sing.
Lenzites betulina (L.:Fr.) Fr. + +
Laetiporus sulphurous (Bull.:Fr.) Murr. + +
Ganodermatales
Ganoderma lucidum (Curt.:Fr.) P.Karst X X X X X X X X X X X X
Ganoderma applanatum (Pers.) Pat. + + + +
Agaricomycetideae
Agaricales s.l.
Pleurotaceae
Lentinus edodes (Berk.) Sing. X X X X X X X X X X X
Pleurotus ostreatus (Jacq.:Fr.) Kumm. + + + + +
Pleurotus pulmonarius (Fr.:Fr.) Quél + + +
Tricholomataceae
Flammulina velutipes (Curt.:Fr.) P Karst. + X X + X
Oudemansiella mucida (Schrad.:Fr.) v. X
Héhn.
Armillariella mellea (Vahl.:Fr.) P Karst. + X X X
Hypsizygus marmoreus (Peck) Bigel. X
Marasmius androsaceus (L.:Fr.) Fr. X X
Agaricaceae
Agaricus bla\ei Murr. X
Agaricus bisporus (J.Lge) Imbach + X X
Pluteaceae
Volvariella volvacea (Bull.:Fr.) Sing. + + + +
Bolbitiaceae
Agrocybe aegerita (Brit.) Sing. + + + +
X = commercially developed mushroom product (drug or dietary supplement)
+ = non commercially developed mushroom product.
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3.1.2 Zvepleni lepoluknji¢ar ali Laetiporus sulphureus

Laetiporus sulphureug uzitna prostotrosnica iz druzine lukigrk (Polyporaceag ki raste
na drevesnih deblih (32). Je dokaj lahko razpozagm svoji rumeno oranzni barvi, zaradi
katere jo imenujejo tudi “rumeni gi&nec gozdov” (33). Rumeno oranzna barva s staranjem
prehaja v sivo ali celo zelend.aetiporus sulphureug svoje ime dobil leta 1920 po znanem
ameriSkem mikologu Willam-u Murrill-ut.aetiporus pomenis svetlimi poramisulphureus
pa nakazuje njegovo rumeno oranzno barvo Zvepla @Bepleni lepoluknjiar je parazit
drevesnih debel, ki na svojem ras&tiSpovzr@a gnilobo rumeno rjavkaste barve (35).
Vsebuje veliko polisaharidov, triterpenov, laetigoe kisline ter ostalih snovi (36).
NajpomembnejSe imunomodulatorn&nkovine iz te glive so polisaharidi, pigmenti, piee
komponente, proteoglikani in ostale snovi, kot npriterpeni. Njeno uporabnost v
industrijske namene pa predstavljajo tudi encimi proizvaja namré celulaze in
hemicelulaze, ki so pomembno orodje pri bioremejliggmoceluloznih substratov (37).

Slika 4 Laetiporus sulphureus

11
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4 UCINKOVINE V MEDICINSKIH GOBAH

V humani medicini na daljnem Vzhodu ze tigja uporabljao medicinske gobe; na
Japonskem in Kitajskem so izdle iz medicinskih gob nepogresljiv del tradicionaln
kitajske medicine (38). V zadnjih tridesetih letib je oblikovalo interdisciplinarno podje

v znanosti, ki raziskuje in vedno bolj potrjuj&éinkovitost in edinstvenost sestavin, izoliranih
iz mnogih vrst gob (5). Sestavni deli makroglivnjihovi sekundarni metaboliti, ki imajo
znano bioloSko &inkovitost so: polisaharidi, glikoproteini, protdid@ni, proteini, terpenoidi,
magobne kisline, lektini itd. Razlne skupine bioaktivnih snovi, izoliranih iz gob, so
navedene v preglednici 2 (39).

Preglednica 2 Razli¢ne skupine bioaktivnih snovi izoliranih iz gob

SKUPINA SESTAVIN PRIMER ZDRAVILNI WCINEK

grifolan imunomodulatorno
polisaharidi lentinan protitumorno

schizophyllan protivirusno, protimikorbno
glikoproteini PSP protitumorno

PSK Eirt(c))ttic\)/li(r;;:;), portimikrobno
proteini Fips imunomodulatorno

ganoderéna kislina
protivirusno proti HIV

ganoderiol

terpenoidi ganoderenina protitumorno
lucidenina citotokstno
ganolucidéna kislina zavira spr@anje histamina
lucidumoli antihipertenzivno (zavira ACE)
ganoderoli

protivnetno

aplanoksidne kisline

citotoksino, protitumorno,

steroidi olioksigenirani derivati ergosterolp . .
P g 9 protibakterijsko
masgobne kisline linolna kislina protimutageno
palmitinska kislina protibakterijsko
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organski germanij

di-B-karboksietlgermanijev
seskvioksid

protitumorno, imunomodulatorno

nukleotidi

adenozin

zavira agregacijo trombocitov

poliacetilenske snovi

Biformin, agrocybin nemotinsk

8 antibioticno

kislina, marasmin, quadrifidin

4.1 Polisaharidi

Polisaharidi so strukturno zelo raznolika skupim@dskih makromolekul. Sestavljeni so iz
ponovljivih strukturnih enot, so polimeri monosabarh ostankov med seboj zdruzeni z
glikozidnimi vezmi. Za razliko od proteinov in nehskih kislin imajo veéji potencial
strukturne variabilnosti in predstavljajo &y@ kapaciteto za vsebnost bioloSke informacije.
Aminokisline v proteinih in nukleotidi v nukleingkikislinah se povezujejo le v eni smeri,
medtem ko se lahko polisaharidne enote v oliggalsaharidih zdruZujejo med seboj wve
smereh, tako da tvorijo veliko raatih vrst razvejanih ali linearnih struktur (40).

Leta 2001 je bilo znanih preko 650 vrst bazidiorhi&e so vsebovale farmakolosko aktivhe
polisaharide, njihovo Stevilo pa Se vedno né&a®rve raziskavecinkovitosti polisaharidov
so bile narejene v letih 1968-1970, gemer so najprej potrdili protitumorng@inkovitost na
modelnem tumorju sarkom 180 (40). Polisaharidi vditiaskih gobah, ki so pokazali
imunomodulatorne in/ali protitumorne lastnosti Balukani, heteroglikani ino-mano$-
glukan kompleksi. Med njimi so najpomembndisD-glukani (39). Polisaharidi, razviti z
namenom klinine in komercialne uporabe so: Krestin (PSK) in B&#isaharidopeptid) iz
Trametes versicolgr Lentinan izoliran iz Lentinus edodes Schizopyllan (SPG) iz
Schizophyllumcommung Befungin iz Inonotus obliquus D-frakcija iz gobe Grifola
frondosa GLPS polisaharidna frakcija iz gob@anoderma lucidum aktivha sestavina
povezana s heksozami (active hexose correlateda@mamipAHCC), in Stevilni drugi (5).

4.1.1 B-D-glukani

B-glukani iz razlénih virov imajo nekaj razlik v strukturi. Glukanbsheterogena skupina
glukoznih polimerov. Osnovna veriga Ba1,3)- povezan@-D-glukopiranozilne enote g
(1,6)- povezanimi stranskimi verigami, ki so kratkéka 5) (39).

13
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- —In

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

Raziskave prostorske razporeditve veidd-glukanov z jedrsko magnetno resonanco in
rentgensko difrakcijo kazejo, da se aktiiiD-glukani nahajajo v triverizni desnasu
vijacni strukturi (42). Njihovo delovanje je povezanarolekulsko maso, razvejanostjo in
topnostjo v vodi, domnevno pa tudi z vi§jimi mol&kami strukturami (39). Lentinan iz
gobelLentinus edodefuzitnega nazalanca)in shizofilan iz gobe&schizophylum commusé
najbolje prodena komercialno dostopnf@-D-glukana, ki imata imunomodulatorne in
protitumorne dinke. Oba sestavljaj@-D-glukopiranozilne enote, ki so povezang(i-3)
glikozidno vezjo. Na vsake tri monosaharidne ensé& pojavi stransko razvejanje z
glukopiranozidno verigo, ki je na osnovno verigappta prekp(1-6) glikozdne vezi.
Povpré&na molekulska masa lentinana znaSa okrog 500.008Hbzofilana pa okrog 450.000
Da (41). Grifolan izGrifola frondosapa je sestavljen iz osnovne verige (1[@BP-glukanov

s stranskim razvejanjem s po eno (1-@}D-glukozilno stransko enoto na vsake tri
monosaharidne ostanke (43).

4.1.2 Heteropolisaharidi in glikoproteini

Poleg B-D-glukanov vsebujejo Stevilne vrste gob tudi hepelisaharidne verige ksiloze,
manoze, galaktoze in uronske kisline in jih jecnmolirati s solmi ali alkalijami. Prav tako pa
lahko vsebujejo glikoproteine, ki so zgrajeni iz lipeptidne verige s pripetimi
polisaharidnimi verigamj-D-glukanov (41).

Iz gobe Grifola frondosaso izolirali frakcijo D, ki vsebuje glavno verigo iz (1-6)-D-
glukanov inp(1-4) stranskimi razvejitvami, pogosto pa tydiL-3) glavne verige B(1-6)
stranskimi razvejitvami (41).

Iz uprasenega micelija gohentinus edodeso pripravili izvi€éek LEM. Oborina pridobljena

iz vodne raztopine micelija z dodatkom etanola f&°PLLEM in LAP sta glikoproteina, ki

vsebujeta glukozo, galaktozo, ksilozo, arabinoz@nozo in fruktozo. LEM vsebuje Se
derivate nukleinskih kislin, vitamine iz skupine @edvsem B1 (tiamin) in B2 (riboflavin),
ter ergosterol (43).
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PSK in PSP sta kemijsko sorodna izkie gobe Trametes versicolor izolirana iz
kultiviranega micelija sevov. PSK je izoliran iev@ CM-101 na Japonskem in PSP iz seva
COU-1 na Kitajskem. Oba imata molekulsko maso el 100 kDA, njun polipeptidni del
pa je bogat z asparaginsko in glutaminsko kislidé).(Maino razvejan polisaharidni del
sestavljajo a-1,4 inB-1,3 glukozidne verige, glavni monosaharid je Dkgiza. V PSP sta
pomembni Se arabinoza in maltoza. PSK vsebuje zfwkBrav tako so prisotne galaktoza,
manoza in ksiloza (45).

4.2 Terpenoidi

Terpenoidi so sestavljeni iz ragliega Stevila enot izoprena, od katerih je vsakiaggsna iz
petih ogljikovih atomov. Ko&na spojina nastane z modifikacijami, bodisi z olsigmi ali
premestitvami na ogljikovem skeletu. Pri gobah ajvetkrat prisotni triterpenoidi. Mednje
uvr&amo tudi sterole in steroide, med katerimi so nggtejSi visoko-oksidirani derivati
lanostana. 1z gob&anoderma lucidunso izolirali ve& kot 100 razknih triterpenoidov, med
njimi ganodertno, ganoderetno in ganoderndno kislino, ganoderal, ganoderiol, lucidon,
njihove derivate in Stevilne druge. Iz gol@@mphalotus oleariusso izolirali triciklicni
seskviterpen iludin, ki ima néoo citotokséno delovanje. Pripravili so njegov polsinteii
derivat 6-hidroksimetilacilfulven (HMAF), ki ima m@o toksénost in boljSe terapevtsko
delovanje (41,5).

4.3 Proteini

Zaenkrat so poznani Stirje proteini z imunomodulsita delovanjem, ki jih s kratico
imenujemo FIP (fungal immunomodulatory proteinsedvije uvr8&amo LZ-8, Fip-gts, Fip-

fve in Fip-vvo in so bili v tem vrstnem redu izalm iz gobG. lucidum, G. tsugae, F.
velutipes in V. volvacedroteini so med sabo visoko podobni (44%) in onajolekulsko

maso okrog 13.000. V strukturi prevladujgjgpovrSine, za delovanje pa je pomemhbna

vijacnica na N-terminalnem delu. ¥iea FIPov je lektinov. Lektini so proteini, ki so
sposobni specidne vezave na dotene ogljikove hidrate, zato je mozna njihova uparab
diagnostiki ali ciljanem zdravljenju, lahko pa dejo citotokséno. Primer je lektin GFL iz

gobeG. frondosaki ima N-acetilgalaktozaminsko spe¢ifost.

Flamulin so izolirali iz gobe~lammulina velutipesima molekulsko maso 40.000 Da in
deluje kot inaktivator ribosomov ter preprévorbo proteinov (41, 5).
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4.4 Ostale farmakolosko aktivne snovi

4.4.1 Aktivnhim heksokinazam sorodne spojine

Ekstrakt pridobivajo iz prostotrosnic, ki jih latr gojijo na rizu. Uporabljajo ekstrakcijo z
vroco vodo, ki sledi encimski obdelavi. Iz¢lek vsebuje polisaharide, aminokisline in
minerale in je peroralno uporaben. PolisahariduKghi) imajo nizko molekulsko maso
(okrog 5.000) in so tipa(1-3) (41).

4.4.2 Prehranske vlaknine

So spojine, ki se ne prebavijo in ne absorbiragppemembne sestavine zdrave prehrane.
Gobe vsebujejo prehranske vlaknine, ki spadajo flaghlikane, hitin in heteropolisaharide
(pektini, hemiceluloza, poliuronidi) in predstaytjaod 10% do 50% celotne suhe mase gobe.
Mednje lahko uvrstimo tudi w&o aktivnih polisaharidov in proteinskih komplekso
Vecina teh «inkovin ima karcinostatho aktivnost, saj s fiziokermimi interakcijami
absorbirajo karcinogene snovi in pospesijo njihoetocéanje. Te gobe naj bi imele
pomembno vlogo pri preptevanju kolonorektalnega raka (41,5).

4.4.3 Prebiotiki

Trehaloza je disaharid, sestavljen a¢l-1) povezanih molekul glukoze. V precejSnjih
kolicinah je prisoten v gobabentinus edodem Grifola frondosa kjer predstavlja do 17%
suhe mase gobe. Trehaloza predstavlja pomembetrautamirevesne bakterije in pospesuje
njihovo rast ter tako deluje kot prebiotik (41).

4.4.4 Spremenjeni nukleozidiin nukleotidi

Stevilne spremenjene nukleozide so nadli v gBbrdyceps sinensistipicen primer pa
predstavlja kordicepin (3'-deoksiadenozin), ki laldeluje kot antimetabolit in lahko zavre
podvojevanje DNA (41,5).

Derivat adenina, eritadenin, ki vpliva na serumskb holesterola, so nasli v gobentinus
edodes V isti gobi so opazovali vpliv nekaterih nukleiits kislin na aglutinacijo
trombocitov (41).

4.4.5 Vitamini

Pomembna sestavina @glih membran pri glivah je ergosterol, prekurzoamitna B, ki se

v to obliko lahko pretvori pod vplivom UV svetlob@obe so zato pomemben vir vitamina D
zlasti za vegetarijance, saj predstavljajo ediniivadski vir v prehrani. Gobe so tudi vir
drugih vitaminov, zlasti vitaminov B kompleksa,, B, in B12(41).

4.4.6 Elementiv sledovih

Gobe predstavljajo dober vir elementov v sledosdj,jih Stevilne komiijo v ob¢utno vejih
kolicinah kot rastline. NajpomembnejSi elementi v sledoki jih najdemo v gobah, so
baker, cink, selen, Zelezo in molibden. Med njing, js stali& uporabe, moge
najpomembnejSi selen, ki je udelezen v StevilmdofoSkih procesih, ima pa tudi dokazane
protitumorne lastnosti. Sposobnost akumulacije elgov v sledovih bi lahko izkoristili za
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pripravo s selenom obogatenih gob, npgaricus bisporus ki bi se uporabljale kot
prehranski dodatki (41).

4.5 Farmakoloski u¢inki medicinskih gob

Na Japonskem, Kitajskem, v Koreji, Rusiji in tudidvugih drzavah se sodobna kéina
praksa zanaSa na pripravke iz medicinskih gobREv zato je bilo tudi na Zahodu veliko
raziskav poswvienih ugotavljanju moznecinkovitosti snovi iz gob pri zdravljenju nekaterih
bolezni, kot so na primer: alergijska astma, ajergia hrano, atopini dermatitis, vnetja,
revmatoidni artritis, ateroskleroza, hiperglikemifpomboza, okuzbe s HIV, tuberkoloza,
septéni Sok in rak (46). Snovi iz medicinskih gob so sgeraziskavah izkazale za
protitumorne, imunomodulatorne, antioksidativnerdiaprotektivne, antihiperholesterolne,
protivirusne, protibakterijske, protiparazitskepfmglivne, razstrupitvene, hepatoprotektivne
in antidiabetne winke (5).

4.5.1 Protimikrobno delovanje

Vet kot 75% gob iz druzine lukmark ima m@éno protibakterijsko aktivnost, ki je povezana
tako z malimi molekulami sekundarnih metabolitout kadi s polisaharidi celnhih sten z
visoko molekulsko maso (47¢zanoderma lucidunmn ostali predstavniki vrst&anoderma,
SO se skupaj z ostalimi kemoterapevtiki ze upgalypri zdravljenju raznih bakterijskih
bolezni (48). Primer sta sekundarna metabolita @gcom A in Ganomycin B iz gobe
Ganoderma pfeifferiki izkazujeta protimikrobno aktivnost proti &¥&ram negativnim in
Gram pozitivnim bakterijam (49).

Protiglivno delujejo tudi sekundarni metabolit gokdeophyllum sepiariumzokumarin
oospolakton, seskviterpep-D-ksilozid iz gobe Aleurodiscus mirabilisin neobéajen
ergosteron iz etiopske vrskavolaschia(47). Proteine s protiglivnim delovanjem so izaliir
ze iz velikega Stevila rastlin in zivali, a le izalaga Stevila gob. Primer je 15-kDa protiglivni
protein iz svetlikave pl@&nke Ganoderma Lucidunganodermin (50).

Snovi iz gob, ki imajo protivirusnidinek, sta Brandt in Piraino razdelila na tisted&lujejo
posredno kot modifikatorji bioloSkega odziva, poadivpolisaharidi, in tiste, ki so direktni
zaviralci virusov. Na okuzbo z virusom HIV vplivajmed drugim skupina PSK iz vrste
Trametes versicolorlignini iz vrste Inonotus obliquustriterpeni iz svetlikave plégnke
(Ganoderma Lucidum)n titerpeni izGanoderma pfeifferi47,48).
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4.5.2 Protitumorno delovanje

Polisaharidi iz gob prepkajejo onkogenezo, izkazujejo neposredetinek proti ve
tumorjem, prav tako pa pregrgejo metastaziranje tumorjev. Njihova aktivnosipesebno
uc¢inkovita pri uporabi skupaj s kemoterapijo. Zankovito protitumorno delovanje je nujno
neokrnjeno delovanje nekaterih skupin celic T. &diaridi iz gob aktivirajo citotoksie
makrofage, monaocite, nevtrofilce, naravne celicajalde, dendritske celice in kegme
mediatorje, nimajo pa citotoksiega dinka na tumorje. Ve&kot 30 «&inkovin iz gob je imelo
protitumorni &inek pri zivalih, ¢inek na ljudeh pa so testirali le pri nekaterihziRkani so
predvsem &inki B-D-glukanov inp-D-glukanov vezanih na proteine. ¥eklini¢nih Studij
dokazuje inhibitorno delovanje na tumorje pri ndsjéh gobah:Lentinus edodesGrifola
frondosa Schizophyllum commurier.: Fr., Ganoderma lucidumTrametes versicolo(L.:
Fr.) Lloyd, Inonotus obliquusPhellinus linteugBerk. et M.A. Curt.)Teng,Flammulina velu
tipes Codyceps sinensis drugih (5).

4.5.3 Ostali bioloski uc¢inki

Nekatere medicinske gobe vsebujefinkovite substance, ki nizajo nivo LDL holester@la
krvi, zavirajo akumulacijo trigliceridov, imajo aaoksidativno delovanje, kar zmanjSuje
nevarnost razvoja kardiovaskularnih bolezni (51gkétere imajo tudi hepatoprotektivhe
lastnosti, ki so najverjetneje posledica antio&Bichega dinka, lovljenja kisikovih
radikalov, modulacije jetrnih encimov faze | in hodulacije NO nastajanja, inhibicijg
glukoronidaze in drugih (52).

4.5.4 Imunomodulatornostgob

Vse do danes je bilo iz gob izoliranih ze¢veoglavitnin snovi z imunomodulatornim
delovanjem. To so proteini, polisaharidi, lipopahsridi in glukoproteini, ki lahko obnovijo
ali povetajo imunski odziv celic imunskega sistema (5). @lanmunomodulatorni &inki
zajemajo vplive na hematopoetske i celice (HMC), limfocite, makrofage, dendritske
celice (DC) in naravne celice ubijalke (NK), kar ls®Ze v poveéanem izl@anju citokinov
(46).

Ucinki na limfocite so redki, vendar raznoliki in eapajo sprozenje ali ajanje odziva celic
Th1, proliferacijo limfocitov T in B, v&anje ali manjSanje produkcije protiteles, prolifaj@a
in diferenciacijo limfocitov B ter produkcijo imugtobulinov (46).

Ogljikovi hidrati iz gob pospeSujejo hematopoezoaro je, daB-glukan gobeGrifola
frondosapove&uje aktivhost kolonije usmerjenih matih celic za granulocite in monocite
(CFU-GM) pri miSkah in HMC, spodbuja nastajanjegiacitne kolonije stimulirajtega
faktorja (G-CSF) in ubrani HMC pred toksbstjo kemoterapije z doksorubicinom. Studija
dokazuje, da peroralno jemanje tega polisaharidaltaga zorenje HMC v funkcionalno
aktivne mieloidne celice in pospeSuje regeneradgukocitov v periferni krvi po
kemotokstni poSkodbi kostnega mozga (53).
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Mnogi visoko préisceni B-glukani, kot so: lentinan izentinus Edodes schizophyllan iz
Schizophyllum commun&SG iz Sclerotinia sclerotiorumin grifolan iz velike zra¥%nke
(Grifola frondosa),so potentni aktivatorji makrofagown vitro in in vivo. To se nanaSa
predvsem na sposobnost makrofagov zacai@e IL-1, TNFe in ostalih citokinov, kar je
zelo pomembno pri okuzbah in obolenjih (54).cMginkov zdravilnih gob na makrofage je

navedenih v tabeli spodaj.

Preglednica 3 Imunomodulatorno delovanje produktov medicinskih gob na makrofage

VRSTA PRODUKT UCINEK NA IMUNSKI SISTEM
G frondosa | Frakcija-D TIL-1B
L lepideus PG101 1 TNF-a , IL-1, IL-10, IL-12, GM-CSF, IL-18
Vlo?jrllv izvletek micelija in + TNFa
A blazei plodisca
Frakciji B-4 in B-5 TNFe , IL-8, NO
G lucidum Polisaharidi T IL-1B , TNF, IL-6
GRN 1 IL-1, IL-6, TNF-u
G frondosa
Frakcija-MD 1 INOS
M esculenta | Galaktomanan 1 aktivhost makrofagov
1 NO
P linteus PL lprodukcijo v splenocitih IL-2, IFN; in TNF-a
| apoptozo dela aktiviranih makrofagov in limfocitpvi miSkah
tretiranih z LPS
C pruinosa Metanolni izvigek Inhibira IL-18, TNF-«, NO, PGE2
S aspratus Fukogalaktan TNFet, NO
A Peptid podoben ubikvitinu 1 NO
cylindracea pudp
Tmongolicum| Lektini (TML-1, TML-2) T TNF-a, NO

Stevilne snovi iz medicinskin gob so sposobne spditb fenotipicno in funkcionalno
zorenje dendritskih celian vitro. Skoraj vse med njimi sprozijo nastajanje IL-1Zinek na
Th1/Th2 polarizacijo pa je variabilen in zdi se,zd0 odvisen od raznolikosti sestavin (54).
In vivo Studija o dinkovitosti razlEnih polisaharidov iz svetlikave plédnke Ganoderma
Lucidum)na DC je pokazala, da gisceni polisaharidi iz micelija inducirajo prolifergai
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perifernin  mononuklearnih krvnih celic in fenotipp ter funkcionalno zorenje DC s
signifikantnim proizvajanjem IL-12 in I1L-10 (55).

Pri Zivalih so Stevilne snovi, izolirane iz mediskih gob, pokazala vitro in in vivo vetanje
aktivnosti naravnih celic ubijalk. D-frakcija iz Mee zra¥enke Grifola frondosa)je sprozila
vegje izlocanje TNFe in IFN-y iz vrantnih celic miSk s tumorjem in povala izlaianje IL-
12 iz makrofagov, kar sprozi aktivacijo NK. Vodavlecek iz medicinskih gob, sestavljen iz
enakih delovCoriolus versicoloy Cordyceps sinensit.entinus edodesAgaricus blazein
Ganoderma lucidunje poveal fagocitozno aktivnost peritonealninh makrofagespodbujal
aktivnost NK pri misSkah (46). Pri tem pa je zanimito, da je ve Studij nakazalo ¢inek na
aktivnost in Stevilo NK pri manjSih koncentracijetvlecka iz gob, pri véjih koncentracijah
pa je bil €inek manjsi ali pa je izginil. @tno bodo pred klirino uporabo potrebne nadaljnje
raziskave o optimalnem doziranju (54).

4.5.5 ImunskKi sistem

Imunski sistem je kompleksno tkivo, katerega nalggaazlikovati med lastnim in tujim,
nevtralizirati toksine, udevati tumorske celice ter prepoznavati in odstnzatjetujke, zlasti
mikroorganizme, ki vdrejo v organizem. Nekaterkiipa kljub naravnim pregradam (koza,
sluznice) vdirajo v organizem. Tekom evolucije saazvile razline vrste imunskih celic, od
katerih so evolucijsko najstarejSe in najprepr@stdagocitne celice (zlasti nevtrofilci in
makrofagi), ki prepoznavajo in fagocitirajo tujka tem pa izldajo vnetne mediatorje, ki
organizirajo vnetno reakcijo ter predstavljajo gatie limfocitom (celicam T pomagalkam)
(56).

Organe imunskega sistema razdelimo na centralimdpre) limfaténe organe, med katere
uvr&amo timus in kostni mozeg ter periferne (sekundarmafaticne organe, ki jih
sestavljajo vranica, bezgavke in limtato tkivo sluznic. Timus je pomemben pri ontogenezi
imunskega odziva. V njegovi skorji namirpoteka diferenciacija limfocitov. Ko limfociti
zapustijo primarne limfatne organe, se naselijo v sekundarnih ali perifetmtfati¢nih
organih. Tu sré&ajo tuje antigene in se nanje odzivajo.

Imunski sistem lahko deluje nespe&iid ali speciféno. Nespecifina ali prirojena imunost je
prva obrambndrta v boju pred okuzbami. Sestavljajo jo §izé in kemijske ovire za vstop
mikrobov v notranjost organizma (npr. nepoSkodoviem#a in sluznice, cilije, sluz, vsebina
zelodca). Del nespedifie imunosti so tudi celice fagocitnega sistema, pamente
komplementa ter celice naravne ubijalke, ki nedpa® odstranjujejo in nevtralizirajo tujke.
Pridobljena ali specina imunost temelji na spedifii prepoznavi in odstranitvi antigena.
Zanjo so znélni antigenska specifnost, sposobnost prepoznave tujih antigenov, imunsk
spomin ter I6evanje lastnega od tujega. Glavni nosilci sp&oediimunosti so limfociti (57).
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4.5.5.1 Prirojena imunost

Naravna (prirojena) imunost, vkiuje genetske dejavnike, anatomske in meimani
pregrade, nespedifie bakteriocidne snovi telesnih tekg fagocitozo ter znotraj cého
uni¢enje mikroorganizmov in razine efektorske mehanizme kot na primer komplemegt (5
57) (slika 8). Ta vrsta odziva je prva obrambnajdimgostiteljeve obrambe. Nespeéifi
odziv se hitro aktivira. Ze od rojstva prirojenaunost omogda dobro obrambo organizma
pred mikrobi. Glavne celice nespeéifega imunskega odziva so: mononuklearni fagociti
(monociti, makrofagi), polimorfonuklearni levkociietinoma nevtrofilci) in naravne celice
ubijalke (58).

4.5.5.1.1 Celice naravne ubijalke

Celice naravne ubijalke so veliki granularni limitgcki jih je 10% - 15% med limfociti.
Nimajo ozngevalcev za celice B ali T, zato so jih sprva imaioeelice né (null cells).
Celice NK izhajajo iz kostnega mozga in imajo zfboiti T skupnega prednika, vendar pa za
zorenje ne potrebujejo timusa. Imajo Stevilna ddampmska zrna in so zmozne lizirati
razlicne tumorske in z virusi okuzene celice neposrethnez senzibilizacije z antigenom.
Poleg citoplazemskih zrn pa je zanje &@he tudi izrazanje CD16, CD2 in CD56. Zaradi
molekul CD16 lahko posredujejo @enje celic ta¥f z od protiteles odvisno céfio
citotoksinostjo (57, 59).

4.5.5.1.2 Mononuklearni fagocitni sistem

Sem uvr8amo monocite in makrofage. Monociti se razvijejomatine celice v kostnem
mozgu. Razvoj monocitov poteka preka \atopenj, in sicer iz monoblasta v promonocit in
nato v monocit. Diferenciacijo in zorenje omdgm Stevilni rastni faktorji (npr. kolonije
stimulirajadi faktorji). Monociti so velike gibljive ameboidneelice, katerih premer je
10 um - 15um. Imajo veliko ledvici podobno jedro in drobno ato citoplazmo, ki vsebuje
lizosome, fagocitne celice in citoskeletne filangenkz kostnega mozga vstopijo monociti v
krvni obtok, kjer se zadrzijo samo 20 do 40 ur. imazmi imajo mieloperoksidazo, ki v
navzanosti vodikovega peroksida in halidov ubije rézé mikroorganizme. Po bivanju v
tkivu monociti (makrofagi) ta potencial izgubijo ipostanejo sprejemljivi gostitelji za
znotrajceléne parazite. Samo mlade celice so antimikrohinokovite (57).

Ko monociti dospejo v raziha tkiva, postanejo makrofagi. PriloZznostno jih magmo tudi
histociti. Diferenciacija monocitov v makrofage pkiuje Stevilne spremembe. Celica se
povea od 5 do 10-krat, z¢a se Stevilo znotraj céhih organelov, celica postane zelo
zmozna fagocitoze in izéa veje kolicine topnih faktorjev. Makrofagi so dopolnilne
(akcesorne) celice in antigen predstavijejaelice. RazSirjeni so povsod po telesu. Glede na
tkiva v katerih so in glede na funkcijo, ki jo tawpravljajo, jih tudi poimenujemo. Nekateri
dobijo obilno citoplazmo in jih imenujemo epiteloe celice, ker so podobne koZnim
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epitelijskim celicam. V dolgenih okoli€inah se makrofagi zlijejo in postanejo
multinuklearne celice velikanke. Makrofage v osfedn Zievju imenujemo mikroglijske
celice. Jetrni makrofagi pa so Kupfferjeve celiseplju¢nih zranih poteh so alveolarni
makrofagi, v kostnem mozgu pa osteoklasti. Imajlgaldivijenjsko dobo ter se v nekaterih
primerih tudi delijo. Pozirajo tujke in celice, &0 v fazi apoptoze. Makrofagi sodelujejo pri
obrambi gostitelja, Se preden se razvije spaafimunost (57).

Funkcije oziroma naloge mononuklearnih fagocitovak¥bfagi zajamejo in poZrejo tuje
delce (mrtve celice, tujke itd.). Neaktivirani mafkagi spoznajo tuje delce po obliki,
elektrostaitnem naboju in drugem, vendar nataega mehanizma ne poznamo. Zajeti deli se
v makrofagih razgradijo z lizosomskimi encimi. Rplega izléajo tudi encime, reaktivne
kisikove presnovke in prostaglandine. Vse to jergimio za urdievanje mikrobov in za
omejevanje okuzbe, lahko pa okvari celo normalnavotkv neposredni blizini.
Mononuklearni fagociti izdelujejo citokine, ki pabljajo druge vnetne celice, predvsem
nevtrofilce ter pospesujejo obnovo okvarjenegaakiMakrofagi izrazajo na svoji povrSini
tuje antigene v obliki, ki jo lahko spoznajo zaigeh specifni limfociti. Makrofagi so zato
antigen predstavljaie celice in delujejo kot dopolnilne celice pri akitiji limfocitov.
Makrofagi izvajajo svoje funkcije v polni meri Selko so aktivirani. Poznani so Stevilni
faktorji, ki spodbudijo makrofage k poseni citotokséni in mikrobicidni dejavnosti.
Nekateri se vezejo na membranske receptorje, ki pr&inesejo signal v celico s spegifmi
biokemijskimi poteki. Zgledi so citokini, ki jih lacajo aktivirani limoficti T, predvsem
interlevkin-2, interferon (gama). Aktivirani makeafi so priblizno dvakrat wg od
pocivajocih, imajo ve& citoplazemskih organelov, posebno lizosomov inr&sSirjajo po
vlazni povrsini, kar izkori&mo za njihovo osamitev. Pri humoralnem imunskemxivadse
tuji antigeni (mikrobi) prekrijejo ali opsoniziraje protitelesi in komplementnimi proteini.
Ker imajo makrofagi receptorje za protitelesa itkatere proteine komplementa, lahko tako
prekrite delce fagocitirajo veliko laZje kot nepiik in tako sodelujejo tudi v humoralnem
imunskem odzivu (57).

4.5.5.1.3 Granulociti

Sodelujejo v efektorski fazi imunskega odziva pdiegocitov in mononukleranih fagocitov.
So levkociti, ki vsebujejo Stevilna citoplazemskena od tu tudi izvira njihovo ime.
Predhodne celice granulocitov nastajajo v kostnesagu. Razvoj poteka od premielocita do
zrelega granulocita. Dozorevajo v metamielocit,egesentirani in segmentirani granulocit.
So vnetne celice. Pomembni so pri vnetju in pramar imunosti, kjer odstranjujejo mikrobe
in mrtve tkivne celice. Granulocite spodbujajo kito, ki jih izloc¢ajo celice T. Granulociti so
pomembne efektorske celice tudi pri spe€oém imunskem odzivu, ker fagocitirajo
opsonizirane delce. V venski krvi so trije tipi gwdocitov, ki jih razvrstimo po zidnem
obarvanju njihovih citoplazemskih zrn: nevtrofilbiazofilci in eozinofilci (57).

Nevtrofilci so najpomembnejSe fagocitne celice. If¢ibst jim omogda, da gredo preko
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kapilarnega endotelija do vnei# Njihova citoplazma je napolnjena z lizosomiy&ebujejo
razgrajevale encime. Le ti aktivirajo komplemerdy@ajo propustnost Zilja ter razgrajujejo
razlicne proteine (57, 60). Bazofilci so nefagocitneamgliki na povrsini nosijo receptorje za
protitelesa IgE, ki po stiku z antigenom sprozigodanje histamina in s tem reakcijo
takojSnje preokutljivosti (57).

Eozinofilci so polimorfonukelarne celice, ki imajo citoplazmi velika zrna. Sposobni so

fagocitirati kompleks antigen-protitelo ter z encinazgrajevati snovi, ki spodbujajo nastanek
IgE (57, 60) .

.4 Mikrobi
Celice NK @ o

G <5

g
i

Makrofagi —

-

[ Vnetje | “

Aktivacija
IL-1, TNF makrofagov
Nevtrofilci \

kemokini

\

Krvna zila

Slika 6 Odziv prirojene imunosti na vdor mikrobov

4.5.5.2 Specifi¢en imunski odziv

Razvil se je, ker naravna odpornost ni dovélipkovita v borbi proti patogenim mikrobom.
Ta imunski odziv imenujemo tudi pridobljena imundstr jo posameznik pridobi po vdoru
infekcijskega agensa in temelji na izkuSnjah posamka@. Pri specitinem imunskem odzivu
vzajemno delujejo Stevilne celice in molekule (6@). Speciféni imunski sistem je obdrzal
Stevilne mehanizme naravne odpornosti in dodalteekgomembne lastnosti:
» Okrepi zasitne mehanizme naravne odpornosti, usmerja alidoso& te mehanizme
na mesto vstopa antigena in jim oméigda odstranijo antigen.
* Se normalno odzove samo na tuje antigene, kar pohemazlikuje tuje od lastnega.
Tako se prepke neustrezen odziv na lastne molekule, kar bi lgp&ezrailo usodno
avtoimunsko bolezen.

Na podlagi komponent, ki posredujejo spédifi imunski odziv, le tega razdelimo na
humoralno imunost, ki jo posredujejo protitelesaunoglobulini), in ceino posredovano
imunost, ki jo posredujejo limfociti T.
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4.5.6 Citokini

Citokini so skupina proteinov, ki sodeluje pri §teih odzivih prirojenega in pridobljenega
imunskega sistema. Raxii tipi celic lahko izl@ajo isti citokin. Posamezen citokin pa lahko
deluje na razéine tipe celic. 1zldajo se kot odziv na vnetni ali antigenski drazliaj
vecinoma delujejo lokalno, in sicer avtokrino ali peiao, tako da se z visoko afiniteto
vezejo na poseben tip receptorjev na povrsini célekateri so izléeni v zadostni kodini,

da potujejo v oddaljeni del telesa, kjer delujejml@krino. Vezava na receptor sprozicve
specifenih signalizacijskih poti kot so: Jak-STAT (recegitdipa | in 1l ), TIR/IRAK
(receptorji za IL-1), in TRAF (receptorji za TNF$X). NajpomembnejSa lastnost citokinov je
pleiotropnost, kar pomeni da v razlih celicah spra&jo razléne bioloSke dinke. Delujejo
lahko sinergistino, kadar je skupencinek dveh citokinov v§i od skupnega tinka
posameznih citokinov, ali pa delujejo antagonisti (62) (slika 9). V skupino citokinov
spadajo interlevkini in interferoni, pa tudi henyaetski dejavniki, rastni dejavniki in
kemokini (63).

Slika 7 Raznolikost delovanja citokinov: (a) pleiotropnost, kjer ima en citokin razlicne efekte na razlicne
celice; (b)redundantnost kjer imajo rainEni citokini lahko enak ucinek; (c) sinergija, kjer imata dva ali vec
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stimulirata nastajanje citokina IFN- ki aktivira makrofage; IFN tipa | so protivirusni
citokini; IL-23 in IL-27 uravnavata od celic T odén vnetni odzivc. Citokini IL-12, IL-18,
IL-23, IL-27 pa tudi spreminjajo pridobljen imunskdziv, ki sledi prirojenemu. Citokine, ki
posredujejo in uravnavajo pridobljen imunski odzizJo¢ajo predvsem z antigenom
spodbujeni limfociti T. Ti citokini so: IL-2, ki jaastni faktor in ima bistven pomen pri
uravnavanju odziva celic T; IL-4 stimulira proizvgd IgE in razvoj celic T pomagalk v
celice Th2; IL-5 aktivira eozinofilce; IL-13 spodiaunastajanje IgE; IFN-je aktivator
makrofagov, ki prispeva tudi k diferenciaciji celig ki izlocajo IFN+y; TGF pa inhibira
proliferacijo limfocitov T in aktivacijo levkocitovKolonije stimuliraj&i faktorji (CSFs) so
citokini, ki jih proizvajajo stromalne celice, limditi T in ostale celice. Spodbujajo rast
maticnih celic kostnega mozga in tako zagotavljajo wdatnih vnetnih levkocitov (61).

Prekomerno proizvajanje ali pretirana aktivnosblditov imata lahko patoloSke posledice.
Zato je uporaba citokinov ali njihovih inhibitorjepomemben vidik pri spreminjanju
bioloSkih odzivov povezanih z imunskimi in vnetniboleznimi(61).

4.5.6.1 Provnetni citokini

Vnetje je odziv imunskega sistema oziljenega tkisadrazljaje ob okuzbah, poskodbah tkiva
ali stiku s celtnimi toksini. Celice imunskega sistema se olFamgi s takSnimi drazljaji
aktivirajo in sprostijo vrsto faktorjev, ki vodijdo znakov zn&lnih za vnetje »rubor, calor,
dolor, tumor, functio laesa.Mamen celotnega procesa je odstranitev paeifa okuzbe in
ostankov poSkodovanega tkiva, ter spodbuditeizk celjenja tkiva. V dol@nih primerih so
lahko imunski odzivi tisti, ki povzrgjo poskodbo tkiva ali sprozijo nastanek krémega
vnetja. Med najpomembnejSe dejavnike vnetja prétev provnetne citokine (64).

Pomemben koncept v biologiji citokinov je ta, dapevotna funkcija nekaterih citokinov
spodbujanje vnetja, medtem ko drugi zavirajo vngingcese. Ta koncept je osnovan na
genih, ki kodirajo sintezo malih prenaSalnih molektaterih izrazanje je poviSano med
vnetjem. Na primer provnetni geni so geni za tifofolipazo A2, ciklooksigenaze in iNOS,
saj kodirajo encime, ki pov¥ajo nastajanje trombocite aktivirggga faktorja, levkotrienov,
prostalglandinov in NO. Povano izrazanje genov za najpoglavitnejSa provnettokica
TNF in IL-1 pove&a izraZzanje prej omenjenih genov, ki powijm znake vnetja (slika 10).
Drugi razred proinflamatornih genov so geni za kieime, ki pospesujejo prehod levkocitov
iz krvnega obtoka v tkiva (65).

Paradoksno imajo nekateri citokini tako imenovaNing-Yang« &inek. Proinflamatorni
citokini imajo mnogo lastnosti, za katere lahkaiemo, da so koristne ob okuzbi z
mikroorganizmi. Na primer pri z IL-1 posredovanimvBanjem Stevila adhezijskih molekul
na endoteliju, pospeSimo emigracijo nevtrofilcetkiva, kar je nujno pri ugevanju bakterij.
Po drugi strani pa se z IL-1 posredovanim povisangéevila adhezijskih molekul pospeSuje
metastazni proces (66).
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Med provnetne citokine med drugim priStevamo dejevtumorske nekroze TN&-4n TNF-
B, interlevkin-1, interlevkin-6 , interferopin transformirajoi rastni faktor $ (61).

4.5.6.1.1 Interlevkin-1 (IL-1)

IL-1 izdelujejo predvsem makrofagi, njegova prvotnaloga je posredovanje vnetnega
odziva, kot del prirojene imunosti. Pri nizkih kemtracijah deluje kot lokalen mediator
vnetja. Na endotelijskih celicah paseizrazanje povrsinskih molekul ligandov za integri

ki povzratijo adhezijo levkocitov. Ko je izken v visjih koncentracijah vstopi v krvni obtok
in deluje endokrino, kar privede do poviSanja de&e temperature, polenja sinteze
proteinov akutne faze v jetrih neposredno in pasoepreko stimulacije nastajanja IL-6 ter
poveanega nastajanja nevtrofilcev in trombocitov v kest mozgu (61).

IL-1 obstaja v IL-1in IL-1p obliki, obe pa se veZeta ria aktivirata iste receptorje(67).

II-1B so Ze povezali z rastjo in napredovanjem gastga karcinoma, kolorektalnega raka,

4.5.6.1.2 Interlevkin-6 (IL-6)

II-6 sodeluje tako pri prirojeni kot pri pridobljenmunosti. Izl&¢ajo ga mononuklearni
fagociti, zilne endotelijske celice, fibroblasti mekatere ostale celice, kot odziv na vdor
mikrobov in prisotnost ostalih citokinov, predvsdinrl in TNF. Prav tako ga izl@jo
nekatere aktivirane celice T. Pri prirojeni imunagiodbuja sintezo proteinov akutne faze v
hepatocitih. Vzpodbuja nastanek nevtrofilcev iz idmah celic kostnega mozga, ponavadi v
sodelovanju s kolonijami stimulirajth faktorjev. Pri pridobljeni imunosti pa spodbupst
limfocitov B, ki so se diferencirali v plazmatkd.-6 deluje podobno kot rastni faktor na
mielome in veliko mielomov izka IL-6 kot avtokrini rastni faktor. Spodbujal naj todi
celicno posredovano imunost prek stimulacije nastankateeh proinflamatornih citokinov
in prek inhibicije celic T zaviralk (61).

Je pomemben aktivator celic imunskega sistema italo udelezen pri destabilizaciji
aterosklerotinega plaka (69). Prekomeren nastanek IL-6 je paovezstevilnimi s starostjo
povezanimi stanji kot so kardiovaskularne bolezsteoporoza, artritis, diabetes tipa II,
dolotena rakava obolenja, parodontalne bolezni, krhkostpad funkcionalnosti. Izt@anje
IL-6 in ostalih provnetnih citokinov lahko neposned stimulirajo depresija in ostala
negativna stresna oitja (70).

4.5.6.1.3 Tumor nekrotizirajoci faktor-a (TNF-a)
TNF-a je najpomembnejSi mediator ob akutnem vnetnenvadza Gram negativne bakterije
in druge infektivne mikrobe. lzdelujejo ga r&nle celice: makrofagi, celice NK, astrociti in
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Kuppferjeve celice, kot odgovor na bakterije, veusazléne citokine in imunske komplekse.
Osnovna fizioloSka naloga TNd4e spodbujanje rekrutiranja in aktivacija nevtiadv ter
monocitov na mestu infekcije (210). TNFse préne izlatati iz celic nekaj minut po okuzbi.
Po 3-eh do 4-ih urah se iZknje ustavi in ga v serumu ne morema@& vaznati, kar je
prikazano tudi na spodniji sliki (slika 8) (71).

Ucinek je odvisen od koncentracije. Pri nizjih konttaaijah deluje lokalno na levkocite in
endotelijske celice. Pri slednjih povzroizrazanje adhezijskih molekul integrinov in
endotelijskih selektinov, na katere se adherirajkdciti, monociti in limfociti. Makrofage
skupaj z endotelijskimi celicami vzpodbuja prioznju kemokinov, monojedrne fagocite pa
k izlocanju IL-1. Odgovoren je za vimo sistemskih komplikacij ob resnih infekcijah,i pr
katerih se izlda v vejih koncentracijah. V hipotalamusu pa@eetvorbo prostalglandinov,
kar vodi v poviSanje telesne temperature. Sprostajanje proteinov akutne faze v jetrih.
Dolgotrajna izpostavljenost visokim koncentracijaiNF-o zane povzrdati metabolne
spremembe. Ob izredno visokih koncentracijattnarizavirati kontraktilnost miokarda in
zmanjSa tonus gladkih Zzilnih miSic, prav tako lahgode do znotrajzZilne tromboze in
zmanjSanja koncentracije glukoze, kar so simpt@aptiénega Soka (63).

Slika 8 Prikazana vloga provnetnih citokinov pri odzivu na napad mikrobov
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4.5.7 Verizna reakcija s polimerazo v realnem casu

Verizna reakcija s polimerazo v realnéasu angl. Real Time Polymerase Chain Reaction),
oziroma kinetini PCR, je laboratorijska tehnika, ki temelji naizai reakciji s polimerazo
(PCR) in se uporablja za kvantifikacijo ¢ae DNA molekule. Omog@ tako detekcijo kot
kvantifikacijo speciftnega zaporedja DNA v vzorcu (72).
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Verizna reakcija s polimerazo predstavhavitro metodo sinteze nukleinskih kislin, s katero
lahko pomnozimo t&ni odsek DNA. Reakcijsko zmes sestavljajo vzorelADKi sluzi kot
matrica, dva z&tna oligonukleotida, deoksinukleozid-trifosfati, fredstavljajo gradnike
nove verige DNA, M§' ioni, reakcijski pufer in termostabilna DNA polinaza. Reakcija
poteka cikléno, vsak cikel pa sestavljajo tri stopnje: denatijgeDNA, prileganje z&etnikov

in izgrajevanje komplementarne verige. Navadnoagakoteka od 20 do 35 ciklov (73).

Pri konvencionalnem PCR postopku poteka detek@j&g@tanem pomnozevanju, in sicer
navadno na agaroznem gelu, ki mu dodamo etidij@mlat. Teoretino se Stevilo kopij
Zelenega odseka v vsakem ciklu podvoji, kar z adnudpesedami pomeni, da bi iz kibhe
produkta PCR reakcije v posameznem ciklu lahko d@olaacetno Stevilo kopij maténe
DNA v vzorcu (73). Teorethem izkoristku pa se dejanski izkoristek pribligavi z&etnih
ciklih, ko kolicina produkta nar&d eksponentno. V poznejSih ciklih se reakcija postoa
upciasni, zaradi zasititve same reakcije in RKepja produktov, ki zavirajo reakcijo. Stevilo
kopij produkta se na tem nivoju ne podvojuj& wevsakem ciklu, ampak je podvojevanje
pocasnejSe, dokler reakcija ne doseze platoja, kostaviu Merjenje v fazi platoja tako ni
zanesljivo, saj pri wkratnih ponovitvah vzorca z enakim¢etnim Stevilom kopij zasledimo
druga&en plato, velja pa tudi obratno, vzorci z ra&azimi zatetnim Stevilom kopij lahko
dajejo enak plato. To dejstvo predstavlja pomembmejitev konvencionalnega PCR, Kjer
detekcija poteka po kéanem pomnozevaniju (74).

Tehnologija PCR v realnerfasu temelji na detekciji fluorescentnega signaiajdstane v
sorazmerju s pomnozevanjemdctae DNA. Povéanje signala fluorescence je zabelezeno
med analizo in je sorazmerno kafii DNA sintetizirane med enim ciklom pomnoZevanja
(74).

Kontinuirano spremljanje poteka reakcije v vsakeiklucnam omogei, da izmerimo
kolicino produkta PCR, ko je reakcija Se v eksponerdni. fV eksponentni fazi datomo
prazno fluorescenco, ki predstavlja odziv, kjemnziteta odziva zidno viSja od ozadja.
Cikel, v katerem vzorec preide to mejo, imenujemmazpi cikel (Ct-cikel) (slika 9).
Vrednosti Ct pa so tako obratnosorazmerne &tpam Stevilom kopij maténe DNA. S
primerjavo vrednosti Ct vzorcev z vrednostmi Ctna@dov z znanim Stevilom kopij
matrice, lahko dolkimo absolutno Stevilo kopij matrice v vzorcu. Paypa tovrstnih
standardov je zahtevna, zato zlasti pri merjenjazianja genov, kjer nam pogosto zadostuje
le podatek o razliki med vzorci, rezultate&kiat podamo samo relativno (74).

28



StaSa Kosler Diplomska naloga

Slika 9 Krivulja pomnoZevanja pri PCR v realnem casu.
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Bevlls diklay

PCR v realnendasu ponuja Stevilne moznosti uporabe v molekulaiaipgiji, laboratorijski
diagnostiki in farmaciji. Danes ta metoda postaggino bolj uporabna, kljub dalenim
pomanijkljivostim, saj jo lahko uporabimo za absotutkvantifikacijo (dol@danje Stevila
mikroorganizmov v vzorcu — diagnostika, Stevilo genstevilo plazmidov na celico, itd.),
relativno kvantifikacijo (Studije genskega izrazgnjalelno diskriminacijo in t. i. plus/minus
Studije (potrjevanje ali je nek zapis prisotennai— diagnostika) (74).

Najpogosteje se uporablja za: meritve izrazanjagem ugotavljanje sprememb v izraZzanju
genov, kvantifikacijo DNA in RNA, virusno kvantifdcijo, detekcijo patogenov,
genotipizacijo, tdinkovitost terapije z zdravili, napovedovanje proge, ugotavljanje
rezistence na zdravila, ugotavljanje poskodb DNAmanjSanje ali pov@nje Stevila kopij
posameznih genov, dkaste mutacije (zamenjave, delecije, insercij@masomske inverzije
in translokacije.

Prednosti uporabe PCR v realngrasu pred tradicionalnim PCR so predvsem vjive
zanesljivosti podatkov, visoki ¢btljivosti in ponovljivosti, sorazmernosti paotenja
fluorescentnega signala reporterja s Stevilom pdanib fragmentov, kratelas analize brez
naknadne obdelave podatkov, Siroko objmaa detekcijo (73).

Sposobnost zbiranja podatkov PCR v realdasu med eksponentno fazo predstavlja idealno
tehniko za Studije izraZzanja genov. Iz spremembraZzianju genov je moge sklepati na
njihovo vlogo pri razvoju bolezni. Spremljanje gkega izrazanja ima tudi pomembno viogo
pri razvoju novih zdravil tako pri odkrivanju novitat za zdravila, kot pri preverjanju
ucinkovitosti in toksénosti winkovin. Pomembna je tudi kombinacija tehnologijé&N/®
mikromrez in PCR v realneasu. S tehnologijo mikromrez lahko naenkrat pregiea ve
tiso¢ genov in identificiramo potencialno zanimive geRaterih izrazanje nato natareje
ovrednotimo s PCR v realnetasu (74) .

Nacinov za detekcijo produktov s PCR v realnéasu je vé, lahko pa jih razdelimo v dve
skupini glede na to, ali z njimi zaznamo samo dp&ti produkt, ali pa zaznamo tudi
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morebitno prisotne nespecifie produkte. Nespeatfni natin detekcije je osnovan na vezavi
barvil v nastajajéo dvojnovija&nico in poveanju fluorescence, spedifii pa na t. i. FRET
tehnologiji - Forster resonance energy transfali Fluorescence resonance energy transfer
(74).

4.5.7.1 Nespecificni nacini detekcije - Detekcija z barvilom, ki se veZe v DNA

DNA vezavna barvila (SYBR Green |, Eva Green) sjad#ed nespeciéne n&ine detekcije
in oddajajo fluorescenco, ko se vezejo v nastagaghvoverizno DNA. V stopniji prileganja je
DNA enoverizna, barvilo je prosto in ne fluorescibtsetekcija ni odvisna od nukleotidnega
zaporedja, ampak od nastanka dvawijee kamor se veze barvilo, kar ima za posledico
spremembe fluorescence. Ker barvilo ne prepoznéeatitnega zaporedja, je spedifost
pomnozevanja odvisna od ¢ednikov, zato moramo zadostiti déenim pogojem, da
poveamo specifinost. Specifinost pa moramo potrditi z dalitvijo disociacijskih krivulj
po kortani reakciji, s katerimi izkljgimo nastanek nespedifiih produktov, lazno pozitivnih
produktov (SYBR Green | se veZe na vse dvoveriziADoziroma prisotnost dimerov
zatetnikov. Osnovni zahtevi za DNA vezavna barvilayporabi v PCR v realnegasu sta,
da barvila povéajo fluorescenco, ko so vezana v dvoverizno DNAdeme inhibirajo PCR
(73,75,74). Delovanje barvila SYBR Green | j@stepenijski proces, kar je prikazano v sliki
10.

1. Zaetek reakcije: SYBR Green | fluorescira, ko je wrezalvoverizno DNA.

2. Denaturacija: ko se DNA denaturira, se SYBR @ilegprosti in fluorescenca sedibno zmanj3a.

3. Polimerizacija: oligonukleotidni Zatniki se prilegajo na t&mo DNA; pod vplivom DNA polimeraze se
podaljSujejo. Ptine se kopienje PCR produkta.
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4. Konec polimerizacije: ko se polimerizacija Kanse SYBR Green | veZe v dvoverizno DNA, kar senaa
kot poveanje fluorescence.

Slika 10 Shema vezave barvila SYBR Green | med PCR

4.5.7.2 Specifi¢ni nacini detekcije

Sistemi za PCR v realnedasu so bili izboljSani z uvedbo s fluororfori o2eaih sekvetno
specifénih sond, ki uporabljajo 5" nukleazno aktivnost TajA polimeraze. Uporaba teh
sond je omogtila razvoj metode za zaznavanje zgolj spécifi produktov podvajanja (74).

Hidrolizirajoce sonde, kamor spada tudi tehnologija »TagMan«Qrdiscirajo na osnovi
hidrolize sonde pri detekciji akumulacije PCR prkidu Sonda je na eni strani oZeaa z
reporterskim na drugi strani pa z duSilnim barviloBi nukleazna sposobnost DNA
polimeraze omogta hidrolizo sonde, ko se ta veze na&narzaporedje. Hidroliza omogo
da se razdalja med duSilnim in reporterskim bamilpove&a in tako je onemogeno
prestrezanje fluorescence. Fluorescenca reportgaskarvila zato sorazmerno s kKoio
produkta PCR naraste (74).

Pri hibridizacijskih sondah uporabljamo dve seldrenspeciféni sondi, ki sta ozrigni ena z
donorskim, druga pa z akceptorskim fluoroforom. tépsiji prileganja se sondi zaporedno
veZeta na odsek, ki ga pomnozujemo. Blizina obetd samogdi prenos energije zaradi
ekscitacije donorskega fluorofora na 3" koncu pseade, na akceptorski fluorofor na 5
koncu druge sonde. Ta oddaja svetlobo z daljSovwmalodolzino, ki jo merimo in je
sorazmerna s kdlino produkta PCR. So zelo specife, ker signal nastane samo ob vezavi
obeh sond na pravilno taro zaporedje (74).
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5 NAMEN DELA

Uvrsanja nizjih taksonomskih enot v visje in nastankgénetskega drevesa vseh zivih bitij
se je z razvojem botanike, sistematike in zoologéerestano spreminjal in dopolnjeval. Se
dobrih trideset let nazaj je veljalo, da viSje ngz\glive uvr§amo med rastlinsko kraljestvo
(Plantag, z razvojem mikroskopskih, biokeénih, spektroskopskih in predvsem
molekularno bioloskih metod pa smo pridobili zadosthabor tehnik, s katerimi lahko
neposredno dokazemo, da so glive svoje kraljestwandi, Mycophyta Za uvrstitev
posamezne gobe v taksonomski sistem se je v zadiegietih letih méno uveljavila metoda
dolocevanja nukleotidnega zaporedja regije ITS 18S RiAredstavlja enega od temeljnih
nainov priprave filogenetskega drevesa. Na osnovimerjave specitinin odsekov
nukleotidnih zaporedij in nam daje moznost hitrenigfikacije glivnega materiala kot osnove
za razvoj in izdelavo farmacevtskih pripravkov noaaskih gob.

Glive v farmaciji predstavljajo pomembno naravnom@g za razvoj in pripravo razhih
spojin vodni¢ iz katerih nastajajo polsintezni in sintezni agaladravilnin &inkovin
(antibiotiki, statini, steroidi), prav tako pa se@rpembne tudi kot naravni bioreaktorji za
ucinkovine, ki jih pridobimo po fermentacijski ali diransfomacijski poti. V zadnjih nekaj
letih pa se vse wefarmacevtskih in biokeranih laboratorijev usmerja v preiskovanje glivnih
polisaharidov kot potencialnih osnov za razvoj imenodulatornih tinkovin. Zanimive so
predvsem tiste medicinske gobe, za katere se phedwy) da vsebujejd-glukanske
polisaharide, ki bi lahko aktivirali humani imunsistem, a doslej Se niso bile raziskane.

V okviru diplomske naloge bomo:

* iz gobe zvepleni lepolukriar (Laetiporus sulphureygszolirali genomsko DNA in
dolcgili nukleotidno zaporedje njegovih regij ITS 18 SIR

» naredili primerjavo z ostalimi znanimi zaporedjiai@nskih gob

» z izoliranimip-glukanskimi polisaharidi ugotovili citotoksiost na izbrani celni
liniji

» ugotovili vpliv polisaharidov na diferencialno izanje genov, ki kodirajo za
proinflamatorne citokine ILf}, IL-6 in TNF-o
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6 MATERIALIIN METODE

6.1 Materiali

6.1.1 Oprema

oprema proizvajalec

avtoklav Systec, Anglija

centrifuga Hawk 15/5, Sanyo, Japonska

centrifuga Centrifuge 5415R

Eppendorf AG, Ngm

namizna centrifuga

Daihan Labtech, Koreja

elektroforezna kadka 2 (V = 75 mL)

Bio-Rad, ZDA

vir napetosti

Bio-Rad, ZDA

hladilniki (0-4°C):

Gorenje, Slovenija

zamrzovalnik (-28C)

Sanyo, Japonska

zamrzovalnik (-88C)

Gorenje, Slovenija

inkubator

UniEquip, Nendija

brezprasna komora

Iskra Pio, Slovenija

magnetno mesalo

Tehtnica, Slovenija

stresalnik

Chemel, Svedska

polavtomatske pipete

Eppendorf, Ngja

mikro epruvete (micro tubes)

Eppendorf, Nertija

pipetni nastavki (1@, 100 ul, 1000ul)

Eppendorf, Nertija

mikrovalovna peéica

Intellowave, Koreja

termo-pomnozevalnik (PCR - cycler)

Applied Biosyste ZDA

termo-pomnozevalnik (PCR - cycler)

MWG Biotech AGniija

tehtnica

Tehtnica, Slovenija

analizna tehtnica

Kern & Sohn, Néija

termoblok

Eppendorf AG, Nertija

UV kamera; transaluminator

UViltec, Velika Britanija
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vibracijsko mes3alo (vortex)

Tehtnica, Slovenija

mikrotitrska ploga z 96 vdolbinicami-(96-Wel| Applied Biosystems, ZDA

Optical Reaction Plate with Barcode 128)

centrifuga CENTRIC 322A

Tehtnica, Slovenija

aparat ABI Prism 7000 SDS

Applied Biosystems, ZDA

6.1.2 Reagenti

reagent

proizvajalec

krompirjev dekstrozni agar

PDA , Carl Roth, Nsja

agaroza

Sigma, Nentija

EDTA

Promega, ZDA

etidijev bromid

Promega, ZDA

glicerol

Fluka GmbH, Svica

natrijev acetat (3M, pH 3.8)

Applied Biosystems,AD

ocetna kislina

Merck, Svica

natrijev klorid

Merck, Nertija

Tris baza

Promega, ZDA

100bp ozn&evalec velikosti

Fermentas, Litva

1kbp oznaevalec velikosti

Fermentas, Litva

6 x Loading Dye solution

Fermentas, Litva

Etanol 96%

Kefo, Slovenija

Etidijev bromid

Promega, ZDA

NaOAc Kemika, Hrvaska
PCR mix Promega, ZDA
PVP Merck, Nengija
Tris baza Merck, Nettija
37% (12.3 M) formaldehid Merck, Neiifa

NaOH

Merck, Nengija

nastena raztopina bromfenolmodro

Fluka GmbH, Svica
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formamid Merck, Nerdja

Maxima SYBR Green gPCR Master Mix (2X) Fermentde Hciences, ZDA
Dulbecco’s PBS Sigma, Neiija

MnSO4 - 5H20 Alkaloid AD, Makedonija
Advanced RPMI-1640 Invitogen, ZDA
penicilin/streptomicin Euro clone, UK

L-glutamin Sigma, Negija

FCS HyClone, USA

6.1.3 Pufri in raztopine
50x TAE pufer:

e 242 g Tris baza

* 57,1 mL ocetne kisline ledocetne kisline

18,6 g EDTA (0,5M)

» do skupno 1L destilirane vode

* 50-krat redimo; delovna raztopina: 1x TAE pufer

Raztopina Membrane Wash Solution:

e 10 mM kalijev acetat (pH 5,0)
* 80 % etanol

« 16,7uM EDTA (pH 8,0)

Membrane Binding Solution:

* 4,5 M gvaninizocianat

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

10x pufer za gelsko elektroforezo s formaldehidom

« 200 mM MOPS
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* 50 mM Natrijev acetat
e 10 mM EDTA
* pH uravnavamo do 7.0 z NaOH

1x pufer za gelsko elektroforezo s formaldehidom

e 100 ml 10x pufer za gelsko elektroforezo s formaidem
e 20 ml 37% (12.3 M) formaldehid
» 880 ml vode brez RNaz

6.1.4 Kiti

* DNeasy Plant Mini kit (Quiagen, Neiijg)

* RNeasy Mini Kit zduzenim z RNase-Free DNase Sead@n, Hilden)
*  Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

* OmniScript reverse transcriptase (Qiagen, Hilden).

6.1.5 Zacetni oligonukleotidi za PCR
Ime: ITS_F

Zaporedje: 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3Proizvajalec: Invitrogen, ZDA
Ime: ITS_R

Zaporedje: 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3Proizvajalec: Invitrogen, ZDA

6.1.6 Zacetni oligonukleotidi za qPCR
Za IL-1B, TNF-o: sekvenca je zafena s strani proizvajald@roizvajalec: QuantiTect
Primer Assays Qiagen

Proizvajalec: Invitrogen, ZDA:
IL-6
IL6_F: 5-TCTCCACAAGCGCCTTCG-3

IL6_R 5’-CTCAGGGCTGAGATGCCG-3’

ACTB
ACTB_F: 5-ATAGCACAGCCTGGATAGCAACGTAC-3

36



StaSa Kosler

Diplomska naloga

ACTB_R: 5’-CACCTTCTACAATGAGCTGCGTGTG-3
B2M

B2M_F: 5’-TGCCGTGTGAACCATGTGA-3’
B2M_R: 5-CCAAATGCGGCATCTTCAA-3’

HPRT

HPRT_F: 5-TGACACTGGCAAAACAATGCA-3’
HPRT_F: 5-GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT-3’
GAPD

GAPD_F: 5-GTTCGACAGTCAGCCGCATC-3’
GAPD_R: 5-GGAATTTGCCATGGGTGGA-3’
YWHAZ

YWHAZ_F: 5-ACTTTTGGTACATTGTGGTTCAA-3’
YWHAZ_R: 5-CCGCCAGGACAAACCAGTAT-3
uBC

UBC_F: 5-ATTTGGGTCGCGGTTCTTG-3’

UBC_R: 5-TGCCTTGACATTCTCGATGGT-3’

6.1.7 Polisaharidi Las ICP

Polisaharid Las ICP je bil pripravljen na Kateda farmacevtsko biologijo, Fakultete za
farmacijo iz micelija gobéaetiporus sulphureussestavljen je izi-D-glukoze,-D-manoze,
B-D-fukoze terp-D-galaktoze. Glede na molekulsko maso je heterogastave in vsebuje
polimerne verige, katerih povptee molekulske mase so: 514.9, 60.5 in 5.7 kDa.

Za poskuse na celicah smo pripravili delovno ramopLas ICP v steriinem PBS s
koncentracijo 5 mg/ml. Raztopino smo nato filtiirakozi sterilni filter s porami premera

0,2um).
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6.1.8 Materiali za izvedbo elektroforez

6x DNA nanaSalni pufer (Loading Dye solution):

e 0,09 % bromtimol modro
* 0,09 % ksilen cianol

* 60 % glicerol

e 60 mM EDTA

0,8% agarozni gel:

* 0,4 gagaroze
* 50 mL TAE pufra
e 2,5uL EtBr (c=10 mg/L)

1% agarozni gel:

* 0,5gagaroze
50 mL TAE pufra
2,5uL EtBr (c= 10 mg/L)

1,5% aqgarozni gel:

0,75 g agaroze
50 mL TAE pufra
2,5uL EtBr (c= 10 mg/L)

5x RNA nanaSalni pufer

* 16 ul nasiena raztopina bromfenolmodro

80 ul 500 mM EDTA, pH 8.0

720 pul 37% (12.3 M) formaldehid

2 ml 100% glicerol

3084 pl formamid

4 ml 10x pufer za gelsko elektroforezo s formaldein
Voda brez RNaz do 10 m|
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1,2% agarozni gel s formaldehidom

* 0,69 agaroze
* 5ml 10xFA pufra
* 45 ml vode brez RNAz

6.1.9 Gojisca
Trdo gojige za gobe

e 11,7 g dehidriranega go§id PDA
e 300 mL destilirane vode

» avtoklavirali 20 minut pri 121°C

Tekaie gojige zal aetiporus sulphureu@iwang in sod. (2008)):

e 40 g/L glukoze

* 2 g/L kvasnega ekstrakta
* 2 g/L tripton peptona

e 2mM MnSO4 - 5H20

o z&etnipH 2

Gojiste za U937 celice

» 88 mL gojifa Advanced RPMI-1640
« 10mL FCS
* 1,0 mL L-glutamina 10 mg/ml

* 1,0 mL penicilin/streptomicina 10 mg/ml

6.2 Metode
6.2.1 Izolacija genomske DNA
Izolacija genomske DNA (gDNA) temelji na predpripravzorca (zamrzovanje, mletje,

liofilizacija), razbitju celic (organska topila, kalije, encimsko, mehansko), selektivnem
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obarjanju gDNA s kationskim detergentom CTAB in toasjevanju néisto¢. V nasem
primeru smo uporabili postopek s DNeasy Plant Miitom. UspeSnost izolacije smo
preverjali z gelsko elektroforezo.

V mikroepruveto smo natehtali 100 mg zmletega vaonato smo dodali 4Q€ pufra AP1
in 4 uL RNase (100 mg/ml).

* mesSanico smo inkubirali 10 minut na 65°C in vmes 2-krat premesSali z ob¥anjem
mikroepruvete

» dodali smo 13QL pufra AP2, zmeSali in 5 minut inkubirali na ledu

» centrifugirali smo 5 minut pri 13.000 rpm

» vzorec smo prenesli na QlAshredder kolono in crgiali 2 minuti pri 13.000 rpm

» supernatant smo odpipetirali v novo mikroepruvatmi da nismo skalili oborine

» dodali smo 1,5-kraten volumen pufra AP3/E in vzgreemesali s pipeto

e 650 pL tako pripravljenega vzorca smo nanesli nae&@¥y mini spin kolono in
centrifugirali 1 minuto pri 8.000 rpm ter zavrglirfat

* prejsnji korak smo ponovili s preostankom vzorca

* kolono smo prestavili v novo mikroepruveto, dods0iO uL AW pufra, centrifugirali 1
minuto pri 8.000 rpm, in zavrgli filtrat

* na kolono smo spet odpipetirali 5@ AW pufra in centrifugirali 2 minuti pri 13.000
rpm

» kolono smo prestavili v novo mikroepruveto in naoppipetirali 100uL AE pufra, ki je
bil predhodno segret na 65°C

* inkubirali smo 5 minut na sobni temperaturi natotdgéugirali 1 minuto pri 8.000 rpm

6.2.2 Veriznareakcija s polimerazo (PCR)

Verizna reakcija s polimerazo je Siroko uporabljanatoda za pomnozevanje segmentov
DNA. Za uspesSno pomnozevanje moramo poznatetna in koreni del nukleotidnega
zaporedja izbranega segmenta. Na podlagi tega edjporndrtujemo zaetnika -
oligonukleotida, ki sta komplementarnaetmemu in kotinemu delu segmenta.

Klju¢na komponenta reakcije je termostabilna polimeredirana iz termofilne eubakterije
Thermus aquaticygprav tako pa mora reakcijska zmes vsebovati enogkleotide, ustrezni
pufer in MgC}h. Magnezijevi ioni namre spodbujajo aktivhost polimeraze, poap
sposobnost prileganja &tnikov in tvorijo topen kompleks s prostimi nukiiela, kar je
pomembno za njihovo vstavljanje.

Reakcija je tern@ino vodena; vsak korak zahteva ustrezno temperatUnorvi stopnji se
dvojna vija&nica vzorca oziroma matrice pod vplivom temperatazklene (95°C), nato se
nanjo nalegata zatnika (z#&etni ali kor€ni pri 40°C - 60°C, odvisno od dolzine
oligonukleotidov ter deleza G in C), v tretji stgippa se veriga pod vplivom polimeraze
podvojuje (72°C). Tak cikel se ponovi 25 - 35-krat.
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Priprava vzorcev za PCR

V mikroepruveto smo odpipetirali vzorec genomskeA)Kolicina DNA je bila okoli 50 ng.

» dodali smo po 1L zatetnega in kotnega nukleotidnega zetnika

» dodali smo 9,%L destilirane vode

* dodali smo 12,6L PCR MIX-a

Vzorec smo vstavili v pomnozevalnik in pognali egmi temperaturni program za
pomnoZevanje

Program za pomnoZzevanje

Zacetna denaturacija: 94°C, 90 sekund
Potem je bilo 35 ciklov:

» Denaturacija DNA: 94°C, 15 sekund

* Naleganje z&etnikov: 56°C, 40 sekund

» PodaljSevanje: 72°C, 30 sekund
Po koncu zadnjega cikla so vzorci Se 5 minut n&C72a se podaljSevanje izpelje do konca,
nato pa se jih ohladi na 4°C.

6.2.3 Gelska elektroforeza
Elektroforeza je separacijska metoda, ki temeljramdiki v hitrosti potovanja nabitih delcev
v pufru, ki so izpostavljeni enosmernemu elektemu toku.

Za lacevanje in doléevanje DNA v naSih vzorcih smo uporabili gelskokéiaforezo, kjer
vzorci potujejo po agaroznem gelu. Hitrost potoeajg odvisna od naboja in velikosti
delcev. Metodo smo uporabili tako za ugotavljanjesginosti nukleinskih kislin (gDNA,
PCR produkti) v vzorcih. Za datevanje gDNA smo uporabili 0,8 % agarozni gel, z&RPC
produkte 1,5 % (ut/v).

Priprava agaroznega gela

» Ustrezni natehtani kalini agaroze smo dodali 1XTAE pufer do Koega
volumna.

» Segrevali smo do vrelia oziroma dokler se agaroza ni raztopila/raztalila.

* Ko se je gel ohladil na temperaturo vlivanja, snoalali ustrezno kodino EtBr
(v/v koncentracija raztopine v gelu je 0,05 %) liti gel.

* Ko se je gel ohladil in strdil, smo ga polozili adiko za elektroforezo in ga
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zalili z IXTAE pufrom do oznake.

Priprava vzorcev za elektroforezo

V mikroepruveto smo odpipetiralijl. nanaSalnega pufra in 14 vzorca.

V posebno mikroepruveto smo odpipetiralil2nanasalnega pufra, & destilirane
vode in 1uL oznaevalca velikosti. Pri vzorcih gDNA smo uporabilkp, pri PCR
produktih pa 100 bp ali 50 bp ozmaalec velikosti.

Vzorce smo premesali in odcentrifugirali.

Tako pripravljene vzorce smo nanesli v Zepke agaaga gela.

Poqoiji in potek elektroforeze

6.2.4

Elektroforezo smo izvajali pri napetosti 100 V amo.

Po kortani elektroforezi smo vzeli gel iz katte in ga analizirali pod UV svetlobo ter
slikali.

Ciscenje PCR produktov z Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System Kkitom, kot
priprava za sekveniranje

» PCR produktu smo dodali ekvivalentno Kotio raztopine Binding Solution in ga
odpipetirali na pripravljeno kolono

» vzorec smo inkubirali 1 minuto na sobni temperaturi

» centrifugirali 1 minuto pri 10.000 rcf

» zavrgli filtrat in na kolono nanesli 706 Membrane Wash Solution in centrifugirali 1
minuto pri 10.000 rcf

» filtrat smo zopet zavrgli, odpipetirali 5. Membrane Wash Solution in centrifugirali 5
minut pri 10.000 rcf

o zavrgli filtrat in centrifugirali 1 minuto pri 10D rcf da smo osusili kolono in da je
izparel etanol

* kolono smo prestavili v novo mikroepruveto, nanppipetirali 50uL destilirane vode
brez nukleaz, inkubirali pri sobni temperaturi 1noto ter centrifugirali 1 minuto pri
10.000 rcf, da smo zbrali vzorec v mikroepruveti

* DNA shranimo na -20°C
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6.2.5 Bioinformacijska studija

Nukleotidna zaporedja za primerjavo podobnosti madiednjimi medicinskimi gobami:
Ganoderma lucidum, Ganoderma applanatum, Gloeododiscolor, Lentinellus auricula,
Laetiporus montanus, Poria cocos, Trametes hirsitaTrametes versicolorso bila
pridoblijena iz genske banke podatkov GenBAnk, priava pa narejena S pokjo
racunalniSkega programa BLAST Align Ver 4.2, z upoatgem BlastN algoritma.

6.2.6 Submerzni nacin gojenja medicinskih gliv

S submerznim gojenjem medicinsko pomembnih glivedemo vé&jo produkcijo micelijske
biomase in posledino veji donos polisaharidov kot pri kultivaciji na trdnigoji&ih. Cas
proizvodnega procesa se skrajSa in zmanjSa sejativeganja za kontaminacije.

6.2.6.1 Organizem

Za gojenje micelija s submerznim dgmr@om kultivacije smo uporabili glive iz banke gliv
(BFWS) BiotehniSke fakultete Univerze v LjubljanmQddelka za lesarstvo, Katedre za
patologijo in za&to lesa. Izbrali smo naslednjo vrsto medicinskasnpmbne visje glive:

* Laetiporus sulphureus

6.2.6.2 Trdno gojis¢e za vzdrzevanje kulture

Na Petrijevih plo&ah smo vzdrzevali micelijsko kulturo, nhamenjenokuaciji tekatega
substrata. Za goge smo uporabili krompirjev dekstrozni agar (PDAptdcega smo
pripravili ga tako, da smo 11,7 g dehidriranegasgaj PDA raztopili v 300 mL destilirane
vode, avtoklavirali 20 minut pri 121°C in nato ra#iti na petrijeve plo&. Zatem smo plég
ohladili, inokulirali v brezprasni komori, zateand parafilmskim trakom in inkubirali pri
26 °C. Vsakih 10 dni smo kulture precepili na ngefis&a za vzdrzevanje njihove aktivnosti.

6.2.6.3 Submerzna kultivacija z uporabo razlicnih substratov

Z luknjacem premera 5 mm smo narezali micelij glive, kigstel na trdem gogsi PDA. Za
inokulacijo vsake erlenmajerice, z 1 L steriliziegia tekéega substrata, smo porabili dve
Petrijevi plogi z narezanim micelijem. Erlenmajerice smo inkulbiradni na stresalniku pri
26°C in obratih 120 min. Erlenmajerice s steribnim inokuliranim substratom so tako
predstavljale bioreaktorje brez mesSal. Za izbrangtev gliv smo pri njihovi kultivaciji
uporabili razléne sestave tekd substratov.
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Tekaie gojige zalLaetiporus sulphureugdwang in sod. (2008)):

* 40 g/L glukoze

* 2 g/L kvasnega ekstrakta

e 2 g/L tripton peptona

* 2mM MnS0O4- 5H20

o z&etnipH 2
Polisaharidi so bili predhodno izolirani po metatiplomskega dela Mojce Tajnik 2009 in
kot izhodni material uporabljeni v gdjoci nalogi (76).

6.2.7 Celic¢na linija U937

Za predevanje imunomodulatornega delovanja intracelularmpdtisaharidov iz micelija
L.sulphureug(Las ICP) smo uporabili cého linijo U937 (CRL-1593.2, ATCC, Manassas,
VA). Celice U937 so izolirane iz histiocitnega liomia in imajo karakteristike monocitov.
Uporabljajo se kot model za pravanje diferenciacije monocitov/imakrogafov ter
imunomodulatornega delovanja.

6.2.8 Gojenje celi¢ne linije

Gojenje celic poteka v asefstem okolju, pri delu z njimi pa uporabljamo steripmibor in
sterilne reagente. Celice gojimo v gojith plastenkah pri temperaturi 37°C, v atmosferi,
nasteni z vlago in s 5% CfOv celicnem inkubatorju. Celice spremljamo pod invertnim
mikroskopom. Vsake 3 do 4 dni celice preStejemnijiimovo gostoto prilagodimo optimalni
(10° celic/ml) tako da dokeni volumen goji&a odstranimo in dodamo sveZe g&gisPotem
jih naprej inkubiramo pri 37°C v céhem inkubatorju.

6.2.9 Test MTS -Dolocanje celicnega prezivetja

Celicno prezivetje smo dotdi z MTS kolorimetricnim testom. Reagent vsebuje tetrazolijevo
spojino MTS in elektron sklopitveni reagent PMS pkive&a keméno stabilnost. MTS se v
celici s pomgjo celicnih dehidrogenaznih encimov pretvori v vodotopemfazan, katerega
absorbanco merimo pri 490 nm. Izmerjena absorbdocaazana je sorazmerna Stevilu
zivecih celic v kulturi CellTiter 96® (77).

V vdolbinice goji&ne ploge s 96 vdolbinicami smo dali v vsako 2 ¥ 10937 celic v 100 pl
goji&ka. Dodali smo raztopino Las ICP r&nih koncentracij (0, 50, 100, 250 in 500 pg/ml)
in inkubirali 24h pri 37°C. Po 24-urni inkubacijm® vdolbinicam goji&ne ploge dodali
reagent MTS/PMS (2QuL/ 100 uL gojis¢a) in inkubirali 2 uri pri 37°C v celnem
inkubatorju. PreZivetje celic smo deoib z merjenjem absorbance produkta formazana po
redukciji MTS v celici pri valovni dolzini 492 nmopen&bi:
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Celicno prezivetje (%) = (Avza@ne celice/Akontrolne celice) x 100

Avzoréne celice, Akontrolne celice ...izmerjeni absorbdnonazana za posamezne celice

6.2.10 Preucevanje vpliva Las ICP na izrazanje mRNA provnetnih citokinov v celicah
U937
1P celic smo prenesli v posamezno vdolbino nadilse®4 vdolbinami in jih obdelali. Celice
namenjene kontroli smo obdelali z PBS, ostale p@ pg/ml Las ICP Po 3,6,12 oziroma 24
ur smo jih zbrali s centrifugiranjem in jih spraliPBS. Iz tako pripravljenih celic smo nato
izolirali RNA z uporabo RNeasy Mini Kit zduzenim RNase-Free DNase Set (Qiagen,
Hilden) po protokolu proizvajalca. Vsakemu vzorcposamezni mikroepruveti smo izmerili
koncentracijo RNA na NanoDrop spektrofotometru NIB1(NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE) z merjenjem absorbance pri 280 rimtegriteto izolirane RNA smo
preverili z gelsko elektroforezo z formaldehidom.ué RNA smo prepisali z reverzno
transkripcijo, in sicer 1h pri 37°C z OmniScripveese transcriptase (Qiagen, Hilden).

6.2.11 Izolacija RNA

» Celicam smo dodali 350 pL pufra RTL in premeSalilracijskim meSalom.

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

* Homogeniziranemu lizatu smo dodali 350 pL 70% EtOH.

* Do 700 pL vzorca, vkljeujo¢ prisotne oborine, smo prenesli na RNeasy kolono v
2 mL mikrocentifugirki in centrifugirali 15 sekungti > 8.000 x g (10.000 rpm)
pri sobni temperaturi. Eluat smo zavrgli, kolono pestavili nazaj v
mikrocentrifugirko.

* Dodali smo 35QuL pufra RW1 na RNeasy kolono in centrifugirali l&kand pri
> 8.000 x g (10.000 rpm) pri sobni temperaturi. & smo eluat zavrgli.

» Posebej smo pripravili DNase | incubation mix, tak® smo dodali po 10 pL
DNase | stock solution k 70 pL pufra RDD za vsa&rez.

* Nato smo dodali 8@L DNase | incubation mix na éao na membrano RNeasy
kolone in inkubirali 15 minut pri sobni temperaturi

* Na kolono smo dodali 350L pufra RW1 na RNeasy kolono in centrifugirali 15
sekund pri> 8.000 x g (10.000 rpm) pri sobni temperaturi. Romosmo eluat
zavrgli. (koraki 5 - 8 so namenjeni odstranitvi midZprisotnin DNA v vzorcih)

* Membrano smo nato sprali s 500 pufra RPE z centrifugiranjem 15 sekund>pri
8.000 x g (10.000 rpm) pri sobni temperaturi. Zagab eluat zavrgli.

* Ponovno smo dodali 500 pufra RPE , a tokrat smo centrifugirali 2 minygri >
8.000 x g (10.000 rpm) in s tem zagotovili, da aimembrani ostalo &ietanola.

* RNeasy kolono smo previdno odstranili in prestavihovo 2 mL mikroepruveto
ter nato centrifugirali 1 minuto pri maksimalni rosti (16.000 x g), da se je
eliminiral Se preostali pufer RPE. Mikrocentrifugirsmo zavrgli.
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* RNeasy kolono smo prestavili v novo 1,5 mL zbiralmikroepruveto ter na
sredino membrane dodali 4@ ultra ¢iste vode (brez RNaz) in centrifugirali 1
minuto pri > 8.000 x g (10.000 rpm) pri sobni temperaturi. RNAy eluatu, je
bila atiS¢ena in uporabna za nadaljnje delo.

6.2.12 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 denaturaaiski
pogoji. Kot denaturant se lahko uporabi formaldeh@garoznem gelu (78). Za ddévanje

RNA smo uporabili 1,2% agarozni gel z dodanim fddehidom inEtBr.

Priprava agaroznega gela s formaldehidom

» Ustrezni natehtani kafini agarozesmo dodali 10x pufer za gelsko elektroforezo s
formaldehidom in vodo brez RNaz do Koega volumna.

» Segrevali smo do vrelia oziroma dokler se agaroza ni raztopila/raztalila.

* Na vodni kopeli smo ohladili gel na priblizno 65°@ato dodali ustrezno kdlni
37% (12,3M) formaldehida in EtBr (10 mg/rtdy vlili gel.

* Ko se je gel ohladil in strdil, smo ga polozili adiko za elektroforezo in ga
zalili z 1x pufrom za gelsko elektroforezo s foraethidom do oznake.

Priprava vzorca RNA za nanaSanje

* Volumen RNA je bil takSen, da je vseboval 1ug RNA.

* Nato smo dopolnili z 5x RNA nanaSalnim pufrom doud5

Poqoiji in potek elektroforeze

» Elektroforezo smo izvajali pri napetosti 70V prisio 35 minut.

* Po kortani elektroforezi smo vzeli gel iz ka#tie in ga analizirali pod UV svetlobo ter
slikali.

6.2.13 Reverzna transkripcija

Pri reverzni transkripciji se enoverizna RNA reverzprepiSe v komplementarno DNA

(cDNA) z uporabo celotne céfie RNA, encimom reverzne transkriptaze, nakljmi
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heksameri, dNTP-ji in inhibitorjem RNaz. cDNA set@m lahko uporabi za PCR v realnem
¢asu. 1ug RNA, ki smo jo izolirali, smo s postopkom revegztranskripcije prepisali v
cDNA. Iz povpreja koncentracij RNA izmerjenih na napravi NanoDr@mo izr&unali
volumne raztopin RNA, ki smo jih potrebovali zakeig

* Pcatasi smo odtajali raztopino &stnih oligonukleotidov, 10x pufer RT, dNTP mix in
vodo brez nukleaz. Vsako raztopino smo po odtajgmemesali z vibracijskim
meSalom in na kratko centrifugirali, da se je rpita zbrala na dnu mikroepruvete.

* Nato smo pripravili master mix sestave, kot je mgve v preglednici 1 spodaj. Ga
dobro in previdno premeSali na vibracijskem meSatu 5 sekund, ga kratko
centrifugirali ter postavili na led.

Preglednica 4 Sestava za master mix mesanice za en vzorec

sestavine volumen (pL)/na reakcijo
10x pufer RT 2
dNTP mix 2

raztopina zé&etnih oligonukleotidov] 2

Omniscript Reverse Transcriptase 1

voda brez RNaz 1

» Sledila je priprava reakcijske meSanice. Sestavageelezena v preglednici 5.
MeSanico smo dobro in previdno premesali na vigkem meSalu za 5 sekund in na
kratko centrifugirali.

Preglednica 5 Sestava reakcijske mesanice za reakcijo za en vzorec

sestavine volumen (uL)/na reakcijo
Master mix 7
RNA Variabilno

voda brez RNaz Variabilno, do skupnega volumnal2Q p

* Nato smo inkubirali na termo-pomnozevalniku (PGdcler) 1uro pri 37C.
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6.2.14 Izbor his$nih genov

Hisni geni (HKG) se uporabljajo kot refekgm geni za normalizacijo pri PCR v realnem
¢asu, ob predpostavki, da se stabilno izrazajo &nifarcelicah. HKG normalizirajo raven
MRNA in omog@ajo primerjavo med vzorci. Vendar pa se lahko raveswzanja HKG med
celicami zelo spreminjaCe se HKG uporabijo kot referenca pri relativni kifikaciji, je
potrebno izbrati gen katerega raven izrazanja nec@vanimi tipi celic in pod raztnimi
eksperimentalnimi pogoji ostaja konstantna. Zatzlpga pravih HKG pri Studijah izrazanja
genov krittnega pomena. Dva hiSna gena smo izbrali, ker mregstuporaba we hiSnih
genov najprimernejSi k& za normalizacijo. Izbrati je potrebno gena, thi sajbolj primerna
za preiskovane vzorce.

S PCR v realnemcasu smo preverili stabilnost izraZzanja hiSnih gentvozin-3-
monooksigenazaltriptofan 5 monooksigenaza aktisiggrotein (YWHAZ), gliceralaldehid-
3-fosfat dehidrogenaza (GAPDJ-mikrotubulin (B2M), B-aktin (ACTB), hipoksantin
fosforiboziltransferaza 1 (HPRT) in ubikvitin C (WB.

6.2.14.1 Potek PCR v realnem c¢asu:

Reakcijo smo izvedli na mikrotitrski pléiSs 96 vdolbinicami. V vsako vdolbinico na
mikrotitrski plo&i smo dodali po 25uL reakcijske zmesi, ki je vsebovala SYBR
GreenERM Super Mix, oligonukleotidne zatniki za posamezen HKG, vzorec cDNA
(razlicnih koncentracij, V=5uL) ali ultratisto vodo (za no template control), ki smo
predhodno pripravili v brezprasSni komori (preglemni6). Po kotanem pipetiranju na
mikrotitersko plo8o, smo le-to pokrili z optnho lepljivo prevleko, nato pa vstavili v
centrifugo, da smo zmesSali reakcijsko meSanico der znebili morebitnih prisotnih
mehutkov, saj le-ti motijo PCR. Po centrifugiranju (100obratov/min, 2 min) smo pléd
dodatno prekrili z gumijasto z&#, nato pa jo vstavili v aparat ABI Prism 7.000S kjer
smo predhodno nastavili program (preglednica 7)pbldlagi programa je aparat v dédmih
casovnih intervalih spreminjal temperaturo in s mogdil pomnozitev Zelenega HKG.

Preglednica 6 Sestava reakcijske mesanice za PCR pri uporabi zacetnikov hisnih genov

sestavine volumen (uL)/na reakcijo

Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2X) 12,5

smiselni zaetnik (10 mM) 0.5
protismiselni z&etnik (10 mM) 0.5
dH,0 6.5
cDNA 5
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Preglednica 7 Program za veriZno reakcijo s polimerazo za pomnoZitev HKG

temperature iasi
cikli¢ni
termostat vsak od 45-ih ciklov
prileganje& analiza
talilne
zatetni program denaturacija podaljSevanje | krivulje
2 min 95°C
(aktivacija
ABI Prism DNA
7000 SDS 2 min 50°C polimeraze) 15s 95°C 30s 55°C 30s 72°C

Po korgani PCR reakciji smo izvedli Se disociacijski piaib postopnega segrevanja
rekacijske zmesi iz 60°C do 90°C. Pregledali snsocljacijske krivulje, ki nam pokazejo ali
je prislo do tvorjenja nespedifiih produktov ter dimerov oligonukleotidnih&anikov.

6.2.14.2 Meritve izraZanja genov

PCR v realnentasu je laboratorijska tehnika, ki temelji na verigakciji s polimerazo in se
uporablja za kvantifikacijo tanega DNA produkta. Proces pomnozevanja se spremlja
direktno z uporabo fluorescentnih barvil ali s flof@ri ozn&enih sekve&no specifénih
sond. V naSem primeru smo za zaznavanje produktahhgenov HPRT, YWHAZ in B2M.
Uporabili fluorescentno barvilo SYBRGreenERY.

Pri PCR v realnentasu smo uporabili Maxima SYBR Green gPCR Master (2iX). To je
7e pripravljen reagent, ki vsebuje Tagq DNA polinzerafluorescentno barvilo SYBR
GreenERY, referegno barvilo ROX, MgCl, dNTP-je (z dUTP namesto dTTP), ter
stabilizatorje.

Tag DNA polimeraza v barvilu je kemijsko modifiara in ima blokirano polimerazno
aktivnost pri sobnih temperaturah. Aktivnost poliame se vzpostavi po 10 minutni
inkubaciji pri 95°C, ki jo izvedemo neposredno peatietkom PCR. ROX normalizira signal
fluorescence na inStrumentu in zagotavlja stalrambainijo.

6.2.14.3 Izbor najprimernejsih hisnih genov

Med Sestimi hiSnimi geni smo, na podlagi podatkemgbljenih z RT-PCR izbrali dva
najprimernejSa s pond racunalniSkega programa geNorm® (79). Za ovrednotenje
podatkov pa smo uporabili Microsoft Excel 2007. gaN® je zbirka algoritmov za program
Microsoft Excel, namenjenih dalanju najbolj stabilnega referémega (hiSnega) gena iz
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podskupine kandidatnih referamh genov v danih vzorcih. Iz slednjih se nato darsa faktor
normalizacije izraZzanja genov za posamezen vzéréemelji na geometrijski sredini Stevila
referegnih genov, ki jih doléi uporabnik. Po ko¥ani analizi geNorm® sestavi seznam
genov, ki bi bili optimalni za referenco pri nornzaciji izrazanja genov. GeNorm® iziana
stabilnost izrazanja genov - merilo M, kot povjpeevariacij v parih za posamezen gen z
vsemi ostalimi testiranimi referénimi geni.

6.2.15 Meritve izraZanja genov proinflamatornih citokinov IL-1, IL-6 in TNF-a

cDNA smo pomnoZevali v paralelkah v 25 pl reakéijskmeseh. Reakcijo smo izvedli na
mikrotitrski plo&i s 96 vdolbinicami. Reakcijske zmesi in program pmannozevanje So
prikazani v preglednicah 8, 9 in 10. Po &anem pipetiranju na mikrotitersko pta§ smo le-

to pokrili z opteno lepljivo previeko, nato pa vstavili v centrifugta smo zmesali reakcijsko
mesSanico ter se znebili morebitnih prisotnih meékov, saj le-ti motijo PCR. Po
centrifugiranju (10.000 obratov/min, 2 min) smo o dodatno prekrili z gumijasto zat®,
nato pa jo vstavili v aparat ABI Prism 7000 SDSrkgmo predhodno nastavili program. Na
podlagi programa je aparat v dédmih casovnih intervalih spreminjal temperaturo in s tem
omogail pomnozitev Zelenih genov.

Preglednica 8 Sestava reakcijske mesanice za PCR pri uporabi zacetnikov hiSnih genov in IL-6

sestavine volumen (uL)/na reakcijo

Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2X) 12,5

smiselni zaetnik (10 mM) 0.5
protismiselni z&etnik (10 mM) 0.5
dH,0 6.5
cDNA 5

Preglednica 9 Sestava reakcijske mesanice za PCR pri uporabi zacetnikov IL-1B in TNF-a

sestavine volumen (uL)/na reakcijo

Maxima SYBR Green gPCR Master Mix (2X 12,5

10x QuantiTect Primer Assay 2.5
dH,0 5
cDNA 5
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Preglednica 10 Program za veriZno reakcijo s polimerazo

temperature in ¢asi
cikli éni
termostat vsak od 40-ih ciklov
prileganje& analiza
talilne
zatetni program denaturacija podaljSevanje | krivulje
10 min 95°C
ABI Prism
7000 SDS 2 min 50°C| (aktivacija DNA polimeraze) 15s 95°C 30s 55°C 3087

6.2.15.1 Kvantitativna analiza izraZanja preucevanih genov

Za kvantitativno analizo je potrebna priprava staddih (umeritvenih) krivulj. Standardno
krivuljo se dol@i z odvisnostjo Ct vrednosti od logaritemskih vreslh koncentracij. To
obmaije koncentracij naj bi pokrivalo @akovane neznane vrednosti olfjokoncentracij
preiskovanih vzorcev. Standardne krivulje se upigapbza ugotavljanje merilnega obija,
za izra&un winkovitosti reakcije iz naklona krivulje in za pofhpri kvantifikaciji.
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7 REZULTATI

7.1 Izolacija genomske DNA

Izolacija gDNA posameznih gob je potekala s pdjmdita za izolacijo gDNA, in sicer z
DNeasy Plant Mini kitom. Po izolaciji smo izvedlelgko elektroforezo z uporabo 0,8%
agaroznega gela (slika 11).

1 2 3

Slika 11 Genomska DNA, izolirana iz posameznih medicinskih gob (1. Laetiporus sulphureus, 2.marker,
3.Fomes fomentarius)

7.2 lIzvedba PCR

Izolirana gDNA nam je sluzila kot matria DNA za pomnoZevanje s podjm verizne
reakcije s polimerazo taih ITS regij. Pomnozili smo celotne odseke, ki @dayjajo obema
ITS regijama vkljgno s 5S rRNA. Po posamezni reakciji smo pomnozasele Igili na

1,5% agaroznem gelu (slika 12).
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123 456 78 910111213 14

Slika 12 PCR produkti celotnih ITS regij medicinskih gob (1.,2. Laetiporus sulphureus, 3.,4. Trametes
versicolor, 5.,6. Fomes fomentarius, 7.marker, 8. Rastlina kot pozitivna kontrola, 9.NTC (no template
control), 10.,11. Schizophyllum commune, 12.,13. Grifola frondosa, 14. Pozitivha kontrola)

7.3 Dolocitev nukleotidnega zaporedja

Pomnozene odseke smo pred sekveniranj@stiloz Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System kitom. Nato smo jih poslali na sekveniranj&urofins MWG Operon, Ne#ija
(slika 13).

12345678

Slika 13 PCR produkti -priprava na sekveniranje ( 1.,2. Schizophyllum commune, 3. Laetiporus sulphureus,
4.marker, 5. Grifola frondosa, 6. Fomes fomentarius, 7.,8. Trametes versicolor)
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7.3.1 Dolocanje nukleotidnega zaporedja Laetiporus sulphureus

Laetiporus sulphureusITS

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

gt cacaaaca
gcccaggatt
tacgcgt cgt
at gaagaacg
atctttgaac
gaaact ctca
gacggt gccg
gacgt gat ag
cttgtcgtct
t gaact t aag

cgccccecccg
cgt agcct cg
gacgcgt cgt
cagcgaaat g
gcaccttgcg
acccctgcca
ttcggct cct
aaagt caccg
t cggacgaac
cat at caat a

tgcacgttga
ctttctttac
aat at aact t
cgat aagt aa
ccccttggea
tctttgcgga
ctt gaaagca
t cgact gaag
gt ct ct gagc
agcggaggaa

aggcccggct
acaaacttca

t cagcaacgg
t gt gaattgc
tt ccgaggag
t gagcgt cgg
t agt aaagct
ggt ccgt cgt
tct gacctca
acctggtc

ggt t gagt gg
gaat gt acat
atctcttggc
agaat t cagt
catgcctgtt
ttggattttg
t ggacct gac
t gaacggttc
aat caggt ag

gt gggcgacc
cggaat gt gt
tctcgcat cg
gaat cat cga
t gagt gt cat
gaggt t gccg
cgaccgagt g
aaggcttttg
gact acccgc

Slika 14 Rezultat dolocanja nukleotidnega zaporedja; zaporedje ITS1 regije za vzorec Laetiporus sulphureus

7.3.2

Doloc¢anje nukleotidnega zaporedja Fomes fomentarius

Fomes fomentaritd$S

61
121
181
241
301
361
421
481
541

t
g

cagcaacgga
gt gaattgca
t ccgaggagc
tgtagcgttg
ttggttcctt
t ggagagct t
t aggact acc

g

g
c

C

aat gggttgt agctggcectt
tgcacttact gtggtttcag
tttacaaact attgaagtaa

ctcttggcet
aattcagtg

atgcctgttt

at gt t ggag
t ggat cggc
t aat ggt ct
gct gaact t

ccgaggcat g
gt gcgt cgcc
cagaatgttt
ctcgcat cga
aat cat cgaa
gagtgtcatg
gcttttgetg
tgtcggtgtg
cgt cagagac
aagcat at ca

t gcacgccct
t cgcggeggce
attgatgtaa
t gaagaacgc
tctttgaacg
aaattctcaa
gcccagt cag
ataatgtcta
agcttttatg

at aggcggag

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

tctacacctg
ccacgttttc
atacaacttt
gat aagt aat
tccttggt at
tttgcgggtt
at gcat t agc
gt gaagcgat
t caaat cagg
a

Slika 15 Rezultat dolocanja nukleotidnega zaporedja; zaporedje ITS1 regije za vzorec Fomes fomentarius

7.3.3

Primerjava sekvenc

Bazo podatkov smo dopolnili z uspesno dobljeninpazadii celotnih ITS regilaetiporus
sulphureus(Gene Bank; pristopna Stevilka GU203516) Remes fomentariu§Gene Bank;
pristopna Stevilkka GU203514). Pridobljeno nukleotidzaporedjoLaetiporus sulphureus
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smo za primerjavo podobnosti primerjali z zapotedijiedicinskih gobGanoderma lucidum,
Ganoderma applanatum, Gloeodontia discolor, Ledltiseauricula, Laetiporus montanus,
Poria cocos, Trametes hirsuta in Trametes versicdla zaporedja smo pridobili iz genske
banke podatkov GenBAnk, primerjavo pa naredili snpgo racunalniSkega programa
BLAST Align Ver 4.2, z upoStevanjem BlastN algorgm

7.3.4 Gojenje gobjega materiala

Polisaharidi so bili predhodno izolirani po metatiplomskega dela Mojce Tajnik 2009 in
kot izhodni material uporabljeni v gujoci nalogi.

7.3.5 Test MTS

Z MTS testom smo dotdi najviSjo koncentracijo intracelularninh polisafdov iz
medicinske gobd.aetiporus sulphureyki Se ni citotoksina (Graf 1).

120

24h

100
80
60
40
0 Y Y Y T 1
0 50 100 250 500

Koncentracija Las ICP [ug/ml]

Celicno prezivetje [%]

Graf 1 Prikazuje celicno preZivetje v odvisnosti od koncentracije Las ICP
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7.3.6 Izolacija mRNA

Izolacija mMRNA posameznih gob je potekala s pgmdita za izolacijo mRNA, in sicer z
RNeasy Mini Kitom zdruzenim z RNase-Free DNase (®etgen, Hilden). Vzorcem smo
izmerili koncentracijo RNA na NanoDrop spektrofotetnu ND-100 (NanoDrop
Technologies, Wilmington, DE) z merjenjem absorleaqei 280 nm. Po izolaciji smo
preverili integriteto RNA z gelsko elektroforezo fearmaldehidom, uporabili smo 1,2%
agarozni gel (slika 19 in 20).

RNA smo nato prepisali z reverzno transkripcijo mi@Script reverse transcriptase (Qiagen,
Hilden).

7.3.6.1 Izolacija mRNA iz celic obdelanih z Las ECP

Slika 16 Gel formaldehidne gelske elektroforeze po izolaciji mRNA za LAS (1.HKG- kontrola, 2.HKG- tretirane,
3. Las ECP- kontrola, 4. Las ECP —tretirane)

7.3.7 Vpliv polisaharidov Las ICP na diferencialno izraZanje genov za izbrane citokine

Ugotavljali smo, kako delujej@-(D)-glukanski polisaharidi idaetiporous sulphureusa
nadizrazanje ali podizrazanje genov, ki kodirajpeavnetne citokine. Spremljali smo potek
diferencialnega izrazanja genov, ki kodirajo B-1IL-6 in TNF-ow v daljSeih ¢asovnih
obdobjih
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7.3.7.1 IzraZanje genov za citokine po 3 urah tretiranja celic

5
4
1 3h
3
B Kontrola
pLas ICP
2 J
1 - S—
0 - T 7

IL1 IL6 TNFa

Graf 2 Graf prikazuje produkcijo IL-1, IL-6 in TNFa po 3 urnem tretiranju z polisaharidi iz LAS ICP

7.3.7.2 IzraZanje genov za citokine po 6 urah tretiranja celic

30

25

20
6h

15 B Kontrola
DLas ICP

10

IL1 IL6 TNFa

Graf 3 Graf prikazuje produkcijo IL-1, IL-6 in TNFa po 6 urnem tretiranju z polisaharidi iz LAS ICP
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7.3.7.3 IzraZanje genov za citokine po 12 urah tretiranja celic

5
4
12h
3
B Kontrola
- DOLas ICP
2
1 1
1
1 -
0 - 7
IL1 IL6 TNFa

Graf 4 Graf prikazuje produkcijo IL-1, IL-6 in TNFa po 12 urnem tretiranju z polisaharidi iz LAS ICP

7.3.7.4 IzraZanje genov za citokine po 24 urah tretiranja celic

5
T
4 1
24h
3
B Kontrola
2 DOlLas ICP
1 - ek
0 - T T
IL1 IL6 TNFa

Graf 5 Graf prikazuje produkcijo IL-1, IL-6 in TNFa po 24 urnem tretiranju z polisaharidi iz LAS ICP
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8 DISKUSIJA

Po Darwinovi evolucijski teoriji je ontogenetskiziej posameznega osebka pogojen s
filogenetskim razvojem vrste in visjih taksonomskiiot. Skozi zgodovino se je spreminjalo
uvr&anje organizma znotraj osnovne enote - vrste s ppnooodij, ki so bila takrat na voljo
za dokazovanje sorodstvenih vezi. Od prvih primitivtaksonomskih poskusov, ki so
veckrat vodili do neskladij in napak, predvsem na popr taksonomije gliv je minilo Ze ve
tiso¢ let. Z razvojem bioloskih molekularnih metod irhmelogije rekombinantne DNA pa
smo pridobili molekularna orodja, s katerimi lahkatagneje vzpostavimo sorodstvene vezi
med posameznimi organizmi znotraj vrste in te ufae® Vv viSje taksonomske enote. Nove
molekularne genske tehnike, Se posebej divi® nukleotidnega zaporedja spetiiih regij
ITS, so revolucionirale sodobno sistematiko na pg&drkraljestva gliv (Fungi, Mycophyta)
(80).

V okviru diplomskle naloge smo se odilg da bomo v prvem delu naloge iz genomske DNA
Zveplenega L(@etiporus sulphureyss pomajo verizne reakcije s polimerazo (PCR)
pomnozZili odseke DNA, ki kodirajo za regije ITS jindolocili nukleotidno zaporedje. To
medicinsko gobo smo izbrali zaradi potencialne iprotorne @inkovitosti in zdravilnosti,
poznane iz ljudskega zdravilstva, a relativne riskanosti njenih &nkovin. Dobljeno
nukleotidno zaporedje smo objavili v bazi genskiiparedij GenBank pod Stevilko:
GenBank: GU203516.1 (za zvepleni lepolu&ai). Na osnovi pridoblejnega nukleotidnega
zaporedja, smo le-tega strukturno primerjali z eokblnmi zaporedji nekaterih ostalih
znanih medicinskih gobKomes fomentarius,Ganoderma lucidum, Ganodermaaapplm,,
Gloeodontia discolor, Lentinellus auricula, Laetipe montanus, Poria cocos, Trametes
hirsuta in Trametes versicolprki jih vse uvr§amo v razred Polyporales (Preglednica 11). V
ta namen smo uporabilidanalniski program ALIGN Blastn. V primeru, da jegenski banki
GenBank veé zaporedij ITS za isto vrsto, smo izbrali najnoeejbjavljeno zaporedije
oziroma zaporedje tistega seva, ki je né&jvat citirano v znanstvenih publikacijah. Po
pricakovanju smo najug odstotek ujemanja regij ITS iztanali med dvema vrstama rodu
Laetiporous, in sicer sta si nhukleotidni zaporeégije ITS med vrsthaetiporus montanus
Laetiporus sulphureusdentini v 94%. S presedenjem pa smo ugotovili, da je vrsta
Lentinellus auriculav nukeotidnem zaporedju regije ITS zelo podobnasto Laetiporus
sulphureusv 94%. Se vée presengenje pa je sledilo po primerjavi nukleotidnih zagutiy
regij ITS dveh vrst rodu Trametes in vritgetiporus sulphureysaj je ujemanje kar 98% za
vrsto Trametes versicolom 92% za vrstolrametes hirsuta Pripravki pisane ploskevke
(Trametes versicoldrnaj bi delovali izrazito imunomodulatorno, kar srdokazali tudi za
polisaharide zveplenega lepoluksija Lateiporus sulphuregs
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Preglednica 11 Odstotek identi¢nega nukleotidnega zaporedja regij ITS 2 185 RNA med nekaterimi
poznanimi medicinskimi gobami v razredu Polyporales.

vrsta L aetiporus sulphureus
Ganoderma lucidum 84%
Ganoderma applanatum 84%
Gloeodontia discolor 71%
Lentinellus auricula 94%
Laetiporus montanus 94%
Poria cocos 79%
Trametes hirsuta 92%
Trametes versicolor 98%
Laetiporus sulphureus 100 %
Fomes fomentarius 83%

Medicinske gobe se na razvitem ttZiSEU in ZDA trzijo ve&inoma v obliki prehranskih
dopolnil, ki vsebujejo izvieke ali dele medicinskin gob. Ta prehranska dopalrse
velikokrat sogajo z nedoslednostmi na podjw visokih standardov za kakovost in varnost,
saj velika veéina surovin ali gotovih izdelkov prihaja iz Azijpredvsem iz Kitajske. Prav
zato smo se v okviru prvega dela diplomske nalatiecti optimirati postopek doléevanja
nukleotidnega zaporedja regij ITS, ki omdgaelo hitro in zanesljivo identifikacijo izhodnih
surovin v izdelkih, v kolikor preostala DNA v kémem produktu ni popolnoma wena.
Tako smo poleg dotitve nukleotidnega zaporedja regij ITS ugotovilia de za
pomnoZevanje bistvenega pomena uporaba optimaksitna&cijskin pufrov in sistemov, ki
SO sicer razviti za izolacijo genomske DNA iz raxstkega materiala. Uspelo nam je izdelati
hitro in zanesljivo identifikacijsko metodo, ki jenakovredna, a hitrejSa od kkash
biokemijskih in mikroskopskih metod (5).

Ze tradicionalna medicina daljnega Vzhoda je medkim gobam pripisovala raztie
farmakoloSke ¢inke kot je imunomodulatorno delovanje, protirakaadovanje, pripravki za
znizevanje LDL holesterola. Prav zaradi opaZzergbdmih farmakoloskih dinkov so se
raziskovalci v zadnjih tridesetih letih usmerilcjano in z znanstvenimi metodami in dokazi
podprto raziskovanje. Vsi nastetinki so bili vsaj na nivoju m vitro« v.omejenih klingnih
Studijah veékrat dokazani. Date najve raziskav je narejenih na iz¢lah iz svetlikave
pologenke Ganoderma lucidumb07 znanstvenih publikacij v bazi PUBMED), veliga so
raziskovali predvsem imunomodulatorno in potendalorotirakavo delovanje sledlb
medicinskih gob:Trametes versicolor, Grifola frondosa, Lentinus @el® Poria cocos,

Gloeodontia discolor, Flammulina velutipes
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Ugotovili so, da so najpomembnejSa skupiri@nkovin, ki izkazujejo vpliv na imunski
sistem - glukanski polisaharidi, ki so prisotni v vsehigk®vanih vzorcih. Z aktivacijo dela
imunskega sistema, predvsem makrofagov in detwititi celic, naj bi posredno, preko
aktivacije dejavnika NReB (81), delovali tudi pri prepoznavi rakavih celpmpraajo pa tudi
0 njihovem neposrednem citotoksem delovanju (5). Aktivacija imunskega sistemasek
kaze v véjem izrazanju predvsem provnetnih citokinov, ki aigel vodijo diferenciacijo in
zorenje monocitov in dendritskih celic, je povezamaveijim izrazanjem provnetnih
citokinov. Leta 1997 je Wang s sodelavci dokazalfdjlukanski polisaharidi, izolirani iz
trosnjakov svetlikave paigénke Ganoderma lucidujnaktivirajo proinflamatorne citokine II-
1, II-6, TNF in interferon IFNy. Delovanje je bilo kvantitativho primerljivo z ristyirano
imunomodulatorno ¢ginkovino romurtid, ki jo uvr&@mo med analoge muramilnih dipeptidov
(82). Podobne rezultate so objavili tudi Habfam sodelavci (83), le da so pridobili
znotrajceléne in zunajcetine polisaharide z metodo submerznega gojenja necejobe
Ganoderma lucidum

Da bi ugotovili, kako delujejgB-glukanski polisaharidi iz zveplenega lepolukajia na
nadizrazanje ali podizrazanje genov, ki kodirajovmetne citokine, kar doslej Se ni bilo
narejeno, smo vzpostavili testni sistem z monocttalitno linijo U937. V preliminarnem
eksperimentu smo s porjo testa MTS ugotovili, da je najviSja koncentragyolisaharidov,

ki Se ni citotoksina, 100 ug/ml in to koncentracijsko obnig uporabili za nadaljnje
prowevanje imunomodulatronegaginka. Zeleli smo spremljati potek diferencialnega
izrazanja genov, ki kodirajo za interlevkin il (IL-1p), interlevkin 6 (IL-6) in dejavnik
tumorske nekroze alfa (TN&) v daljSih ¢asovnih obdobjih. Ugotovili smo, da secaa
relativno zgodaj nadizrazati mRNA za vse tri spjang citokine, vrh aktivacije pa je
dosezen 6 ur po zatku inkubacije celic $-glukanskimi polisaharidi, izoliranimi iz gobe
zvepleni lepolukngar. Podobne rezulatepzglukanskimi polisaharidi, izoliranimi iz micelija
vrste Lentinus lepideysso objavili tudi raziskovalci iz Juzne Koreje 820 dveh do Sestih
urah so ugotovili bistevno po¥@nje mRNA za TNFe in IL-1B, Zal pa niso spremljali nivoja
porasta interlevkina 6. Tudi oni so ugotovili nek&pkratno nadizrazanje obeh spremljanih
citokinov, kar je primerlivo z indukcijo z najmpejSimi imunomodulatorji
(lipopolisaharidi). Se posebej spodbudnen rezyiaezan z indukcijo provnetnih citokinov
Z vzorci iz vrsteLaetiporus sulphweus,pa je ménejSi winek polisaharidov na izrazanje IL-6
v primerjavi z ménimi, znanimi lipopolisaharidnimi (LPS) induktofirovnetnih citokinov

iz sten po Gramu (-) bakterij, kar potrjuje naSpdtezo, da s@-glukanski polisaharidi iz
medicinskih gob méne imunomodulatornec¢inkovine, ki lahko ugodno vplivajo na potek
infekcij in drugih, z imunskim sistemom povezanibldzni. Zavedamo pa se, da Studijeiv »
vitro« pogojih ne morejo v popolnosti nadomestiti Stundij Zivalskih modelilwin vivo«ali
celo Kliniénih Studij, zato bodo bode raziskave usmerjene v eksperimentalne Studije v
pogojih »in vivok V primeru ugodnih rezultatov, ki bodo poleg fakokineticnih in
farmakodinamskih Studij vklgevali tudi SirSe raziskave sistema LADME, pa bomo
poskusali pridobiti spojino vodnico za razvoj nqvitéinkovitin in varnih zdravilnih
ucinkovin z imunomodulatornim delovanjem.
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9 ZAKLJUCEK

V okviru diplomske naloge smo:

* iz gobe zvepleni lepolukriar (Laetiporus sulphureygszolirali genomsko DNA in
dolccili nukleotidno zaporedje njegovih regij ITS 18 SIR

» naredili primerjavo z ostalimi znanimi zaporedji ain@nskih gob

» z izoliranimip-glukanskimi polisaharidi ugotovili citotoksiost na izbrani celni
liniji

» ugotovili vpliv polisaharidov na diferencialno izanje genov, ki kodirajo za
proinflamatorne citokine ILf}, IL-6 in TNF-o

Na osnovi rezultatov lahko zak§imo, da je medicinsko manj znana goba zvepleni
lepoluknjicar del farmakoloSko aktivhe druzine visjih gliv, knajo imunomodulatorno
delovanje, saj njeni polisaharidi aktivirajo imunskstem z nadizrazanjem proinflamatornih
citokinov.
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11 PRILOGE

11.1 Priloga 1

Laetiporus sulphureus 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: GU203516.1

LOCUS GJ203516 578 bp DNA l'i near PLN 18- JAN- 2010

DEFI NI TI ON Laeti porus sul phureus 18S ri bosonmal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, conplete sequence; and 28S ri bosonal
RNA gene, partial sequence

ACCESSI ON  GU203516

VERSI ON GU203516.1 d:283827921
KEYWORDS
SOURCE Laeti porus sul phureus

ORGANI SM  Laeti porus sul phureus

Eukaryota; Fungi; Dikarya; Basidiomycota; Agariconycotina
Agari conycetes; Pol yporal es; Laeti porus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 578)
AUTHORS Radic, N, Jelenko, A, Kosler,S. and Strukelj, B
TI TLE Di rect Subni ssion
JOURNAL Submi tted (16-NOV-2009) Departnent of Pharnaceutical Biol ogy,
Faculty of Pharmacy, University of Ljubljana, Askerceva 7,
Lj ubl jana 1000, Slovenia
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..578
[ organi sn=" Laet i porus sul phureus”
/ nol _type="genom c DNA
/ speci men_voucher =" Las"
/ db_xr ef ="t axon: 5630"
[ PCR priners="fwd_nane: |TS1, fwd_seq
t ccgt aggt gaacct gcgg, rev_name: |TS4, rev_seq
tcctccgettattgatatge”
m sc_RNA <1..>578
/note="contains 18S ri bosomal RNA, internal transcribed
spacer 1, 5.8S ribosomal RNA, internal transcribed spacer
2, and 28S ribosomal RNA"
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ORIG N

/1

61
121
181
241
301
361
421
481
541

gt cacaaaca
gcccaggat t
tacgcgt cgt
at gaagaacg
atctttgaac
gaaact ct ca
gacggt gceg
gacgt gat ag
cttgtcgtct
t gaact t aag

cgcecccccy
cgt agcct cg
gacgcgt cgt
cagcgaaat g
gcaccttgcg
acccctgeca
ttcggctcct
aaagt caccg
t cggacgaac
catatcaata

tgcacgttga
ctttctttac
aat at aact t
cgat aagt aa
ccccttggea
tctttgcgga
ctt gaaagca
t cgact gaag
gt ct ct gagc
agcggaggaa

aggcccggct
acaaacttca
t cagcaacgg
tgtgaattgce
tt ccgaggag
tgagcgt cgg
t agt aaagct
ggt ccgt cgt
tctgacctca
acctggtc

ggt t gagt gg gt gggcgacc
gaat gt acat cggaat gt gt
atctcttggce tctcgeatcg
agaat t cagt gaatcatcga
catgcctgtt tgagtgtcat
ttggattttg gaggttgccg
t ggacct gac cgaccgagtg
tgaacggttc aaggcttttg
aat caggt ag gact acccgce
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11.2 Priloga 2

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 GUJ203514 591 bp DNA l'i near PLN 18- JAN- 2010

DEFI NI TION Fones fonentarius 18S ri bosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosonmal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, conplete sequence; and 28S ri bosonal
RNA gene, partial sequence.

ACCESSI ON  GU203514

VERSI ON GJ203514.1 :283827919
KEYWORDS
SOURCE Fones fonentari us

ORGANI SM  Fones fonentari us

Eukaryota; Fungi; Dikarya; Basidiomycota; Agariconycotina;
Agari conycetes; Pol yporal es; Fones.
REFERENCE 1 (bases 1 to 591)
AUTHORS Radic, N, Jelenko, A, Kosler,S. and Strukelj, B.
TI TLE Di rect Subni ssion
JOURNAL Submi tted (16-NOV-2009) Departnment of Pharnaceutical Biol ogy,
Faculty of Pharmacy, University of Ljubljana, Askerceva 7,
Lj ubl jana 1000, Slovenia
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..591
[ organi sn=" Fones fonentari us"
/ nmol _type="genom ¢ DNA"
/ speci men_voucher =" Ff 2"
/ db_xr ef ="t axon: 40442"
/[ PCR priners="fwd_nane: |TS1l, fwd_seq:
tccgt aggt gaacct gcgg, rev_nanme: |TS4, rev_seq:
tcctccgettattgatatge”
m sc_RNA <1..>591
/note="contains 18S ri bosomal RNA, internal transcribed
spacer 1, 5.8S ribosomal RNA, internal transcribed spacer
2, and 28S ribosomal RNA"
ORIG N
1 aatgggttgt agctggcctt ccgaggcatg tgcacgccct gctcatccac tctacacctg

61 tgcacttact gtggtttcag gtgcgtcgec tcgecggecgge gtcactcgge ccacgtttte
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/1

121
181
241
301
361
421
481
541

tttacaaact
cagcaacgga
gt gaattgca
t ccgaggagce
tgtagegttg
ttggttcctt
t ggagagct t
t aggact acc

attgaagtaa cagaatgttt attgatgtaa
tctcttgget ctcgeatcga tgaagaacge
gaattcagtg aatcatcgaa tctttgaacg
atgcctgttt gagtgtcatg aaattctcaa
gatgttggag gcttttgetg gecccagtcag
gtggatcggc tgtcggtgtg ataatgtcta
ctaatggtct cgtcagagac agcttttatg
cgctgaactt aagcatatca ataggcggag

cgcatctata atacaacttt
agcgaaat gc gat aagt aat
caccttgcge tccttggtat
cctat aaacc tttgcgggtt
ctcctcttaa atgcattage
cgccgecaccce gt gaagcgat
aact ct gacc tcaaat cagg
gaagagtttt a
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11.3 Priloga 3

Slika 17 Ganoderma lucidum vir:http://images.fuzing.com/members/4/49/00070449/137051.300x300.jpg,
September 2010

Slika 19 Laetiporus montanus vir:http://www.biolib.cz/IMG/GAL/104001.jpg, September 2010
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Slika 20 Ganoderma applanatum vir: http.//fiddlehead.smugmug.com/Fungi/Elias-Mushroom-Photo-
Gallery/DSC01641-copy/92285167 _XMv9b-S.jp, September 2010

Slika 21 Poria cocos vir: http://image.made-in-china.com/2f0j00pCATIURgsDbV/Poria-Cocos-Extract.jpg,
September 2010

Slika 22 Lentinellus auricular vir: http://simocybe.sakura.ne.jp/shiro-namiha-take.habitat.jpg, September 2010
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Slika 23 Trametes hirsute vir:
http://mycoweb.narod.ru/fungi/Submitted/ESP/Trametes_hirsuta_ESP_07012007.jpg, September 2010

Slika 24 Gloeodontia discolor vir:

http://mushroomobserver.org/image/show_image?_js=on&_new=true&id=77838&obs=4734, September 2010
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11.4 Priloga 4

Slika 25 Primerjava dobljenih zaporedij Fomes fomentarius in Laetiporus sulphureus

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

Query 6 GTTGTAGCTGGCCT TCCGAGGCATGT GCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCAC

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII LOLEEEEE e et
Sbjct 10  GTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCTCTGCTCATCCACTCTACCCCTGTGCAC

Query 66  TTACTGTGGITTCAGGTGCGT CGCCTCGCGGECGEECGET- CACTCGGCCCACGTITTTCTTTA

L I A L I A L A O
Sbjct 70  TTACTGTAGGTTGGOGTGGGCTCCT TAACGGGAGCATTCTGCCGGCCTATGTATACTACA

Query CAAACTATTGAAGTAACAGAATGT TTATTGATGTAACGCATCTATAATACAACTTTCAGC

AR AR AR AN AR
Sbj ct AACACT- TTAAAGTAT CAGAAT GTAAACGOGT CTAACGCAT- TATAATACAACTTTTAGC

Query AACGGATCTCTTGGCTCTCGCAT CGAT GAAGAACGCAGCGAAAT GCGATAAGT AATGT GA

N AR AR A A AR
Sbj ct AACGGATCTCT TGGCTCTCGCAT CGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGT AATGTGA

Query ATTGCAGAATTCAGT GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCT TGCGCTCCTTGGTATTCCG
R R R AR AR

Shj ct ATTGCAGAATTCAGT GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCG

Query AGGAGCATGCCTGT TTGAGT GTCATGAAATTCTCAACCTATAAACCTTTGCGGGT TTGTA

COCEEE e e et e et et i 11l
Shj ct AGGAGCATGCCTGI TTGAGTGTCATGGAATTCTCAACT TATAAATCCTTG- TGATCTATA

Query GCGTTGGATGT TGGAGCCTTTTGCTGECCE- - - - - AGTCAGCTCCTCTTAAATGCATTAG

NR AR R LTI ||||||||||
Shj ct AGCTTGGA- CTTGGAGGC- - TTGCTGGOCCTOGT TGGTCGGCTCCTCTTGAATGCATTAG

Query CTTGGI TCCTTGI GGATCGCECTGI CGGTGT GATAA- TGTCTACGCCGCACCCGT GAAGCG

N A R A R R R A A R
Shj ct CTCGAT TOCGTACGGATCGGCTCTCAGT GTGATAAT TGT CTACGCTGTGACCGTGAAGTG

Query - ATTGGAGAGCTTCTAATGGT CTCGTCAGAGACAGCT TTTATGAACTCTGACCTCAAATC
R R A A AR Ay
Shj ct TTTTGGCGAGCTTCTAACCGTC- CATTAG: GACAACT TTT- TAACATCTGACCTCAAATC

Query AGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT- AGGOGGAGGAA 583
FECEEEEEEEEE e e e e e e e ettt

Shj ct AGGTAGGACTACCCGCTGAACT TAAGCATATCAATAAACCGGAGGAA 587
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Slika 26 Primerjava dobljenih zaporedij Laetiporus sulphureus in zaporednjem Gloeodontia discolor iz
podatkovne baze

Score = 73.4 bits (80), Expect = 9e-18
Identities = 117/163 (71%, Gaps = 15/163 (9%
St rand=Pl us/ Pl us

Query 35 AGCTTGGATGT GGAGGECT TEGCTGGEGT CCCTTGACT GGEGT CAGCTCCTCTTGAATGCATT

LV TR e | L Tt
Shj ct AGCTTGGACTTGGAGGCTTGCTGG - COCTCGIT- - - GGTCGGCTCCTCTTGAATGCATT

Query AGTGAGCCTCTCTGIG& CCTCGGTGTGATAATTGTCTACGCCGTCGGT TCTGCA

1l AR AR A N
Shj ct AGCTCGATTCCGTACGGATCGGCTCTCAGT GTGATAAT TGTCTACGCTGT- GACCGTGAA

Query GITATTATAGGACTTGCTTCTAACCGTCTCTTTGAGACAACTTT 191

AR R R A AR AR
Shj ct GTGITTT- - GBGOGAGCT TCTAACCGTC- CATTAGGACAACTTT 520

Slika 27 Primerjava dobljenih zaporedij Laetiporus sulphureus in zaporednjem Laetiporus montanus iz
podatkovne baze

Score = 309 bits (167), Expect = 2e-88
Identities = 192/204 (94%, Gaps = 2/204 (0%
St rand=Pl us/ Pl us

Query 137 ATCAGAATGGTCTTACGCGTGTAACGCATCGTAATATAACTTTCAGCAACGGATCTCTTG

U A A R A R A AN
Sbj ct 143  ATCAGAAT- GT- AAACGOGT CTAACGCATTATAATACAACTTTTAGCAACGGATCTCTTG

Query 197 GCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGOGAAAT GCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCA
R R R R R R A R A AR ANy

Sbhjct 201 GCTCTCGCATCGAT GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGT GAATTGCAGAATTCA

Query 257 GTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCT TGGCATTCCGAGGAGCATGCCTG

AR R AR R A A R AR R
Sbjct 261 GTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCT TGCGCTCCTTGGTAT TCCGAGGAGCATGCCTG

Query 317 TTTGAGIGTCATGAAACTCTCAAC 340

LLETEEE et
Sbjct 321 TTTGAGIGTCATGGAATTCTCAAC 344
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Slika 28 Primerjava dobljenih zaporedij Laetiporus sulphureus in zaporednjem Trametes hirsuta iz
podatkovne baze

Score = 829 bits (918), Expect = 0.0
Identities = 527/569 (92%, Gaps = 15/569 (2%
St rand=Pl us/ Pl us

Query 4 TTTTGAAACGGGT TGT - - - TGECCTTCCGAGGCATGT GCACGCCCTGCTCATCCACTCTA

N A A A R A AR A A Ay
Sbjct 1 TTTTGA- - CGAGT TGTAGCTGGECCT TCCGAGGCATGT GCACGCTCTGCTCATCCACTCTA

Query 61 CACCTGTGCACTTACTGTAGGT TGECGTGEGT TTCTAGCCT CCGGGT TGGAAGCATTCTG

A R AR N A AR
Sbjct 59  COCCTGTGCACTTACTGTAGGTTGGOGTGGGCTCCTTAAG: - - - - - - - GGGAGCATTCTG

Query CCGGECCTATGTACACTACAAACTCTT- AAAGTATCAGAATGTAAACGCGTCTAACGCATC

AR R R A ||||||||||||||||||||||||||||||||
Shj ct CCGGCCTATGTATACTACAAACACT TTAAAGTATCAGAAT GTAAACGCOGT CTAACGCATT

Query TTAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA

AR R R R A A Ay
Sbj ct ATAATACAACT TTTAGCAACGGATCTCTTGGCT CTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA

Query TGCGATAAGT AATGT GAAT TGCAGAAT TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTG
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Shj ct TGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCT TG

Query CGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGT TTGAGT GTCATGAAATTCTCAACCCATAA

R R R R A AN A Ry
Sbj ct CGCTCCTTGGTAT TCOGAGGAGCATGOCTGT TTGAGT GTCATGGAATTCTCAACTTATAA

Query ATCCTTGTGATCTATGGGCTTGGATTTGGAGGCT TGCTGECCCTAG CGGTCGECTCCTC

AN A A R R AR A AR R
Sbj ct ATCCTTGTGATCTATAAGCT TGGACT TGGAGGCT TGCT GGCCCTCGT TGGTCGGCTCCTC

Query TTGAATGCATTAGCTTGATTCCGT GCGGATCGGCTCTCAGT GTGATAATTGICTACGCTG

COCEEEEEEr e e et e e e eyt
Sbj ct TTGAATGCAT TAGCTCGAT TCCGTACGGATCGGCTCTCAGT GTGATAAT TGTCTACGCTG

Query TGACCGT GAAGCGT TTTGGCAAGCT TCTAACCGT CCATTAGGACAACTTTATAACATCTG
R A R R A R AN R AR AR R AN
Sbj ct TGACCGTGAAGT GT TTTGGOGAGCT TCTAACCGT CCATTAGGACAACT TTTTAACATCTG

Query ACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGA 567
RN RN RR RN RN RN

Shj ct ACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCCCTGA 559

Slika 29 Primerjava dobljenih zaporedij Laetiporus sulphureus in zaporednjem Trametes versicolor iz
podatkovne baze

Score = 1016 bits (1126), Expect 0.0
Identities = 581/589 (98%, Gaps 4/ 589 (0%
St rand=Pl us/ Pl us

Query 1 TTTTGA- - CGAGI TGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCTCTGCTCATCCACTCTA 58

R AR R R A R R Ay
Sbjct 36  TTTTGAAACGGGT TGTAGCTGGCCT TCCGAGGCAT GTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTA 95

Query 59 CCCCTGTGCACTTACTGTAGGT TGECGT GEECTCCTTAACGGGAGCATTCTGCCGGCCTA 118
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AR R AR R A R A AR AR A ARy
CCCCTGTGCACT TACTGTAGGT TGGOGT GGGECT CCT TAACGGGAGCAT TCTGCOGGCCTA

TGTATACTACAAACACTTTAAAGTATCAGAATGTAAACGCGT CTAACGCAT- TATAATAC

COCEELEEEE e et e e e e e e e e e e
TGTATACTACAAACACTTTAAAGTATCAGAAT GTAAACGCGT CTAACGCATCTATAATAC

AACTTTTAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCAT CGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
AACTTTTAGCAACGGAT CTCT TGGCT CTCGCAT CGAT GAAGAACGCAGCGAAATGOGATA

AGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCT TGCGCTCCT

AR R R R A R N A AR A AR
AGT AATGT GAAT TGCAGAAT TCAGT GAATCATCGAAT CTTTGAACGCACCT TGCGCTCCT

TGGTATTCOGAGGAGCAT GOCTGTTTGAGT GTCATGGAATTCTCAACTTATAAATCCTTG
R R R A R A R R AR AR

TGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGI TTGAGI GTCATGGAATTCTCAACTTATAAATCCTTG

TGATCTATAAGCTTGGACT TGGAGGECT TGCTGECCCTCGI TGGTCGECTCCTCTTGAATG

RN AR AR R R R R A A
TGATCTATAAGCT TGGACT TGGAGGCT TGCTGGCCCT TGT TGGTCGGCTCCTCTTGAATG

CATTAGCTCGATTCCGTACGGATCGGCTCTCAGTGTGATAATTGT CTACGCTGT GACCGT

R A R R A RN AR
CATTAGCTCGATTCOGTACGGATCGGCT CTCAGT GT GATAAT TGTCTACGCTGT GACCGT

GAAGTGTTTTGGCGAGCTTCTAACCGT CCATTAGGACAACTTTTTAACATCTGACCTCAA

R AR R AR AR AR A ARy
GAAGT GTTTTGGCGAGCT TCTAACCGT CCATTAGGACAACT TTTTAACATCTGACCTCAA

ATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAACCGGAGGA 586

R R R AR AR AR A
ATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT- AAGCGGAGGA 623

Slika 30 Primerjava dobljenih zaporedij Laetiporus sulphureus in zaporednjem Ganoderma applanatum iz
podatkovne baze

Score = 562 bhits (622), Expect = 2e-164
Identities = 454/538 (84%, Gaps = 31/538 (5%
St rand=Pl us/ Pl us

Query 4 GITGTAGCTGGECCT TCCGAGGCAT GTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGIGCAC

R R AR A AN AR A A R
Sbjct 10  GITGTAGCTGGECCTTCCGAGGCATGTGCACGCTCTGCTCATCCACTCTACCCCTGTGCAC

Query 64 TTACTGT GGGTATCAGGGATCGT GAAGCGTGCTTTTTTACCGGAGC- TTGTGAAGCGTGT

|||||||||| [ [l ||||||||||||| |
Sbjct 70  TTACTGTAGGIT- - - - GG - CGTGG- - - - - GCTCCT TAACGGGAGCATTCTGCCG: - - - -

Query CTGTGCCTGCGTTTATCACAAACACTATAAAGTATCAGAATGT GTATTACGATGTAACGC

R A R AR R AR AN e e e
Shj ct - - - - GCCTATGTATACTACAAACACT TTAAAGTATCAGAATGTAAACG- CG- TCTAACGC

Query ATCTATA- TACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGECTCTCGCAT CGATGAAGAACGCAGC

AR AR R A R A RN
Shj ct AT- TATAATACAACT TTTAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCAT CGATGAAGAACGCAGC

Query GAAATGCGATAAGTAATGT GAATTGCAGAAT TCAGT GAATCATCGAATCTTTGAACGCAC

R A R AR R AR AN A RAA AN
Shj ct GAAATGCGATAAGTAATGT GAATTGCAGAATTCAGT GAATCATCGAATCTTTGAACGCAC
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CTTGCCCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGT TTGAGT GTCATGAAATCTTCAACCT 361

R AR A R A R R AR
CTTGCGCTCCTTGGTAT TCCGAGGAGCATGCCTGI TTGAGTGTCATGGAATTCTCAACTT - 346

ATAAGCTTTTGTGGT TTGTAGCCTTGGACT TGGAGCCTTGTCGECCTTGATCGGTCGECT 421

111 R N A R A AR A
ATAAATCCTTGTGATCTATAAGCT TGGACT TGGAGGCT TGCTGECCCTCGTTGGTOGECT 406

CCTCTTAAATGCATTAGCTTGATTCCTTGCGGATCGGCTCTCGGTGTGATAA- TATCTAC 480

AR AN A A AN A AR A RNy
CCTCTTGAATGCAT TAGCTCGATTCOGTACGGATCGGCTCTCAGTGTGATAATTGTCTAC 466

GCCGCGACCGT GAAGCG- TTTGGCGAGCTTCTAACCGTCTCACTTGAGAGACAACTTT 537

AR AR AN A e Ay
GCTGTGACCGTGAAGT GT TTTGGCGAGCT TCTAACCGTC- CATTAG - - GACAACTTT 520

Slika 31 Primerjava dobljenih zaporedij Laetiporus sulphureus in zaporednjem Ganoderma lucidum iz
podatkovne baze

Score = 600 bits (664), Expect = 8e-176
Identities = 482/569 (84%, Gaps = 27/569 (4%
St rand=Pl us/ Pl us

Query 1 TTTTGAC- GAGT TGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGT GCACGCTCTGCTCATCCACTCTAC

R AR A A AR A A AR
Sbjct 18  TTTTGACCGGGITGTAGCTGGOCT TCCGAGGCATGT GCACGCCCTGCTCATCCACTCTAC

Query 60 CCCTGTGCACTTACTGTAG GITGGECGTGG - - GCTCCTTAACGGG

AR AR A
Sbjct 78  ACCTGTGCACTTACTGTGGCCTTCAGAT TGCGAGGCACGCTCT TTACCGGGCTTGOGGAG

Query CAT- TCTGCCGCCCTATGTATACTACAAACACTTTAAAGTATCAGAATGTAAAC- CCG- T

N R O R R A AR AR A A A
Sbj ct CATATCTGT- - GCCTGCGT TTATCACAAACT CTATAAAGT AACAGAATGT GTATTGCGAT

Query CTAACGCAT- TATAATACAACT TTTAGCAACGGATCTCTTGGCT CTCGCATCGATGAAGA
LU e e e L e e ey
Shj ct GTAACACATCTATA- TACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCT CTCGCATCGATGAAGA

Query ACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTG

R R A R N AR AN AN AR
Shj ct ACGCAGCGAAAT GCGATAAGT AATGT GAAT TGCAGAAT TCAGTGAATCATCGAATCTTTG

Query AACGCCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGT TTGAGTGTCATGGAATTC

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Shj ct AACGCACCT TGOGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGT TTGAGT GTCATGAAATCT

Query TCAACTTATAAATCCTTGTGATCTATAAGCT TGGACT TGGAGECT TGCTGECCCTCGTI TG

LELEE T AR A R R A A
Shj ct TCAACCTACAAGCTTTTGTGGT TTGTAGGCT TGGACT TGGAGGCT TGTCGECCGT TATCG

Query GICGGCTCCTCTTGAATGCATTAGCTCGATTCCGTACGGATCGGCTCTCAGT GTGATAAT

AR A R R A A AR ARy
Shj ct GTCGGCTCCTCTTAAATGCAT TAGCT TGGT TCCT TGOGGATCGGCT CTCGGT GTGATAA-

Query TGTCTACGCTGTGACCGT GAAGT GT TTTGGOGAGCTTCTAACCGT CCATTAGGACAACT T
LLVEELEEE T et | ||||||||||||||||||||| L1
Shj ct TGTCTACGCCGOGACCGT GAAGCG TTTGGOGAGCTTCTAACCGT CTTATAAGACAGEC- T

Query TTTAACATCTGACCTCAAATCAGGTAGGA 548
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RN A
Sbj ct 552 TTAGACCTCTGACCTCAAATCAGGTAGGA 580

Slika 32 Primerjava dobljenih zaporedij Laetiporus sulphureus in zaporednjem Lentinellus auricula iz
podatkovne baze

Score = 269 bits (298), Expect = 2e-76
Identities = 163/172 (94%, Gaps = 0/172 (0%
St rand=Pl us/ Pl us

Query 247 AATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGECTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATG

N R R AN AN A AR AR
Sbjct 173  AATACAACTTTTAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCAT CGATGAAGAACGCAGCGAAATG

Query 307 CGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCA

R R AR R AN AR ARy
Sbj ct 233 CGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGOG

Query 367 CCCCTTGGTATTCCGAGGGGTACGCCTGITTGAGTGTCGTGAAATTCTCAAC 418

AR AR AR A A
Sbj ct 293  CTCCTTGGTATTCOGAGGAGCATGOCTGT TTGAGTGTCATGGAATTCTCAAC 344

Slika 33 Primerjava dobljenih zaporedij Laetiporus sulphureus in zaporednjem Poria cocos iz podatkovne
baze

PRI MERJAVA MED LAETI PORUS SULPHUREUS | N PORI A COCCS
Score = 333 bits (368), Expect = 2e-95

Identities = 329/414 (79%, Gaps = 30/414 (7%

St rand=Pl us/ Pl us

Query 257 ATAATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA

AR AR R A A R AR
Sbjct 171 ATAATACAACTTTTAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGOGAAA

Query 317 TGCGATAAGTAATGIGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTG

R R R R R RN AR AR ARy
Sbjct 231 TGOGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTG

Query 377 CGOCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGI TTGAGTGTCATTAAATTCTCAAACTCACT
R R A R R A R A R

Sbjct 291 CGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGT TTGAGT GTCATGGAATTCTC- AACT- - - -

Query 437 TTGGITTCTTTCCAATTGIGATGT- TTGGATTG - - TTGEGEEEC- TGCTGECCTTGACAG

I I L L O e A e A I
Sbjct 346 - --- TATAAATCC - TTGTGATCTATAAGCT TGGACTTGGAGGCT TGCTGGOCCTCGTTG

Query 492 GICGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCAGGACTTCTCATTGCCTCTGCGCATGATGTGATAA

COCEEEEErrer fere e 1 | I LELTLT
Sbj ct 400 GTCGGCTCCTCTTGAATGCATTAGCTCGA- TTCOGTACGGATCGGCTCTCAGTGTGATAA

Query 552 TTATC- ACTCATCAATAGCACGCATGAA- - - TAGAGT CCAGCTCTCTAATCGT CCGCAAG

O T R L I R A A A
Sbjct 459 TTGICTACGC-- - - - TGTGAC- CGTGAAGTGT TTTGGCGAGCT- TCTAACCGTCCATTAG

Query 608 GACAA- - TTTGACAATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA 659

U A A AN AR RN AR RAAANARAAEY
Sbjct 512 GACAACTTTTTAACATCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA 565
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