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POVZETEK

Gobe zaradi dobrega okusa in hranilne vrednostisp&etja uporabljamo v vsakodnevni
prehrani. Prebivalci na podfjth Azije pa so jih dolgo cenili zaradi Stevilnildavilnih
ucinkov. Medicinske gobe so tako zavzele pomembnagowle tradicionalni kitajski
medicini, ki je kmalu vzbudila pozornost zahodnegyeeta. Priljubljenost prehranskih
dopolnil iz medicinskih gob nar&s, zato je pretevanje mehanizmov delovanja in
strukture gobjih substanc izrednega pomena. V Igiavstudijah so klinine winke gob
pripisali polisaharidom, ki sestavljajo aglb steno visjih gliv.

V diplomski nalogi smo Zeleli doditi strukturo polisaharidov izoliranih iz gliv Zzvemega
lepoluknjicarja (Laetiporus sulphureygs in bukove kresilke Komes fomentarius)
Osredotdili smo se na vodotopne intracelularne polisaharide gobe Laetiporus
sulphureuger vodotopne intra- in ekstracelularne polisatearz gobe~omes fomentarius
Za karakterizacijo omenjenih polisaharidov smo gs#odli na podlagi predhodnih
raziskav na monocitni ceéhi liniji THP1, v katerih so polisaharidi vplivaha izrazanje
genov, ki nosijo zapis za proinflamatorne citokinestudiji smo pretevali le vodotopne
polisaharide, saj se ti v praksi najlazje ekstighim pripravijo za uzivanje.

Pri svojem delu smo uporabili gelsko izKijtveno kromatografijo, s pondg katere smo
polisaharide 1¢ili in jim dolocili velikost. Velikostni razred intracelularnih pshharidov,
izoliranih iz gobelaetiporus sulphureuse zelo $irok, in sicer od 5,7 x 360 5,15 x 10
Da. Podobnih velikosti so tudi intracelularni pahgridi, izolirani iz gobeFomes
fomentariusjn sicer od 8,8 x 10do 3,35 x 18 Da. Ekstracelularni polisaharidi, izolirani
iz iste gobe, so nekoliko manjSi. Njihove velikosie moremo potrditi zaradi slabe
resolucije in frakcionacijskega obija kolone, kljub temu dobljena vrednost predstavlja
dobro izhodige za nadaljnje raziskave in izbiro kolone. Monos@am® sestavo in tip
glikozidne vezi smo zZeleli potrditi z metodo HPL@ndar nismo bili uspesni, zato bo
uporaba in optimizacija metode HPLC in GC cilj niagdn raziskav. Z NMR-Studijo smo
uspeli potrditi prisotnosta-D-glukoze, B-D-manoze, B-D-fukoze in B-D-galaktoze v
izoliranih intracelularnih polisaharidih golh@etiporus sulphureufezultati NMR-Studije
intracelularnih  polisaharidov gobeFomes fomentarius so pokazali prisotnost

proteoglikana.
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ABSTRACT

Mushrooms have long been valued as tasty, nutsitimod and have been used for
thousands of years in the daily nourishment. Ressden the areas of Asia have long
appreciated mushrooms for their numerous healtfgctst Medicinal mushrooms have
played an important role in traditional Chinese i@ which soon attracted attention of
the western world. Nowadays, the popularity of feagplements of medicinal mushrooms
iIs growing quickly. Consequently, there is an ilased interest in mechanisms of
performance and structure of mushrooms compoundsfany studies, the clinical effects
of mushrooms were attributed to polysaccharidesisting the cell walls of higher fungi.

In this thesis we want to define the structure ofygaccharides isolated from fungi
Sulphur Polypore L(@etiporus sulphuregsand Tinder FungusFpmes fomentarigs We
have focused on soluble intracellular polysacclaidrom mushroomLaetiporus
sulphureus and soluble intra- and extracellular polysacaesifrom mushroonfFomes
fomentarius We have decided to do the characterization of vabenentioned
polysaccharides on the basis of previous reseawmdtenon monocyte THP1 cell line in
which the polysaccharides had influenced the espyasof genes encoding pro-
inflammatory cytokines. We have studied only wateluble polysaccharides, since in
practice they are more easily extracted and préepafer consumption.
In out study we used gel exclusion chromatographichvseparates molecules according
to differences in sizes. Size range of intracetlplalysaccharides isolated from mushroom
Laetiporus sulphureuss very broad, ranging from 5.7 x 1o 5.15 x 10 Da. Similar
molecular weights have got intracellular polysaciies isolated from the fungomes
fomentarius8.8 x 16 to 3.35 x 10 Da. Extracellular polysaccharides isolated frora th
same mushroom are slightly smaller. Their molecwleight can not be confirmed due to
poor resolution and fractionation range of the notluHowever, it is a good starting point
for further research and selection of the columar &m was to confirm monosaccharide
composition and type of glycosidic linkage by theans of HPLC method. Unfortunately,
we were not successful, so further research ofamgk optimisation of HPLC and GC
methods will be required. With NMR study we havenfamned the presence ai-D-
glucose, B-D-mannose, B-D-fucose and p-D-galactose in the isolated intracellular
polysaccharides of mushroobraetiporus sulphureusThe results of NMR analysis of

intracellular polysaccharidésomes fomentariusave shown the presence of proteoglycan.

Vi
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SEZNAM OKRAJSAV

OkrajSava Pomen

Ac,O acetanhidrid

AP-1 aktivirajoci protein

AU absorbanca

BCA bikinkoninska kislina (ang. bicinchoninic acid)

BHA butilirani hidroksianizol

BSA goveji serumski albumin (ang. bovine serum albumin)

C3 komplement
COX

CR (CD11b/CD18)
CSF

DO

DMSO

DNA

ELISA

EtOH
FIECP
FfICP

GC

MS

HDL
HIV-1-RT
HMG-CoA
HPLC

IL1, IL3, IL6,
L10,IL12
INOS

ITS

Kd

komplement C3

ciklooksigenazni receptor

receptor komplementa

kolonije stimuliraj@i dejavnik

devterirana voda

dimetilsulfoksid

deoksiribonukleinska kislina

encimski imunski test (ang. enzyme-linked immunbsat
assay)

etanol

vodotopni ekstracelularni polisaharidi gdbemes fomentarius
vodotopni intracelularni polisaharidi gopemes fomentarius
plinska kromatografija (ang. gas chromatography)

masna spektroskopija (ang. mass spectroscopy)
lipoproteini visoke gostote (ang. high-density [ypotein)
reverzna transkriptaza virusa HIV
3-hidroksi-3-metilglutaril-koencim A

tekatinska kromatografija visoke djivosti (ang. high-performance
liquid chromatography)

interlevkini 1,3,6,10,12

inducibilna sintaza duSikovega oksida
regija notranjega dist&nika (ang. intergenic transcribed spacer)

koeficient difuzije

vii
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1 UVvOD

1.1 MEDICINSKE GOBE

Tisocletja so bile gobe cenjene po svojem okusu v kuknan medicini (1). AntEénim
Rimljanom so predstavljale 'hrano bogov', za Egie so bile 'darilo boga Ozirisa', Kitajci
so jim pravili kar 'eliksir zivljenja' (2).

Danasnja ocena Stevila vseh vrst gob na Zemljb{&A00, od katerih jih poznamo le nekaj
10 % (3). Pol jih je uzitnih, okoli 700 poznanihstima znailne farmakoloSke lastnosti.
Predvidevanja kazejo, da je gliv v resnici Se \@lik&. Razvijajo se nove metode, s
katerimi ugotavljamo razlike med morfoloSko zelodpbnimi glivami (1). Glive
predstavljajo velik, Se neizko®8n vir novih w@inkovitih farmacevtskih produktov (3).
Vecino uzitnih medicinskih gob, ki vsebujejo bioloSkétivne polisaharide, najdemo v
deblih Odprtotrosnic in Zaprtotrosnic (2).

Uporaba in znanje o medicinskih gobah izvirata Zjrigga vzhoda (1). V kitajski
holisticni medicini poznajo celo Fu Zheng terapijo, kjerajomm gobe vlogo modulatorjev
imunskega sistema (2). Najbolj poznane gobe, Kitsatoletja zbirali in uporabljali na
podraijih Koreje, Kitajske, Japonske, vzhodne Rusijetypdi Srednje Amerike, Afrike,
Alzirije in Egipta, so:Ganoderma lucidunfReishi),Lentinus edodegShiitake),Inonotus
obliquus (Chaga), Fomitopsis officinalis Piptoporus betulinus Trametes versicolor,
Flammulina velutipes, Schizophyllum commune, Alaf@ auricula in Fomes
fomentariuster Stevilne druge (1-3). Ravno izsledki epideos&k uporabe medicinskih
gob predstavljajo osnovo modernim znanstvenim godi Prvo znanstveno pdiito o
antitumorni aktivnosti polisaharidov so objavilielkawa in sod. (1969) (4). Zadnjih 40 let
se je podrge raziskav zelo razSirilo. Znanstveniki po celewets intenzivno pretujejo
medicinske tinke s pomgjo in vivo/ in vitro sistemov ter odkrivajo nove antitumorne in
imunomodulatorne polisaharide (1). Prav tako sen@no poveal tudi trg s produkti
medicinskih gob, ki se uporabljajo kot prehrans&datki. Ocenjena vrednost tovrstnih
produktov je 15 milijard ameriskih dolarjev, kareptavlja 10 % trga s prehranskimi
dopolnili (3).
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1.2 RAZISKOVANJE U CINKOV MEDICINSKIH GOB

Kljub temu da prvotnim podatkom o delovanju meds&ih gob ne moremo v celoti
verjeti, obstajajo redke epidemioloske Studijen&sijo trdne in zanesljive informacije o
njihovih koristnih winkih na zdravje ljudi (1).

Primer je epidemioloSka Studija v pokrajini Naga@daponska), ki so jo izvajali nekaj
desetletij. Pri kmetih, ki so se ukvarjali z gomj gobd-lammulina velutipesso dokazali
manjSo smrtnost za ragtimi vrstami raka. Podobna Studija je potekala nalavtohtonih
prebivalcih v Braziliji. Okusha uzitha gobAgaricus blazeiraste na zelo omejenem
podraiju v gorah Brazilije blizu mesta Sao Paulo. Inciceestevilnih bolezni, vkljgno z
rakom, virusnimi ter bakterijskimi okuzbami, je @ilna tem podigu zelo nizka.
Nenavadno dolga Zivljenjska doba tamkajSnjih praloiev se je ujemala z uzivanjem gobe
Agaricus blazei V osemdesetih letih so dokazali, da ima goba zdiabro
imunostimulatorno delovanje, paige naravne obrambne mehanizme ter brani pred
infekcijami in rakom (1).

Vecina danasnjih Studij se izvaja na zivalih, ki jirmetno injicirajo tumorske celice.
Okuzene zivali oz. tumorne celice nato izpostagkstrahiranim gobjim polisaharidom ter
spremljajo njihove &inke (1).

Dandanes se raziskave usmerjajo predvsem nacguanje aktivnih metabolitov
medicinskih gob in njihovega mehanizma delovanjajvt pozornosti se v raziskavah
namenja polisaharidom, saj so ti izkazali n&@eucinkovitost. Klinicni in komercialni
nameni so pospesili razvoj pripravkov, ki vsebujektivne polisaharide: Lentinan
(Lentinus edod@sPSK (Krestin) in PSP (Polisaharid peptid) iz gdlbametes versicolor
ter shizofilan §chizophyllum communedjefungin [nonotus obliquuk prikazanih na Slika
1, ter D-frakcije Grifola fondosd, GLPS-frakcije Ganoderma lucidum)3). Kljub
velikemu napredku zadnjih 30 let ostaja veliko Bergh vprasSanj o delovanju igiokih

produktov medicinskih gob (3).
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Slika 1: Nekatera prehranska dopolnila oziroma vdtirabrez recepta iz medicinskih gob: (A)
Krestin (PSK), izoliran iz gob&rametes versicoloi(B) Lentinan, izoliran iZentinus edodegC)
shizofilan, izoliran izZSchizophyllum communie, (D) befungin, izoliran iZznnonotus obliquu$3)

1.3 ZVEPLENI LEPOLUKNJI CAR ali Laetiporus sulphureus

Laetiporus sulphureuge uzitna goba, predstavljena na Slika 2. Zaradies zvepleno-
rumene barve klobuka in ztimega okusa je znana pod imeni lesenic@n@c (ang.
chicken of the woods), gidrcja goba (ang. chicken mushroom), Zveplena polica.(a
sulphur shelf), Zveplena kapa (ang. sulphur cambaGnima beta, na himeniju lahko
opazimo cevkaste pore, kjer nastaja bel trosni.pfat zelo dolgo. Starejse gobe izgubijo
barvo in postanejo bledo sive ali rjave (5). Gdbmetiporus sulphureusajdemo na
propadlih umrlih deblih ter lubju. Najpogostejetfe lubje hrasta (6), lahko tudiesnje,
bukve in ostalih iglavcev. RazSirjena je v Sevémieriki in Evropi (7). Uvrgéamo jo med
gnilozivke in parazite, saj v koreninah in strzeireves povzréa rjavo gnilobo lesa. Les
se najprej razbarva, kasneje postane drobljiv imekr Prvi je gobo opisal francoski
mikolog Pierre Bulliard (1789) pod imenoBoletus sulphureugd). Kasneje je ameriski
mikolog William Murrill (1904) ustanovil rod Laetgrus ter vanj uvrstilLaetiporus
sulphureus (1920). DanaSnje raziskave so usmerjene na raaife vrst znotraj
morfoloSko podobnih goh. sulphureuss poma@jo modernih molekularnih tehnik: PCR,

analize polimorfizmov, ITS-regij jedrne DNA ipd (6)
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Slika 2: Gobd.aetiporus sulphureus
1.3.1 Sekundarni metaboliti in njihovi u éinki
Goba L. sulphureus predstavlja pomemben vir proteinov, esencialnihinakislin,
ogljikovih hidratov, mineralov, vitaminov ter drdgi bioaktivnih naravnih snovi.
Sekundarni metaboliti zavzemajo Sirok spekter pobremsubstanc, kot so: polisaharidi,
(pomembni gradniki celne stene), pigmenti, hlapne snovi, lektini, hormiontriterpeni.
Pigmenti dajejo gobi rumeno barvo, hlapne snovispaodgovorne za ztiéen vonj, ki
spominja na Zveplo. Med raziskovanjem in ugotayan pozitivnih «inkov gobelL.
sulphureusso dol@ili visoko vsebnost fenolnih in flavonoidnih dertea ter glede na
dobljene rezultate potrdili pomembno antioksidatiwiogo, primerljivo z ze poznanimi
antioksidanti BHA (butilirani hidroksianizol) ter-tokoferolom (vitamin E). Turkoglu in
sod. (9) so dokazali, da ima etanolni iz2dke Zveplenega lepolukgdarja ma@&no
antibioticno delovanje proti gram pozitivnim bakterijam inivgl Candida albicans
Mlinari¢ in sod. (10) so v svoji Studiji potrdili antivime delovanje preko inhibicije
reverzne transkriptaze HIV-1-RT (6).
Raziskave na Zivalskih modelih so pokazale hipeglikno, imunostimulatorno in

4%

pripisujemo izoliranimB-glukanom, katerih struktura je prikazana na SBkdzvlecki L.
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sulphureus winkovito inhibirajo pankreatno lipazo, kar je kljtinega pomena pri
zdravljenju debelosti. &inek lahko primerjamo s komercialno dostopnim zdosw
Orlistat. V gobah nastajajo metaboliti, ki inhipgaHMG-CoA reduktazo. Gre za kkui
encim pri endogeni sintezi holesterola. Lovastatihibitor HMG-CoA reduktaze, so pkvi
izolirali iz glive Aspergillus terreusn je v manjsSih koliinah prisoten tudi . sulphureus
Gobi se pripisuje antitromb@tio aktivnost in citotoksno delovanje. Bioaktivha snov
egonol deluje kot inhibitor melanogeneze in se abljs za terapijo ogene kozel.
sulphureus vsebuje encime, ki se lahko wuporabljajo v proizyodpapirja ter
zobozdravstvu. V kolikor bi uspelicinkovito izolirati pigmente ali antioksidante, l@-te
lahko koristno uporabili v prehrambni industrijitkearna prehrambna barvila (6).
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L-fukepiranozil
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| |
| | . : . ,
i ,l, | r = oD-manopiranozil — o = oLfukopiranozil - —
I 3 I ! | I I
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—6)- a-D-Galp-(1— —E8)- a-D-Galp-(1— —g)- a-D-Galp-(1—

glavna veriga, (1—6) vezana o-D- galaktopiranoza

Slika 3: Polisaharid, izoliran iz golh@etiporus sulphureu&); a-D-Manp = a-D-manopiranoza,
a-D-Fu@ = a-D-fukopiranozap-D-Galp = a-D-galaktopiranoza.

1.4 BUKOVA KRESILKA ali Fomesfomentarius

GobaFomes fomentariug prikazana na

Slika4. Tudi zanjo v literaturi obstaja ¥g@oimenovanj: kresilna goba, kopitna goba (ang.
Hoof fungus) (11) ali goba ledenegjaveka (ang. Ice Man Fungus) (13). Prvi znanstveni
opis gobe se v literaturi pojavi leta 1753 v Spe&éantarum. Opisal jo je Carl Linnaeus in
gobo poimenovaBoletus fomentariugl4).

Zanimivo je, da so S&tiri kose glivEomes fomentariusasli v rokah 5000 let starega
ledenegalovekaOtzi. Predvidevali so, da jih je uporabljal za nggemgnja. Goba je sicer
neuzitna, a so jo v preteklosti izkafai kot kresilo, iz nje so izdelovali tramo in ancad

Amadou predstavlja spuzvasti del gobe, ki so muaticemodnik ali soliter ter dobili
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mocno gorivo. Kresilna goba ima obliko konjskega kapitmeso je trdno in olesenelo,
cimetno rjave barve, trpkega okusa in sadnega véigduk je trden z belim robom, barva

niha od srebrno sive done, pogosto je rjava (12).

Slika 4:Fomes fomentariugl2)

Rasti€a najdemo v Evropi, Aziji, Afriki in Severni AmelikNa severnih podigih je
najpogostejSi gostitelj breza, na juznih bukev, gditeranskem okolju pa hrast. Poleg
nastetih raste tudi na javorjtesnji, angleSkem belem orehu, limoni, topolu, vjeisi,
egiptovski smokvi ter iglavcinFomes fomentariusavadno raste sam, kljub teméasih
na istem deblu opazimo ¥é&osnjakov.

Fomes fomentariusiviamo med parazite in saprofite. Micelij prodira gikb preko
podkodovanega lubja in penih vej ter povzréa gnitie drevesa. Zivi dolgo po odmrtju
gostitelja. Razpadaje drevo prepoznamo ponih oz. psevdoskleratnih linijah, ki jih
povzra@ajo encimi fenoloksidaze (12).Fomes fomentariousse priporéa za
dekontaminacijo povrsin, okuzenitez coliin vrstamiBacillus(12).

Poleg polisaharidov so aktivhe substance tudi neanj®lekule, ki prehajajo ceého
membrano in spreminjajo speciiie celtne odgovore z interferiranjem v doeno celéno
pot. Metanolni izvliéek gobeFomes fomentariushibira ekspresijo INOS in COX zaradi
zavrtja vezave NkB na DNA (3).

Nacin, po katerem lahko tamo goboFomes fomentariued morfolosko podobnih gob, je
kemijska reakcija v raztopini KOH. Zaradi prisotsrgovi fomentariol se raztopina obarva
krvavo rdeée (12).
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1.5 TERAPEVTSKI U CINKI MEDICINSKIH GOB

Gobe cenimo zaradi njihove hranilne vrednosti, ie§ pa se Siri njihova uporaba na
podraiju medicine in farmacevtske industrije. Vedna \ini¢nih Studij kaze pozitivhe
ucinke medicinskih gob, med njimi prevladujeta antdtaogeno in imunomodulatorno
delovanje (15). Izkazalo se je, da inhibirajo télemigne kot maligne tumorje, prepugejo
onkogenezo in metastaziranje (16). UZivanje golpiblisaharidov aktivira imunski
odgovor, zato jih imenujemo bioloski modifikatorjizvlecki medicinskin gob se
uporabljajo kot dodatno zdravljenje ob kemoterafijj, radioterapiji ter monoklonskih
protitelesin  (16). Medicinska uporaba poleg ze gemega temelji tudi na
antioksidativnem, kardiovaskularnem, hepatoproteleim, antidiabetnem,
protivirusnem, protibakterijskem, antiparazithem jrotiglivicnem delovanju (3).

Pomembno je, da organizmu ne Skodujejo ter mu edspavljajo dodatnega stresa (1).

1.5.1 Terapevtski u¢inki nekaterih polisaharidov medicinskih gob
V kliniénih terin vitro Studijah so antineopla&tio aktivnost dokazali pri polisaharidih:

lentinanu, grifolanu, pleuranu (15). Zaradi pratsdinega, antimikrobnega in
protiglivicnega delovanja se hkrati uporabljajo za zdravljenjekcij (16). Grifolan na
primer uspesno zavre okuzbo s patogeno glamdida albicans zavira tudi vnetje in
infekcije. Shizofilan pové&a produkcijo protiteles ter deluje bakteriostati, podobno
deluje Krestin.

Gobe imajo zaradi nizke kalone vrednosti, nizke vsebnosti miaB, visokega Stevila
proteinov, mineralov in nekaterih polisaharidovtidiee lastnosti (15). Primerne so za
diabetike, nekatere vrste gob dokazano znizujejoc&otracijo sladkorja v krvi. Tako
grifolan poveéa izlotanje inzulina za 25 %. Poleg sladkorja nizajo nhadesterola in
trigliceridov v krvi (16). Pleuran zniza LDL-holesbl, celokupni holesterol ter nivo
prostih ma&obnih kislin, kar povzré rahlo poveéanje HDL-holesterola. Predvidevajo, da
je mehanizem povezan z manjSo koncentracijo leptiriavi, na katerega vplivaj@-
glukani. Leptin je proteinu podobna substanca, & oizvajajo ma%bne celice
podkozZznega vezivnega tkiva. Receptorji zanj se jagha& hipotalamusu, kjer kontrolirajo
ob¢utek lakote in zadovoljstva.

Pleuran in lentingnizoliran iz gobe Shiitake, sta trenutno najbolprgbljenaB-glukana.
Oba kazeta pozitivne ¢inke na prebavni trakt, zmanjSujeta vnetje, karpgsebej
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pomembno pri zdravljenju ulkusa. Medtem ko lentingmkuje na peristaltiko, pleuran
zmanjSuje koliino konjugiranih dienov ¥revesiju, jetrih in eritrocitih.

Posebej zanimiv je terapevisktimek glive Sparassis crispaki pospeSi obnavljanje
kostnega mozga (15). Stevilni izvlé medicinskih gob izkazujejo antioksidativno

delovanje ter tako blazijo stres, zdravijo in olfagmmladosten videz koze (16).

1.6 MEHANIZEM DELOVANJA BETA GLUKANOV

Polisaharidi predstavljajo strukturno komponentiéoe stene visjih gliv. Ta je v glavnem
sestavljena iz dveh tipov polisaharidov: iz hitinar B-glukanov, a-glukanov in
glikoproteinov (17). V nadaljevanju se osred@mo na polisaharide, saj so edini izkazali
antitumorno aktivnost in ugodne&ioke pri Stevilnih boleznih (1). Klgni predstavniki so
B-glukani (1-3);(1—4), molekule, relativno odporne na kislino v Zelod®o peroralni
aplikaciji potujejo v dvanajstnik, kjer jinh zaradarave glikozidne veziftkonformacija)
encimi pankreasa ne morejo cepiti (15). V st@&mevesja se aktivnp-glukani vezejo na
makrofagne receptorje, nastale v kosthem mozguojTkak molekulap-glukana prepozna
receptor, se celica aktivira in finie proizvajati baktericidne snovi, npr. lizocimeaktivhe
kisikove radikale, vodikov peroksid ¢B,), N-oksid (NO) in druge. Celice proizvajajo
Stevilne citokine, ki nadalje aktivirajo fagociten ilevkocite ter Stevilne druge
imunomodulatorne poti (15).

Polisaharidi ne napadejo rakavih celic direktnotitimorni winek je posledica aktivacije
razlicnin imunskih celic v gostitelju, zato zahteva intek limfocite T in makrofage.
Limfociti ob stiku z antigeni tumorja proizvajajoitakine, ki po principu pozitivhe
povratne zanke aktivirajo limfocite T in makrofadéa ta ndin stimulirajo tudi NK-celice
(naravne celice ubijalke), makrofage, citot¢ks limfocite T, limfocite B, produkcijo
protiteles, ki vse vodijo k utenju tumorske celice.

Druga pot delovanja polisaharidov je poaeje dejavnikov CSF (kolonije stimulirajo
dejavnik), IL-1, IL-3, ki pripomorejo pri zorenjudiferenciaciji ter proliferaciji celic
imunskega sistema. Pase se infiltracija eozinofilcev, nevtrofilcev in gralocitov.
Sposobnost lentinana je, da lahko obnovi popoln@aato aktivnost limfocitov T.
Aktivirajo se tudi alternativne poti komplementaakb se C3-komponenta komplementa
cepi v C3a, anafilakini toksin, ki deluje direktno na tumorske celicer tC3b, ki
nespeciftno aktivira makrofage (1). Slika 5 prikazuje shemazlicnin mehanizmov

delovanja lentinana.
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S podobnim predstavljenim hipot&tim mehanizmom delovanja lahko razlozimo tudi
protivirusno in protimikrobno delovanje. Za opsarane patogene, prekrite s fragmentom
C3b, velja, da izkazujejo mino afiniteto do receptorjev CR3 (CD11b/CD18). Vexav

povzrai citotoksino degranulacijo in fagocitozo (16).

Kolonije Splosno potenciranje C3a
stimuliraiocl odpornosti gostitelja| | anafilatoksin
faktor + + +
Serumski proteini C3b
LAARLE i, nespecifiéno
Koemplement C3 ; Aktivirani
Jetra Makrofagi markofagi
ADME
m MAF
IL-1 IL-2 4 kursonit CTL |TARENE
redstavitveni iag i+ L 2 sy 7
LENTINAN = makrofagi ‘(r)-l!?;?fc?ilzv sotalnini (:Eiti?mfk“'c:r TUMORNE = UNICENJE
A-celice limfocito i CELICE
specifiéno o
» Q
‘{3( Zaviralni Nicelne (K]\_¥
r T-limfociti celice
ANTIGENI ” Q.
TUMORIA *
7
™ B-limfociti Protitelesa
Naravne

celice ubijalke

Slika 5: Mehanizem delovanja lentinana (1)

Da bi razjasnili mehanizem delovarfjaglukanov, so iskali njihove receptorje. Do sednj s
odkrili Stiri mozne kandidate. Poleg omenjenegaeptorja komplementa CR3,ki se
nahaja na nevtrofilcih, monocitih, NK-celicah, sanmembni Se: glikosfinogolipid
laktozilceramid, dolateni €istilni receptorji (ang. scavenger receptor)daktin-1 (BGR).
Ob vezavi B-glukana na laktozilceramid pride do posaja proizvodnje MIP-2
(makrofagnega vnetnega proteina) ter aktivacijeoigg NFB. Kljub dobrem ujemanju
rezultatov ne moremo posploSevati, saj so afiniteteptorjev pratevali izkljucho nap-
glukanu zimosan (16).

Zn&ilnost prirojenega imunskega odgovora je, da caigomajo posebnih povrSinskih
receptorjev PRR (kamor sodijo tudi TLR-receptorpyepoznavajo ligande PAMP,
komponente patogenih mikroorganizmov (16). Posamesgeptorji imajo raztine poti

signalizacije preko razinih vmesnih signalnih molekul. Koni izid signalizacijske
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kaskade je vedno aktivacija transkripcijskih fajgor Aktivirata se bodisi NEB (jedrni
faktor, oja&evalec lahke verige kappa v limfocitih B) bodisi -ARaktivirajati protein 1)
(18). Posledice aktivacije transkripcijskih faktorjev sazlicne in vkljuiujejo: diferenciacijo,
proliferacijo, apoptozo in sprédnje razknih mediatorjev vnetja, kot so interferoRNF-a,
IL-1, IL-6, IL-10, IL-12. Prepoznava patogenov sR4teceptorji omogéa tri razlcéna, a
prepletajéa se delovanja: a) zaznavo prisotnosti in vrstogeta, b) sprozitev takojSnjega
odgovora na patogeni mikroorganizem in c) spodhejalolgo delujéega adaptivnega
odgovora (18).
Po vsej verjetnosti glukani prevzamejo viogo PAMBleRul. Dektin-1 receptor
predstavlja PRR-receptor na makrofagu, ki prekoaligacijske kaskade aktivira citosolno
fosfolipazo A ter povzr@a akutno vnetje. Dokazali so, desti f-(1—3) D-glukan preko
vezave na receptor stimulira spfasje arahidonske kisline in ekspresijo COX2
(ciklooksigenaze 2) (Slika 6) (16).

kvasovka
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Slika 6: Celtni odgovor na gobje beta glukane preko receptogktib-1 (19)

Kljub velikim prizadevanjem, raziskavam in Studijam podréju gobjih polisaharidov,

celostni in natatni mehanizem delovanjaglukanov ostaja uganka (3).
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1.7 STRUKTURA IN VLOGA POLISAHARIDOV

Polisaharidi pripadajo strukturno najbolj raznotike razredu makromolekul. V primerjavi
z drugimi biopolimeri, kot so proteini in nukleireskisline, ki se med seboj povezujejo na
en sam n&n, so polisaharidi kompleksnejSi. Monosaharidnetenvorijo glikozidne vezi

z razlenimi hidroksilnimi  skupinami ter oblikujejo razho razvejane ali linearne
strukture. Osnovno verigo sestavtja ali f-glikozidna vez. Poleg primarne strukture ter
razvejanosti na delovanje ®mo vpliva terciarna struktura. Tako velika strukiar
raznolikost polisaharidov omoga prilagodljivost natainim regulatornim mehanizmom v
organizmu (1).

Polisaharidi, izolirani iz medicinskih gob, imajela razltne kemijske sestave. Najbolj
razSirjeni sop-glukani (Slika 7), katerih osnovna veriga je segtaa izkljueno iz D-
glukoznih enot (1). Splosna formula glukanov jesHGOs),. Teorettno moznih
kombinacij je veliko, medtem ko je Stevilo naravrshadkorjev relativno omejeno,
priblizno 300, npr. celuloza, glikogen, dekstraB)(JAntitumorno aktivnosf-glukanov so
dokazali prip-(1—3) vezi terB-(1—6) razvejani verigi. Aktivni so bili tudio-(1—3)
glukani ter Sirok spekter drugih polisaharidov zli@imi kemijskimi strukturami: hetero-
B-glukan, heteroglikan, protgdglukan, proteat-glukan, a-mananoB-glukan, kompleks

heteroglikana s proteinom idr. (1).

CH,0H OH
(0] 0]
) 4¥ OH 1 5
o —O-
} OH CH,OH
OH
--0
4 ¥ OH 1
(0]
CH,OH

Slika 7: Osnovna struktufaglukana s kombinacijo vezi {23) ter3-(1—4)

V gobah nastajajo tako heteroglukani kot heteregiik Prvi imajo osnhovno verigo
sestavljeno iz D-glukoznih enot, medtem ko je stitk stranske verige zelo raznolika.
Vsebuje lahko glukuronsko kislino, ksilozo, galadp manozo, arabinozo ali ribozo v

razlicnin razmerjih. Heteroglikani imajo osnovno verigestavljeno iz raztinih

11
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monosaharidnih enot. Delimo jih na galaktane, figkdsilane in manane; njihova stranska
veriga pa lahko vsebuje arabinozo, manozo, fuk@adaktozo, ksilozo, glukuronsko

kislino in glukozo (1).
1.8 SAR BETA GLUKANOV, vpliv strukture na u ¢inek

Strukturne razlike-glukanov, npr. velikost polisaharida, dolzina sslah verig, obseg
razvejanosti, topnost glukana, terciarna struktuma¢no vplivajo na njihovo aktivnost
(16). Za antitumorno delovanje naj bi bila potrelgiikozidna vez3-(1—3) v glavni verigi
ter dodatng3-(1—6) stranska veriggi-glukani, ki vsebujejo pretezn-(1—6), so manj
ucinkoviti (1).

Topnostp-glukanov je odvisna od izvora in strukture polsatia ter dolZzine stranskih
verig. Gobji B-glukani so topni in jih lahko izoliramo z wWo vodo, medtem ko s@-
glukani kvasovk netopne komponente @& stene (15, 16). Topnost naraste s poviSanjem
temperature. Vodotopni glukani so izkazal¢jeeantitumorno ginkovitost.

Aktivnost se poveéa z viSjo stopnjo substitucije. NajviSja stopnjalbske aktivnosti
polimerov glukana je bila opazena pri stopnji raamesti od 0,2 do 0,33.

Obseg relativne molekulske masglukanov je zelo velik: od nekaj 10—-1000 kDa (3).
glukani z veliko molekulsko maso so néapkovitejSi. Zelo majhnip-glukani (< 5000—
10000 Mr, npr. laminarin) so neaktivni (16). Omemgepravilo pa ne velja za-(1—3)
glukuronoksilomanane, izolirane iz Zelatinske g@dray. Jelly mushroom). Njihowinek
je neodvisen od molekulske mase.

Pri imunostimulatornem delovanju ima pomembno vitgmiarna konformacijglukana,
in sicer trojno vij@na struktura. Ko so lentinan, glukan iz gdentius edodedretirali z
DMSO (dimetilsulfoksidom), ureo ali NaOH, so izglulterciarno strukturo, primarna je
ostala nespremenjena. Odkrili so, da se s progresienaturacijo izgublja protitumorsko
delovanje. Rezultate so potrdili s ptewanjem shizofilana (1).

Vcasih so potrebne kemijske modifikacije, ki izbggaantitumorno aktivnost
polisaharidov ali njihovo bioloSkoc¢inkovitost, na primer topnost. Postopki, ki se it
kemijskih modifikacijah najuékrat uporablja, so: Smithova degradacija (20), faipa in

karbometilacija (1).

12
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1.9 RAZVOJINA POT NOVE U CINKOVINE I1Z MEDICINSKIH GOB

Pot od odkritja nove spojine do njene terapevtgi@abnosti je dolga in vkljiwje Stevilne
korake. Pogledali si bomo biotehnoloSki postope#igirivanja gobje biomase, ekstrakcijo
in izolacijo vodotopnih polisaharidov, preverjahjeloske aktivnosti molekul ter dalev

njihove keméne strukture.

1.9.1 Kultivacija gob in produkcija gobje biomase
Izbrane gobe sprva gojimo na trdnem agarju na jB@trplo&i. Tako dobimo ¢isto

micelijsko kulturo.Cas, v katerem bo goba razvila micelij, je odvisehlastnosti vrste,
pogojev kultivacije, vsebnosti hranljivih snovi vediju, pH, temperature in faze zrelosti
polisaharidov pri kultiviranih Bazidiomicetah najde na substratu s C/N-razmerjem 40 :
1 (15). Polisaharide pridobivamo iz plothS ali kultiviranih micelijev. Gre za dva
najpogosteje uporabljena biotehnoloSka postopkaeslaZavedati se moramo, da je
kolicina polisaharidov, pridobljenih iz plod&, bistveno vga kot pri kultiviranem
miceliju (1). Navadno vzdrzujemo trdna gopsv inkubatorju pri 27° C, dokler ni Petrijeva
ploXZa v celoti prekrita s svezim micelijem. Sele taksat lotimo submerznega diiaa
pridobivanja micelijske biomase. Svez micelij cepim tek@e goji&e z enako hranilno
sestavo in stresamo na stresalniku. Inkubiramaddaiasa, dokler micelijski delci v celoti

ne prekrijejo medija. Tudi ta korak j@sovno zelo razlen in odvisen od lastnosti vrste

3).

1.9.2 Ekstrakcija polisaharidov iz celiéne stene
Biomasa mora biti posusSena in zmleta v fin pra38kede na snov, ki jo zelimo

ekstrahirati, izberemo primerno organsko topilo.izzaglacijo molekul lipidnega izvora, ki
penetrirajo skozi caino steno, bomo izbrali v vodi netopna topila, miilacetat. Kadar pa
pricakujemo, da molekule delujejo na povrsini celice,osll@imo za vodotopna topila,
npr. alkohol. Najpogosteje uporabljena topila zatedkcijo so: metanol, etilalkohol,
etilacetat, dietileter, formaldehid ali nekateremimnacije. Ce se bioaktivni sekundarni
metaboliti izl@&ajo v goji€e, je smiselna tudi ekstrakcija iz t€kdorozge (3).

Po dveh dekadah intenzivnih raziskav medicinskih go Mizuno in sod. na Japonskem

P-4

plodi& in kultiviranih micelijev (1, 21).
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Majhnih molekul in ne&istot se znebimo z dodatkom 80-odstotnega etariBidi ve
zaporednih ekstrakcij z vodo (100 °C, 3h), lahkseadlgimo za alkalno ekstrakcijo z 2-
odstotnim amonijevim oksalatom (100 °C, 6h) alidstwtnim NaOH. Pri prvi ekstrakciji
dobimo v vodi topne polisaharide, pri drugih dveksteahiramo v vodi netopne
polisaharide (21, 22).

1.9.3 Izolacija in ¢iséenje vodotopnih polisaharidov

Vodotopne frakcije polisaharidov najpogosteje adrag z dodatkom etanola (3 : 1; v : v).
MoZno je tudi obarjanje s Fehlingovo raztopino ietapnim CG@" kompleksom (23).
Nastala oborina ntista, poleg polisaharidov so v njej prisotne tudiugk molekule.
Dializa proti destilirani vodi je enostaven postkpe pomdjo katerega se znebimo vseh
soli, majhnih molekul, polisaharidov z nizko mol&d&o maso ipd. (20, 23). Molekule
prehajajo skozi dializno membrano na osnovi komreerjskega gradienta, zato je
pomembno konstantno meSanje in menjava vode. Neka® posluzujejo tudi
ultrafiltracijske membrane (20, 24). Veliko tezgeje znebiti proteinov, ki motijo nadaljnje
analize. Proteinov so se poizkusali znebiti nai¢ael n&ine: s pomgjo Sevage reagenta
(1-butanol : kloroform = 1 : 4) (25, 26) dodatkoncena proteinaze ali z zamrzovanjem in
odtaljevanjem vzorca (24).

Polisaharidne izvigke najbolje distimo z uporabo kombiniranih tehnik, kot so etauol
obarjanje, frakcionirana precipitacija, kisla pptEcija z ocetno kislino, ionsko-
izmenjevalno kromatografijo, gelsko filtracijo aliinitetno kromatografijo.

Z ionsko-izmenjevalno kromatografijo skozi DEAEelzne kolone Idimo nevtralne
polisaharide od kislih, nevtralne pa naprej s pgmagelske filtracije ali afinitetne
kromatografije nax-glukane (adsorbirana frakcija) gliglukane (neadsorbirana frakcija)

(1),

1.9.4 Preucevanje aktivnosti polisaharidov
Vsi izolirani izvleiki niso aktivni. Obstajajo razlihe metode in poizkusi, ki jih izberemo

glede na cilj Studije. Poizkuse izvajamo na spédaifiliniji izbranih rakavih celic.
Uporabimo lahko test cghe proliferacije (ang. Cell Proliferation Assayzvlecke, ki
inhibirajo rast rakavih celic, za ¥éot 50 % obravnavamo kot aktivne izéke. Ce Zelimo
ugotoviti in potrditi mehanizem na intracelularavni delovanja, moramo celice tretirati s
tocno dola@enimi koncentracijami izvigkov, celice zbrati in lizirati. Proteine, ki nas

zanimajo, detektiramo z metodami Western blot &liSA. Ekspresijo speciénih genov,
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vklju¢enih v proces tumorigeneze, dédmno s pomgo PCR ter RT-PCR. V analize
moramo vedno VKIjéiti ustrezne kontrole in rezultate primerjati s komimi celicami (3).

1.9.5 Doloéevanje kemijske strukture aktivnih polisaharidov
Ekstrahiranim in izoliranim polisaharidom Zelimolalti kemijsko sestavo. Prvi korak je

locevanje s pomgo kromatografije (3). Gelska izkKitvena kromatografija ki
polisaharide glede na njihovo molekulsko maso. Metodlikujejo njena hitrost, visoka
selektivnost in dobra ponovljivost. Polisaharidi spirajo iz kolone po velikosti od
najvetjih do najmanjsSih. Téna molekulska masa se kasneje dioloumeritveno krivuljo

vec velikostnih standardov (27).

1.9.5.1 Analiza monosaharidnih enot (HPLC, TLC, GC)
Ce zelimo doleiti sestavo monosaharidnih enot, moramo polisahaaigrej hidrolizirati

(23). Kislina TFA je primernejSa od ostalih mineal kislin, saj jo zaradi ge hlapnosti
laZje odstranimo (28).

EnostavnejSa analizna metoda je tankoplastna komredtja (TLC), za natamejSo
analizo uporabimo tekmsko kromatografijo pod visokim tlakom (HPLC) oglinsko
kromatografijo (GC). S pondpo zadnje lahko dokimo sestavo polisaharidov, osnovno
verigo ter glikozidno vez. Ker polisaharidi nimajeaksimuma absorpcije v UV-obra,

za detekcijo uporabimo refraktometri detekor ali pa vzorce derivatiziramo. Priprava
vzorcev za plinsko kromatografijo je zahtevnejsa, morajo biti vzorci hlapni. Zaradi
Stevilnih korakov in reakcij je pomembno, da odsitm® vse reagente v presezku,
vprasljiv je tudi izkoristek. Vzorci ne smejo vselti viage (24, 28). V primeru
rotavapiranja je potrebna posebna previdnost, sajzerci hlapni (23). Nastale alditolne
acetate analiziramo s plinsko kromatografijo, mojeatudi analiza s kombiniranim
sistemom GC-MS (25, 28-30).

1.9.5.2 Metilacijska analiza polisaharidov
S pomajo metilacije polisaharidov lahko daliono osnovno verigo in glikozidno vez. Na

za&etku naredimo le delno hidrolizo, da dobimo osnoweogo polisaharida. Za delno
hidrolizo uporabimo manj koncentrirano 0,05 M THAzjo temperaturo 95 °C in blage
pogoje (20). Sledi per-O-metilacija vseh hidrokisilskupin, ki ne sodelujejo pri osnovni
glikozidni vezi. Kemijske reakcije so prikazane fdika 8. Pri postopku metilacije
ogljikovih hidratov sta Ciucan in Kerek uporabikagente NaOH in DMSO-Mel (23, 24,
31, 32), medtem ko sta nekoliko modificirano metodetilacije na polisaharidih
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preizkusila Needs in Selvendran (33, 34). Zaradibel topnosti se ¢asih pojavi

pomanjkljiva metilacija (31). Na koncu metiliran®ligaharide v celoti hidroliziramo,

reduciramo in acetiliramo, kot je v Studiji opisalveet in sod. (20, 35). Ponovno dobimo

dobro hlapne vzorce, ki jih analiziramo s pafoglinske kromatografije.

CH,OH CH,OMe
HAOH HAQH
H
OMeH
HOH H HO CH2 2OMe HMeO CH2 CHQOMe
H A OH O\H O b HA—QH O\H O\ H
OH H OH H OH H OMeH OMeH OMeH "\‘
' CHyOMe
m OAc
H i H
Redukcija OMeH /—OAc
MeQ H
cetilaci H OMe
CHpOMe CH2OAC CH20Me
H OAc OAc OAc
H H
AcO OMeH OAc AcO OMEH OAc AcO OMeH
H
H OMe OMe

Slika 8: Enostavni primer metilacijske analizekpgan s pom#jo strukturne enote polisaharida.
Prikazani so koraki metilacije, hidrolize, redukcip acetilacije, katerih k@ni produkt je nastanek
hlapnih O-metiliranih alditol acetatnih derivat@®6.

1.9.5.3 NMR-jedrna magnetna resonanca
Metoda NMR je vedno bolj razSirjena in uporabnan&¥mje prednosti NMR tehnologije

omog@&ajo natadno dolcitev strukture ze pri nanomolarnih kibhah @iscenega glikana.

Od vseh analiznih metod ponuja NMR najbolj celogtnistop doléevanja strukture
sladkorjev, kar vkljguje dolaitev stereokemije sladkorja, zaporedja, substitmennh
komformacijo. Z NMR lahko prewjemo celo interakcije med sladkorji in proteinif}3
Odvisno od tega, katero jedro atoma opazujemo,olghisnamemo razine spektre.
Splodno uporabna staC in 'H NMR. Pri snemanju spektrov sta pomembna parametra
frekvenca in temperatura. Za Studijo polisaharidevuporablja 400 MHz in temperatura
od 30 °C do 50 °C.

Vodik, prisoten v topilu, moti analizo NMR, zato gaoramo zamenjati z devterijem.

Topilo za vzorce je navadno,D (devterirana voda), CD&(devteriran kloroform) ali
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DMSO (23, 29). Uporabljajo se lahko tudi topila breodika, npr. CGl (ogljikov
tetraklorid) in C$(ogljikov disulfid).

Rezultate podajamo kot kemijske premike, izrazengpm ) glede na interni standard
(29). Za interni standard se najpogosteje uporablidS (tetrametilsilan). TMS je
tetrahedralna molekula, kjer so vsi protoni magoetkvivalentni. Signal je zato en sam in
definira O ppm. (28, 38poznamo tudi dvodimenzionalne NMR-analize, na prikd8QC
(ang. heteronuclear single quantum coherence), HBEET (ang. HSQC distortionless
enhancement by polarization transfer), HMQC (angtetonuclear multiple quantum

coherence), in sklopljeéC- in *H-analize TOSCY (ang. total correlation spectroggop

1.9.6 Predkliniéne in kliniéne raziskave
Aktivne frakcije, ki smo jim pripisalin vitro ucinkovitost, moramo preveriti tudn vivo.

Ucinkovitost in varnost sprva preverjamo na Zivakbt so miSi in podgane. Raziskave
potekajo tako, da v Zivali inducirajo tumorske cejinato eno skupino tretirajo z gobjim
izvleckom, druga skupina pa sluzi za kontrolo. Tem Samdisledijo predklirine Studije
nain vitro modelih, kjer pretujejo metabolizem, tok&nost in farmakoloske lastnosti.
Klini ¢no testiranje je zadnje, vkijuje predevanje varnosti na prostovoljcih, ocenjevanje
ucinkovitosti pri pacientih in ugotavljanje primerreegpdmerka in klirinih vrednosti

kandidatnega zdravila (3).

1.10 ANALIZNE REAKCIJE ZA SLADKORJE IN PROTEINE

V raziskavah, ki vkljdujejo transformacijo ali izolacijo ogljikovih hidiav, je pomembno,
da dobljeni produkt kvalitativno in kvantitativnovr@dnotimo. Znanje o lastnostih
ogljikovih hidratov nam omog@ uporabo Stevilnih analiznih metod, tudi kolorirmgtih
(39).

Najpogosteje uporabljena je metoda, ki so jo ohbjdubois in sod. (40, 41) Gre za
reakcijo z zvepleno kislino in fenolom, ki jo lahke@dno uporabimo za sladkorje in
polisaharide, tudi ob prisotnosti soli, proteinskiistankov ipd. Problem nastane pri
dolocenih deoksisladkorjih in aminosladkornih derivatReakcija je primerna tako za
reduciraj@e kot tudi nereducirafe sladkorje. Doléevanje sladkorja s porjo te metode
temelji na absorbanci obarvanega kompleksa pri @90 ki nastane med fenolom in

ogljikovim hidratom (Slika 9). Koliino sladkorja dol®imo iz umeritvene Kkrivulje.
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Natartnost metode ocenjujejo na +2 %. Kvalitativno pmsxst sladkorja lahko potrdimo
tudi vizualno (24, 29, 38, 39).

Specifécno za reducirajge sladkorje uporabliamo Smogyi-Nelson 0z. kuprazaieo
metodo. Nastali obarvani kompleks med oksidiraninakrbm, sladkorjem in
arzenomolibdatom ima maksimalno absorbanco pri ®0(39, 42). Smogyi-Nelsonovo
metodo so zelo dolgo uporabljali za d#eanje sladkorja v krvi (39).

V¢asih merimo tudi aminosladkorne derivate. M-acetil ali aminosladkorje uporabimo

Morgan-Elsonovo metodo (39).

H
\,ﬁo
H=—1—0H
0
H,S0, | |
HO H " 3H,0 +
0
H—t—OH 10 H
Hidroksi-metil-furfural
H——0H
Fenolni reagent
k OH |
Glukoza Barvni produkti

Slika 9: Kemijska reakcija za kvantitativno dédmje ogljikovih hidratov

Proteine merimo s ponmim Stevilnih metod. Najbolj zanesljivi sta BCA-mdto
(bikinkoninska kislina) in metoda po Bradfordu (288). BCA-test povzr@ nastanek
stabilnega vijokino-modro obarvanega kompleksa z maksimalno absoobam 562 nm.
Alternativho dol@amo proteine s pondp metode po Lowryju. Zadnja se uporablja za
kvantifikacijo in derivatizacijo N-terminalnih anon (20, 25).

Bradfordov reagent vsebuje barvilo coomassie G-2B@tanol, fosforno kislino in
surfaktant v vodi (43). Ko se barvilo coomassieeveia protein v kislem mediju, ta
premakne absorpcijski maksimum od 465 nm do 595kamns prostim g&esom zaznamo
kot spremembo barve iz rjave na modro (Slika 18).(Absorbanca je sorazmerna kKoli
prisotnega proteina, kot standard se navadno ufp@rgbveji serumski albumin (BSA).
Linearno koncentracijsko obrtie je 0,1-1,4 mg/ml proteina. Reducir&gosnovi ne
motijo Bradfordovega reagenta, kar predstavlja oyegprednost pred metodama po
Lowryju in BCA. Metoda po Bradfordu je zelo hitr@agent pa je primeren tako za mikro
(1-10 mg/ml) kot za standardne (50—-1400 mg/ml) katracije proteina.
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Slika 10: Dokaz proteinov po Bradfordu (43)
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2 NAMEN DELA

Zanimanje o tinkih in mehanizmih delovanja medicinskih gob seizetradicionalne
vzhodne medicine preselilo v evropske laboratotgelecki nekaterih gob, kot na primer

Reishi in Shiitake, so ze na voljo kot prehranstgpadnila.

Odlacili smo se za raziskovanje in pta&vanje aktivnih snovi gohaetiporus sulphureus
in Fomes fomentariuKljub temu, da so se izulki omenjenih gob izkazali zatunkovite,

S0 jim znanstveniki do sedaj neupksno namenjali manj pozornosti.

Namen naSega dela bo datev kemijske strukture vodotopnih intracelularnih
polisaharidov Zveplenega lepolukigrja ter intra- in ekstracelularnih polisaharidov
bukove kresilke. Pripravili bomo submerzne mic&gjskulture omenjenih vrst, da bi
pridobili zadostno kotino micelijske biomase. 1z micelijev obeh gob bomzolirali
polisaharide. Izvligke bomo morali &istiti in se znebiti vseh @estot, ki bi lahko motile
analizo.

Prisotnost sladkorjev bomo detektirali s pajometode po Dubois in sod. (40, 41), z
reakcijo po Bradfordu pa ugotavljali prisotnosteroov v vzorcih. Uporabili bomo gelsko
izklu¢itveno kromatografijo in polisaharide ¢id po velikosti. Molekulsko maso
polisaharidov bomo dotili s pomaijo umeritvene krivulje kromatografskih standardov
dekstrana.

Na osnovi TLC je bilo zZe ugotovljeno, da so v vaoprisotne D-glukoza, D- galaktoza, D-
manoza, D-fukoza. D-glukoza naj bi prevladovala.n@aharidno sestavo in razmerje
bomo potrdili s pomgo natagnejSe metode HPLC. Z NMR-spektroskopijo pa Zelimo

ugotoviti vrsto in anomerno konfiguracijo monosatiaih enot, ki sestavljajo polisaharid.
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3 MATERIALI'IN METODE

Delo v laboratoriju je potekalo na Katedri za faoesko biologijo Fakultete za farmacijo

Univerze v Ljubljani v letu 2010. Studije NMR swégali na Kemijskem in&titutu.

3.1 KEMIKALIJE IN APARATURE
Rezultati analiz so v veliki meri odvisni od progalcev in posledno od karakteristik

uporabljenih snovi. Navajamo spisek uporabljeniimikalij in laboratorijske opreme.

3.1.1 Laboratorijska oprema

Oprema Proizvajalec
Elektronski parni avtoklav A-63CV KamigriSlovenija
Avtoklav (celini) CertoClav, Nerija
Avtoklav — parni steriliziator Systec, Anglija
Rotavapor nov Buichi, Svica
Ultrazvaina kopel Sonis 3 Iskra Pio, Slovenija
HPLC Shimadzu, Japonska
RID-10A refractive index detector Shimadzu, Japansk
Tehtnica za kromatografske standarde Metter tolSdiza
Analizna tehtnica Kern & Sohn GmbH, Né&ija
Analizna tehtnica Tehtnica, Slovenija
LAF, BrezpraSna komora Iskra Pio, Slovenija
Stresalnik namizni MS3 digital Ilka MS3 digitalniDA
Stresalnik/inkubator Vibromix Tehtnica, Slovenija
pH meter Metrohm, Svica
Centrifuga Sorvall RC5C Thermo Fisher ScientiiDA
Centrifuga 5804R Eppendorf, Néija
Centrifuga 5415R Eppendorf , Néia
Susilnik posode WTB binder, Neija
Termoblok Eppendorf AG, Netija
Vibracijsko mesSalo/Vibromix Tehtnica, Neifa
Dializno ¢revo ServaPor, MWCO 6.000-Serva, Nertija

8.000 )
Spektrofotometer Tecan Genious Tecan, Svica
Magnetno meSalo, Rotamix Tehtnica, Slovenija
AKTA Ge Healthcare, Anglija
Liofilizator biotehnologija, Lio 2000 Kambij Slovenija
Liofilizator tehnologija, Beta 1-8H Christ, Neija
Naprava za pk&Sceno vodo Q vodo Millipore, Francija
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Varian NMR System 800MHz

Agilent Technologies, ZDA

Liofilizator Hetosicc

Heto Holten, Danska

Hladilnik (0—4 °C)

Gorenje, Slovenija

Zamrzovalnik (-20 °C)

Gorenje, Slovenija

Zamrzovalnik (-86 °C)

Sanyo, Japonska

Multikanalna pipeta

Biohit, Finska

Pipetni nastavki

Eppendorf, Neija

Mikrotiterska ploga s 96 vdolbinicami,
96-Well Optical Reaction Plate with
Barcode 128

Applied Biosystems, ZDA

Polavtomatske pipete

Eppendorf, Nigjan

3.1.2 Uporabljene kemikalije

Kemikalije

Proizvajalec

Krompirjev dekstrozni agar (PDA)

Carl Roth, Né&ja

Glukoza, brezvodna (Glu)

Fluka, Steinheim, Francija

KH,PO, Kemika, Zagreb
MgSOx7H,0O Alkaloid AD, Skopje, Makedonija
Tiamin Sigma, St. Louis, ZDA

Etanol, 96 % (EtOH)

Kefo, Slovenija

Coomassie Plus Protein Assay Reagent

Kit Pierowe8nnology, ZDA

Goveji serumski albumin (BSA)

Sigma, St.Louis, ZDA

H,SO, za kromatografijo Merck, Netija
Fenol (FeOH) Merck, Netna
Ocetna kislina, 100 % Merck, Svica

Trifluorocetna kislina (TFA)

Carlo Erba Reagentalija

Metanol (MeOH)

J. T. Baker, ZDA

NacCl

Scharlau, Spanija

NaH,PO, x H,O

Sigma, St. Louis, Netija

NaoHPO, x 12H0

Kemika, Hrvaska

Dekstran 2.000.000 Da iz Leuconosta

Sigma, St.4,dlDA

Dekstran 500.000 Da iz Leuconosta

Fluka, Svedska

Dekstran 100.000 Da iz Leuconosta

Fluka, Kanada

Dekstran 40.000 iz Leuconosta

Sigma, St. Louis, ZDA

Dekstran 6.000 iz Leuconosta

Fluka, Kitajska

D-galaktoza (Glu)

Sigma, St. Louis, ZDA

D-manoza (Man)

Sigma, St. Louis, ZDA

D-fukoza (Fuc)

Sigma, St. Louis, ZDA

Tekati dusik Messer, Ljubljana, Slovenija
Tripton Bacto BD, Francija
KOH Sigma Aldrich Ceska
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DO Canbridge Isotope Laboratories, Inc., ZDA
DMSO Canbridge Isotope Laboratories, Inc., ZDA
Visoko pre&is¢ena voda FFA, Slovenija

Dekstran 80kDa za GPC Fluka, St. Louis, USA

Dekstran 270kDa za GPC Fluka, St. Louis, USA

Dekstran 125kDa za GPC Fluka, St. Louis, USA

Izopropanol Carlo Erba Reagenti, Italija

HCI Riedel de Haén, Netha

Acetonitril Merck, Nendija

Voda Panreac, Spanija

Aceton Carlo Erba Reagenti, Italija

Toluen Riedel de Haén, ltalija

TMSPA Canbridge Isotope Laboratories, Inc., ZDA

3.1.3 GojiS¢e gobeFomes fomentarius

GojiS¢e gobeF omes fomentarius

Za gojenje micelijaFomes fomentariusmo uporabili sev iz banke gliv (BFWS)

BiotehniSke fakultete Univerze V Ljubljani, Oddelka lesarstvo, Katedre za patologijo

in zagito lesa.

Trdo gojisS¢e za gobd=omes fomentarius
* 11,7 g dehidriranega go}ig PDA
e 300 mL destilirane vode
Opombe:
- avtoklaviramo 20 minut pri 121 °C;
- po 10 dneh inkubacije na 26 °C smo micelij prenes
tekate gojige.

Tekoce gojixe zaFomes fomentarius
» 30 g/L glukoze

* 5 g/L triptona
* 1qg/L KH,PO, Opombe:
- z&etni pH je 6,0;
0,590/ MgSQ - avtoklaviramo 20 min pri 121°C,

- na tek@éem goji€u smo micelij gojili 21 dni pr

* 0,5 mg tiamina temperaturi 26 °C in 121 obratih/min.
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3.2 EKSTRAKCIJA IN IZOLACIJA INTRACELULARNIH VODOTOPNIH
POLISAHARIDOV IZ GOBE Laetiporus sulphureus

Suhi micelij gobd_aetiporus sulphureusmo hranili v eksikatorju. Za vsako izolacijo smo
natagno natehtali priblizno 4 g micelija in ga nato enoo segrevali v meSanici
metanola/kloroforma (1 : 1 V/V, 300 ml) z meSanjemn magnetnem mesSalu. Suspenzijo
smo filtrirali pod znizanim tlakom in zavrgli filét. Filtrno pog&o smo postavili za 10 min
v suSilnik. Sledila je ekstrakcija polisaharidowncelija. Ekstrakcijo smo izvajali dvakrat

zaporedoma zaradi boljSega izkoristka (Slika 11).

Slika 11: Trdno goji& gliveLaetiporus sulphureuevo) in ekstrakcija polisaharidov iz micelija
Laetiporus sulphureuglesno)

Miceliju smo dodali 400 ml destilirane vode ter g&hirali vodotopne snovi v avtoklavu
pri temperaturi 100 °C 3 ure. Sledili sta filtracpod znizanim tlakom ter druga ekstrakcija
s 400 ml destilirane vode v avtoklavu pri tempetiat@0 °C 1 uro. Filtrata prve in druge
stopnje ekstrakcije smo zdruzili, preostanek mijaelpa shranili v petrijevki v
zamrzovalniku pri -20 °C. Raztopino smo Zeleli kemtirati, zato smo vodo uparili pod
znizanim tlakom na rotavaporju pri temperaturi %D if tlaku 60 mmHg. V merilnem
valju smo izmerili volumen raztopine po rotavapjtater dodali 3-kratno katino 96-
odstotnega etanola. Raztopino smo pustili obavjdtladilniku pri temperaturi 4 °Cez
no¢. Belo oborino smo naslednji dancio od preostale raztopine s centrifugiranjem, pri
tem smo uporabili Centrifugo Sorvall in rotor GS& tcentrifugirali pri 4 °C, 8000
obratov/min, 15 min. Za boljSi izkoristek centriftanja smo uporabili Se Centrifugo
5804R. Usedlino smo liofilizirali. Liofilizirani gybi izvlecek smo stehtali (166 mg) in je
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predstavljal prvo stopnjo ekstrakcije (Graf 1).gBthost polisaharidov smo v tej fazi

preverili z metodo po Dubois in sod. (46).

MICELL

Metanol | Kloroform

(1:1VA), 1h
Ekstrakcija s400ml

¥
destilirane vode

Avtoklaviranje, 100°¢. 3h

L]
Filtrat + Qbonna
( o CD

Ekstrakcija s 400 ml -~
=S . destilirane vods, ]
otavapirange, Avtoklaviranje, 100 °¢,1H

 ‘obarjanje s 96 % EtOH, |
D

Cenlrifugiranje

llofilizacija

GROBI
KETRA

Graf 1: Prikaz ekstrakcije polisaharidov

Grobi izvleeek smo raztapljali v 50 ml destilirane vode 2 h iteeSali z magnetnim
meSalom. Sledilo je centrifugiranje s CentrifugoO%R pri sobni temperaturi, 8000
obratov/min, 15 min. Dobljeni supernatant smo digdii na dializnemérevesu MWCO
6000-8000 proti 5 L destilirane vode. Dializa jegk@la v hladilniku na 4 °C, destilirano
vodo smo na 3 h trikrat zamenjali. Zaradi boljSeakaristka smo preostalo usedlino Se 2 h
segrevali in raztapljali s pomyj® magnetnega mesSala ter ponovili postopek dialie.
kon¢ani dializi smo raztopino liofilizirali ter dobilkon¢ni produkt izolacije oz. Zelene

vodotopne polisaharide (95,4 mg) (Graf 2).

25



Udir TjaSa. Izolacija in karakterizacija intracelutih polisaharidov iz glivaetiporus
sulphureusn Fomes fomentariu011

GROBI EKSTRAK

Raztapljanje 2 h)
centrifugiranj

]
Filtrat

Dializa,
linfilizacija

]
.| Oboring :I

Raztapljanje 2 h;
centrifugiranje

[ZOLIRANI
VODOTOPHNI
POLISAHARID

Graf 2: Prikaz izolacije vodotopnih polisaharidov

3.3 PRIDOBIVANJE BIOMASE GOBE FomesfomentariusV SUBMERZNI
TEKO €I KULTURI

Trajno micelijsko kulturo gliveFomes fomentariudiranimo na goji& krompirjevega
dekstroznega agarja (PDA), prekritega s parafinskijam pri temperaturi 4 °C. Za
pridobivanje biomase gobEBomes fomentariusgahko uporabimo kultivacijo na trdnem
goji&u ali submerzno kultivacijo. Prednost submerzneggenja je veéja produkcija
micelijske biomase ter poslédio veja biosinteza polisaharidov. S tem skrajSamo
proizvodni proces ter zmanjSamo moznosti kontaaijitié4).

Najprej smo pripravili trdno gojée (Slika 12) tako, da smo 11,7 g dehidriranegaS¢miji
PDA raztopili v 300 ml destilirane vode, avtoklalir20 min pri 121 °C ter razdelili na
Petrijeve plo&e. Te smo hranili v hladilniku pri 4 °C. Ohlajen3e smo inokulirali v
brezprasni komori, zatesnili s parafilmskim trakoprekrili z aluminijasto folijo in
inkubirali pri 26 °C. Za vzdrzevanje aktivnosti e Fomes fomentariusmo kulturocez

7 dni precepili na novo gojig. Ko se je micelij razrasel do tretrtine povrSine Petrijeve

plo&e, smo pripravili tekée gojige.
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Slika 12: Trdno goji& zaF. fomentarious Slika 13: Tekte goji¥e zaF. fomentarius

Micelij glive, ki je rastel na trdnem gofi8 PDA, smo narezali s sterilnim plutovnikom
premera 5 mm. Za inokulacijo v erlenmajerico, kvgebovala 1 L steriliziranega telega

substrata, smo porabili dve Petrijevi gioZ narezanim micelijem. Erlenmajerice smo
inkubirali 21 dni na stresalniku pri 26 °C in 1208ratih/min (slika 13). Erlenmajerice s
steriliziranim inokuliranim tek&im substratom so nam predstavljale bioreaktorjez bre
mesSal. Konstanten pretok zraka ni bil zagotovigaj,smo ga dovajali enkrat tedensko z

odprtjem erlenmajeric v brezprasni komori in intenem mesanju substrata.

34 EKSTRAKCIJA IN IZOLACIJA EKSTRACELULARNIH IN
INTRACELULARNIH VODOTOPNIH POLISAHARIDOV IZ GOBE Fomes
fomentarius

Izolacijo smo izvajali tri tedne po cepitvi gobe si@bmerzno tek@ gojige. Micelij smo
od fermentacijske brozgediti s centrifugiranjem na Centrifugi Sorvall z rofem GS3 pri
temperaturi 25 °C. Za izolacijo ekstracelularniHigaharidov smo uporabili supernatant,
za izolacijo intracelularnih polisaharidov pa useadllmicelija. Supernatant smo dodatno
filtrirali pod znizanem tlakom, da bi se znebili Bmoh ostankov micelija, ter koncentrirali
pod znizanim tlakom in temperaturi 50 °C do prib&ga volumna 200 ml. Dodali smo 3-
kratni volumen 96-odstotnega etanola in pustilir@iacez n@& pri 4 °C. Iz grobega

izvlecka je sledil postopek izolacije ekstracelularnildetmpnih polisaharidov, ki je enak
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postopku pridobivanja vodotopnih polisaharidov, sapiemu priLaetiporus sulphureus
(graf 2).

Istotasno smo iz micelijromes fomentariugolirali intracelularne polisaharide. Micelij
smo dvakrat spirali z destilirano vodo ter dvalsa85-odstotnim etanolom. S spiranjem
smo odstranili nizkomolekularne snovi, topne v etan oz. ostanke goga ter
ekstracelularnih polisaharidov. Sledila je ekstijakz destilirano vodo.

Postopek pridobivanja vodotopnih polisaharidov ibbgga izviéka je opisan pri gobi
Laetiporus sulphureuggraf 2) in se ne razlikuje za intracelularne instekcelularne
polisaharide gobEomes fomentarius.

3.5 ANALIZA IZOLIRANIH POLISAHARIDOV

3.5.1 Dolocéitev vsebnosti polisaharidov in proteinov v izoliranih polisaharidih
Vmesnim in kodnim produktom ekstrakcije in izolacije glivaetiporus sulphureus
Fomes fomentariusmo dol@evali vsebnost proteinov in vodotopnih polisahavido
Prisotnost proteinov smo daélali z reakcijo po Bradfordu (1976), vsebnost pdiesédov
pa z modificirano metodo po Dubois in sod. (197&). izvedbo reakcij smo uporabili

mikrotitrske plogice (45).

3.5.1.1 Metoda po Bradfordu
Za dolaitev proteinov smo uporabili Coomassie Plus Protéssay Reagent Kit, ki

vsebuje barvilo coomassie G-250, metanol, fosfdistno in surfaktant v vodi. Reagent
shranjujemo v hladilniku pri 4 °C, pol ure pred wggmo ga postavimo na sobno
temperaturo (43). Analize smo izvedli v mikrotitrsglosi s Stirimi ponovitvami.
Reditveno vrsto govejega serumskega albumina (BSA) siporabili kot standard, s
katerim smo pripravili umeritveno krivuljo. Z mtainalno pipeto smo v vsako vdolbinico
pipetirali 150uL vzorca oz. standarda ter dodali 160 reagenta. Pla® smo 30 sekund
rahlo stresali na sobni temperaturi. M@emehutke, ki nastanejo pri reakciji, smo
odstranili z vpihovanjem vi@ga zraka. S pond spektrofotometra Tecan Genious smo
izmerili absorpcijo pri 595 nm ter na osnovi umegite krivulje sklepali na koncentracijo

proteinov.

3.5.1.2 Metoda za kvantitativno dolotanje ogljikovih hidratov
Prisotnost polisaharidov smo ugotavljali pri grobémlecku po dializi ter doleevali

frakcije pri gelski filtraciji. Analizo vsebnostiladkorjev smo izvedli v mikrotitrskih
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ploZah v Stirih ponovitvah. Za standard smo uporabittitveno vrsto glukoze. V vsako
vdolbinico smo odpipetirali 5L vzorca oz. standarda glukoze. Z multikanalnoefop
smo pipetirali 15QiL Zveplene kisline ter plé® 15 minut stresali na stresalniku pri sobni
temperaturi. Po inkubaciji smo z multikanalno pgpeibdali 30uL 5-odstotnega fenola.
Plo¥o smo 5 minut segrevali na vodni kopeli pri temp&ia85 °C. Po 10 minutah
ohlajanja smo s spektrofotometrom Tecan Geniouseligi absorbanco pri 492 nm. S
pomaijo umeritvene krivulje standardnih raztopin gluk@ameo vzorcem dolsli vsebnost

vodotopnih polisaharidov oz. daiti, v katerih frakcijah se polisaharidi nahajajo.

3.6 GELSKA FILTRACIJA OZIROMA KROMATOGRAFIJA

3.6.1 Osnovne zn&ilnosti kolone

Ekstrahiranim in izoliranim vodotopnim polisahandasmo Zeleli dolditi velikost. V ta
namen smo uporabili gelsko filtracijo oz. kromatfgo z locevanjem po velikosti (ang.
size-exclusion chromatography). Uporabili smo koleisoke |cljivosti HiPrep 16/60
Sephacryl S-200 HR ter &e kolono HiPrep 26/60 Sephacryl S-300 HR proizikajaGE
Healthcare. Omenjene kolone so namenj&Béenju in Iaevanju veéjih molekul, npr.
peptidov, proteinov, ogljikovih hidratov. Sephacrfigh Resolution kolono sestavlja
krizno povezan kopolimer alilni dekstran MjN-metilenbisakrilamid. Krizna vezava daje
ogrodju trdnost in kenmino stabilnost. Povpéea velikost delcev stacionarne faze jeph7
(25-75um). Velikost kolone izberemo glede nagakovano velikost molekul ter Zeleno
resolucijo. Kolona Sephacryl S-200 HR dobrdi ldekstrane velikosti 1 x £68 x 1d Da,
njen volumen je 120 m; medtem ko kolona Sephact§0® Icti dekstrane velikosti 2 x
10>-4 x 10 Da, njen volumen pa je 320 ml. Za razliko od ionskeenjevalne oz.
afinitetne kromatografije se molekule pri gelskiréiciji ne veZejo na nosilec, tako da izbor
mobilne faze ne vpliva direktno na samédweanije in resolucijo. Pri nasSih poizkusih smo

za mobilno fazo préiizbrali visoko preisceno vodo, drugi0,15 M NacCl.

3.6.2 Priprava kolone
Pred préetkom dela smo kolono Sephacryl S-200 16/60 pripraako, da smo jo sprali s

60 ml 0,2 M NaOH ter hitrostjo pretoka 0,5 ml/mMa ta n&in smo odstranili v&no
proteinov, ki se nespedifio vezejo na medij. Po kdamnem c¢is¢enju smo kolono

uravnotezili z dvema volumnoma visoko §géene vode.
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Poleg rednega smo izvajali tudi grok@cenje. V tem primeru smo kolond&istili s

hitrostjo pretoka 0,3 ml/min pri sobni temperatarinaslednjimi raztopinami: (a) 1/4
volumna kolone z 0,5 M NaOH. Na tacdira odstranimo vse hidrofobne proteine ali
lipoproteine; (b) 1/2 volumna kolone smo spirali38-odstotnim izopropanolom. Ta
odstrani lipide in zelo hidrofobne proteine; (c)dmp faza je odstranjevanje oborjenih
proteinov z volumnom pepsina v ocetni kislini in a vendar zadnje faze nismo

uporabili. Na koncu vsake faz@Scéenja vedno sledijo Stiri volumni visoko gigcene

vode.

3.6.3 Uc¢inkovitost kolone
Pred uporabo se pripdt@ preverjanje &ginkovitosti kolone. Preverjali smocunkovitost

obeh kolon, tako HiPrep 16/60 Sephacryl S-200 HRtkdi HiPrep 16/60 Sephacryl S-
300 HR. Vzorca smo pripravili po navodilih proizakga. V naSem primeru smo aplicirali
200 ul 2-odstotnega acetona v 20-odstotnem etanolu. @ailno fazo smo uporabili 20-
odstotni etanol. Hitrost pretoka smo nastavili & dl/min, kot je predpisano v navodilih.
Za detekcijo smo uporabili UV-detektor pri valowdalzini 280 nm.

Ucinkovitost kolone izréaunamo po endi:

2
H™= 5,54(V—R] 1000/ L
W,

h

Vr = vrh retencijskega (elucijskega) volumna
W, = Sirina vrha pri polowini visini

L = dolZina kolone (mm)

Enoti pri Vr in W}, izrazimo v enakih enotah.

3.6.4 Priprava vzorcev, mobilne faze in pufrov za gelskdiltracijo

Natehtali smo natamo priblizno 16 mgcistega vzorca vodotopnega polisaharida oz.
standarda ter dodali raztopino mobilne faze do &otracije 4 mg/ml. PremeSali smo na
vibracijskem mesSalu ter 2 h raztapljali na vodnpéld pri temperaturi 100 °C. Vzorec smo
centrifugirali pri sobni temperaturi, 8000 obratitin, 10 min ter ga filtrirali s ponijo
0,22 um mikrobioloSkega filtra. Za analizo prisotnostagkorjev smo vzeli vzorec pred
filtracijo in po njej ter izr&unali izgubo polisaharidov na filtru.

Za mobilno fazo smo uporabljali visoko pi&eno vodo. Pred uporabo smo s pdéjoo
ultrazvaine kopeli vodo degazirali. Mobilno fazo 0,15 M Naho uporabili le na koloni
Sephacrly S-300HR.
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Za vmesno spiranje kolone smo uporabljali 20-odstotaztopino etanola. Tako smo
natehtali 174 g 96-odstotnega etanola, dodali do01@ visoko pré&scene vode, ga
filtrirali in odzraili.

3.6.5 Potek dela pri gelski filtraciji
Pred zaetkom dela smo kolono spirali s 4-kratnim volumneisoko preiscene vode.

Nato smo na kolono HiPrep 16/60 Sephacryl S-200riBirali 1 ml vzorca. Pazljivost je
potrebna, saj v kolono ne smejo priti metkizraka. Pretok smo nastavili na 0,5 ml/min in
zbirali frakcije po 10 ml. Na kolono HiPrep 26/6@ghacryl S-300 HR smo injicirali 2 ml
vzorca, pretok pa nastavili na 1,3 ml/min in zbirkbkcije po 10 ml. Med gelsko
izkljuc¢itveno kromatografijo smo merili absorbanco z UMedorjem pri 280 nm. V vseh
frakcijah smo naredili analizo vsebnosti sladkotewvproteinov. Na ta gan smo dolgili,

v katerih frakcijah se nahajajo polisaharidi in &tdeih proteini. Izbrane frakcije smo

zdruzili ter liofilizirali. Te vzorce smo uporabitia nadaljnje analize NMR, HPLC in GC.

3.6.6 Dolocitev velikostnega ranga izoliranih polisaharidov omogjo gelske
filtracije

Vecje molekule se ne ujamejo v matriks kolone in s zperejo s prostim volumnom
(Vo). Pri dobro polnjeni koloni predstavlja prostlumen priblizno 30 % celokupnega
volumna. Molekule, ki se ujamejo v pore matriksaspirajo po padajo molekulski masi.

Majhne molekule, kot so npr. soli, se iz kolonerspe zadnje, vendar jih med seboj ne

moremo l@iti. Te molekule se sperejo tik pred totalnim voluwm kolone (Vt) (Slika 14).

Absarbanca
serbane Visaka

' molekulska masa
|
I 1

[ Nizka

Injiciranje |
molekulska masa
VIorca |

|
A
| I\

Vo - prosti velumen
Vt - totalni volumen

! [ ] L Ve - elucijski volumen
Y/ M [ T Y A =, Sy J

4 JY g i

Slika 14: Teoretini kromatogram pri visoko fjivostni frakcionaciji
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Dokazali so linearno odvisnost faktorja Kd (koediai difuzije) in logaritma molekulske
mase. Faktor Kd iz¢anamo po endbi:

_ Ve-Vo _Ve-Vo
Vt-Vo-V, Vi

Vo — prosti volumen

Ve — elucijski volumen

Vt — totalni volumen

Vi — volumen stacionarne faze
Vgel — volumen gelskega matriksa

Ker je volumen stacionarne faze zelo tezko &tilov praksi uporabljamo porazdelitveni
koeficient Kav. Volumen gelskega matriksa v temmaiu zanemarimo, saj sta konstanti
sorazmerno enaki.

_(Ve-Vo)
" (Vt-Vo)

Prosti volumen (Vo) predstavlja sredino vrha molekunajvi§jo molekulsko maso.
Celokupni volumen (Vt) smo datdi kot konec vrha molekul z nizko molekulsko maso.
Najprej smo skozi kolono spustili kromatografskanstarde Dekstrana z znano molekulsko
maso. Iz umeritvene krivulje standardov smo nattdlo in izracunali Se molekulsko

maso izoliranih polisaharidov v vzorcu.

2z 3

Mr 10 10

10 10 10

10° 1% Resolucija

sephacryl ™ 5-100HR

Sephacryl 5-200HR

) —

Sephacryl 5-300HR 1 I—*‘

Slika 15: Obmgje frakcionacije glede na izbiro kolone

Kolona Sephacryl S-200 HR doje molekule velikosti 1000-80 000 Da, medtem ko s
kolono Sephacryl S-300 HR dono dekstrane velikosti 2000-400 000 Da. Zavedati s
moramo, da se z vanjem frakcionacijskega obrfja zmanjSuje resolucija in s tem
natargnost (Slika 15).

32



Udir TjaSa. Izolacija in karakterizacija intracelutih polisaharidov iz glivaetiporus
sulphureusn Fomes fomentariu011

3.7 HPLC oz. TEKOCINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE LO CLJIVOSTI

S pomajo HPLC-kromatografije oz. teRinske kromatografije pod visokim tlakom (slika
16) smo Zeleli ugotoviti naténo sestavo izoliranih polisaharidov. Izolirane kisdene
vzorce polisaharidov je bilo potrebno hidroliziraa monosaharidne enote ter s pojmo

pripravljenih standardov ugotoviti in analizirajinovo sestavo.

3.7.1 Priprava vzorca za HPLC
V epruveto z zamaSkom smo natehtali n&twanl-5 mg standarda dekstrana oz. idkde

vodotopnega polisaharida. Dodali smo 1 ml 2 M TR#fl¢uroocetne kisline) ter vzorce
hidrolizirali pri 100 °C na oljni kopeléez n@. Po hidrolizi smo kislino spirali trikrat z 1
ml MeOH ter topilo uparili pod znizanim tlakom iemperaturi 40 °C. Sledilo je dvakratno
spiranje z 1 ml destilirane vode ter hkratno rofareaje. Pri zadnjem spiranju smo vodo
uparili do suhega ter ponovno dodali 1 ml destiiraode. Za 1 min smo vzorec postavili

na ultrazvaéno kopel ter ga zamrznili pri temperaturi -20 °C.

3.7.2 Pogoji za merjenje HPLC
Pri meritvah smo uporabili instrument Shimadzu L@ (Slika 16), ki je bil opremljen s

¢rpalko LC-20AD in RI-detektorjem (RID-10A). léevanje je potekalo na koloni
apHera"NH2 Polymer, velikosti (5 pm, L x I.D. 15 cm x 41én) Supelco Analytical. Za
mobilno fazo smo uporabili vodo : acetonitril v maerju 35 : 65. Hitrost pretoka smo
nastavili na 0,6 ml/min ter nastavili temperatuadae na 30 °C. Pri vsakem poizkusu

smo aplicirali 0,6 ul vzorca. Analiza je trajala hfn.
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Slika 16: Na sliki je prikazan instrument Shimad£t+2010, ki se uporablja pri metodi HPLC.

3.8 NMR

3.8.1 Priprava vzorcev za NMR

Natehtali smo priblizno 7,6 mg vzorca ter ga raiiop600 uL D,O devterirane vode.
MesSali smo na vibracijskem meSalu, ter raztappalitemperaturi 85 °C. Na koncu smo 1
min centrifugirali pri 750 rpm. Na kemijskem institi so vzorce liofilizirali ter ponovno
raztopili v devterijski vodi. Zaradi slabe topnositno zeleli preizkusiti tudi topilo DMSO.
Pripravili smo vzorce intracelularnih polisahariddaetiporus sulphureusn Fomes
fomentarius.lzolirani ekstracelularni polisaharidiomes fomentariuso bili obarvani in

kot taki neprimerni za NMR-analizo.

3.8.2 Pogoji meritev
Spektre smo posneli v sodelovanju s kemijskim tatm, in sicer na 800 MHz Varian

NMR-spektrometru. Pri snemanju smo uporabili BB&gmnVzorec smo raztopili v IO
ter snemali pri temperaturi 25 °C. Kemijski prenpitotonov so doldili glede na interni
standard TMSPA.
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Pri vzorcu LasICP smo posneli spodaj naStete spektr
« 'H-spekter vzorca 0,0 pri 25 °C,
« 13C-spekter vzorc®,0 pri 25 °C,
« 'H-'3C HSQC-spekter vzorda,0 pri 25 °C,
« 'H-Y%C HMBC-spekter (zaradi prenizke koncentracije v k&pe nismo opazili
jasnih znakov) vzorcBa,0 pri 25° C,
o 'H-'H TOCSY-spekter (mix = 0,02 s) vzortaO pri 25 °C,
« 'H-'H TOCSY-spekter (mix = 0,08 s) vzorbaO pri 25 °C.

Pri vzorcu FfICP smo posneli spodnja dva spektra:
+ 'H-spekter vzorca 0,0 pri 25 °C,
 H-spekter vzorca ®MSO pri 25 °C.

{

—

- .
N
——

Slika 17: Na sliki je Varian 800 MHz NMR-spektrofoheter.
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4 REZULTATI

4.1 1ZKORISTEK IZOLACIJE VODOTOPNIH POLISAHARIDOV

Iz suhega izvigka micelija smo izolirali vodotopne intracelularpelisaharideLaetiporus
sulphureuger intra- in ekstracelularne polisaharide gébenes fomentariusle smo nato
dializirali v dializnemcrevesu proti destilirani vodi, ki preptg molekule 6—8 kDa. Po 24
urah smo dializirno raztopino liofilizirali ter dteali dobljeno kokino polisaharidov.

Rezultati so predstavljeni v preglednicah 1, 2.in 3

Izolacija intracelularnih polisaharidov iz gobe Laetiporus sulphureus

Preglednica 1: Prikaz izkoristkov grobega izi in izoliranih intracelularnih polisaharidov,
vecjih 6-8 kDa, iz z&etne suhe snovi micelijaaetiporus sulphureusrikazan je tudi izkoristek
dialize.

Zactetna masa Masa grobega | Masa polisaharidov| |lzkoristek po
micelija izvlecka vedjin 6-8 kDa dializi (%)
15.3.2010 4,37 g 129,2 mg 2,9% 60,4 mg 1,2% 46,7 %
30. 3. 2010 435g 116,1mg 27% | 954mg  22% 82,2 %
3.5.2010 3,975¢g 140,1mg 35% | 786mg  20% 56,1 %
17.5.2010 2,199¢g 164,1 mg 7,5% 123,5mg 5,6 % 75,3 %

Izolacija intracelularnih polisaharidov iz gobe Fomes fomentarius

Preglednica 2: Prikaz izkoristkov grobega izid® in izoliranih intracelularnih polisaharidov,
vecjih od 6-8 kDa, iz zéetne mase suhe snovi micelifmes fomentariusPrikazan je tudi
izkoristek dialize.

Zacetna masa Masa grobega | Masa polisaharidov/| | Izkoristek po
micelija izvlecka vedjih 6-8 kDa dializi (%)
19. 4. 2010 432,6 mg 70,0mg 16,18% | 65,6 mg  15,16% 93,7 %
25.5.2010 559,2 mg 83,0mg 1484% | 64,5mg 1153% 77,7 %

Izolacija ekstracelularnih polisaharidov iz gobeFomes fomentarius

Preglednica 3: Prikaz izkoristkov obarjanja in imih ekstracelularnih polisaharidov,gjib 6—8
kDa, iz tek@e brozge micelijdomes fomentariu®rikazan je tudi izkoristek dialize.

Masa suhe oborine |Masa polisaharidov,| | Izkoristek po
vecjih 6-8 kDa dializi (%)
19. 4. 2010 453,7 mg 86,3 mg 19,02 %
25.5.2010 13973,5 mg 494,6 mg 3,54 %
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4.2 TEST ZA UGOTAVLJANJE U CINKOVITOSTI KOLONE

Pri preverjanju ginkovitosti smo nanesli 20Ql 2-odstotnega acetona v 20-odstotnem
etanolu. Za mobilno fazo smo uporabili 20-odstetainol. Hitrost pretoka smo nastavili na
0,8 ml/min, kot je predpisano v navodilih. Za detgksmo uporabili UV-detektor pri 280
nm. Kromatogram je prikazan na Slika 18, medtem d@m parametri in izgaun

ucinkovitosti predstavljeni v preglednici 4.

AL .

400+

300 1

200

100 4

137 mm
i i
fﬁr_:!—ﬁ,lﬁmm
0 — " P A .

1 2131951671819 1014121131415 16)17 (1819120021 122123129)25) 26127 1281293013132
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rmil

Slika 18: Kromatogram prikazuje testinkovitosti kolone HiPrep 26/60 Sephacryl S300 HR-z
odstotnim acetonom in meritvami.

Preglednica 4: Uporabljeni parametri in &ra winkovitosti obeh kolon

Parametri: HiPrep 16/60 HiPrep 26/60
Sephacryl S-200 HR| Sephacryl S-300 HR

L (dolzina kolone) 600 mm 600 mm

VR (vrh retencijskega 73 mm 137 mm

volumna)

W), (Sirina vrha pri %2 viSini) 2,5mm 5mm

H™ (u€inkovitost) 7872,7 m™* 6932,0 m™

Vidimo, da je izréunana dinkovitost kolon Sephacryl S-200 HR, Sephacryl 8-3#R
nad vrednostjo> 5000 m', ki jo dolaza proizvajalec. Zakljtimo, da sta obe koloni

ucinkoviti.
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4.3 VELIKOST NO OBMOCJE IZOLIRANIH POLISAHARIDOV

Velikostni rang izoliranih polisaharidov smo dédwali s pomojo gelsle filtracije oz.
gelske izkljgitvene kromatografije ter pri tem uporabili kol HiPrep 16/60 Sephacry-
200 HR in HiPrep 26/60 Sephacry-300 HR.Koloni sta bili napolnjer s premrezenim
kopolimerom alitlekstrana in N,I-metilen bisakrilamida. Za anzo smo uporabili
kromatografskasiste standarde dekstranov z molekulskimi masan x 1¢f, 8 x 1d, 2,7
x 10°. Kromatografsko ldevanje polisaharidov smo spr¢ali z metodo po Dubois in st

(45), latevanje praeinov pa z Bradfordovo reakci(46).

4.3.1 Umeritvenekrivulj e
Polisaharidi ne absorbirajo l-svetlobe, zato jih tezko detektiramDa bi dolaili

prisotnost polisaharidov v posamezni fral, je bilo potrebno izvesti reakc z Zvepleno
kislino in fenolom.Kot standard smo izbrali glukozo iz podatkv o absorbanci pri 4!
nm narediliumeritveno krivuljc ter dobili matematino engbo za izrdun koncentracij¢

sladkorjev v vzorcihUmeritvena krivulja je prikazai naGraf 3

Umeritvena krivulja

” /*
2 /
1,5
/ y = 0,0024x - 0,0003
1 / R?=0,9995
0,5

0 200 400 600 800 1000

Absorbanca

koncentracija glukoze (pug/ml)

Graf 3: Umeitvena krivulja. Prikazan je graf absorbance, mej@ri 49: nm, v odvisnhosti od
koncentracije glukoze.

Proteine smaned gelsko izkljgitveno kromatografij spremljali s pom&o UV-svetlobe
pri 280 nm. Ker vemoda pri tej valovni dolzini absorbirajo tii druge molekule, smo

izbrali Se reakcijo po Bradfordu. Z njo smo zel@trditi prisotnost proteinc. Za pripravo
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umeritvene krivulje smov tem primeru uporabiliredtitveno vrsto BS: ter merili
absorbanco pri 594 nm. Podobno kotpolisaharidih smmaredili umeritveno krivuljo, k
je predstavljena n@raf 4 Proteine v izbranih frakcijah je bilo potrebno ditp saj lahko

motijo nadaljnje analizeypr. NMR.

Umeritvena krivulja
0,8

0,7

0,6 9/‘
03 /

0,2

0,1 /

0 /

0 10 20 30 40 50 60
Koncentracija BSA (pg/ml)

Absorbanca

y=0,013x + 0,016
R?=0,997 —

Graf 4: Umeritvena krivia za dol@anje vsebnosti proteinovPredstavljene so absorbar
merjene pri 594nm, v odvisnosti od koncentracij B

4.3.2 Kolona HiPrep Sephacryl S200 HF

Pricakovana velikost politharidov v nasih vzorcih je bila 10088 000 Da, zato smo
odiccili za upombo kolone HiPrep 16/26 Sephacryl S200HR. Kot nmabifazo smc
uporabilivisoko pre&iscenc vodo ter pretok nastavili na Opdl/min. Zbirali smo frakcije pc
10 ml. Uporabili smostandarde glukoze in dekstranov velikos x 1%, 2,7 x 10. 1z

dobljenih poddtov smo izréunali konstanto Ke (preglednica b ter naredili graf
umeritvene krivulje v odvisnosti od logaritma makégkih mas

Dolocili smo prosti volumerVo = 40 ml in totalni volumen Vt = 12@l.

Preglednica 5: Paramiekromatografske l&he dekstranov standardnih molekulskih ma
izracunani porazdelitveni koeficienti (Kav) na kolonifep 26/60 Sephacryl S200

Standardi MW (Da) | Log MW Ve (ml) |Kav

Glukoza 180 2,26 110 0,88
Dekstran 80 80000 4,90 45 0,06
Dekstran 270 | 270000 5,43 40 0,00
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Na kolono HiPrep 16/60 Sephacrly S-200 HR sm@h@ nanesli vzorce intracelularnih
polisaharidov gobé&aetiporus sulphureuter intra- in ekstracelularnih polisaharidov gobe
Fomes fomentariusPred nanosom na kolono smo vzorce filtrirali skoukrobioloSki
filter velikosti 20 um. Za mobilno fazo smo upofakisoko preisceno vodo ter nastavili
pretok na 0,5 ml/min. Zbirali smo frakcije po 10 .mGrafi 6, 7, 8 prikazujejo
kromatografsko léitev polisaharidov, ki smo jih spremljali z metogo Dubois in sod.

Intracelularni polisaharidi gobe Laetiporus sulphureus
0132 LasICP

0,1 1

0,08

0,06

AU

0,04

0,02
s W ,i,i,i,ﬁ,a,i o
5 4] T a g 12

1 2 3 4 10 11

Frakeije

Graf 5: Prikaz leitve intracelularnih polisaharidotaetiporus sulphureus pomejo gelske
izklju¢itvene kromatografije na koloni HiPrep 16/60 Sephia8200-HR.

Intracelularni polisaharidi gobe Fomes fomentarius

FfICP
0,25
0z [
- 014
=L
01
0,05 .
I:I -4
1 2 3 4 ) f 7 a 9 10 11 12
Frakeije

Graf 6: Prikaz loitve intracelularnih polisaharido\Fomes fomentariuss pomdjo gelske
izkljucitvene kromatografije na koloni HiPrep 16/60 Sepie$200-HR.
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Ekstracelularni polisaharidi gobe Fomes fomentarius

FfECP

AU

Frakeije

Graf 7: Prikaz loitve ekstracelularnih polisaharidoFomes fomentariuss pomg@jo gelske
izklju¢itvene kromatografije na koloni HiPrep 16/60 Sephi8200-HR.

Iz dobljenih kromatogramov smo délb elucijske volumne (Ve) intra- in ekstracelul#n
polisaharidov neznanih molekulskih mas. Tudi naowsreh vrednosti smo iztanali

porazdelitvene koeficiente (Kav). Primerjali smd jg endbo umeritvene krivulje
dekstranov standardnih molekulskih mas ter na ¢ardoloili njihovo molekulsko maso.

Rezultati so predstavljeni v preglednici 6 terGraf 8

Preglednica 6: Parametri kromatografsk&tie vzorcev LasICP, FfICP in FfECP, iZumani
porazdelitveni koeficienti (Kav) ter dalena molekulska masa polisaharidov na podlagitmna
umeritvene krivulje standardov na koloni HiPrep6lbSephacryl S200 HR

Las ICP Ve (ml) |Kav |Log MW MW (Da) |kDa

Las ICP 40 0,0 5,62 415650 |415,65
Ff ICP 40 0,0 5,62 415650 |415,65
Ff ECP 50 0,1 5,18 150325 |150,33
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Graf 8: Graftna dol@itev molekulske mase izoliranih polisaharidov s p&m umeritvene
krivulje standardov. Prikaz odvisnosti porazdelitgga koeficienta (Kav) od logaritma molekulske
mase. Rezultati, pridobljeni s potjo kolone HiPrep 26/60 Sephacryl S200 HR.

4.3.3 Kolona HiPrep Sephacryl S300 HR
Ker so se pri gelski filtraciji na koloni SephacB8200 vsi vzorci sprali v prostem volumnu

kolone, smo morali za daldev molekulske velikosti vzorcev uporabiti kolomovesjim
frakcionacijskim obm&em. Uporabili smo HiPrep 26/60 Sephacryl S300HBt Kobilno
fazo smo tokrat izbrali 0,15M NaCl ter pretok nagtaa 1,3 ml/min. Zbirali smo frakcije
po 10 ml. Uporabili smo standarde glukoze in deksiv velikosti: 2,5 x 19 8 x 1d, 2,7

x 1C. Rezultati gelske filtracije standardov so predgai na Graf 9 Iz dobljenih
podatkov smo ponovno izfanali konstanto Kav ter narisali graf umeritvenévlidje v
odvisnosti od logaritma molekulskih mas. k&ra je prikazan v preglednici 7, umeritvena

krivulja dekstranov standardnih molekulskih masp&raf 10
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Udir TjaSa. Izolacija in karakterizacija intracelutih polisaharidov iz glivaetiporus
sulphureusn Fomes fomentariu011
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Graf 9 : Kromatografski standardi dekstranov nakoHiPrep 26/60 Sephacryl S300 HR

Dolocili smo prosti volumen Vo = 100 ml in totalni volwm Vt = 290 ml kolone.

Preglednica 7: Parametri kromatografskibdekstranov standardnih molekulskih mas in
izratunani porazdelitveni koeficienti (Kav) na koloniRiep 26/60 Sephacryl S300 HR

standardi MW (Da) |Log MW Ve (ml) |Kav

Glukoza 180 2,26 280 0,95

Dekstran 25 25000 4,40 170 0,37

Dekstran 80 80000 4,90 135 0,18

Dekstran 270 270000 5,43 110 0,05
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Graf 10: Umeritvena krivulja standardov dekstrarfennkazana je odvisnost porazdelitvenega
koeficienta (Kav) od logaritma standardnih molekifianas dekstranov. Rezultate smo dobili s
pomaijo kolone HiPrep 26/60 Sephacryl S300 HR.
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Udir TjaSa. Izolacija in karakterizacija intracelutih polisaharidov iz glivaetiporus
sulphureusn Fomes fomentariu011

Podobno kot pri prvem poizkusu smo na kolono HiR2@{60 Sephacrly S-300 HRéeno
nanesli vzorce intracelularnih polisaharidov gdb&etiporus sulphureuger intra- in
ekstracelularnih polisaharidov gob®mes fomentariusPred nanosom na kolono smo
vzorce filtrirali skozi mikrobioloski filter veliksti 20 pm. Za mobilno fazo smo uporabili
0,15 M NaCl ter nastavili pretok na 1,3 ml/min. @i smo frakcije po 10 ml. Grafi 12,
15, 18 prikazujejo kromatografskocltev polisaharidov, ki smo jih analizirali s potho
reakcije po Dubois. Med gelsko filtracijo smo s @ UV-detektorja pri 280 nm
spremljali prisotnost proteinov, kar vidimo na kmwmgramih: 19, 20, 21. Prisotnost
proteinov smo dodatno potrdili z reakcijo po Bradig prikazano na grafih: 14, 17, 20.
Tudi v tem primeru smo datdi elucijski volumen (Ve) ter izréunali Kav in s pomgo
enabe oz. umeritvene krivulje standardov ocenili ve$ik polisaharidov v vzorcih.
Izratuni so predstavljeni v preglednicah: 8, 9, 10; igradf oceno velikosti lahko

razberemo iz grafov: 13, 16, 19.

4.3.3.1 Intracelularni polisaharidi gobe Laetiporus sulphureus
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Graf 11: Prikaz lgitve intracelularnih polisaharidov goheetiporus sulphureus pomejo gelske
izkljucitvene kromatografije na koloni HiPrep 26/60 Sepia8300 HR.

Preglednica 8: Parametri kromatografské&tie vzorcev intracelularnih polisahariddaetiporus
sulphureus izratunani so porazdelitveni koeficienti (Kav) ter dédoa molekulska masa s
pomajo en&be umeritvene krivulje standardov dekstranov naohioHiPrep 26/60 Sephacryl
S300 HR

Las ICP Ve (ml) |Kav |Log MW MW (Da) |kDa
Frakcija 1 95 0,0 5,71 514893 |514,89
Frakcija 2 145 0,2 4,78 60510 60,51
Frakcija 3 200 0,5 3,76 5741 5,74
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Graf 12: Grafina ocena velikosti intracelularnih polisaharidovbgd.aetiporus sulphureus
pomajo umeritvene krivulje standardov dekstranov naokoHiPrep 26/60 Sephacryl S300 HR.
Prikazana je odvisnost porazdelitvenega koeficiefiav) od logaritma molekulske mase.
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Slika 19: Kromatogram prikazuje absorbanco vzoni€2®0 nm, ekstrahiranega iz micelija gobe
Laetiporus sulphureumed gelsko izkljgitveno kromatografijo na koloni HiPrep 26/60 Sepighc

S300 HR.
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Udir TjaSa. Izolacija in karakterizacija intracelutih polisaharidov iz glivaetiporus
sulphureusn Fomes fomentariu011
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Graf 13: Prikaz lsitve proteinov, prisotnih v miceliju gobkaetiporus sulphureysna koloni
HiPrep 26/60 Sephacryl S300 HR. Proteine smo dedild poma@jo Bradfordove reakcije.

4.3.3.2 Intracelularni polisaharidi gobe Fomes fomentarius
FFICP
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Graf 14: Prikaz I¢itve intracelularnih polisaharidov gollmes fomentariuss pomejo gelske
izklju¢itvene kromatografije na koloni HiPrep 26/60 Sepia8300 HR.

Preglednica 9: Parametri kromatografske&bko vzorcev intracelularnih polisahariddvomes
fomentarius izratunani so porazdelitveni koeficienti (Kav) ter dé#ma molekulska masa s
pomajo umeritvene krivulje standardov dekstranov nakoHiPrep 26/60 Sephacryl S300 HR.

Ff ICP Ve (ml) |Kav |Log MW MW (Da) |kDa
Frakcija 1 105 0,0 5,53 335536 | 335,54
Frakcija 2 145 0,2 4,78 60510 60,51
Frakcija 3 190 0,5 3,94 8809 8,81
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Graf 15: Graftna ocena velikosti intracelularnih polisaharidobgBomes fomentarius pomgjo
umeritvene krivulje standardov dekstranov na kolditrep 26/60 Sephacryl S300 HR. Prikazana
je odvisnost porazdelitvenega koeficienta (Kav)agdritma molekulske mase.

mAL
140+
120+
100+
a0+
60

|
|
401 |
20 I

{01 —. =
L1 20314 516 718191 1011211311516 1711811920 21 221231241251 26|27 (28129303132
] 50 100 150 200 250 300 mil

Slika 20: Kromatogram prikazuje absorbanco vzongc&2®0 nm, ekstrahiranega iz micelija gobe
Fomes fomentariusied gelsko filtracijana koloni HiPrep 26/60 Sephacryl S300 HR.
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Udir TjaSa. Izolacija in karakterizacija intracelutih polisaharidov iz glivaetiporus
sulphureusn Fomes fomentariu011
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Graf 16: Prikaz lsitve proteinov, prisotnih v miceliju goldeomes fomentariysia koloni HiPrep
26/60 Sephacryl S300 HR. Proteine smo detektinadiradijo Bradfordove reakcije.

4.3.3.3 Ekstracelularni polisaharidi gobe Fomes fomentarius
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Graf 17: Prikaz loitve ekstracelularnih polisaharidov gobemes fomentarius pomajo gelske
izklju¢itvene kromatografije na koloni HiPrep 26/60 Sepil8300 HR

Preglednica 10: Parametri kromatografsketie vzorcev ekstracelularnih polisaharidéemes
fomentariusizracunani so porazdelitveni koeficienti (Kav) ter dédoa molekulska masa s
pomajo umeritvene krivulje standardov dekstranov nakoHiPrep 26/60 Sephacryl S300 HR

Ff ECP Ve (ml) |Kav |Log MW MW (Da) |kDa

Frakcija 1 200 0,5 3,76 5741| 5,74
Frakcija 2 245 0,8 2,92 836 0,84
Frakcija 3 275 0,9 2,26 231| 0,23
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Graf 18: Grafina ocena velikosti ekstacelularnih polisaharidovbegd-omes fomentarius,
pridobliena s pom#o umeritvene krivulje standardov dekstranov naokol HiPrep 26/60
Sephacryl S300 HR. Prikazana je odvisnost poraxdeikga koeficienta (Kav) od logaritma
molekulske mase.
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Slika 21: Kromatogram prikazuje absorbanco vzort@2®0 nm, ekstrahiranega iz fermentacijske
brozge Fomes fomentarius med gelsko izkljgitveno kromatografijo na koloni HiPrep 26/60
Sephacryl S300 HR.
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Proteini FFECP
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Graf 19: Prikaz lsitve proteinov, prisotnih v fermentacijski broZgbmes fomentariysa koloni
HiPrep 26/60 Sephacryl S300 HR. Proteine smo dedéild poma@jo Bradfordove reakcije.

4.4 HPLC

Monosaharidno sestavo smo Zeleli dioz uporabo metode HPLC (te&ioske
kromatografije pod visokim tlakom). Kromatogrami gosneti na instrumentu Shimadzu
LC-2010, opremljenem sgrpalko LC-20AD in detektorjem za merjenje refrakkgga
indeksa (RID-10A). Pri levanju smo uporabili kolono apH&YANH2 Polymer velikosti
(5um, L x I.D. 15 cm x 4.6 mm) Supelco Analyticdéh mobilno fazo smo uporabili vodo
. acetonitril v razmerju 35 : 65. Hitrost pretokac nastavili na 0,6 ml/min in temperaturo
kolone na 30 °C. Analiza je potekala 15 min. Pakesn poizkusu smo na kolono injicirali
0,6 pl vzorca.

Za standarde smo uporabili monosaharide: glukoalakgpzo, fukozo in manozo. Njihovi
kromatogrami so prikazani na slikah 22—-25. Ker smaorcih polisaharidov ptakovali
ve¢ razlicnih  monosaharidnin  enot, smo posneli tudi kromatogr meSanice

monosaharidnih standardov, ki je prikazan na QXka
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Udir TjaSa. Izolacija in karakterizacija intraceuiih polisaharidov iz gliv.aetiporus

sulphureusn Fomes fomentariu011
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Slika 22: Kromatogram standarda fukoze (5 mg/mbtencijskim¢asom 4 = 8,817 min
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Slika 23: Kromatogram standarda galaktoze (5 mgkngmo mu dolgili naslednje retencijske

gase: & = 6,554 min, ¢ = 8,765 min.
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Slika 24: Kromatogram standarda manoze (5mg /métencijskiméasom = 10,094 min
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Slika 25: Kromatogram standarda glukoze (5mg /mBtencijskiméasom g = 9,909 min

52



Udir TjaSa. Izolacija in karakterizacija intracelutih polisaharidov iz glivaetiporus
sulphureusn Fomes fomentariu011
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Slika 26: Kromatogram me3anice standardov monoghihaiukoze (5 mg/ml), galaktoze (5
mg/ml), manoze (5 mg/ml) in glukoze (5 mg/ml). D®too naslednje retencijskase: = 9,411
min, i = 11,656 min,g= 12,127 min.

Za dolaitev razmerja monosaharidnih enot v polisaharidbilg potrebna HPLC-analiza
standardov dekstranov razilih velikosti. Kromatogram standarda dekstrana B@ ke
prikazan na Slika 27. Na enakcima kot dekstrane smo pripravili tudi vzorce LasICP,

FICP in FFECP. Kromatogrami vzorcev so predstauljea slikah 28, 29, 30.
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Slika 27: Kromatogram standarda dekstrana velild3@00 Da (5 mg/ml) z retencijskitasom
tr = 13,046 min
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v LasICP
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Slika 28: Kromatogram vzorca LasICP (5 mg/ml) 2neijskim¢asom 4 = 13,811 min
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Slika 29: Kromatogram vzorca FfICP (5 mg/ml) z reigskim casom ¢ = 12,298 min
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Slika 30: Kromatogram vzorca FFECP (5mg/ml) z retskim ¢asom ¢ = 13,174 min
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sulphureusn Fomes fomentariu011

4.5 NMR

Vse omenjene NMR-Studije so opravili na Kemijskergtitutu. Spektri so posneti na 800
MHz Varian NMR-spektrometru. Vzorec je raztoplienDgO. Spekter je posnet pri

temperaturi 25° C.

SpektriLaetiporus sulphureuso predstavljeni na slikah: 31, 32, 33.

8 7 & 5 4 3 2 1 ppm

Slika 31:"H NMR-spekter vzorca v f pri 25 °C

Slika 32:*C NMR-spekter vzorca v f pri 25 °C
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sulphureusn Fomes fomentariu011

F2 (ppm)

Slika 33: Pov&ano obmeje *H-'H TOSCY-spektra (mix = 0,08 s) vzorca y@pri 25 °C.

Za predvidene monosaharide smo na podlagi sklaphvkonstant v\H NMR-spektru in
korelacij v'H-'H TOSCY-spektrudolczili naslednje anomerne konfiguracije:D-glukoza
(6H1 5.36 ppm)B-D-manoza gy 5.17 ppm) B-D-fukoza 6y 4.60 ppm) inB-D-galaktoza
(6n1 4.59 ppm).
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NMR-spekte-omes fomentariug bil posnet v topilu DMSO, vidimo ga na Slika. 34

1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 pPpm

Slika 34'H NMR-spekter vzorca v topilu DMSO pri 25 °C
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5 RAZPRAVA

5.1 1ZKORISTEK EKSTRAKCIJE VODOTOPNIH POLISAHARIDOV

Izkoristke ekstrahiranih in izoliranih polisahandemo dolgili na podlagi tehtanja
koncnega produkta ekstrakcije in vmesnih stopenj. Bksijo smo z&eli s suho
micelijsko maso oz. teko brozgo v primeru ekstracelularnih polisaharidgas namen je
bil izolirati ciste frakcije vodotopnih polisaharidov. Lipofilnisnovi smo se znebili z
ekstrakcijo v MeOH in kloroformu (v/v; 1 : 1), nafma z ekstrakcijo v destilirani vodi
pridobili grobi izvieek polisaharidov.

Tega smo najprej dializirali v dializnedrevesu z izkljdgitveno molekulsko maso 6-8
kDa. Dializa proti demineralizirani vodi je pote&ahajmanj 24 h. Tako smo zagotovo
odstranili vse manjSe sladkorje 0z. druge manjSdotapne molekule, ki bi lahko bile
prisotne zaradi same sestave medijev in kultivamijeelija, manjSe proteine in ostale
nizkomolekularne snovi. Podoben potek ekstrakaijezolacije so uporabili pri Studijah
Alquini in sod., Y.Sun in sod. (23, 25).

Pri gobiLaetiporus sulphureusmo v povpr&u iz mase 3,7 g suhega micelija dobili 137,4
mg oz. 4,15 % grobega izv¢ka. Izkoristek dialize je bil zelo dober, ¢bjno nad 67,22
%. Kortna povpréna ocena vodotopnih intracelularnih polisaharidevbjla 89,46 mg.
Ceprav predpostavljamo, da na$ &oinvzorec vsebuje izklfgno polisaharide, smo s
pomaijo gelske filtracije dokazali, da ni tako, saj smovet frakcijah s pomgo
Bradfordove reakcije potrdili tudi prisotnost priotev.

V diplomskem delu M. Tajnik so po enakem postopkstakcije doladili delez
intracelularnih polisaharidov 21 %, medtem ko jedalez intracelularnih proteinov le 1,2
% (44). V Studiji Kang in sod. (47) so iz¢l@ L. sulphureus/sebovali 84 % polisaharidov

in 5 % proteinov.

Pri gobi Fomes fomentariuge bil izkoristek pridobivanja intracelularnih pgdharidov
nekoliko vi§ji, okoli 15,5 %. lIzkoristek dialize jeil zelo dober, in sicer 87,5 %. Kljub
temu da smo ekstrakcijo peli z manjSo maso suhega micelija, to je 495,9 sngy na
koncu dobili kar 65,1 mg vodotopnih intracelularmpblisaharidov. Pri metodi izolacije

intracelularnih polisaharidol. fomentariussmo imeli tezave s filtracijo. Pomislili smo, da
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filter papir zadrzi polisaharide z veliko molekutsknaso. To bi bilo potrebno potrditi z

nadaljnjimi raziskavami.

Pri ekstrakciji ekstracelularnih polisaharidov gobemes fomentariussmo pridobili
najmanj 453,7 mg grobega izvla. Gre za polisaharide, ki jih je goBames fomentarius
med rastjo izldila v tekaie goji&e. Zaradi dialize izgubimo nad 81 % polisaharidov,
zaradi cesar sklepamo, da goba v tékogojie izlota pretezno polisaharide manjSih
molekulskih mas.

Kljub enakim postopkom in pogojem ekstrakcije inolacije ekstracelularnih in
intracelularnih polisaharidovomes fomentariuse rezultati med seboj zelo razlikujejo. To
lahko pojasnimo gasom kultivacije v submerznem g@jps V prvem primeru smo gobo
gojili 32 dni, pri drugi izolaciji le 14 dni. Vidim, da se najuge razlike pojavijo v koliini
ekstracelularnih polisaharidov, medtem ko na dwod intracelularnih polisaharidov ne
vplivajo. Optimalni ¢as gojenja gobeF. fomentarius je 14 dni, saj goba najye
ekstracelularnih polisaharidov iZi@ v casu rasti. Pri diplomskem delu M. Tajnik so
dolxcili 34,4 % polisaharidov, wgih 6-8 kDa in 0,8 % proteinov pri ekstracelularnih
izvleckih ter 33,2 % polisaharidov in 1,8 % proteinov priracelularnih izviékih (44).

Tudi mi smo v obeh vzorcih dokazali prisotnost pnoov.

5.2 VELIKOSTNI RANG POLISAHARIDOV

Pricakovali smo, da bo molekulska masa izoliranih mimaekstracelularnih polisaharidov
iz gliv L. sulphureusn F. fomentariusy obmaju od 27.000 do 85.000 Da. Velikost smo
dolccili s pomajo gelske izkljgitvene kromatografije in zato smo izbrali kolonoPrep
16/60 Sephacryl S-200 HR, kidaje polisaharide v obnéu od 1000 do 80 000 Da. Tudi
kromatografske standarde dekstrana smo izbralimangnem obmiju, in sicer: 2,5 x
10, 8 x 1d, 2,7 x 16.

Pri izbiri mobilne faze smo najprej poizkusili dpisanim 0,05 M fosfatnim pufrom. Ker
bi soli, vneSene skupaj z mobilno fazo, lahko neatihdaljnje analize HPLC in NMR, smo
poizkusili Se visoko pkgsceno vodo. Dobili smo podobne rezultate in s tenrdiot
ustreznost metode, zato smo v nadaljnjih poizkusah mobilno fazo izbrali visoko

P 4%

precis¢eno vodo.
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Prosti volumen kolone (Vo) smo daib na podlagi elucijskega vrha dekstrana 2,7 %, 10
saj vemo, da njegova molekulska masa presega drakcijisko obmge kolone, in se zato
eluira prvi. Pojavil se je v 4. frakciji, kar pomefD ml. To ustreza specifikacijam kolone,
ki pravi, da prosti volumen predstavlja 30 % ceéga volumna kolone, ki je v naSem
primeru 120 ml. Totalni volumen (Vt) smo déilb na podlagi elucijskega vrha glukoze.
Ker gre za molekulo z majhno molekulsko maso, agakadnja. V naSem poizkusu se je
pojavila v 12. frakciji, kar pomeni 120 ml.

Na kolono smo nanaSali naSe vzorce, priblizne katnaeije 4 mg/ml, ki smo jih
predhodno filtrirali skozi mikrobioloski filter 2Qm. 1z dobljenih grafov, ze na prvi pogled
opazimo, da so elucijski volumni (Ve) priblizno &ng40 ml) za vse naSe vzorce.
Sklepamo, da se eluirajo v prostem volumnu kolamgih zato nismo uspeli tati.
Nekoliko izstopajo ekstracelularni polisaharidivgliF. fomentariuski se pojavijo v 4. in
5. frakciji, kar pomeni, da je elucijski volumenilgizno 45 ml. Kljub temu smo iztanali
porezdelitvene koeficiente (Kav) in naredili grafodvisnosti od logaritma molekulske
mase. Ocenjena velikost intracelularnih polisaterid. sulphureusn F. fomentariuge
okoli 415,7 kDa; nekoliko manjSi so ekstracelulapalisaharidiF. fomentarius ki so
veliki 150,3 kDa. Ker so polisaharidi bistvenocyjend pricakovane molekulske mase, se
na koloni HiPrep 16/26 Sephacryl S-200 HR niso ligpéiti.

Prvi poizkus nas je pripeljal do oditve, da uporabimo nekoliko ¥@ kolono, in sicer
HiPrep 26/60 Sephacryl S-300 HR, s katetonhm dekstrane velikosti od 2000 do 400 000
Da. Zavedati se moramo, da s psargem frakcionacijskega obrja nekoliko zmanjSamo
resolucijske oz. lgtvene sposobnosti kolone in s tem vplivamo namia@st. Za mobilno
fazo smo tokrat uporabili 0,15 M NaCl. Kromatogkafstandardi dekstrana so ostali
enaki.

Prosti volumen kolone (Vo) smo deéib teoreticno na 100 ml, kar predstavlja 30 %
celotnega volulmna kolone 320 ml. Totalni volumevit)(smo dol@ili na podlagi
elucijskega vrha glukoze. V naSem poizkusu se javla v 29. frakciji, kar pomeni 290
ml.

Zopet smo skozi kolono spustili naSe vzorce inabiirakcije po 10 ml. Tokrat so bili
elucijski vrhovi bolj razpotegnjeni, kar kaze, daoxci vsebujejo polisaharide raziih

velikosti. 1z elucijskih volumnov vzorcev smo iZwmali porazdelitveno konstanto Kav.
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Gledali smo odvisnosti Kav od logaritma molekulgkase ter s poné® umeritvene
krivulje standardov sklepali na velikosti polisaldar v vzorcu.

Intracelularne polisaharide gobke. sulphureussmo I@ili v tri frakcije. Najveji
polisaharidi v frakcijah 9 in 10 imajo povgreo Mr 514,9 kDa. Srednji polisaharidi,
prisotni v frakcijah 13, 14, 15, 16, so veliki M@,6 kDa. Glede na velikost vrha sklepamo,
da najveji delez predstavljajo najmanjSi polisaharidi gole sulphureus, ki so
velikostnega razreda Mr 5,7 kDa. Iz dobljenih réaiolv lahko ugotovimo, da so najbolj
verodostojni polisaharidi molekulske mase 60500 ®ranajve&jih dolo¢enih polisaharidih
se zopet pojavi vpraSanje frakcionacijskega ofjamozato bi za nat&no dolcitev
potrebovali Se wgo kolono. NaSi polisaharidi so se izkazali za\®sio véje od tistih, ki
so jih predevali v Studiji Alquini in sod., kjer so molekulsknaso ene vrste polisaharidov
gobeL. sulphureugdolacili na Mr 28 kDa. (23) Podobno so bili polisahayidiolirani iz
micelija Polyporus albicansmanjsi, veliki priblizno 37 kDa (25). Tudi pri magnjSih
izoliranih polisaharidih ni znano, zakaj se jihmws znebili z dializo. Edino razlago vidimo
v priblizku in ekstrapolaciji standardov dekstrana.

S pom@jo UV-detektorja smo s spremljanjem absorbance2®@ nm dolgili prisotnost
proteinov v vzorcu in jih dodatno potrdili z Bradfiovo reakcijo. Med obema grafoma
obstaja zelo dobro ujemanje, zato sklepamo, dailge faSa metoda uspeSna. Proteine
najdemo v frakcijah 20-29. Verjetno so proteini wovpreiju manjSi od prisotnih
polisaharidov, vendar njihove natae velikosti ne moremo oceniti brez proteinskih
standardov.

Kljub temu da se nekatere frakcije polisaharidoyiiateinov med seboj prekrivajo, lahko
izberemo tudi take, ki vsebujefiste polisaharide: 9.—19. frakcije. To je zelo pombeo
za nadaljnjo NMR-analizo, saj bi prisotni protemotili dolo¢anje strukture polisaharida.

Tudi pri intracelularnih polisaharidih golt®mes fomentariug bil vrh zelo razpotegnjen,
kar pomeni, da so prisotni polisaharidi zelo kagh velikosti. Zopet smo jih razdelili v tri
skupine: 9., 10., 11., 12. frakcija vsebujejo pathiaride velikosti 335,5 kDa; srednje
frakcije 13, 14, 15, 16 zavzemajo polisaharide sppgno Mr 60,5 kDa, medtem ko
najmanjSe prisotne frakcije 17, 18, 19, 20, 21 uggb polisaharide z Mr 8,8 kDa. Ker
vrhovi niso strogo leeni, so naSe skupine le navidezne, v resnici s@orcu prisotni

polisaharidi na celotnem frakcionacijskem olgund,8 kDa—335,5 kDa.
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Tudi v primeru intracelularnih proteinok. fomentariusvidimo zelo dobro ujemanje
elucijskih volumnov in velikosti vrhov med detekem UV pri 280 nm in Bradfordovim

reagentom. Prisotnost proteinov lahko potrdimoakdijah 20—-26.

NajmanjSe polisaharide izla F. fomentariusv tekae goji€e. Pri gelski filtraciji na
koloni HiPrep 26/60 Sephacryl S300 HR smo jih réiidea tri skupine, in sicer v
frakcijah 18—22 najdemo polisaharide s po¢poemolekulsko maso 5,7 kDa. V vzorcu so
prisotni tudi manjSi polisaharidi, ki se eluirajo frakcijah od 23 do 28. Z etido,
pridobljeno na podlagi kromatografskih standardeksiranov, ocenimo, da je povpna
molekulska masa polisaharidov od 23. do 26. frak8(0 Da, v 27. in 28. frakciji pa 200
Da. Pri gelski filtraciji na koloni HiPrep 16/60 @®acryl S200 HR se je celotni vzorec
eluiral v 4. in 5. frakciji. Po lastnostih kolona,jih predpisuje proizvajalec, naj bi se v teh
frakcijah spirali polimeri velikosti 80 kDa. Sklep®, da na dokevanje molekulske
velikosti nasSih vzorcev nimo vpliva izbira velikosti standardov dekstrang, zajihovo
pomaijo pridobimo en&bo za izrdun molekulskin mas polisaharidov v vzorcu.
Pomembna sta tudi frakcionacijsko obijeoin resolucija kolone, ki sta med seboj
obratnosorazmerna, zato jih nismo uspeli zadowwljiaciti s kolono HiPrep 26/60
Sephacryl S-300 HR.

Velikostne standarde dekstranov vedno izbiramo odlagi priakovanih velikosti
analiziranega vzorca ter jim prilagodimo molekulskaikost. Pri naSem delu smo imeli
opravka z novimi polisaharidi, izoliranimi iz c&fie stene gob. Ze sam proces izolacije
lahko bistveno vpliva na velikost kémega produkta, npr. topilo ali temperatura
ekstrakcije, velikost por dializnegarevesja, filtracija, vmesno ohlajanje med
shranjevanjem vzorca, zato podatkov ocgtovani molekulski masi nismo imeli. V
nadaljnjem raziskovalnem delu bomo na podlagi caenjvelikosti ekstracelularnih
polisaharidoomes Fomentariugbrali kolono za gelsko filtracijo, ki bo imelatiezno
filtracijsko obmaje in resolucijo. Napake pri izbiri standardov s&’edamo, vendar lahko
pravilno velikost standardov izberemo Sele na ppdiaformacije o priblizni velikosti
polisaharida.

V vzorcu so zopet prisotni proteini. Kromatogrank@ruje, da se \na proteinov spere v
23. frakciji Graf 19: Prikaz loitve proteinov, prisotnih v fermentacijski brozdiomes
fomentarius na koloni HiPrep 26/60 Sephacryl S300 HR. Pra&esmo detektirali s pomnim
Bradfordove reakcije.Kljub uspesni l¢itvi proteinov in polisaharidov pa vemo, da vzorec
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FfECP nidist, saj je bil rahlo rumenkasto obarvan, zargesar sklepamo na prisotnost
drugih molekul v vzorcu.

Proteini so predstavljali destote pri nadaljnjih analizah NMR in HPLC. Motigmalizo in
dajejo nap&ne podatke, zato smo se jih Zeleli znebiti. Obstajanatinov:

1) uporaba pepsina,

2) dializa,

3) uporaba Sevage reagenta,

4) zamrzovanje in odtajevanje vzorca,

5) gelska filtracija.

Uporaba pepsina ali drugega encima v naSem primebia zazelena, saj s tem v vzorec
vhaSamo dodatne proteine. Priblizno 22,06 % protesmo uspeli odstraniti z dializo.
Vendar se je potrebno zavedati, da na tannadstranimo le proteine manjSih molekulskih
mas 6-8 kDa, medtem ko dje ostanejo v vzorcu. V nekaterih Studijah so pircge
odstranili z uporabo Sevage reagenta, a v naSikkpsih ni izkazal uspeha (24-26).
Zanimiv predlog je zamrzovanje in odtaljevanje ¥zgrki so ga uporabili v Studiji Alquini
in sod. (23) Z omenjeno metodo se proteini denajori ter oborijo, medtem ko
polisaharidi ostanejo nespremenjeni. Proteine ad&iranimo s centrifugiranjem. Metodo
smo preverili tudi v naSem laboratoriju, vendar ssgov povpr&gu znebili le 7,02 %
proteinov, kar je zanemarljivo malo. Proteine idigaharide najtinkoviteje Iaiimo na
osnovi molekulske mase s po&jm gelske filtracije. Problem nastang& se molekule

zaradi podobne molekulske mase ali drugih razlogoictijo med seboj.

5.3 DOLOCITEV MONOSAHARIDNE SESTAVE S POMO CJO HPLC

Do sedaj Se ni bilo izvedenih veliko Studij o maoaoaridni sestavi polisaharidov
medicinskih glivL. sulpureusn F. fomentariusEno prvih je izvedel Alquini in sod. (23),
ki je v plodi€u gobe dokazal prisotnost heteroglukanov s stramskerigami galaktoze,
fukoze, manoze.

S tankoplastno tekimsko kromatografijo, ki so jo izvedli v naSem lasioriju v izvlekih
intra- in ekstracelularnih polisaharidav sulphureusso detektirali najwgi delez glukoze,
manjSi delez galaktoze, fukoze in manoze (44). 8@ iste metode so daldi, da
intracelularni polisaharidr. fomentariusvsebujejo glukozo, galaktozo in fukozo, medtem
ko ekstracelularni polisaharidi vsebujejo le glukam galaktozo (44). V svoji Studiji so
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Kang in sod. (47) dotsli, da polisaharidi gliveL. sulphureusssebujejo kar 84,5 % fukoze,
le 3,2 % glukoze in 2,3 % galaktoze, vendar nistrddo prisotnosti manoze. Sestavo
polisaharidov smo Zeleli daidi in potrditi z nataknejSo metodo HPLC, s katero lahko
dolocimo tudi razmerje monosaharidov v vzorcu. Razlikadmiteraturnimi podatki in
rezultati, pridobljenimi v naSem laboratoriju, ghko posledica nekoliko drugy@e metode
izolacije, ne izkljgujemo pa niti razlik zaradi razhih sevov ali celo vrst. V zadnjetasu
se zato vedno zahteva tudi molekularna identifjgagrste gobe, iz katere so izolirani

polisaharidi oziroma ostali primarni in sekundametaboliti.

Za HPLC-analizo smo morali polisaharide hidroliirada smo dobili monosaharidne
enote. Ker sladkorji ne absorbirajo na paglioUV-svetlobe, smo za detekcijo uporabili
RI-detektor. Za hidrolizo polisaharida smo uporabFA. Kislina TFA je primernejSa od
ostalih mineralnih kislin, saj jo zaradidje hlapnosti lazje odstranimo (28).

Pri HPLC-analizi posameznih standardov monosaharidgmo pridobili naslednje
retencijskecase: fukoza (8,817 min), galaktoza (8,765 min), ezan(10,094 min) in
glukoza (9,909 min). Prva dva vrhova pri vseh krtogeamih predstavljata topilo. V
kromatogramu galaktoze je prisoten Se en manjSpkir6,554 min.

Po hidrolizi naSih vzorcev smo pakovali razlene monosaharidne enote, zato je bilo
potrebno posneti tudi kromatogram meSanice monoiskiila standardov, ki je prikazan na
Slika 26 Dobili smo kromatogram z vrhovi retencijskibsov 9,411 min, 11,656 min in
12,127 min, od katerih sta zadnja dva slaldeh@a. Retencijskias prvega vrha ne ustreza
pricakovanemu za fukozo, ki je imela pri analizi posanie standardov najkrajSi
retencijski ¢as. Tudi vrhovi topila med raZhimi kromatogrami nimajo enakega
retencijskegaasa, na podlagiesar smo sklepali, da je metoda slabo ponoviljivhiijo
morali optimizirati.

Dekstran je polimer glukoze, zato bi na HPLC-kromgaamu hidroliziranega dekstrana
pricakovali en sam vrh, ki ustreza glukozi. Retencigks (13,046 min) se ne ujema z
retencijskiméasom, ki smo ga dobili po HPLC-analizi samega steshal glukoze (9,909
min).

Pri hidroliziranem vzorcu intracelularnih polisaigiv Laetiporus sulphureusmo dobili
vrh z retencijskimtasom 13,811 min, ki ne ustreza nobenemu od prigiabljstandardov,
zato ne moremo potrditi njegove monosaharidne westaHidroliziran vzorec

intracelularnih polisaharido'romes fomentariuge imel vrh pri 12,298 min, vzorec
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ekstracelularnih polisaharidov iste gobe pa prilI3, min, kar podobno kot pri vzorcu
Laetiporus sulphureuse ustreza nobenemu standardu.
Zaradi slabe ponovljivosti, nestabilne bazne linije nespecifinosti detekcije nam s

pomazjo opisane metode ni uspelo détomonosaharidne sestave vzorca.

5.4 NMR

Pri Studiji strukture polisaharida, izoliranegagmbe L.sulphureus,smo se osredotoi
predvsem naH ter oba’H-'H TOCSY NMR-spektra. Najprej smo™H NMR-spektru v
obmaiju od 4,5 do 5,5 ppm poiskali signale, ki ustrezapomernim protonom. Primerjava
intenzitet signalov ne potrjuje podatka, da v vmoprevladuje glukoza, kar se ujema s
Studijo Alquini in sod., ki pravi, da v vzorcu pteduje fukoza (23). V tem obmijo *H
NMR-spektra smo opazili ¥ Stevilo signalov, ki ne ustrezajo predlaganim
monosaharidom. S porijo *H-'H TOSCY NMR-spektrov smo preko korelacij délose
kemijske premike ostalih vodikovih atomov. Na pailsklopitvenih konstant med atomi
H1, H2 in H3 smo ugotovili, kakSna je konfiguraaija anomernem ogljiku v posameznih
monosaharidih. Alquini in sod. so iz trosnjaka gabsulphureuszolirali dva polisaharida
ter njuno strukturo dolli s pomaijo NMR-Studije. Izkazalo se je, da gre za polisater
fukomanogalaktan in (+3) B-glukan, poimenovan laminarin (23). Predvidevamada
vzorec, izoliran iz micelija iste gobe, vsebuj®-glukozo,B-D-manozo B-D-fukozo inp-
D-galaktozo, vendar bi za nedvoumno adkyv strukture polisaharidov potrebovali

dodatne analize.

Pri vzorcu intracelularnih polisahariddv. fomentariussmo posnelitH NMR, sprva v
topilu D,O. Ker je vrh topila prekrival vgno anomernih vrhov sladkorjev, na njem nismo
uspeli dol@iti posameznih monosaharidnih enot. Zato smo posreeldrugi'H NMR-
spekter, le da smo vzorec tokrat raztopili v DMSDké 34. Na spektru opazimo vrhove
pri 8 ppm. Na omenjenem delu navadno zaznamo astmanolekule, zaradéesar
sklepamo na prisotnost proteinov. Ker smo prot@émnpolisaharide uspesnocib Ze pri
gelski filtraciji, sklepamo, da smo v naSem vzorcietektirali proteoglikan. V
proteoglikanu sta polisaharid in protein povezakavalentno vezjo in se zato nista uspela

logiti.
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Vzorec ekstracelularnih poliaharidov, izoliranih glive F. fomentarius,je bil rahlo
rumenkasto obarvan. Sklepali smo, da vzorecisti ter da so v njem prisotne druge
molekule. Za NMR-analizo se v tem primeru nismoodilil saj je bistvenega pomena, da

vzorec ne vsebuje nistot.
Tudi pri NMR-analizi bi za nata@mejSo analizo potrebovali %@ koncentracijo vzorca,

hkrati pa bi pri doléitvi strukture zelo pomagali podatki o monosaharigestavi,
pridobljeni s pom&o HPLC ali GC.
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6 SKLEP

Za dola@evanje in pretevanje strukture intracelularnih polisaharidov dlivsulphureusn

F. fomentariuster ekstracelularnih polisaharidov glie fomentariussmo se odlli na
podlagi predhodnih raziskav, ki so dokazal&itro vpliv na izrazanje pomembnih genov v
celiécni liniji monocitov THP-1. Polisaharidi so zelo &ka in raznolika skupina
biomakromolekul z raztnimi lastnostmi. Ker so za uzivanje najprimerngjdpravki v
obliki ¢ajev, kjer se aktivni polisaharidi ekstrahirajo stawno z vréo vodo, smo se

osredotdili predvsem za pratevanje strukture vodotopnih polisaharidov.

Metoda ekstrakcije in izolacije vseh izbranih patiaridov, tako intra- kot ekstracelularnih
iz gliv L. sulphureusin F. fomentarius,je bila uspesSna. Tako v grobih kot v Kaih
izvleckin smo uspeli dokazati prisotnost polisaharidogosnaijo metode po Dubois in
sod. Pred analizo vzorcev smo jih vedno filtriralimikrobioloskim filtrom 20 pum ter
opazili, da se tudi v tej stopnji nekaj vzorca iaguOcenili smo, da se zaradi filtracije
izgubi okoli 77,03 %.

Najvedji izkoristek ekstrakcije, to je 15,5 %, smo dolgiti intracelularnih polisaharidif.
fomentariuski smo jih kultivirali na submerznem gajig Koli¢insko smo pridobili najue
ekstracelularnih polisaharidov (453,7 mg), izolirariz F. fomentarius Intracelularne
polisaharidd_.sulphureussmo pridobili iz suhe micelijske mase, kjer smelinpovpreni
izkoristek 4,15 %. V vseh primerih smo pridobilivibdj polisaharidov za nadaljnje analize.

UspeSna je bila tudi submerzna kultivacija glemes fomentariusPridobili smo tako
intra- kot ekstracelularne polisaharide. Ugotowino, dacas kultivacije gobe vpliva
predvsem na kalino ekstracelularnih polisaharidov. Optimaléss kultivacije je bil v

nasem primeru 14 dni, saj gob&asu rasti izléa najv€ snovi v svoje okolje 0z. gojis.

Velikostni rang izoliranih intracelularnih polisaidov iz glive Laetiporus sulphureuge

zelo $irok, in sicer od 5,7 x i@o 5,15 x 19 Da. Ker so polisaharidi vigjih molekulskih
mas izven frakcionacijskega obtj@ kolone, bi bila za nat&nejSo analizo smiselna
uporaba kolone z ¥@m frakcionacijskim obm&em. Velikost izoliranih intracelularnih

polisaharidov iz gliveeFomes fomentariug prav tako razpotegnjena od 8,8 ¥ 6 3,35

67



Udir TjaSa. Izolacija in karakterizacija intracelutih polisaharidov iz glivaetiporus
sulphureusn Fomes fomentariu011

x 10° Da. Najmanj$i polisaharidi pripadajo ekstraceluarrpolisaharidom gliveFomes
fomentarius Ocenjujemo, da so v od 80 kDa, vendar rezultati niso dovolj natan da

bi z njimi dolctili molekulsko maso. Kljub temu je ocena velikogélo pomembna za
nadaljnje raziskave, saj nam bo v veliko pénpoi izbiri kolone za gelsko filtracijo. Od
kolone préakujemo ustrezno frakcionacijsko ob&®in resolucijo. Prav tako se bomo z
izbiro standarov dektranov lazje priblizali velikiosamega polisaharida.

S HPLC-metodo nam ni uspelo déikb monosaharidne sestave polisaharidov.

S poma@jo NMR-Studije smo pri gliviLaetiporus sulphureugpotrdili prisotnosta-D-
glukoze, B-D-manoze, B-D-fukoze in B-D-galaktoze. Za nedvoumno doiev teh
monosaharidov bi bilo potrebno Se dodatifgenje ter koncentriranje vzorca. S pafoo
NMR-Studije smo pri gliviFomes fomentariugotrdili prisotnost proteoglikana. Za
dolccitev celotne sestave bi bile nujne Studije HPLCGR. Vzorec ekstracelularnih

polisaharidov glivd=omes fomentariusi bilo za NMR-Studijo potrebnocastiti nedistot.

Za dolaiitev natakne strukture polisaharida ne obstaja ena sama metedvé je
potrebno uporabiti vekomplementarnih analiznih metod, ki na koncu podalotno sliko

0 zelo kompleksni strukturi.
Pri nadaljnjih Studijah je nujna uporaba metode £5@amenom dolbdtve monosaharidne

sestave in kvantifikacije vsebovanih monosahariddelo dobre rezultate daje tudi

sklopljena Studija plinske kromatografije in maspektroskopije GC-MS.
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