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KARAKTERIZACIJA I INKAPSULACIJA BIOLOSKI
AKTIVNIH KOMPONENTI 1Z GLJIVA Handkea utriformis
(BULL.) KREISEL, Handkea excipuliformis (BULL.) KREISEL
i Vascellum pratense (PERS.) KREISEL

Rezime

Gljive su izvor raznih farmakoloski aktvinih komponenti zahvaljuju¢i ¢emu su postale
predmet ospeznih istrazivanja u poslednjih nekoliko decenija. Lekovite gljive korsitili su
mnogi narodi Sirom sveta, a narocito dalekog istoka, hiljadama godina, ali je tek s razvojem
analitike bilo moguce okarakterisati njihovo dejstvo. Ipak, mnoge gljive i dalje su ostale
relativno nepoznate u pogledu svog farmakoloskog potencijala.

Takva grupa gljiva su puhare, koje prolaze kroz jedinstveni ciklus sazrevanja plodonosnih
tela. Puhare predstavljaju grupu gljiva u okviru reda Agaricales koje produkuju zatvorena,
loptasta plodonosna tela koja, dok su mlada imaju ¢vrstu belu unutras$njost — glebu — koja
se tokom sazrevanja pretvara u praskastu, smedu sporonosnu masu. Ova sporonosna masa
koristila se u narodnoj medicini Sirom sveta, pre svega za zaustavljanje krvarenja ali i
tretman nekih drugih poremecaja.

Istrazivanja u okviru ove disertaciji bila su usmerena na hemijsku karakterizaciju 1 skrining
bioloskih aktivnosti 3 vrste puhara — Handkea utriformis, H. excipuliformis i Vascellum
pratense. Poreden je hemijski sastav i aktivnost mladih i zrelih plodonosnih tela navedenih
vrsta, kao 1 micelijuma, na primeru vrste Handkea utriformis. U tu svrhu koriS¢eni su
metanolni ekstrakti sve tri vrste 1 polisaharidni ekstrakti vrste Handkea utriformis.

Utvrdeno je da su metanolni ekstrakti zrelih plodonosnih tela aktivniji od mladih u pogledu
antioksidativne aktivnosti, kao i inhibitorne aktivnosti na veéinu ispitivanih enzima
(tirozinazu, acetilholinesterazu, butirilhoinesterazu, o-glukozidazu, a-amilazu) i da su
bogatiji nekim farmakoloski aktivnim jedinjenjima, kao Sto su ergosterol, a-tokoferol, N-
acetilglukozamin, kao i ukupnim fenolnim jedinjenjima. Ekstrakti mladih plodonosnih tela
bili su aktivniji u inhibiciji HMG-CoA reduktaze, pokazali su bolju antimikrobnu aktivnost,

dok je citotoksi¢na/antitumorska aktivnost uzoraka bila sli¢na, ali je u slucaju ekstrakata H.



utriformis, 1 naroCto H. excipuliformis bila selektivnija prema tumorskim celijskim
linijama. Ekstrakt micelijuma je pokazao slabiju aktivnost u bioloskim odgovorima, osim u
antimikrobnoj analizi, pa nije adekvatna zamena za plodonosna tela, iako moze relativno
lako da se uzgaja u laboratorijskim uslovima. Hemijski sastav i bioloska aktivnost
ekstrakata zrelih plodonosnih tela puhara ukazuju da puhare mogu da nadu primenu i nakon
sazrevanja, kao aktivni sastojci farmaceutskih proizvoda, narocito onih namenjenih nezi ili
tretmanu koze, ali 1 da su puhare uopste izvor potencijalnih aktivnih metabolita koji mogu
da nadu medicinsku primenu.

Polisahardini ekstrakti micelijuma 1 plodonosnih tela H. wutriformis hemisjki su se
razlikovali, uz drugaciji Secerni sastav. Micelijum je sadrzao uglavnom a-glukane, koji su
okarakterisani kao glikogenu-slicni (1—4)(1—6)-a-D-glukani, dok su plodonosna tela
sadrzala isklju¢ivo B-glukane, okarakterisane kao razgranate (1—6)(1—3)-B-D-glukane
kao 1 parcijalno metilovani (1—6)-a-D-galaktan, za koji je utvrdeno da pored jedinica
galaktoze sadrZi i, u prirodi retku 3-O-metilgalaktozu. Od zrelih plodonosnih tela dobijen je
manji prinos, a ekstrakt je sadrzao i manje ukupnih Secera, a viSe P(1—3) veza u
glukanskoj frakciji; takode, bio je bogatiji proteinsko-melaninskim strukturama.
Polisaharidne komponente nije bilo mogucée razdvojiti od proteinsko-melaninske, $to
ukazuje na prisustvo polisaharidno-proteinskih kompleksa u mladim i zrelim plodonosnim
telima. Polisaharidni ekstrakti plodonosnih tela su pokazali znacajno bolju
imunomodulatornu aktivnost od ekstrakta micelijuma, Sto se koreliSe sa sadrzajem [3-
glukana. Ekstrakti su uspeSno inkapsulirani u lipozome, uz zadovoljavajuci stepen
inkapsulacije od 40-60%, uz omogucavanje produzenog oslobadanje Sto otvara potencijalnu
upotrebu proizvoda na bazi ovih gljiva u farmaceutskim proizvodima, dijetetskim

suplementima i kozmetickim preparatima.
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CHARACTERISATION AND INCAPSULATION OF
BIOLOGICALLY ACTIVE COMPONENTS FROM FUNGI
Handkea utriformis (BULL.) KREISEL, Handkea excipuliformis
(BULL.) KREISEL AND Vascellum pratense (PERS.) KREISEL

Summary

Fungi are source of various pharmacologiacally active compounds and they have been a
subject of extensive study in a past few decades. Medicinal mushrooms were used in
traditional medicine in many parts of the world, especially in the far east, and such use goes
back to few thousand years. Modern analytical technologies allowed the characterisation of
the medicinal proteperties of mushrooms. Still, many fungi species remain unsufficiently
studied.

Such a group of mushrooms are puftballs, which go through a unique cycle of maturation
of the fruiting bodies. Puffballs represent a group of fungi within the order of Agaricales
which produce enclosed, globose fruit bodies which, while young, have a solid white
interior - gleba - which turns into a powdery, brown spore bearing mass upon maturation.
This spore mass has been used in folk medicine around the world, primarily for stopping
bleeding but also for treating other disorders.

The research in this dissertation focused on the chemical characterization and screening of
biological activities of 3 species of puftballs - Handkea utriformis, H. excipuliformis and
Vascellum pratense. The chemical composition and biological activity of young and mature
fruiting bodies, as well as the mycelium of Handkea utriformis, had been compared.
Methanol extracts of all three species were used, as well as polysaccharide extracts of
Handkea utriformis.

It was found that methanol extracts of mature fruiting bodies were more active than young
ones in terms of antioxidant activity and inhibitory activity against most of the enzymes
tested (tyrosinase, acetylcholinesterase, butyrylchinesterase, a-glucosidase, a-amylase) and
that they are richer in some pharmacologically active compounds, which are ergosterol, a-

tocopherol, N-acetylglucosamine, and total phenolic compounds. The extracts of young



fruiting bodies were more active in inhibiting HMG-CoA reductase, showed better
antimicrobial activity, while cytotoxic activity was similar for all the samples, although H.
utriformis, and particularly H. escipuliformis extracts showed selectivity towards cancer
cell lines. Mycelium showed the weakest activity in all methods, except for relatively good
antimicrobial activity, and, although it can be easily grown in the laboratory conditions, it
cannot be considered as adequate replacement for the fruting bodies. Chemical and
biological properties of the mature fruiting bodies extracts indicate that puffballs are a great
source of the active ingredients even though they go through the autolysis and that they
may find use in the pharmaceutical products, especially those that are skin-care related.

Polysaccharide extracts of mycelium and fruiting bodies differed chemically, with a
different sugar composition. The mycelium consisted mainly of a-glucans, which were
characterized as glycogen-like (1—4)(1—6)-a-D-glucans, while the fruiting bodies
contained exclusively B-glucans, which were characterized as branched (1—6)(1—3)-3-D-
glucans, as well as parcially methylated (1—6)-a-D-galactans, for which it was determined
to conatin a rare sugar 3-O-methylgalactose. The extraction yield was lower in the case of
the mature fruiting bodies and the extract contained less total sugars, with more B(1—3)
linkages, and more protein-melanin structures. Separation of proteins/melanins and
polysaccharides could not be achieved which suggests presence of polysaccharide-protein
complexes in the fruiting bodies. Polysaccharide extracts of the fruiting bodies have shown
far more significant immunomodulatory activity than those obtained from mycelium, which
was in correlation with total B-glucan content. The extracts were successfully encapsulated
in liposomes with a satisfactory degree of encapsulation of 40-60 %, with prolonged
release achieved, which opens the potential use of preparations based on these mushrooms

in pharmaceutical products, dietary supplements and cosmetic preparations.

Key words: fungi, puffballs, biological activity, polysaccharides, liposomes
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Uvod

Hroni¢ne bolesti, tj. kardiovaskularne bolesti, dijabetes, hroni¢ne bolesti disajnih puteva i
rak su vode¢i uzrok smrti u svetu (Grover & Joshi, 2014). Nutraceutici, odnosno
funkcionalna hrana i bioloski aktivne komponente iz hrane, kao §to su vitamini, ®-3 masne
kiseline, antioksidanti, steroli, dijetetska vlakna itd. oznafeni su kao vazni faktori u
prevenciji, ali i tretmanu hroni¢nih bolesti (Padmavathi, 2013). Rezistencija patogenih
mikroorganizama na antibiotike je u porastu, a sa njom i zivotno ugrozavajucih infekcija
(Zaman 1 saradnici, 2017). Zbog toga postoji konstantna potreba za traganjem za novim
antibioticima. Prirodni proizvodi oznafeni su kao fundamentalni izvor novih aktivnih
principa sa antimikrobnim delovanjem (Saleem 1 saradnici, 2010). Prirodni proizvodi su i
dalje medu najvaznijim izvorima terapeutskih agenasa u medicini i naro¢ito su vazni u
razvoju efikasne terapije raka, bakterijskih 1 gljiviénih infekcija, neuroloskih,

kardiovaskularnih 1 autoimunih oboljenja (Bills & Gloer, 2016).

Gljive su izvor razli¢itih primarnih i sekundarnih metablita sa bioaktivnim delovanjem ali
je 1 dalje relativno malo aktivnih supstanci poreklom iz gljiva koje su nasle upotrebu u
zvani¢noj medicini. Bills & Gloer (2016) dali su prikaz sekundarnih metabolita gljiva od
kojih su razvijeni farmaceutici, agrohemikalije i kozmeticki proizvodi a medu njima su
uglavnom jedinjenja poreklom iz askomiceta, odnosno gljivica iz rodova Penicillium,
Aspergillus, Fusarium, Monascus 1 drugih. Ipak, brojna istrazivanja koja su poslednjih
godina intenzivirana na bazidiomicetama pokazala su da i one imaju izrazit potencijal kao
nosioci farmakoloski aktivnih jedinjenja (Schiiffler & Anke, 2008; Schiiffler, 2018). [ same
gljive, a ne samo izolovana jedinjenja mogu da dovedu do Zeljenih efekata i kao
funkcionalna hrana odnosno dijetetski suplementi, ako se redovno unose. Ove gljive se
nazivaju “medicinske gljive”, predstavljaju mahom bazidiomicete sa tradicionalnom
upotrebom 1 mogu da se definiSu kao makroskopske gljive, koje se koriste u formi
ekstrakata ili kao sprasene, u prevenciji, otklanjanju simptoma ili le¢enja bolesti. OsuSeni

micelijum, plodonosna tela gljiva i spore iz kojih se dobijaju lekoviti proizvodi mogu se



tako smatrati “gljivljom drogom”. Oko 80% medicinskih gljivljih proizvoda dobija se iz
plodonosnih tela, bilo sakupljenih u prirodi, ili dobijenih gajenjem. Ovakvi proizvodi su
obi¢no nedovoljno standardizovani zbog ¢ega se prednost Cesto daje submerznom gajenju i
dobijanju proizvoda iz odgovaraju¢eg micelijuma. Skrining ekstrakata gljiva na bioloske
aktivnosti je od presudnog znacaja za njihovu dalju karakterizaciju (Wasser, 2017). Za
mnoge makromicete utvrdeno je da  poseduju  antimikrobnu, antivirusnu,
citotoksi¢nu/antitumorsku, imunomodulatornu, anti-inflamatornu, antiaterogenu,
antioksidativnu, antihiperholesterolemijsku, antihiperglikemijsku kao 1 aktivnost na
centralni nervni sistem. Od posebnog znacaja je njihova imunomodulatorna aktivnost, za
koju su zasluzni B-glukani koji ¢ine sastavni deo Celijskog zida gljiva (Lindequist i
saradnici, 2005). S obzirom na to da je imuni sistem od presudnog znacaja u borbi
organizma protiv raka, proizvodi na bazi gljiva dobijaju na sve ve¢em znacaju u odredenim
delovima sveta (Wasser, 2017). Ipak, najveci broj istrazivanja bazira se na relativno malom
broju vrsta a pokazano je da je raznovrsnost glukana velika i da oni imaju razli¢itu
aktivnost u zavisnosti od strukture (Lindequist i saradnici, 2005). Zbog toga je od velikog

znacaja proSirenje ispitivanja lekovitih svojstava gljiva i na manje poznate vrste.

Puhare su relativno malo ispitivana grupa gljiva s aspekta hemijskog sastava i
biomedicinskog potencijala. S druge strane, njihova upotreba u tradicionalnoj medicini je
dobro poznata 1 Siroko rasprostranjena. Ove jestive gljive produkuju plodonosna tela
loptastog oblika ¢ija unutraSnjost — gleba — tokom sazrevanja prolazi kroz proces autolize
pri ¢emu od nje nastaje suva, praskasta sporonosna masa. Upravo zrela gleba puhara nasla
je primenu u narodnoj medicini kao efikasni hemostiptik, odnosno sredstvo za zaustavljanje
krvarenja, mada je primenu nasla i kod nekih drugih patoloskih stanja. Hemijske promene
kroz koje plodonosna tela puhara prolaze tokom sazrevanja relativno su malo poznate
(Leessoe & Spooner, 1994; Larsson & Jeppson, 2008; Coetzee and van Wyk, 2009). Nije
poznato ni kako autoliza utie na potencijalne bioloske aktivnosti ovih gljiva. lako je u
tradicionalnoj medicini zastupljena upotreba zrelih plodonosnih tela puhara, mali broj
istrazivanja se bavio upravo njima. Do sada iz puhara nisu okarakterisani polisaharidi, niti

njihova potencijalna aktivnost. S obzirom na Siroku rasprostranjenost njihove upotrebe u



tradicionalnoj medicini, puhare su odli¢ni kandidati za ispitivanje potencijalnih fizioloSkih
dejstava i inkorpiranje prozivoda na njihovoj bazi u farmaceutske, dijetetske 1 kozmeticke

proizvode.

Ulazimo u novo doba otkri¢a lekova na bazi prirodnih proizvoda, sa razvojem novih
tehnologija za njihovo dobijanje i karakterizaciju. Priroda je bila darezljiva prema ¢oveku
jer mu je ponudila lekove za Zivotno ugrozavajuce bolesti, samo je potrebno do njih i do¢i

(Shen, 2015).



1. Pregled literaturnih podataka

1.1. Znacaj gljiva za ¢oveka

Gljive, carstvo zivih bi¢a raznovrsno kao i carstvo biljaka i Zivotinja, imaju jasno
definisano mesto u ekosistemima — one su, uz bakterije, glavni razlaga¢i organskih
jedinjenja, prvenstveno lignina 1 celuloze, Sto omogucava nesmetano odigravanje zivotnog

ciklusa ekosistema (Mueller i saradnici, 2011; Kubicek, 2013).

Za ljude, one su od viSestrukog znacaja; pre svega, koriste se u ishrani; vise od 2000 vrsta
smatra se bezbednim za jelo, a oko 20 se proizvodi na industrijskom nivou. Kao namirnica
gljive su niskokalori¢ne; energetska vrednost gljiva kre¢e se od 350450 kcal’kg sveze
mase. Ovo je posledica visokog sadrzaja vode u gljivama a niskog sadrzaja masti. Suva
masa gljiva je mala 1 ¢ini oko 10% mase. Proteini ¢ine oko 20-25 % (od kojih esencijalne
aminokiseline ¢ine oko 40%), lipidi 2-3 %, a minerali 5-12 % suve mase gljiva. Najveci
deo suve mase gljiva ¢ine ugljeni hidrati, najces¢e oko 70%. Prosti Seceri 1 Seerni alkoholi
(trehaloza 1 manitol), kao i1 glikogen, ¢ine manji deo ove frakcije, dok su nesvarljivi
polisaharidi, hitin i B-glukani dominantni, ¢ine¢i gljive odli¢nim izvorom rastvornih i
nerastvornih vlakana. Gljive su i izvor vitamina, pre svega provitamina D, (ergosterola) i u
vitamina C i vitamina B kompleksa. Usled slabe svarljivosti gljiva medutim nije dovoljno

poznato kolika je iskoristljivost ovih nutrijenata (Kala¢, 2012; Kalac, 2016).

Od davnina su neke vrste poznate kao delikatesi. Najcenjeniji su tartufi (Tuber spp.), koji se
nalaze uz pomo¢ dresiranih pasa jer plodonose pod zemljom. Kao vazne komercijalne
gljive izdvajaju se i vrganji (Boletus spp.), lisiCarka (Cantharellus cibarius), smrc¢kovi
(Morchella spp.), koje sve predstavljaju mikorizne vrste 1 koje se, kao takve, ne mogu
uzgajati (Iwase, 1997; Boa, 2004). Od onih koje se uzgajaju treba izdvojiti Sampinjon
(Agaricus bisporus), bukovacu (Pleurotus ostreatus), Siitake (Lentinula edodes) i zimsku

panjevcicu (Flammulina velutipes) (Kala¢, 2016; Zied & Pardo-Giménez, 2017)



Mnoge mikromicete koriste se u ishrani posredno, u procesima dobijanja namirnica.
Pekarski, odnosno pivski kavasac (Saccharomyces cerevisiae) Koriste se u proizvodnji
hleba 1 drugih pekarskih proizvoda, ali i u proizvodnji alkoholnih pic¢a, piva i1 vina.
Penicillium roqueforti 1 Penicillium camemberti su pak, zaduzeni za dobijanje nekih vrsta

sireva. (Struyf i saradnici, 2017; Walker & Stewart, 2016; Hymery i saradnici, 2014;).

Gljive se koriste 1 za industrijsku proizvodnju nekih hemijskih supstanci kao S§to su,
formaldehid, organske kiseline (limunske, glukonske, fumarne, piruvinske), enzimi (lipaze,

celulaze, amilaze, invertaze, proteaze, ksilanaze, pektinaze) (Sanchez & Demain, 2017) itd.

Neke gljive mogu da razloze insekticide, herbicide i1 sastojke teskih goriva. Gljive su
takode bioakumulatori teSkih metala; one imaju sposobnost solubilizacje 1 imobilizacije
metala, metaloida i radionuklida, $to ih ¢ini pogodnim za procese bioremedijacije (Gadd &

Gadd, 2001).

Znacaj gljiva u medicini je mnogostruk; gljive su uzrocnici bolesti i trovanja, ali i izvor

farmakoloski aktivnih supstanci.

1.2. Znacdaj gljiva u medicini

Opasnost od trovanja koju nosi konzumiranje nekih vrsta gljiva poznata je od davnina. I
danas je trovanje gljivama aktuelna tema, jer medu njima ima onih koje su i smrtno
otrovne. Po tipu toksina koji sadrZze, mehanizmu toksi¢nog delovanja i klinicke slike
trovanja, gljive mogu da se podele na one koje sadrze amatoksine i1 dovode do
hepatotoksi¢noti (zelena pupavka - Amanita phalloides, koja je uzro¢nik preko 90%
smrtnih trovanja gljivama, spada u ovu grupu), na one koje sadrze neurotoksine, zatim
gastrointestinalne iritanse (najvec¢i broj otrovnih gljiva izaziva gastrointestinalni sindrom) i
druge (Koppel, 1993; Jo i saradnici, 2014). Pored ovoga, gljive mogu da izazovu trovanja i
posredno, kao kontaminanti namirnica koje ¢ovek konzumira. Razena glavnica (Claviceps
purpurea), je parazit na Zitaricama i braSno dobijeno od krupe zarazenog Zita sadrzi ergot-

alkaloide, toksine koji dovode do ergotizma. Neke vrste iz roda Aspergillus koje se nalaze



na Zzitaricama produkuju aflatoksine, toksine jetre koji su ujedno potentni kancerogeni

(Adeyeye, 2016).

Gljive su i alergeni za predisponirane ljude; poznate su alergije na kvasac, kao 1 razne vrste

budi, ali i na gljive koje produkuju plodonosna tela, tj. pecurke (Horner i saradnici, 1995).

Gljive, pre svega one iz razdela Ascomycota, uzro¢nici su mnogih bolesti kod ljudi. Vrste
iz rodova Candida, Aspergillus, Cryptococcus 1 drugih uzro¢nici su oportunistickih
infekcija koje su povezane sa slabljenjem funckije imunog sistema. Sistemske gljivicne
infekcije sve su ve¢i klinicki problem zbog neracionalne upotrebe antibiotika i i
imunosupresiva, a povecana incidenca sistemskih gljivi¢nih infekcija prisutna je kod osoba
zarazenih HIV-om (Karkowska-Kuleta, 2009; De Pauw, 2011; Kauri saradnici, 2016). S
druge strane, vrsta kvasca Saccharomyces boulardi koristi se kao probiotik u tretmanu

akutne dijareje (Feizizadeh i saradnici, 2014).

Saccharomyces cerevisiae, odnsosno pivski/pekarski kvasac koristi se kao dijetetski
suplement (Jach & Serefko, 2018). S. cerevisiae koristi se i za proizvodnju oko 20%
biofarmaceutika, Sto ukljuuje preko 40 rekombinantnih proteina (Sanchez & Demain,

2017).

Gljive poseduju i1 lekovita svojstva ali njihov medicinski potencijal nije dovoljno
iskoriSc¢en; tradicija koris¢enja lekovitih svojstava gljiva u svrhu leCenja u nekim delovima
sveta duga je par hiljada godina. To se pre svega odnosi na daleki istok, Kinu i Japan, gde
je i danas upotreba gljiva u razlicite svrhe mnogo veca nego bilo gde drugde u svetu
(Wasser, 2010). Relativno skori pronalazak ledene mumije, Ecija, u ledu italijanskih Alpa, i
istrazivanja koja su usledila, pokazala su da su drevni narodi Evrope takode koristili gljive
u lekovite svrhe (Vunduk i saradnici, 2015). Moradali 1 saradnici (2007) navode da su i
slovenski narodi imali tradiciju upotrebe gljiva u svrhu le¢enja, a tome svedoCi i
Hilandarski kodeks. U ovom svojevrsnom prvom medicinskom kodeksu Balkana lekovita
sredstva koja se pripremaju na bazi gljiva navode se ¢ak 8 puta, mada nije jasno koje su sve
vrste bile koriS¢ene posto se sve javljaju pod zajednickim nazivom “Agaricus” (Jari€ i

saradnici, 2011). Na§ narod koristio je gljive kod leCenja tumora i otvorenih rana,



glavobolje, stomacnih bolova, kamena i peska u bubregu, za iskasljavanje i snizavanje
temperature. Poslednjih decenija i Zapadna nauka i medicina poklanjaju sve viSe paznje
lekovitim svojstvima gljiva; gljive produkuju razli¢ite polisaharide, proteine 1 sekundarne
metabolite, od kojih mnogi pokazuju farmakolosko delovanje i potencijalni su lekovi.
Rezultati masovnog skrininga na lekovita svojstva gljiva koji se vrSi poslednjih godina
na ljudski organizam; Wasser (2010) navodi da gljive ispoljavaju ¢ak 126 medicinskih
funkcija, a medu znacajnijima su: antitumorno, imunomodulatorno, antioksidativno,
kardiovaskularno, antibakterijsko, antivirusno, antiparazitsko, antifungalno, antidijabetsko,

hepatoprotektivno, antihiperholesterolemijsko.

1.3. Lekovita svojstva gljiva

Iako su se gljive koristile u medicinske svrhe od davnina smatraju se nedovoljno istrazenim
a bogatim izvorom farmakoloski aktivnih komponenata. Do sada je istrazen veliki broj
efekata u in vitro uslovima dok su klinicka ispitivanja jo§ nedovoljno realizovana.

Relativno mali broj lekova gljivljeg porekla nasao je primenu u zvani¢noj medicini.
Kao najznacajnija medicinska svojstva gljiva izdvajaju se:

Antimikrobno dejstvo gljiva je verovatno 1 najvise ispitivano. Otkri¢e da gljivice iz roda
Penicillium proizvode potentne antibiotike — nazvane penicilini jedno je od najvecih
medicinskih otkri¢ca u 20. veku. Srodna grupa B-laktamskih antibiotika — cefalosporina
izolovana je iz gljivica iz roda Cephalosporium. 1z gljivica su takode izolovani i drugi
antibiotic sa antibakterijskim dejstvom, fuzidinska kiselina (Acremonium fusidioides), kao 1
antifungalni antibiotici grizeofulvin (Penicillium griseofulvum), ehinokandin B (4spergillus
spp.) itd. Sredinom 20. veka ispitivanje antimikrobne aktivnosti je, osim na mikromicete,
prosireno i na makromicete. Za mnoge makromicete utvrdeno je in vitro antimikrobno
delovanje, a iz nekih su izolovani i okarakterisani antimikrobni agensi. S otkri¢em da su
bakterije streptomicete izvor velikog broja razliCitih antibiotika i zbog Cinjenice da mogu
lakSe da se uzgajaju, sistematski skrining bazidiomiceta na antibiotike je okon¢an na neko

vreme. Medutim, do sada su samo polusintetski derivati pleuromutilina, izolovanog iz



bazidiomicete Clitopilus passeckerianus nasli primenu, pre svega u veterinarskoj praksi, a
od skoro 1 kod ljudi (Bills & Gloer, 2016; Sanchez & Demain, 2017, Schiiffler, 2018). Ipak,
sve veci problem rezistencije mikroorganizama na konvencionalne antibiotike, posebno
meticilin-rezistetne 1 vankomicin-rezistetne stafilokoke, doveo je do neophodnosti potragu
za novim izvorima antimikrobnih jedinjenja. OlakSavaju¢a Cinjenica je svakako razvoj
tehnologije 1 metoda za proizvodnju i izolovanje Zeljenih metabolita. Po¢etkom XXI veka
se tako intenzivira skrining bazidiomiceta na njihovo potencijalno antibakterijsko dejstvo;
najvisSe istrazivanja bavilo se antimkrobnom aktivnoS¢u ekstrakata gljiva, a malo je
okarakterisanih aktivnih agenasa. Gljive generalno pokazuju bolju aktivnost prema G+
bakterijama, a medu njima su gljive iz roda Lentinus, Boletus, Ganoderma, Lepista 1 druge

(Suay i1 saradnici, 2000; Alves 1 saradnici, 2012).

Osim antimikrobnog, gljive mogu da imaju i prebiotski efekat, tj. da pospeSuju/moduliraju
sastav crevne flore in a taj nacin dovedu do povoljnih efekata. Za gradivne polisaharide
gljiva, koji su nesvarljivi u gornjem delu digestivnog trakta smatra se da bi mogli da budu
potentni prebiotici. Sampinjon (Agaricus bisporus), hrastova sjajnica (Ganoderma
lucidum), Judino uvo (Auricularia auricula-judae), Sitake (Lentinus edodoes), Caga
(Innonotus obliquus), razne vrste bukovace (Pleurotus spp.) i druge vrste gljiva pokazale su
povoljno dejstvo na rast/prezivljavanje odredenih bakterija u ljudskom kolonu. Klinicka
studija sprovedena na ljudima pokazala je da polisaharidno-peptidni kompleks
(“polisaharopeptid”, PSP) dobijen iz gljive ¢uranov rep (Trametes versicolor) reguliSe
sastav crevne flore posredno, regulacijom humanog imunog odgovora prema ovim

mkroorganizmima (Jayachandran i saradnici, 2017; Sawangwan i saradnici, 2018).

Pored antibiotika, metaboliti gljiva koji su nasli mesto u zvani¢noj medicini su i statini —
grupa lekova koja se koristi u terapiji hiperholesterolemije. Utvrdeno je da su visoki nivoi
ukupnog 1 LDL holesterola jedan od glavnih faktora rizika za razvoj bolesti
kardiovaskularnog sistema i posledicnog mortaliteta. Statini inhibiraju enzim HMG-CoA
reduktazu koji je kljuCan u sintezi holesterola, tj. koji diktira brzinu njegovog stvaranja.
Lovastatin, prirodni statin, produkuju gljivice iz roda Aspergillus 1 Monascus purpureus

koja se koristi u fermentaciji crvenog pirin¢a, tradicionalne azijske namirnice. Statini su



medutim detektovani i u makromicetama, najpre u bukovaci (Pleurotus ostreatus) a zatim i
u nekim drugim jestivim i1 medicinskim gljivama (Boletus edulis, Agaricus blazei,
Cordyceps sinensis itd). Lovastatin je identifikovan i u micelijumu i u plodonsonim telima
gljiva 1 njegov sadrzaj varira. Sa starenjem plodonosnih tela bukovace (Pleurotus ostreatus)
dolazi do smanjenja koncentracije lovastatina jer deo migrira u bazidiospore. Studije na
ljudima 1 Zivotinjama pokazale su da konzumiranje nekih jestivih gljiva (4garicus bisporus,
Ganoderma lucidum, Lentinula edodes, Grifola frondosa, Flammulina velutipes 1 druge)
dovodi do poboljsanja lipidnog statusa i smanjenja nivoa holesterola u krvi. Veruje se da je
viSe mehanizama ukljuceno u ostvarivanje ovih efekata, kako inhibicija sinteze endogenog
holesterola, tako i spre¢avanje apsorpcije holesterola iz digestivnog trakta, usled prisustva
vlakana, tj. B-glukana i hitina. Studije su pokazale da gljive sadrze i druge metabolite sem
lovastatina koji inhibiraju HMG-CoA reduktazu. (Wasser 1 Weis, 1999; Chen 1 saradnici,

2012; Seenivasan i saradnici, 2018; Gil-Ramirez i saradnici, 2013).

In vitro studije pokazale su da ekstrakti nekih gljiva imaju inhibitornu aktivnost na
angiotenzin-konvertuju¢i enzim (ACE), koji je kljuan u nastanku angiotenzina, koji
dovodi do poveéanja krvnog pritiska. Lekovi — ACE inhibitori su inace u Sirokoj upotrebi u
terapiji hipertenzije. Ipak, registrovani su razliciti nezeljeni efekti sintetskih lekova, poput
kaslja, gubitka/promene Cula ukusa i svrab i crvenilo koze. Jedna od prvih gljiva testiranih
na ACE-inhibiraju¢u aktivnost bila je Grifola frondosa (“maitake”). Utvrdeno je da ova
gljiva ima izraZenu sposobnost inhibicije ACE a kao aktivno jedinjenje izolovan je peptid
koji je aktivnost zadrzavao i nakon digestije intestinalnim proteazama (Choi i saradnici,

2001).

Desjtvo na metabolizam Secera takode je jedno od potencijalnih primena gljiva. Studije na
zivotinjama pokazale su antihiperglikemijsko delovanje vanadijumom obogacenog
micelijuma velike gnojistarke (Coprinus comatus). 1z iste vrste okarakterisani su i
polisaharidi koji su takode ispoljili isti efekat in vivo, na pacovima. Studije na drugim
gljivama ¢iji su polisaharidni ekstrakti ostvarili in vivo hipoglikemijsku aktivnost na
miSevima, pokazale su i da oni dovode do povecanja indeksa insulinske osetljivosti.

Pokazano je i da neke vrste u razli¢itom stepenu inhibiraju enzim uklju¢en u metabolizam



Secera, a-glukozidazu. (Han i saradnici, 2006; Liu i saradnici, 2013; Xiao i saradnici,

2011);
Anti-inflamatorno delovanje

Inflamacija je kompleksan bioloski odgovor organizma na razliite agense iz spoljne
okoline, a pracena je fizickim simptomima poput bola, poviSene temperature, oticanja. U
savremenoj medicinskoj praksi za smanjenje inflamacije koriste se nesteroidni
antiinflamatorni lekovi ¢ija se dugotrajna upotreba negativno odrazava na digestivni trakt.
Neki od problema su mukozne lezije, krvarenje, Cirevi i perforacije. Navedeni problemi
naveli su istrazivaCku zajednicu da aktivno traga za novim prirodnim izvorima
antiinflamatornih jedinjenja, a gljive su se pokazale kao jedan od njih. Utvrdeno je da
razli¢ite vrste sadrze brojna strukturno razli¢ita jedinjenja koja ispoljavaju antiinflamatorno
dejstvo: polisaharidi (kod gljiva Agaricus blazei, Hericium erinaceus, Grifola frondosa,
Pleurotus pulmonarius 1 druge vrste), terpenska jedinjenja (Cyathus africans, Ganoderma
lucidum), peptide (Cordyceps sinensis i C. militaris), fenolna jedinjenja (Agaricus bisporus,
Cantharellus  cibarius, Lactarius deliciosus), niskomolekularna jedinjenja poput
siringaldehida 1 siringinske kiseline (Elaphomyces granulatus) (Elsayed i saradnici, 2014).
Ova jedinjenja deluju tako Sto smanjuju aktivnost inflamacijskih medijatora citokina,
prostaglandina i azot monoksida (NO), ¢ime se inhibira funkcija makrofaga i1 smanjuje

upala.
Antioksidativno delovanje

Tokom metabolickih procesa u organizmu dolazi do nastanka nestabilnih i kao takvih
hemijski veoma reaktivnih vrsta kiseonika/azota koje dovode do Ste¢enja makromolekula.
Ova jedinjenja nazivaju se slobodni radikali. Posledice ovog procesa su starenje, mutacije i
pojava tumora, neurodegenerativne bolesti itd. Zivi organizmi kao i hrana sadrZe supstance
koje se ponaSaju kao stabilizatori slobodnih radikala. Kada stvaranje slobodnih radikalskih
formi prevazide odbrambeni mehanizam organizma javlja se oksidativni stress a
makromolekuli trpe oksidativna oStec¢enja. Jedinjenja koja imaju sposobnost da umanje

Stetu nastalu usled oksidacije ili da je spre¢i nazivaju se antioksidanti. Mehanizam
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delovanja moze biti inhibicija lanCane radikalske reakcije ili potpuno zaustavljanje
formiranja slobodnih radikala. Antioksidanti mogu biti i metal helatori, inhibitori
oksidativnih enzima ili kofaktori antioksidativnih enzima. Antioksidanti se mogu i
naknadno unositi, preko hrane ili suplemenata, a neretko se dodaju i samoj hrani. Sintetski
antioksidanti ispoljavaju neZeljene efekte te mogu oStetiti jetru ili indukovati
karcinogenezu. Zato se preporucuje upotreba prirodnih antioksidanata. Najc¢eS¢e su to
vitamin A i karotenoidi, vitamin E 1 drugi tokoferoli, vitamin C, flavonoidi i druga fenolna
jedinjenja. Gljive su izvor nekih od navedenih antioksidanata, kao i1 drugih jedinjenja sa
antioksidativnim delovanjem i za mnoge gljive pokazano je da imaju veliki antioksidativni
kapacitet, koji se moze uporediti s povréem. Intenzivna istrazivanja na antioksidativnom
delovanju gljiva sporevedena su tokom poslednjih godina 1 fenolne komponente se navode
kao glavni nosioci ove aktivnosti gljiva, ali u sinergizmu sa drugim antioksidantima

(Kalac, 2012; Kozarski i saradnici, 2015).

Verovatno najznacajnije svojstvo makromiceta je njihova imunomodulatorna aktivnost.
Pecurke pokazuju kako imunostimuliSuce, tako 1 imunosupresivno dejstvo. Kako je imuni
sistem od presudnog znacaja u borbi organizma protiv Celija raka, sve viSe paZnje se
posvecuje njihovom posrednom antitumorskom delovanju, koje je potvrdeno i u klinickim
studijama. Imunomodulatorna aktivnost se vezuje pre svega za njihove polisaharide,
prvenstveno B-glukane. B-glukani su, iako sastavljeni od jedinica glukoze, raznovrsna grupa
polisaharida, a razlikuju se po veli€ini, stepenu razgranatosti, mestu grananja, prisustvu
odredenog tipa p-veza, prisustvu drugih Secera u lancima, kao i drugih vezanih jedinjenja.
Oni su, pored manana (manoproteina) i hitina, gradivni polisaharidi ¢elijskog zida gljiva.
Mehanizam njihovog dejstva nije u potpunosti razjasnjen. Pouzdano je utvrdeno da glukani
stimuliSu imuni sistem domacina; ovaj process podrazumeva aktivaciju dendriti¢nih Celija,
makrofaga, NK ¢elija (“natural killer cells”, odnosno “Celije rodene ubice”), T i B limfocita
koja se ogleda u modulaciji produkcije odredenih citokina. Citokini su mali, signalni
proteini koji predstavljaju intercelularne glasnike imunog sistema; oni integriSu funkciju
viSe tipova Celija u razli¢itim delovima organizma u jedinstveni imuni odgovor. Prilikom

imunostimulacije, glukani dovode do stimulacije produkcije inflamatornih citokina kao §to
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Slika 1.1. Raznovrsnost B-glukana; linearni (1—3)-a- (a), (1—4)-a- (b), (1—6)-a- (¢) i
(1-3),(1>4)-a- (d) D-glukani, razgranati (1—4),(1—6)-a-D-glukan (e), linearni (1—3)-
B- (), (1-6)-B- (g) 1 (1-3),(1-4)-p- (h) glukani, razgranati (1—3),(1—-6)-p- (i) i
(1—6),(1—-3)-B- (j) D-glukani (Synytsya & Novak, 2013)

su IL-1B, IL-6, IL-12, TNF-a, INF-y i drugih. Smatra se da glukani ostvaruju
imunomodulatorne efekte vezivanjem za odredene receptore koje ove Celije ispoljavaju; to
su TLR (“Toll like receptor”), CR3 (“complement receptor 3”), NLR (“NOD like
receptor”), RLR (“RIG-I-like receptor”) i posebno dektinski receptor, koji pripada familiji
receptora nalik lektinu C-tipa. Ovi receptori iniciraju imuni odgovor tokom infekcije
gljivljeg porekla, Sto nije slucajnost, s obzirom da su glukani univerzalne gradivne jedinice
¢elijskih zidova gljiva (Dalonso, 2015; Gulati 1 saradnici, 2016; Wasser, 2017). Iako
predstavljaju makromolekule, bar neki mogu da se apsorbuju iz lumena creva, ali
mehanizam apsorpcije nije u potpunosti razjaSnje. Postoje naznake da se ova apsorpcija
odvija rano u gornjem delu digestivnog trakta i da veliCina glukana nije od znacaja.
Utvrdeno je i da odgovor na B-glukane nije isti kod razlicitih individua (Rowan i Smith,
2002; Dalonso, 2015; Wasser, 2017). Postoje razlike u aktivnosti glukana u zavisnosti od
njihovih fizicko-hemijskih osobina, iako su neophodna detaljnija istrazivanja za
rasvetljavanje njihove aktivnosti 1 strukture. Nadeno je da se antitumorska i

imunostimuliSu¢a aktivnost (1—3)-B-D-glukana razlikuje od one koje pokazuju (1—4)--
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D-glukani i (1—6)-pB-D-glukani. Neke studije su pokazale da primarna struktura glukana
(nacin vezivanja glukoze u osnovhom nizu), molekulska masa, stepen grananja,
rastvorljivost u vodi, kao 1 kvaternerna struktura su vazni za njihovu bioloSku aktivnost.
Glukani bolje rastvorljivosti u vodi pokazali su se kao aktivniji; takode, neke studije su
pokazale da glukani vece molekulske mase, ali manjeg stepena grananja, tj. izrazene
linearne strukture imaju bolju imunomodulatornu aktivnost; tako je pokazano da glukani sa
stepenom grananja od 0.2-0.33 mnogo efektivniji antitumorski homopolisaharidi od onih sa
stepenom grananja od 0.67-0.75. Lentinan, (1—3),(1—6)-p-D-glukan, izolovan iz Sitake
(Lentinula edodes), inhibira rast tumora (sarkoma-180) samo u konformaciji trostrukog
heliksa, dok je jednostruki heliks neaktivan. Mnogo je istrazivanja koja su se bavila
dejstvom glukana gljiva, medutim, u velikom broju slucajeva radi se o ekstraktima koji
pored B-glukana sadrze i druge metabolite pa su studije na preciS¢enim polisaharidima 1
dalje neophodne za potpuno razumevanje njihove aktivnosti (Ruthes i saradnici, 2014;

Wasser 1 Weis, 1999; Wasser, 2002; Dalonso, 2015; Wasser, 2017).

Thl

D8+ T limfocit < Supresomi
T limfocit
prekursor

CD8&+ T limfocit

Citokini, NO
Citokini .
ivirans ' . g Antitumorsko
Alktivirana NO Tumorska Gelija | < il
makrofaga anutelo

Slika 1.2. Mehanizam imunomodulatorog dejstva B-glukana (Meng i saradnici, 2016)
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Osim glukana, u gljivama su prisutni i drugi gradivni polisaharidi, pre svega hitin, koji
zajedno sa glukanima ¢ini unutrasnje slojeve Celijskog zida gljiva. Spoljasnji delovi zidova
su sastavljeni od razliitih razgranatih polisaharida koji su karakteristika vrsta; to su D-
manani i D-galaktani, kao 1 heteroglikani, tj. polisaharidi sastavljeni od viSe razlicitih
Secera, D-ksiloze, D-manoze, D-glakatoze, L-fukoze i drugih. Takvi su npr. fukogalaktan
izolovan iz Sampinjona (Agaricus bisporus) 1 kozjeg papka (Albatrellus ovinus),
fukomanogalaktan izolovan iz muhare (4Amanita muscaria) ili heterogalakatan koji u
boc¢nim nizovima sadrzi D-glukozu, D-manozu i L-fukozu izolovan iz zimske panjevcice
(Flammulina velutipes), kao 1 brojni B-D-glukani sa razli¢itim bo¢no vezanim Secerima -
glukuronoglukani, arabinoksiloglukani, ksiloglukani, manoglukani i ksilomanoglukani
(Samuelsen 1 saradnici, 2019; Meng 1 saradnici, 2016). Potencijalna bioloska dejstva

ovakvih heteropolisaharida nisu dovoljno istrazena.

Iz gljiva su izolovani i kompleksi polisaharida sa proteinima i jedan od najbolje proucenih
polisahardinih imunomodulatornih proizvoda izolovanh iz gljiva je upravo jedan takav
kompleks, nazvan polisaharid krestin (PSK), izolovan iz medicinske gljive ¢uranov rep
(Trametes versicolor). Brojne in vivo studije, kako na Zivotinjama, tako in a ljudima
pokazale su da je PSK potentni imunomodulatorni i antitumorski agens i da znacajno
ublazava Stetne efekte radio- i hemoterapije kod pacijenata. Iz iste gljive izolovan je i
podjednako potentni peptidno-polisaharidni kompleks, “poisaharidopeptid” (PSP). Ovi
proizvodi koriste se kao adjuvanti, odnosno pomoc¢na sredstva u terapiji raka u nekim
delovima sveta, za sada bez prijavljenih nezeljenih efekata. (Ng, 1998; Wasser i Weis,

1999; Man-Fan Wan, 2013).

Ekstrakcija B-glukana moZe se vrsiti na viSe nacina. Najpre se vrsi pretretman sprasenog
materijala nekim organskim rastvaratem (metanolom, etanolom, acetonom ili smeSom) da
bi se eliminisale nepolarne komponente kao $to su lipidi i terpeni. Vodorastvorni glukani
se, mogu ekstrahovati vodom, bilo na sobnoj temperturi (maceracijom) ili kuvanjem.
Proces ekstrakcije moze se ponavljati viSe puta da bi se obezbedio maksimalni prinos.
Novije tehnike ukljucuju i kori$¢enje ultrazvuka ili mikrotalasa za poboljSavanje ekstrakcije

kao 1 ekstrakciju pod povisenim pritiskom; za razbijanje debelih i otpornih gljivljih zidova
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koriste se i vodeni rastvori jakih kiselina (HCI) i baza (NaOH). Cesto se nakon vodene
ekstrakcije vr$i i bazna ekstrakcija ostatka za dobijanje maksimalnog prinosa. Ovako
dobijeni ekstrakti pored polisaharida sadrze i druge molekule, pa je cesto neophodno
njihovo precis¢avanje. Odvajanje frakcije malih molekula iz vodenog ekstrakta Cesto se vrsi
precipitacijom makromolekulske frakcije etanolom koji se dodaje u dvostruko ili trostruko
ve¢oj zapremini. PreiS¢avanje od malih molekula moze se wvrsiti i dijalizom u
membranskim tubama, §to je manje koriS¢ena ali visoko efikasna tehnika koja moze da
smanji gubitke polisaharidne frakcije tokom preciS¢avanja. Medutim, kako je veli¢ina pora
komercijalnih membrana za dijalizu dizajnirana za preci§¢avanje proteina, tek treba ustaliti
koju veli¢inu pora je potrebno koristiti za preciS€avanja polisaharida odredene veliine.
Zbog razlicite strukturne organizacije, polisaharidi iste molekulske mase kao proteini mogu
da budu zadrzani, ali i1 eluriani kroz pore iste veli¢in. Ukoliko ekstrakt sadrzi znacajan udeo
proteina, podvrgava se i deproteinizaciji, koja se moze izvrSiti reagensima koji taloze
protein (trihlorsiréetna kiselina, Sevagov reagens — smeSa n-heksana i hloroforma) ili pak
enzimima proteazama. Najefiksanija tehnika, koja omogucava, ne samo odvajanje
polisaharidne frakcije od frakcije male molekulske mase, ve¢ 1 razdvajanje same
polisaharidne frakcije po veli¢ini je gel-ekskluziona hromatografija (Szwengiel &

Stachowiak, 2016; Wasser, 2017; Ruthes i saardnici, 2014, Rowan i Smith, 2002).

Pored nativnih polisaharida gljiva postoji 1 izraZzen interes za polu-sintetskim
polisaharidima odnosno hemijski modifikovanim, a u tu svrhu se najc¢eS¢e koriste
karboksimetilovanje, sulfonovanje ili fosforilacija (Synytsya i Novak, 2013). Ispitivanja su
pokazala da premda su glukani vazni za ljudsko zdravlje imaju nisku biolosku dostupnost,
tj. nisku rastvorljivost. Zbog toga su -glukani ponekad nepogodni za medicinsku upotrebu.
Hemijske modifikacije imaju za cilj upravo promenu rastvorljivosti (Zhu i saradnici, 2016).
Ova osobina navodi se kao klju¢na za imunomodulatorsku aktivnost polisaharida gljiva. U
literaturi se mogu naci podaci o pozitivnom efektu hemijskih modifikacija na biolosku
aktivnost osnovnih polisaharida. U ogledima sa polisaharidom izolovanim iz gljive

Ganoderma atrum primeceno je da se promena konfiguracije i orjentacije hemijskih grupa
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molekula odraZava na rastvorljivost a time 1 na interakciju sa specificnim receptorima $to

kao posledicu ima stimulaciju imunih ¢elija (Chen i saradnici, 2014).

Do sada je nekoliko proizvoda medicinksih gljiva na bazi glukana razvijeno za klinicke i
komercijalne svrhe, pre svega u adjuvantnoj terapiji raka; to su polisahardi krestin (PSK),
polisaharidopeptid (PSP), izolovani iz ¢uranovog repa (Trametes versicolor), lentinan,
izolovan iz Sitake (Lentinula edodes), Sizofilan, izolovan iz Schizophyllum commune,
befungin, izolovan iz ¢age (Inonotus obliquus), “D-frakcija” iz maitake (Grifola frondosa),
GLPS polisaharidna frakcija iz hrastove sjajnice (Ganoderma lucidum) i drugi (Wasser,

2017).

Neposredno antivirusno dejstvo, nezavisno od imunostimuliSuée aktivnosti, ispoljavaju
brojne vrste gljiva, Sto su potvrdila i istrazivanja Teplyakova i saradnika (2012). Medu 11
ispitanih vrsta prema virusima pti¢ijeg gripa (HSN1) kao i humanog pticijeg gripa (H5N2)
identifikovano je nekoliko veoma perspektivnih vrsta, poput Lenzites betulina, Trametes
versicolor, Trametes gibbosa 1 druge. Ekstrakti micelijuma lignikolnih vrsta poput Fomes
fomentarius, Pleurotus ostreatus, Auriporia aurea i Trametes versicolor, u in vitro
uslovima, efikasni su kako prema HS5N1 virusu tako i prema herpes virusu tipa 2

(Krupodorova i saradnici, 2014).

1.4. Puhare

Puhare su grupa gljiva u okviru reda Agaricales koje produkuju zatvorena, loptasta
plodonosna tela koja, dok su mlada imaju ¢vrstu belu unutrasnjost — glebu — koja se tokom
sazrevanja pretvara u praskastu, smedu sporonosnu masu. Nakon sazrevanja, glebin omotac
— endoperidium — puca i omogucava oslobadanje spora (Larsson & Jeppson, 2008). Ovo je
osobina zajednicka za vise filogenetski udaljenih grupa gljiva koje se objedinjeno zovu
gasteromicete — u njih se tradicionalno ubrajaju i tulostome (koje su najblizi srodnici
puhara), zvezdace (sada red Geastrales), kao 1 krompirace i srodnici (Sclerodermataceae)

itd. (Demoulin, 1968; Bates & saradnici, 2009)

Puhare imaju kosmopolitsko rasprostranjenje 1 do sada je opisano oko 150 vrsta (Larsson &

Jeppson, 2008). Klasifikacija puhara je medutim dugo bila, a i dalje je, predmet rasprava.
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_|: Lycoperdon niveum {(DQ112563)
Lycoperdon cf. decipiens (DQ112586)

Lycoperdon mammiforme (AJ23T621)
Lycoperdon molle (EU833662)
_|: Lycoperdon puicherrimum (EU833663)
Lycoperdon rimulatum (EUB33664)”
Handkea excipuliformis (AJB17491)
_|: Handkea fumosa (EUB33655)"
Lycoperdon fambinomi (DQ112576)
Lycoperdon echinatum {AJ237622)
| _|: Lycoperdon niveum (DQ112559)
Lycoperdon cf. dermoxanthum (FJ438478)

£|: Lycoperdon umbrinum (EU833665)
Handkea lycoperdoides (EUUS33656)
_|: Bovista dermoxantha (DQ112579)
68 Holocorylon brandegeeanum (EUS33660)"
— Bovistella radicata (AJ237624)
88 L— Handkea utriformis (ELI833659)*
— Handkea subcretacea (EUB33658)
sa L Handkea subcretacea (EUB23657)"

_sz|: Vascellum intermedium (EUB33667)
Vascelitm pratense {ABO6T725)
—— Morganella subincarnata (AJ237626)
— _|: Lycoperdon marginatum (EUB33661)"
70 Lycoperdon perlatum (AJ237627)
_|: Calvatia gigantea (AJG17492)
Calvatia bicolor (EU833651)"
Calvatia pachyderma (EU833653)
Calvartia cf. leiospora (EU833652)
_|: Calvatia cyathiformis (AJ486866)
58 Calvatia fragilis (AJ486871)
a0 I: Bovisfa plumbea (AJ23T7629)
Bovista paludosa (AJ237630)
e Bovista pusilla (AJ237631)
Bovisfa polymorpha (AJ237613)
a8 Bovisfa aestivalis (DQ112620)
59 BE Bovista aesrivalis (EUB33650)"
Bovista aestivalis (FJ438477)
— Disciseda candida (EUB33654)"
L Lycoperdon pyriforme (AJZ37620)
Arachnion album (EUS33649)*
Mycenastrum corium (EU833666)"
Macrolepiota clelandii (AF482838)
Agarnicus campestns (DQ182533)
F'_E Endoptychum agaricoides (AF482837)
38 Chiorophyllum molybdites (AF482836)
Lepiota cristata (AF391048)
Cystolepiota cystidiosa (CCU85333)
Lepiofa clypeoiaria (AY176361)
Limacella gioderma (AY176453)

Slika 1.3. Filogenetsko stablo puhara i najblizih srodnika (Bates i saradnici, 2009)
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Tradicionalno su svrstavane, kao familija Lycoperdaceae u klasu Gasteromycetes, zajedno
sa drugim gasteroidnim gljivama, kao $to je ve¢ pomenuto. Medutim, ve¢ sredinom 20.
veka uocena je sli¢nost izmedu nekih pripadnika gasteroidnih gljiva 1 gljiva pripadnika
redova Agaricales, Boletales 1 Russulales, koje produkuju tipi¢ne pecurke. Krajem veka je s
razvojem molekularnih filogenetksih analiza, koriS¢enjem sekvenci nuklearnih gena koji
kodiraju ribozomalnu DNK bilo omogu¢eno da se nedvosmisleno i dokaze da
gasteromicete predstavljaju polifiletsku grupu gljiva sa sliénim morfoloskim odlikama.
Filogenetske analize su takode pokazale da su puhare evoluirale od lepiotoidnih gljiva i da
zauzimaju mesto u redu Agaricales, te da su im najblizi srodnici rodovi Lepiota,
Macrolepiota (prstenke) 1 Agaricus (Sampinjoni) (Bates & saradnici, 2009). Pocetkom 21.
veka neki autori ukidaju familiju Lycoperdaceae i svrstavaju puhare u familiju Agaricaceae,
zajedno sa pomenutim srodnim rodovima (Vellinga, 2004). Puhare medutim i dalje ostaju
zasebna, monofiletska grupa (Larsson & Jeppson, 2008) sa nedefinisanim taksonomskim
statusom. Klasifikacija vrsta unutar grupe takode dozivljava velike promene s razvojem
molekularne genetike i taksonomije. Dolazi do premeStanja vrsta unutar rodova zbog Cega
je Cesto prisutno i1 viSe sinonima za jednu istu vrstu. Za mnoge vrste jos uvek ne postoji
konsenzus oko tacnog polozaja u okviru grupe, kao ni oko tacnog razgrani¢avanja rodova.
Zbog toga su u disertaciji koriS¢ena imena za vrste pod kojima su one bile poznate pre

genetickih studija, odnosno pre 2008 godine.

Puhare su pretezno epigeicni saprotrofi — razlaga¢i nezivog biljnog materijala, koji se
razvijaju na zemlji, u Sumskim ili travnatim ekosistemima. Neke vrste su i lignikolne — t;.
razvijaju se 1 plodonose direktno na mrtvom drvetu (Larsson & Jeppson, 2008). Ipak,
postoje dokazi o mikorizi nekih vrsta puhara; postoje navodi da Handkea utriformis i H.
excipuliformis grade ektotrofnu mikorizu sa nekim vrstama borova i smreka. Takode,
nadeno je da Calvatia craniiformis stupa u endotrofnu mikorizu sa biljkom Ligquidambar
styraciflua. 1 neke druge vrste nalaze se na listi mogucih biljnih simbionata, kao S§to su
Calvatia subcretacea 1 Calvatia gigantea — dzinovska puhara. (Coetzee and van Wyk,

2009).
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Vasellum pratense, Lycoperdon dermoxanthum, Calvatia gigantea, C. cyathiformis, C.
fragilis, C. polygonia su neke od vrsta koje formiraju “vilina kola”, a za poslednje tri je
primecen stimulatorni efekat na vegetaciju unutar prstena koji formiraju plodonosna tela.
Primeceno je 1 da neke vrste dovode do umiranja nekih vrsta biljaka unutar zone rasta zbog
¢ega se smatraju Stetnim po npr. golf terene (Vascellum pratense 1 Lycoperdon pusillum)
dok je za druge vrste, kao Sto su Calvatia craniiformis i Lycoperdon hiemale, pokazano da
specavaju razvoj tek proklijale zelene salate (Coetzee and van Wyk, 2009; Terashima i

saradnici, 2002; Kamo i saradnici, 2006).

Slika 1.4. Morfologija plodonosnog tela puhara; A) Plodonosno telo; B) Spore; C)
Kapilicijum; D) Poprecni presek plodonosnog tela; gl — gleba; su — subgleba; en —

endoperidijum; ex — egzoperidijum; rh — rizomorf; os — osteola (Larsson & Jeppson, 2009)

Plodonosna tela puhara su loptasta ali se u njima jasno izdvajaju odredene celine. Gleba
predstavlja unutraSnju masu plodonosnih tela, koju ¢ine spore i kapilicijum — sterilne
specijalizovane hifalne strukture. Glebu okruzuje omotac, peridijum, koji se sastoji od
unutrasnjeg dela — endoperidijuma 1 spoljaSnjeg — egzoperidijuma. Neke vrste poseduju i
subglebu — sterilno, Supljikavo tkivo koje je lokalizovano u dnu plodonosnog tela, koje je

odvojeno od glebe tkivom nalik na membranu koje se naziva dijafragma. Plodonosna tela
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nekih vrsta poseduju i rizomorfe, splet hifa kojima plodonosno telo naleze na povrSinu

(Breitenbach & Krénzlin, 1986; Bates & saradnici, 2009).

Slika 1.5. Zivotni ciklus puhara (Handkea utriformis); micelijum (1), mlado (2) i zrelo

plodonosno telo (3). Foto: P. Petrovi¢

U disertaciji su obradene tri vrste puhara, Handkea utriformis, Handkea excipuliformis i

Vascellum pratense.
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1.4.1. Handkea utriformis
Trbusasta puhara, kako je kod nas neki autori nazivaju, jedna je od puhara sa jo§ uvek

nedefinisanim filogenetskim polozajem. Na osnovu genetickih istrazivanja, Larsson &
Jeppson (2008) su ovu vrstu svrstali u rod Lycoperdon u Sirem smislu, kao Lycoperdon
utriforme, kako je gljiva i originalno opisana (Lycoperdon utriforme (Bull.) (1790)), dok su
Demoulin & Rebriev (2017) ovu vrstu svrstali u rod Bovistella, zajedno sa vrstom B.
radicata. Dugo je bila svrstavana i u rod Calvatia (Demoulin & Rebriev (2017), a poznati

su 1 sinonimi C. caelata 1 C. bovista.

Raste na suvim proplancima i livadama, ¢eS¢e na vi§im nadmorskim visinama, a plodonosi
od ranog leta do kasne jeseni. Vazi za vrstu koja nije Cesta, uprkos kosmopolitskoj
distribuciji. Plodonosna tela su loptasta dok su mlada, kasnije Siroko-kapitatna, prec¢nika i
visine 50-150 mm. PovrSina plodonosnog tela (egzoperidijum) je bele boje, Cine je
piramidalne, bradavicave izrasline koje podsecaju na mozaik, zbog Cega je vrsta u
engleskom govornom podru¢ju poznata kao mozai¢na puhara (“mosaic puffball’).
Egzoperidijum se sazrevanjem gubi 1 otkriva glatki, smede-sivi endoperidijum koji je nalik
na hartiju 1 koji puca na apeksu i otkriva zrelu glebu. Gleba je najpre bela, zatim Zzuto-
zelena i na kraju maslinasto-smeda. Suva ljustura ima karakteristican oblik pehara, sa
izrazenom pseudodijafragmom i subglebom. Proslogodisnji ostaci plodonosnih tela ostaju

ocuvani tokom zime 1 mogu se naci i narednog proleca.

Spore su globusne, glatke pod svetlosnim mikroskopom, debelih zidova, smede boje,

veli¢ine 4-5 um, sa vidljivom uljanom kapi.
Bazidije su klavatne, 9-20 um X 5-7 pm, sa 1-4 sterigmata, bez bazalnih klema.

Kapilicium, odosno sterilne hife zrele glebe su svetlo-smede, debelih zidova 1 nije septiran,

debljine do 15 um, sa karakteristicnim porama nalik na useke ili zareze.
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Slika 1.6. Handkea utriformis; odozgo nadole: mlado plodonosno telo, plodonosno telo u
fazi autolize i1 zrelo, otvoreno plodonosno telo iz koga vetar raznosi spore. Foto: P.

Petrovic, 2013.
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Veliki primerci mogu se pomesati sa dzinovskom puharom (Calvatia gigantea) koja ima

glatku povrSinu i nema izrazenu subglebu. Takode, izduZzeni primerci se mogu pomesati sa

H. excipuliformis, koja je ob¢no manja i ima bradavicave spore (Breitenbach & Krinzlin,

1986).

Slika 1.7. Handkea utriformis, mlado (levo) i zrelo plodonosno telo (desno). Foto: P.

Petrovi¢, 2014

1.4.2. Handkea excipuliformis
Raste u Sumama, na rubovima Suma, kao i1 parkovima, a plodonosi leti i u jesen.

Rasprostranjena je u Evropi, Aziji i Africi ali nije Cesta.

Plodonosna tela se sastoje od glave 1 drSke 1 mogu biti 80-150 mm visoka i 50-120 mm
Siroka, obi¢no su oblika tucka, ali nekada i1 obrnuto-kruskasta. Egzoperidijum se sastoji od
finih, mekih, iglicastih i granuloznih izraslina, koje su najpre bele ali ubrzo dobijaju smedu
boju. Endoperidijum kao i kod H. utriformis nalik hartiji, puca pri sazrevanju da bi doslo do

oslobadanja spora. Drska je valjkasta, visina 2 do % ukupne visine plodonosnog tela,
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naborane povrsine, prekrivene finim granulozim izraslinama, najpre bela, kasnije smede
boje. Gleba i subgleba su bele dok je pecurka mlada, po sazrevanju su maslinasto-smede.

Po dezintegraciji glave, drska sa sterilnom subglebom ostaje dugo vremena nerazlozena.

Spore su globusne, izrazeno verukozne, smede, 4.5-5.5 um (bez ornamentacije), sa

ostacima sterigmi koji mogu da budu i do 2.5 pm dugi.

Bazidije klavatne, 12-15 X 6-8 pum, sa 4 sterigmate, bez bazalnih klema. Kapilicijum smede
boje, debelih zidova, bez septi, 3-4 um u precniku, sa karakteristicnim porama nalik

usecima, kao 1 H. utriformis.

Zamena je nekada moguéa sa vrstom Lycoperdon perlatum, Ciji egzoperidijum Cine

karakteristiéne kupaste izrasline 1 €iji apeks po sazrevanju formira poru i nikada ne

dezintegriSe, kao i sa ve¢ pomenutom H. utriformis. (Breitenbach & Krinzlin, 1986).

Slika 1.8. Handkea excipuliformis; izduzena (gore) 1 kruskasta (dole) forma plodonosnih

tela. Foto: P. Petrovi¢, 2014
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1.4.3. Vascellum pratense
Raste na livadama i paSnjacima, tokom leta i jeseni. Ne pojavljuje se Cesto.

Plodonosna tela loptasta do obrnuto-kruskasta, relativno mala, 20-50 mm u dijametru, ¢esto
Sira nego viSa. Bela su dok su mlada, zatim Zuckasta i na kraju maslinasto-smeda.
Endopiridijum najpre puca na apeksu, formiraju¢i otvor a zatim potpuno dezintegriSe.
Povrsina glave prekrivena granularnim i/ili finim igliastim strukturama, koje lako
otpadaju, pa nakon kiSe npr. plodonosna tela izgledaju potpuno glatko. Na uzduznom
preseku, vidljiva je “dijafragma“ koja odvaja glebu od subglebe. Gleba i subgleba bele kada
je plodonosno telo mlado; po sazrevanju tamno maslinasto-smede, sa dijafragmom nalik na

hartiju koja ih deli.

Spore su subglobusne, smede, fino verukozne, debelih zidova, s uljanim kapima, veli¢ine

3.5-4.5 X 3.5-4 pm.
Bazidije klavatne, 8-18 X 5-7 um, bez bazalnih klema.

Kapilicijum smede boje, hife tankih zidova, sa mnogo septi, bez klema, okruZene
amorfnom supstancom, 3-5 pm u prec¢niku. Hife kapilicijuma su bez pora. (Breitenbach &

Krinzlin, 1986).

Slika 1.9.. Vascellum pratense; plodonosna tela. Foto: P. Petrovi¢, 2014
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1.5. Puhare u folkloru i narodnoj medicini

Puhare su pre svega mesto nasle u ljudskoj ishrani. Mnoge vrste su jestive dok su mlade i
kao takve su bile dobro poznate jo$ u antickom svetu, starim Grcima 1 Rimljanima (Lassoe
& Spooner, 1994). Dzinovska i trbuSasta puhara (Calvatia gigantea 1 Handkea utriformis,
redom) su posebno cenjene zbog svojih organoleptickih osobina (Coetzee and van Wyk,
2009). I druge vrste iz rodova Calvatia, Lycoperdon 1 Vascellum se spominju kao vrste koje
se upotrebljavaju u ishrani u nekim krajevima sveta. Osim u Evropi, puhare imaju
tradicionalnu upotrebu u kulinarstvu i u Aziji, Africi 1 Severnoj Americi. Ipak, iako su
medu starosedeocima Severne Amerike igrale vaznu ulogu u ishrani, Irokezi su ih npr.
nazivali “davoljim hlebom”. Zaista, neke vrste iz rodova Lycoperdon i Calvatia bile su
dovedene u vezu sa gastrointestinalnim poremecajima nakon njihove ingestije, ali je do
toga verovatno doSlo usled konzumacije plodonosnih tela koja su u fazi sazrevanja

(autolize) (Laessge & Spooner, 1994).

Puhare su, medutim, zbog jedinstvenog ciklusa karpofora imale i druge namene, koje su u
potpunosti vezane za zrela plodonosna tela. Neka Severno-americka plemena smatrala su ih
»palim zvezdama® i one su imale vazno mesto u religioznim obredima, a koris¢ene su i za
nteranje zlih duhova®. Njihovi Satori (,,tipiji) oslikavani su prikazima plodonosnih tela
puhara koje su imale za cilj da ,,daju snagu“ onima koji tu obitavaju. Prakti¢na primena
puhara bila je kao sredstvo za potpalu i prenoSenje vatre. Takode, zapaljene puhare su se
koristile od strane pcelara, jer je njihov dim umirivao pcele i omogucavao lakse uzimanje
meda. Umirujuci efekat se pre dovodi u vezu s povec¢anim nastankom ugljen-dioksida nego
anestetickim delovanjem dima zapaljene gljive, mada postoje tvrdnje da su se puhare
koristile 1 kao anestetici prilikom operacija na ljudima. U Nemackoj su dimom koji nastaje
paljenjem puhara ,,¢iS¢eni* sanduci za odlaganje Zitarica. Severno-americki starosedeoci su
glebu zrelih puhara koristili i kao talk, a Danci su plodonosna tela koristili kao jastuci¢e za

igle (Spooner & Lassoe, 1994).

Ipak puhare su nasle daleko veéu upotrebu u narodnoj medicini, pre svega kao vrlo

efikasna obloga za rane, tj. hemostiptik, zbog svog adstringentnog delovanja. Ovakva
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upotreba bila je Siroko rasprostranjena u razli¢itim kulturama Sirom sveta. Narodi Evrope,
Afrike, Azije 1 Severne Amerike su u svojoj tradicionalnoj medicini koristili puhare
(Lessoe & Spooner, 1994; Coetzee and van Wyk, 2009). Najraniji dokazi za ovakvu
upotrebu datiraju iz Skotske, gde su u drevnim naseljima nadena plodonosna tela puhara
Bovista nigricans 1 Handkea utriformis stara verovatno preko 2000 godina (Baker, 1989).
Ovakva praksa je negde zadrzana i tokom 20. veka. Zapisi engleskih herbalista iz prve
polovine 17. veka opisuju da seljaci upotrebljavaju puhare za zaustavljanje krvarenja
prilikom povreda kao 1 zaraS¢ivanje ispucalih peta ili leCenje iziritirane koze na bilo kom
delu tela (Baker, 1989). Osim kao stiptici, puhare su u Kini upotrebljavane za smanjivanje
otoka 1 “detoksikaciju”. Postoje navodi da su neke vrste koriS¢ene i za lecenje bolova u
grlu, groznice i kaslja, bola u stomaku i kao sredstva protiv bolova uopste. U Nigeriji je
Calvatia cyathiformis koriS¢ena za tretman leukoreje 1 pneumaturije. Narodi Severne
Amerike koristili su puhare za prevenciju infekcija prilikom presecanja pupcane vrpce.
Sporonosna masa je koriS¢ena i za tretman usnih infekcija. Na Himalajima su koriS¢ene i za
ublazavanje tegoba kod povreda ligamenata. Zapaljena, tinju¢a plodonosna tela bi bila
nanoSena direktno na kozu. Laponci su na slican nacin tretirali povrede, s tim $to su puhare
koristili zajedno s trudom (Fomes fomentarius) (Lassoe & Spooner, 1994; Baker, 1989;
Burk, 1983). Rasprostranjena upotreba zrele glebe puhara za zaustavljanje krvarenja iz nosa
je medutim nekada dovodila do potencijalno ozbiljnog poremecaja; ukoliko bi osoba
udahnula veliku koli¢inu spora mogla je da razvije alergijsku reakciju, nazvanu
likoperdoza, koja se manifestuje simptomima slicnim zapaljenju plu¢a koji mogu da potraju
i nekoliko nedelja (Burk, 1983; Strand, 1967) Gljivlji stiptici usli su u medicinsku praksu
krajem 18. veka, bar u Engleskoj, tako da se 1883. u medicinskim knjigama pominju
puhare kao “najmoc¢niji hemostiptici”. Zanimljiv je 1 dopis jednim novinama tokom
francusko-pruskog rata 1877. gde se poziva na sakupljanje puhara i njihovo koris¢enje na

bojnom polju, za saniranje rana povredenih vojnika (Baker, 1989).

Puhare su koriS¢ene 1 u veterinarskoj praksi. Zapisi kazu da su seljaci c¢uvali velike

primerke puhara u Stalama i da su ih koristili u slu¢aju povreda konja ili druge stoke. I sami
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veterinari su ih koristili za hemostazu kod konja. U Finskoj 1 Nemackoj su puhare kori§¢ene

1 za leCenje dijareje kod teladi (Lessoe & Spooner, 1994; Baker, 1989).

1.6. Moderna nutritivna, medicinska i biotehnoloska istrazivanja na
puharama

Puhare su generalno malo istrazivane, uprkos dobro dokumentovanoj upotrebi u narodnoj
medicini. Limitirano je znanje o njihovom hemijskom sastavu, nutritivnoj vrednosti i
bioloski aktivnim supstancama, kao i potencijalnim medicinski znacajnim aktivnostima.
Hemijski je verovatno najbolje okarakterisana upravo najznacajnija konzumna vrsta —

dzinovska puhara (Calvatia gigantea), kao 1 relativno Cesta vrsta Lycoperdon perlatum.

Sadrzaj proteina u puharama krece se izmedu 13.2 1 27.3 % suve mase u najve¢em broju
studija koje su se bavile nutritivnom vrednoS¢u ovih gljiva; Tako je ukupan sadrzaj proteina
u C. cyathiformis odreden na 13.2% (Coetzee and van Wyk, 2009), dok je za H. utriformis
(kao C. utriformis) utvrdeno da sadrzi 20.4% proteina u suvoj masi (Grangeia 1 saradnici,
2011). Za iste vrste drugi autori su medutim dobili daleko vece vrednosti sadrzaja proteina,
52% (Handkea utriformis) 1 viSe od 65% (Calvatia cyathiformis) suve mase. Ipak, ovakvi
rezultati su kritikovani zbog koriS§¢enja neadekvatnog faktora za preracunavanje proteina
preko ukupnog azota, obzirom da se u gljvama azot nalazi u velikoj koli¢ini 1 u hitinu
(Coetzee and van Wyk, 2009). Za puhare iz roda Lycoperdon Grangeia i saradnici (2011) 1
Barros 1 saradnici (2008) dobili su slicne vrednosti, 17.1% za L. perlatum 1 25.5% za L.
echinatum. Najvise podataka o proteinima, kako kvantitativnih, tako i kvalitativnih, postoji
za dzinovsku puharu (C. gigantea); u razli¢itim studijama ukupni sadrZaj proteina u ovoj
gljivi odreden je na 13.69 1 17.5, 27.3 1 34.37% i predlozeno je da sadrzaj proteina moze da
ima veze sa supstratom na kom gljiva raste (Coetzee and van Wyk, 2009; Agrahar-
Murugkar 1 Subbulakshmi, 2005; Kivrak i saradnici, 2016). Agrahar-Murugkar i
Subbulakshmi (2005) su odredivali i sastav esencijalnih amino kiselina u 7 razlicitih vrsta
pecuraka i u proteinima C. gigantea detektovali su svega dve esencijalne amino kiseline, i
to u malim koli¢inama, valin (4.7ug/100g), 1 lizin (0.27ng/100g). Kivrak i saradnici (2014)

odredivali su sastav slobodnih amino kiselina u C. gigantea 1 detektovali su sve amino
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kiseline osim cisteina. Triptofan i izoleucin bili su dominantni (30 mg/100g i 28 mg/100g).
Najmanje je bilo asparaginske kiseline, asparagina, glutaminkse kiseline i metionina (0-2
mg/100g). Sadrzaj slobodnih aminokiselina u gljivama je generalno mali (oko 1% suve

mase), pa imaju mali znacaj s nutritivne tacke gledista ali doprinose aromi. (Kala¢, 2009).

Iz L. perlatum izolovana je i neproteinogena, polikarboksilna aminokiselina nazvana
likoperdonska kiselina, koja se moze smatrati derivatom alanina (Rhugenda-Banga i

saradnici, 1979).

Najvise nutritivnih studija na puharama bavilo se sadrzajem lipida, tacnije sastavom masnih

kiselina i sterola.

Nedelcheva 1 saradnici (2007) odredivali su ukupne lipide u 4 vrste puhara, Bovista
plumbea, Handkea utriformis (kao Calvtaia utriformis), Lycoperdon pyriforme 1
Lycoperdon perlatum 1 dobili 3.1, 1.8, 4.8 1 3.4 % u suvoj masi, redom. (Barros 1 saradnici,
2008 dobili su manju vrednost ukupnih lipida za L. perlatum, svega 0.4%, 1 0.7% za L.
molle, dok su Grangeia i saradnici (2011) dobili gotovo identi¢an sadrzaj ukupnih lipida u
H. utriformis (ponovo kao C. utriformis), od 1.9%, a za L. echinatum 1.2%. Nizak sadrzZaj

lipida karakteristika je svih gljiva (Kalac, 2009).

Yokokawa (1992) je odredivao kompoziciju masnih kiselina i sterola u plodonosnim telima
39 vrsta gljiva Svajcarske i medu njima obuhvatio i 2 vrste puhara, Lycoperdon perlatum i
L. pyriforme. Utvrdio je prisustvo 8 (L. perlatum), odnosno 9 (L. pyriforme) od 10
odredivanih masnih kiselina u ovim gljivama. Najzastupljenija masna kiselina je bila
linoleinska, oko 50% u oba uzorka, a odmah posle nje oleinska, oko 20%. Palmitinska
kiselina je takode bila zastupljena (oko 10%), dok je u L. pyriforme naden 1 nesto veci udeo
laurinske (oko 10%) 1 eikozanske kisleine (8.6%). L. perlatum imao je najveéi udeo
miristinske kiseline od svih testiranih uzoraka (1.8%). Autor je takode uporedio
kompoziciju masnih kiselina uzoraka L. peratum iz Svajcarske sa onim sakupljenim u
Japanu, pri ¢emu su nadene velike razlike; sadrzaj linoleinske kiseline u japanskim
uzorcima bio je preko 70%, dok je oleinske bilo svega ispod 5%. Nedelcheva 1 saradnici

(2007) i Barros i saradnici (2008) takode su odredivali sastav masnih kiselina u ukupnim
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lipidima ove gljive i, iako su linoleinska, oleinska i palmitinska kiselina bile dominantne u
obe studije, ponovo je postojala velika razlika u odnosu linoleinske i oleinske kiseline; u
ovim studijama je odredeno, redom, 37.6, odnosno 70.7% linoleinske i 24.1, odnosno
12.9% oleinske kiseline. Ovako velike razlike ukazuju na Cinjenicu da viSe faktora utice na
kompoziciju masnih kiselina u gljivama i da ona nije striktno karakteristika vrste. Takode,
mogao bi da postoji ekvilibrijum izmedu linoleinske i oleinske kiseline, ali za to je
potrebno vise dokaza. Almendros 1 saradnici (1987) su na istoj vrsti dobili sli¢ne rezultate,
tj. C16 1 C18 kao najzastupljenije masne kiseline (nezasi¢ene C18 kiseline ¢inile su vise od
50% lipidne frakcije). U navedenim studijama u masno-kiselinskom sastavu lipida ove
gljive detektovano je prisustvo i drugih masnih kiselina - palmitoleinske, miristinkse, kao 1
masnih kiselina neparnog broja C-atoma i masnih kiselina izrazito dugih lanaca (>20 C
atoma), ali u daleko manjoj koli¢ini. Almendros i saradnici (1987) su u lipidnoj frakciji L.

perlatum takode detektovali 1 alkane homolognog niza, iako u relativno maloj koli€ini.

Nedelcheva 1 saradnici (2007) i1 Barros i saradnici (2008) su pored ukupnih lipida takode
odredivali 1 sastav masnih kiselina u puharama H. utriformis, B. plumbea 1 L. pyriforme i L.
molle; kao najzastupljenije ponovo su nadene linoleinska, palmitinska i oleinska kiselina.
Bentley 1 saradnici (1964) su dobili sli¢ne rezultate 1 u slucaju dzinovske puhare (Calvatia
gigantea); Oni su nasli da su najzastupljenije masne kiseline u lipidima ove pecurke takode
linoleinska (75%), oleinska i palmitinska. Kivrak 1 saradnici (2016) su dobili vrlo slicne
rezultate 1 pokazali da je sadrZaj polinezasi¢enih masnih kiselina (pretezno linoleinska) u

istoj vrsti 67.93%.

Steroidne komponente su takode medu bolje prouc¢enim jedinjenjima puharama. Yokokawa
(1992) pokazao je da je ergosterol glavni steroid u L. perlatum i L. pyriforme (36.9 1 51.5%,
redom), dok je ergostenol manje zastupljen (21.5 i 15.1%, redom). Ostatak steroidne
frakcije nije identifikovan. Bentley i1 saradnici (1964) su ukupan sadrzaj sterola u C.
gigantea odredili na 0.5 mg/g svezih gljiva, a takode su identifikovali ergosterol kao

dominanatnu steroinu komponentu u ovoj vrsti.

Iz vrste Calvatia cyathiformis izolovano je 1 okarakterisano nekoliko novih gljivljih

steroida, ciatisterol, ciatisteron, kalvasterol A i B, kao 1 dimerni steroid, nazvan kalvasteron.
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U gljivi su identifikovani i ranije poznati derivati ergosterola, ergosta-4,7,22-trien-3,6-dion
i ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-on (Kawahara i saradnici, 1993; Kawahara i saradnici,
1994; Kawahara 1 saradnici, 1995). Iz drugih puhara izolovani su i drugi steroidi
ergostanskog tipa; ergosta-7,22-dien-3-on iz C. gigantea i Lasiosphaera fenzlii, ergosta-
4,6,8(14),22-tetraen-3-on iz C. craniformis, a iz Bovistella radicata, pored dva prethodno
pomenuta steroida izolovani su 1 25a-hidroksiergosta-7,22-dien-3-on, ergosta-7,22-dien-
3,6-dion, 3B-hidroksi-5a, 8a-epidioksiergosta-6,22-dien, 9a,l14a-diidroksiergosta-4,7,22-
trien-3,6-dion, kao i steroidni estar ergosta-7,22-dien-3-il pentadekanoat (Deng i saradnici,

2007).

Od ostalih jedinjenja lipidnog karaktera Bentley i1 saradnici (1964) su u C. gigantrea
odredili sadrzaj koenzima Q9, kao jedinog identifikovanog ubihinona u C. gigantea,
lipidnog antioksidansa (75 pg/g svezih pecuraka). Barros i saradnici (2008) odredivali su
sadrzaj tokoferola u viSe vrsta portugalskih samoniklih gljiva i u puharama L. perlatum 1 L.
molle detektovali a-tokoferol u tragovima, 25.23 i1 27.13 ng/g svezih gljiva, redom; za
razliku od ostalih ispitivanih vrsta, u ovim puharama nisu detektovali druge tokoferole (B- 1
y-tokoferol) Dulger (2005) je detektovao triterpenoidna jedinjenja u vrstama Lycoperdon
perlatum, L. molle, L. echinatum, L. pyriforme, Handkea utriformis (kao Calvatia

utriformis), Bovista plumbea i1 B. dermoxantha (kao B. pusilla).

Vlakna i ukupni Seceri odredivani su u svega par vrsta puhara; Barros i saradnici (2008)
nasli su da je sadrzaj ukupnih Secera u suvoj masi L. perlatum 50.4%, a L. molle 61.8%.
Najzastupljeniji prosti Sec¢er bio je disaharid trehaloza, dok se Secerni alkohol manitol
nalazio u mnogo manjoj koli¢ini, za razliku od ostalih ispitivanih gljiva. Ista studija
pokazala je relativno visok sadrzaj suvog ostatka nakon termodegradacije za ove gljive od
¢ak 32 120 %, redom, §to je bilo znacajno viSe nego kod drugih ispitivanih gljiva. Grangeia
1 saradnici (2011) utvrdili su slican, mada nesto ve¢i sadrzaj ukupnih ugljenih hidrata u H.
utriformis 1 L. echinatum, 59.9 1 65.8% 1 neSto manji suvi ostatak, 17.8 1 9.4%, redom.
Kivrak 1 saradnici (2016) odredili su ukupan sadrzaj Seéera u C. gigantea od 51.97%, od
kojih je najzastupljeniji prosti Secer bila takode trehaloza (9.78%) dok su Agrahar-
Murugkar 1 Subbulakshmi (2005) sadrzaj vlakana u istoj vrsti odredili na 22%, dok je suvi
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ostatak nakon zarenja bio samo 6.3%. Od 7 ispitivanih vrsta u studiji, C. gigantea imala je
najveéi sadrzaj vode, odnosno najamanji procenat suve mase, svega 4.37%. Ovo mozda
ukazuje na to da je materijal bio u fazi autolize kada se aktiviraju hidroliticki enzimi gljive

koji razlazu odredene makromolekule i stvaraju veliku kolic¢inu vode.

Agrahar-Murugkar i Subbulakshmi (2005) odredivali su i metale i neke nemetale u C.

gigantea, koja je medu 7 ispitivanih vrsta imala znacajnu koli¢inu magnezijuma i selena.

Jo$ nekoliko studija bavilo se i1 sadrzajem odredenih elemenata u puharama, s akcentom na
teSke metale. Tako je nadeno da je L. perlatum, u poredenju s drugim gljivama, slabiji
akumulator gvozda, umereni akumulator selena, a da znacajno akumulira cink, bakar i zlato
u nezagadenim sredinama. Za vrstu Handkea utriformis nadeno je pak da slabo do umereno
akumulira mangan a umereno kadmijum i olovo (Kala¢, 2010). Dve studije bavile su se
sadrzajem cinka i bakra u ovoj gljivi i rezultati su veoma razli€iti §to ukazuje na to da
sastav zemljiSta moze da ima veliku ulogu na sadrzaj ovih metala u plodonosnim telima
gljive. Alonso i saradnici (2003) stavili su je na vode¢e mesto po stepenu akumulacije ovih
metala, dok Turkekul i saradnici (2004) nisu zabelezili ve¢u koli¢inu ovih metala u

plodonosnim telima ove vrste, u odnosu na druge analizirane gljive.

Sto se tite akumulacije radioaktivnih elemenata, za L. perlatum i C. craniiformis je
utvrdeno da su slabi akumulatori radioaktivnih izotopa cezijuma (137 i 134) kao i relativno
slabi akumulatori kalijuma (40), u poredenju s drugim ispitivanim vrstama. (Muramatsu 1

saradnici, 1991; Yoshida i saradnici, 1994)

Almendros i saradnici (1987) bavili su se melaninskim strukturama koje L. perlatum
proizvodi pri sazrevanju. Ova polimerna frakcija Cesto predstavlja glavnu komponentu
biomase tokom poslednjeg stadijuma razvoja plodonosnog tela. Oni su pokazali da su ovi
melanini kompleksne grade i da sadrze aromati¢ne kiseline (fenolne i benzenkarboksilne),
ali da su alifati¢ne strukture predominantne i da ukljucuju i proteine i masne kiseline.
Melanizacija celijskih zidova zemljisnih gljiva je poznat fenomen, ali uloga melanina nije
potpuno razjasnjena. Melanini gljiva mogli bi da imaju viSestruku ulogu; zastitu od

mikroorganizama, susSenja i jonizujuceg zracenja, transport katjona, detoksifikaciju ili ¢ak
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da predstavljaju akumulaciju nepotrebnih produkata. Melanini su relativno otporni na
bioloSku razgradnju i imaju tendenciju akumuiranja u humusu. Mozda je to upravo razlog

zbog koga plodonosna tela puhara dugo ostaju neraspadnuta.

Barros i saradnici (2008) odredivali su ukupne fenolne komponente u metanolnim
ekstraktima L. perlatum (10.6 mg/g ekstrakta) i L. molle (11.5 mg/g ekstrakta). Barros 1
saradnici (2009) su dalje u ovim gljivama odredivali pojedinacne fenolne kiseline i dok suu
L. molle detektovali p-hidroksibenzojevu 1 vanilinsku kiselinu (41.66 1 39.99 mg/kg suve
mase), u L. perlatum nisu detektovali ni jednu od isptivanih fenolnih kiselina. Kivrak i
saradnici (2016) utvrdili su da je najzastupljenija (poznata) fenolna komponenta u C.

gigantea gentizinska kiselina, prisutna u koncentraciji od svega ~23ug/g.

Komponente koje doprinose aromi puhara takode su bile predmet nekih studija; Dijkstra
(1976) je nasao da je 1-okten-3-ol, alkohol tipicnog mirisa “na pecurke” (odgovoran za
aromu Sampinjona) glavna isparljiva komponenta u C. gigantea, sa udelom od 89%
isparljive frakcije. Glutaminska kiselina 1 5’-GMP, dve druge komponente arome gljiva
takode su detektovane u dovoljno visokoj koli¢ini da doprinose aromi ove gljive. Drugi
autori nisu detektovali 1-okten-3-ol u istoj vrsti, ve¢ metoksibenzen u veoma visokoj
koncentraciji, ali ovi rezultati su kritikovani jer 1-okten-3-ol nije detektovan ni u
Sampinjonu (Coetzee and van Wyk, 2009). Kivrak i saradnici (2016) utvrdili su pak da je
najzastupljenija komponenta aldehid heksanal (34.71%). Priprema uzorka verovatno ima

bitan uticaj na analizu isparljivih komponenti.

Biotehnoloski potencijal puhara takode je bio predmet istrazivanja, tacnije njihova
sposobnost produkcije enzima od industrijskog znacaja. NajviSe ovakvih istrazivanja
radeno je ponovo na dzinovskoj puhari (C. gigantea). Pokazano je da kultivacijom pod
odredenim uslovima ona moze da bude dobar izvor lipaza, 1 naroCita amilaza, enzima bitnih
u prehrambenoj industriji; ¢injenica da je u pitanju jestiva vrsta €ini je odlicnim izvorom
ovih enzima (Kekos i saradnici, 1987; Christakopoulos i saradnici, 1992). Goud i saradnici
(2009) ipitivali su aktivnost ekstracelularnih enzima 50 vrsta indijskih makromiceta i za
puharu Calvatia sculpta takode pokazao da je dobar izvor esteraza (lipaza i karboksil-

esteraza). Medutim, pri datim uslovima kultivacije, nije detektovana znacajna aktivnost
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amilaza i1 proteaza u medijumu u kome je gljiva gajena. Iz plodonosnih tela Lycoperdon
pyriforme izolovana je i biohemijski okarakterisana esteraza, kao i f-glukozidaza otporna
na teSke metale. Ovaj enzim ucestvuje u razlaganju celuloze, kao i drugih tipova B-
glukozida, zbog Cega ima viSestruku ulogu u prehrambenoj industriji, npr. za oslobadanje
aroma (Akatin i saradnici, 2011; Akatin 2013). Nakon §to je pokazano da C. gigantea moze
da raste koriste¢i jednostavna fenolna jedinjenja (galnu, protokatehuinsku i p-
hidroksibenzojevu kiselinu), kao 1 hidroliziraju¢e (pirogalne) 1 kondenzovane (katehinske)
tanine, okarakterisan je 1 enzim koji ona produkuje a ukljuen je u razgradnju katehina.
Time je otvorena mogucnost koriS¢enja ove gljive i u razgradnji toksi¢nih fenolnih
jedinjenja, kao i eliminaciji taninskih struktura iz biljnih proizvoda, koji su inace otporni na
razgradnju (Galiotou-Panayotou & Macris, 1986; Galiotou-Panayotou saradnici, 1988).
Calvatia cyathiformis 1 Lycoperdon perlatum su bili medu 85 vrsta makromiceta koje su
Goud i saradnici (2011) ispitivali na aktivnost enzima uklju€enih u razgradnju lignina. Obe
vrste pokazale su, pod datim uslovima, minimalnu aktivnost u testu oksidacije gvajakola, a
po aktivnosti lakaze, mangan-peroksidaze 1 lignin-peroksidaze bile su medu manje

aktivnim vrstama.

Ekstrakti dzinovske puhare u fazi sazrevanja (autolize) su izvor i hitinolitickih enzima,
hitinaze 1 hitobiaze. Sli¢no, ekstrakti C. cyathiformis sa hitinolitickom aktivnos¢u stabilni

su 1 nakon smrzavanja. (Coetzee and van Wyk, 2009).

Li i Shetlar (1964) testirali su plodonosna tela gljiva na aktivnost a-galaktozidaze i nasli da
su puhare bile generalno aktivnije, a medu njima najbolju aktivnost nadena je u
plodonosnim teliam vrste Calvatia lepidophora; autori su takode potvrdili da je i micelijum
svih 7 vrsta ispitivanih puhara pokazivao enzimsku aktivnost i iz vrste C. cyathiformis
izolovali i1 okarakterisali a-galaktozidazu koja je ima sposobnost hidrolize prirodnih
galaktozida (galaktomanana, verbaskoze, rafinoze, stahioze), ali 1 sintetskih (metil-, fenil- i

nitrofenil a-galaktozide).

Bovista plumbea je okarakterisana kao dobar izvor enzima penicilin V i penicilin G acilaze,
enzima koji hidrolizuju prirodne peniciline do penicilinske kiseline, koja se onda dalje

korsiti za dobijanje polusintetskih derivata. lako je gljiva pokazala slabiju aktivnost od
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hibridnog soja bakterije Escherichia coli, ona ima nekoliko prednosti; najpre, otporna je na
visoke koncentracije supstrata (antibiotika), kao i proizvoda enzimske reakcije, a manji je i
uticaj temperature na enzimsku aktivnost. Penicilin acilaza iz B. plumbea je izolovana i
okarakterisana kao visoko specificna za fenoksimetilpenicilin (penicilin V), kao 1 njegov
oksidacioni proizvod, p-hidroksifenoksimetilpenicilin. Benzilpenicilin hidrolizuje daleko
sporije, a nema aktivnosti prema peptidima i N-acilamino kiselinama (Schneider & Roehr,

1976, Stoppok i saradnici, 1981).

Malo je ispitanih bioloskih aktivnosti puhara, kao i njihovih proizvoda. Antimikrobno
dejstvo puhara je jedno od bolje ispitanih. Dulger (2005) je ispitivao antimikrobno
delovanje 7 vrsta puhara (Lycoperdon perlatum, L. molle, L. echinatum, L. pyriforme,
Handkea utriformis (kao Calvatia utriformis), Bovista plumbea 1 B. pusilla agar difuzionom
metodom, koriste¢i 60% metanolne ekstrakte. Esktrakti su generalno pokazali aktivnost
prema ispitivanim bakterijama i gljivicama, osim vrsta iz roda Lycoperdon koje su bile
neaktivne prema bakterijama Klebsiella pneumoniae 1 Pseudomonas aeruginosa, 1 H.
utriformis koja nije pokazala znacajno antifungalno dejstvo i bila neaktivna prema kandidi
(Candida albicans). U istrazivanju su koriS¢ena plodonosna tela puhara, ali nije navedeno u
kom stadijumu; obzirom da se navodi da su plodonosna tela sakupljana u periodu od aprila
do juna, kao 1 =zaklju¢ak da je antimikrobnim delovanjem delimi¢no opravdana
tradicionalna primena ovih gljiva, verovatno je da su u pitanju zrela plodonosna tela. Suay 1
saradnici (2000) pak nisu detektovali aktivnost ni H. utriformis ni vrste Calvatia
cyathiformis prema 9 ispitivanih mikroorganizama, dok Barros i saradnici (2008) nisu
detektovali aktivnost metanolnih ekstrakata L. molle 1 L. perlatum, protiv G+ ili G-
bakterija, pri najvecoj koncentraciji (500 pg/mL) koju su koristili u agar dilucionoj metodi.
Jonathan i Fasidi (2010) su ispitivali antimikrobnu aktivnost vodenih, metanolnih i
etanolnih esktrakata plodonosnih tela dzinovske puhare (Calvatia gigantea, kao
Lycoperdon giganteum) 1 puhare Bovista pusilla (kao Lycoperdon pusillum), ponovo
nepoznatog stadijuma razvoja. Osim $to su pokazali da ekstrakti inhibiraju rast patogenih
bakterija 1 gljivica i da je etanolna ekstrakcija dala najbolje rezultate, autori su ispitivali 1

uticaj termalnog tretmana ekstrakata na njihovu efikasnost i pokazali da ona najpre raste s
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blagim porastom temperature (50 °C), a zatim opada s daljim porastom. Altuner i saradnici
(2012) sproveli su skrining aktivnosti etanolnog ekstrakta puhare Bovista nigrescens na ¢ak
17 sojeva bakterija 1 jednom soju kandide, koriste¢i disk difuzionu metodu; ekstrakt je
pokazao aktivnost i prema G+ i G- sojevima, a najbolju prema bakterijama Bacillus
subtilis, Klebsiella pneuoniae i Staphylococcus carnosus; aktivnost prema kandidi nije
detektovana. Istrazivanje sprovedeno u Jugoslaviji 1978. godine na vise vrsta gljiva (vrSeno
direktnim postavljanjem komadi¢a svezih plodonsonih tela na podlogu zasejanu
bakterijama) pokazalo je da je medu testiranim pecCurkama jedino puhara Handkea
utriformis (kao Calvatia utriformis) imala efekta na bakterije a najizrazenije na Alcaligenes
faecalis, pri cemu je ovaj efekat ostvaren na visestruki nacin, inhibicijom rasta bakterija, ali
1 uticajem na morfologiju 1 fiziologiju bakterija. Ovi efekti su bili reverzibilni, a samo jedan
od 6 uzoraka gljive sakupljenih na razli¢itim lokalitetima pokazao je antibakterisjku
aktivnost, zbog Cega su autori zakljucili da aktivnost zavisi od stanista u kom gljiva raste
(Brzin & Dezman, 1978). Jameel & Al-Ezzy (2017) utvrdili su da metanolni ekstrakt
Calvatia craniiformis u kombinaciji sa antiparazitikom ivermektinom inhibiraju in vitro
rast gljivice Aspergilus niger klinicki izolovane iz dece obolele od zapaljenja srednjeg uha.
Ye i saradnici (2017) ispitivali su antimikrobnu aktivnost razli¢itih tipova ekstrakata zrelih
karpofora puhare Bovistella radicata; hloroformski, etarski i heksanski ekstrakti nisu imali
aktivnost, dok su vodeni, etanolni u butanolni imali izraZenu aktivnost i prema bakterijama
1 prema gljivicama. Autori su izolovali, ali nisu 1 hemijski okarakterisali dva jedinjenja koja
su pokazala dobru aktivnost prema patogenim gljivicama koje izazivaju bolesti koze,

Trichophyton rubrum i T. mentagrophytes.

Gasco 1 saradnici (1974) 1 Umezawa i sardnici (1975) nezavisno su izolovali i okarakterisali
potentni antibiotik iz medijuma u kom je gajen micelijum puhara Calvatia fragilis (kao
Calvatia lilacina, Gasco 1 saradnici, 1974) i Calvatia craniiformis (Umezawa 1 saradnici,
1975), nazvan kalvatinska kiselina. Kasnije je utvrdeno da i druge vrste puhara produkuju
ovo 1 slicna jedinjenja, pre svega Lycoperdon pyriforme, Calvatia gigantea, Handkea
utriformis (Coetzee and van Wyk, 2009). Kalvatinska kiselina, koja hemijski predstavlja p-

karboksifenilazoksicijanid, jedinstveno je prirodno azo jedinjenje jer sadrzi cijano grupu.
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Umezawa 1 saradnici (1975) su utvrdili (agar dilucionom metodom) da molekul poseduje
inhibitornu aktivnost prema G+ bakterijama (3.12-6.25 pg/mL) i prema nekim G-
bakterijama, ali nije pokazao aktivnost prema vecini ispitivanih gljivica (ukljucujuci
kandidu) pri najviSoj koriS¢enoj koncentraciji (100 pg/mL). U kasnijem istrazivanju
antimikrobnog delovanja kalvatinske kiseline i nekoliko sintetskih analoga i Calvino i
saradnici (1986), potvrdili su slabu aktivnost kalvatinske kiseliine na gljivice i veoma
izrazenu aktivnost na G+ Dbakterije. Sintetski derivati kalvatinske kiseline,
fenilazoksicijanid 1 njegovi derivati pokazali su Siri spektar dejstva, ukljucujuéi i
antifungalno dejstvo. Sorba i1 saradnici (2001) su sintetisali seriju molekula koji su
predstavljali kombinaciju kalvatinske kisleine 1 farmakofornu grupu Hj-antagoniste
lamtidina kao potencijalne lekove u terapiji zeludacne patogene bakterije Helicobacter
pyvlori, koji su uspe$no inhibirali rast klinickih izolata ove bakterije, neki ¢ak bolje od

referentnog metronidazola.

Pokazalo se da kalvatinska kiselina, zbog svojih oksidacionih sposobnosti, inhibira
glutation transferazu, enzim koji katalizuje konjugaciju glutationa sa razliitim
elektrofilnim jedinjenjima ¢ime vrsi detoksifikaciju od istih. Ipak, ovaj enzim bi mogao da
bude ukljuen u razvijanje tolerancije prema antikancerskim lekovima i1 specfi¢nim
inhibitorima koji imaju terapeutsko dejstvo. Kalvatinska kiselina oksidiSe klju¢nu
cisteinsku reziduu (Cys47), ¢ime se stvaraju novi intramolekulski disulfidni mostovi koji
dovode do konformacione promene enzima i gubljenja aktivnosti. Tako je kalvatinska
kiselina oznacena kao model za buducu generaciju inhibitora glutation transferaze, koji bi

mogli da imaju primenu u terapiji (Antonini i saradnici, 1997).

Za kalvatinsku kiselinu se jo§ u ranim istrazivanjima pokazalo da poseduje 1 direktnu
antitumorsku aktivnost, inhibirajuci rast JoSida sarkoma u ¢elijskog kulturi za 50%, a in
vivo je produzila Zivot miSeva inokuliranih ¢elijama misje leukemije 1210. Za miSeve je
odredena 1 letalna doza (LDsy) koja se kretala izmedu 125-250 mg/kg (Umezawa i
saradnici, 1975).

Otkri¢e da kalvatinska kiselina i njeni analozi imaju antitumorsku aktivnost dovela je do

detaljnijih istrazivanja citotoksicnosti nje 1 njenih analoga i1 otkriveno je da ona interaguje
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sa tubulinom i poseduje antimikrotubularnu aktivnost. Pretpostavlja se da je azoksicijano
grupa kljucna za interakciju i da se, slicno kao kod glutation transferaze vezuje za
sulfhidrilne grupe cisteina i1 tako onemoguc¢ava funkciju tubulina. Ova akcija moze biti
modulirana supstituentima u p- polozaju benzenovog prstena, koji dovode do promena u
fizicko-hemijskim karakteristikama molekula, kao $to su polarnost, particioni koeficijent,
sterne 1 elektronkse karakteristike. Citotoksicna aktivnost ovih jedinjejna tako moze biti bar
delimi¢no povezana sa njihovim antimikrotubularnim dejstvom (Gadoni 1 saradnici, 1989;

Gadoni 1 saradnici, 1995).

Kalvatinska kiselina i njeni sintetski analozi ispitivani su i kao potencijalni fungicidi u
poljoprivredi. Iako su terenski eksperimenti pokazali da su ova jedinjenja aktivna prema
komercijalno vaznim gljiviéniim patogenima, nisu uspeli da odrze nivo aktivnosti potrebnu

za komercijalnu upotrebu (Gray i saradnici, 2001).

CO.H OH
MeO,S
"
N_ - N
rl'l-:_ -“D N -
CN H,N S0
Kalwvatinska kiselina Kraniformin R = SMe (rubroflavin)

R = S{O)Me (oksirubroflavin)

Slika 1.10.. Kalvatinska kiselina i njeni analozi (Blair & Sperry, 2013)

Pored kalvatinske kiseline, iz puhara Calvatia craniiformis, Lycoperdon hiemale, L.
pyriforme itd. izolovano je joS nekoliko slicnih jedinjenja, aromati¢nih azo- i
azoksiformamida, sa razli¢itim supstituentima na benzenovom prstenu. Ova jedinjenja
nadena su, ne samo u filtratu gajenog micelijuma ve¢ i u plodonosnim telima. p-hidroksi- i
p-metoksibenzenazoksiformamid, izolovani iz C. craniiformis pokazali su znacajnu

aktivnost u inhibiciji rasta mladica zelene salate, dok su odgovarajuci azoksiformamidi bili
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daleko slabije aktivnosti, dok je trava Echinochloa esculenta (japansko proso) bila manje
osetljivija na dejstvo ovih jedinjenja. p-metoskibenzenazoformamid i odgovarajuéi azoksi
derivat, izolovani iz L.pyriforme pokazali su 1 dobru nematocidnu aktivnost prema biljnom
parazitu koji napada koren biljaka, glisti Meloidogyne incognita, ali ne 1 prema korisnoj
vrsti, Caenorhabditis elegans (Kopcke 1 saradnici, 1999; Kamo i saradnici, 2006). 1z
americke vrste Calvatia rubroflava izolovan je 1 crveno obojeni sumporni derivat
azoksiformamida, nazvan rubroflavin, za koji je pokazano da ima 2 tautomerna oblika,
fenolni 1 hinonski (Fugmann i saradnici, 2001). Rubroflavin je kasnije pronaden i u C.
craniiformis, zajedno sa jo$ jednim sumpornim derivatom, nazvanim kraniformin. Oba
jedinjenja pokazala su in vitro citotoksi¢nu aktivnost prema tumorskoj liniji celija
leukemije K562 (Takaishi i saradnici, 1997). Iz L. pyriforme izolovan je pak hlorovani
azoksiformamid, koji je pokazao bolju citotoksicnu aktivnost prema nekoliko linija
tumorksih ¢elija (L1210, HL-60, HeLa S3) od nehlorovanog derivata (Kdpcke i saradnici,
1999).

Osim kalvatinske kiseline 1 njenih derivata, iz puhara su izolovane i druge komponente sa
antitumorskom aktivnoséu. Calvatia gigantea je prva puhara na kojoj su izvedena
antitumorska ispitivanja, jo§ sredinom 20. veka. Posto je testirani vodeni ekstrakt ove vrste
pokazao antitumorsku aktivnost, iz mladih plodonosnih tela izolovan je veoma potentni
tumor-inhibitor, kasnije nazvan kalvacin i okarakterisan kao mukoprotein. Ekstrakti zrelih
karpofora su pak pokazali veoma slabu aktivnost. Vise stotina primeraka dzinovkse puhare
su testirani na sadrzaj kalvacina i nadeno je da se koli¢ina u njima razlikuje. Kalvacin se
pokazao efikasnim protiv 13 od 24 testiranih tumorskih celijskih linija misSeva, pacova i
hrckova, Sto je okarakterisano kao antitumorsko dejstvo Sirokog spectra. Submerzno je
gajen micelijum za dobijanje kalvacina i kalvacin je usao u toksikoloske klini¢ke studije na
zivotinjama, medutim, nakon kontinuirane upotrebe potencijalnog leka doslo je do razvoja

alergijske reakcije kod testiranih pasa 1 rezus majmuna (Beneke 1 saradnici, 1963).

Isti istrazivaci su naSli da i druge vrste puhara produkuju sli¢ne inhibitore tumora i
pokazuju antitumorsku aktivnost, in vitro 1 in vivo, npr. Calvatia bovista, C. craniiformis,

C. cyathiformis, (Beneke, 1963). Novije istrazivanje na metanolnom ekstraktu svezih
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karpofora dzinovke puhare pokazalo je da esktrakt inhibira proliferaciju ¢elija humanog
karcinoma plu¢a A549 (Eroglu i saradnici, 2016). Proteinsko-polisaharidni kompleksi sa
supresivnim efektom na rast sarkoma 180 kod miSeva izolovani su iz submerzno gajenog
micelijuma C. craniiformis; sadrzaj Secera u 6 razvojenih frakcija kretao se od 61-88 %, a
proteina 1.3-13 %. Polisaharidne frakcije sastojale su se od manoze, galaktoze, ksiloze 1
glukoze, s razli¢itim udelom ovih Sefera. Ovi kompleksi pokazali su 1 razliCitu
antitumorsku aktivnost, a aktivnost bar jedne od izolovanih frakcija, nazvane kalvatan,
pripisana je stimulaciji imunog sistema pre nego direktnim dejstvom na ¢elije raka (Kim 1
saradnici, 1992, Coetzee and van Wyk, 2009). 1z svezih plodonosnih tela vrste Handkea
utriformis (kao Calvatia caelata) izolovan je peptid nalik ubikvitinu, velic¢ine 8 kDa koji je
pokazao snaznu antiproliferativnu aktivnost prema celijama raka dojke u nanomolarnim
koncentracijama (Lam 1 saradnici, 2001). Takode iz mladih primeraka iste vrste Ng i
saradnici (2002) izolovali su i protein, nazvan kalcelin, veli¢ine 39 kDa. Kalcelin je
pokazao antimitogenu aktivnost prema celijama slezine i smanjio vijabilnost ¢elija raka
dojke. Autori su ispitali i antimikrobno delovanje proteina, medutim nije detektovana ni
antibakterijska, ni antifungalna aktivnost. Proteinksi ekstrakt svezih primeraka vrste
Calvatia lilacina (Coetzee and van Wyk, 2009 navode kao sinonim za C. cyathiformis)
pokazao je antitumorski efekat na Celije raka kolona izazivajuéi apoptozu ¢elija indukijom

stresnog odgovora endoplazmatskog retikuluma (Yeh 1 saradnici, 2011).

Pored onkostatske, ispitivana je i antivirusna aktivnost dzinovske puhare; vise studija je
pokazalo da gljiva poseduje in vitro ili in vivo aktivnost protiv nekih tipova virusa
influence, poliomijelitisa, ECHO enterovirusa. Kalvacin nije pokazao antivirusnu aktivnost,
kao ni ekstrakti H. utriformis (Coetzee and van Wyk, 2009). Etanolni precipitat vodenog
ekstrakta Lycoperdon pyriforme pokazao je pak in vivo inhibitornu aktivnost na mozaicki
virus duvana; autori su pretpostavili da su aktivne komponente polisaharidi kojima je
ekstrakt bogat, a koji se sastoje od glukoze, manoze, arabinoze i verovatno fukoze

(Gubanski 1 Saniewski, 1967).

Lee i saradnici (2017) ispitivali su antiangiogeno delovanje 5 alkaloida i 2 polifenola

izolovanih iz retke vrste Calvatia nipponica; 3 alkaloida pokazala su dobru antiangiogenu
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aktivnost, a najbolju izoindolonski derivat, ranije otkriven iz srodne vrste Lasiosphaera
fenzlii. Obzirom da je neoangiogeneza jedan od faktora rasta tumora, aktivne komponente
iz C. nipponica bi mogle da nadu mesto u terapiji. Iste komponente, uz dodatak
novoizolovanog metil-estra (7Z,10Z)-7,10-oktadekadienoinske kiseline testirane su i1 na
potencijalno antiinflamatorno dejstvo, preko inhibicije stvaranja NO; jedno od fenolnih
jedinjenja, 5-(hidroksimetil)-1,3-benzendiol pokazalo je blagu aktivnost, ali je zato estar

masne kiseline imao znacajnu aktivnost (Lee 1 saradnici, 2018).

Izoindolonski derivati izolovani su i iz vrste Lasiosphaera fenzlii, medu kojima i klitocibin
A, poznat iz drugih vrsta gljiva. Jedan od derivata, koji je sadrzao ftalimidsku grupu takode
je pokazao dobru antiangiogenu aktivnost, inhibiraju¢i lucenje vaskularnog endotelnog
faktora rasta (VEGF) u kulturi A549 celija. Derivat je imao sli¢nu strukturu kao lek
talidomid, za koji je utvrdeno da je ftalimidksa grupa koju sadrzi klju¢na za njegovo

dejstvo (Lii i saradnici, 2013).

Iz iste vrste izolovano je i nekoliko sterola, medu kojima 1 peroksi derivati Sa,8a-epidioksi-
ergosta-6,22-dien-3B-ol i 50,8a-epidioksi-ergosta-6,9(11),22-trien-33-0l pokazali znacajnu
in vitro citotoksi¢nu aktivnost prema HeLa i GES-1 ¢elijama, a prvo jedinjenje bilo je
selektivno prema kancerskoj ¢elijskoj liniji. Takode, pokazalo je sinergisticku aktivnost pri
primeni s paklitaksolom (Gao i saradnici, 2015). Meng i saradnici (2014) okarakterisali su

jos§ jednu citotoksi¢nu komponentu iz ove vrste kao lipodepsipeptid.

Pored ispitivanja antimikrobne, antitumorske 1 antivirusne aktivnosti, relativno malo studija
se bavilo 1 drugim aktivnostima puharama; Singh 1 saradnici (2012) pokazali su da razli¢iti
tipovi ekstrakata vrste Lycoperdon molle imaju dobru in vitro antioksidativnu aktivnost,
koja ukljucuje sposobnost neutralizacije radikala, kao i1 spre€avanje peroksidacije lipida i
zakljucCili da bi ova gljiva mogla da bude dobar izvor antioksidanasa za potrebe
farmaceutske industrije. Barros 1 saradnici (2008) su takode ispitivali in vitro
antioksidativnu aktivnost metanolnih ekstrakata L. molle i L. perlatum, koja je obuhvatala
antiradikalsku aktivnost, sposobnost sprecavanja peroksidacije linoleinske kiseline i
izbeljivanja B-karotena, kao i redukcionu mo¢, odnosno sposobnost redukcije teskih metala.

Ove gljive pokazale su bolju aktivnost od nekih drugih jestivih vrsta, npr. lisi¢arke
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(Cantharellus cibarius) 1 modrikace (Lepista nuda), a L. molle nesto bolju aktivnost od L.
perlatum. Akata 1 saradnici (2018) pokazali su da metanolni ekstrakt potpuno zrelih
plodonosnih tela H utriformis ima veéi totalni antioksidativni kapacitet od drugih
ispitivanih gljiva, medu kojima su bile konzumne vrste velika gnojiStarka (Coprinus
comatus), rudnjaca (Agaricus campestris), suncanica (Macrolepiota procera) i druge, dok
je u pojedinacnim antioksidativnim testovima (antiradikalska aktivnost, redukciona mo¢,

sposobnost heliranja teSkih metala) aktivnost bila prosecna.

Akata 1 saradnici (2018) su takode ispitivali i sposobnost nekih vrsta gljiva da inhibiraju
aktivnost enzima uklju¢enih u patoloske promene kod Alchajmerove bolesti (acetil- i
butirilholiesteraza), kao i1 enzima odgovornih za metabolizam Seera (o-amilaza 1 o-
glukozidaza; oni su nasli da je metanolni ekstrakt H. utriformis pokazao najbolju aktivnost
prema o-amilazi 1 o-glukozidazi, 1 bio medu najaktivnijim uzorcima prema

holinesterazama.
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2. Ciljevi rada

Cilj ove doktorske disertacije bio je hemijska i bioloSka karakterizacija metanolnih

ekstrakata relativno slabo proucenih vrsta gljiva iz grupe puhara, Handkea utriformis, H.

excipulliformis 1 Vascellum pratense, kao 1 izolovanje, hemijska i1 bioloSka karakterizacija

polisaharidne frakcije vrste H. utriformis i pokusaj inkapsulacije ove frakcije u lipozome, u

cilju obezbedivanja bolje bioraspolozivosti i modifikovanog oslobadanja za potencijalnu

primenu, kako oralnim putem, tako 1 na kozi. Ovo je obuhvatalo slede¢e faze ispitivanja:

Sakupljanje plodonosnih tela ispitivanih puhara i gajenje micelijuma H. utriformis;

dobijanje metanolnih ekstrakata i vodenih polisaharidnih ekstrakata

Hemijsku karakterizaciju metanolnih ekstrakata mladih i zrelih plodonosnih tela
puhara, kao i micelijuma vrste H. utriformis, sa akcentom na nutraceutike i

kozmeceutike 1 ispitivanje uticaja autolize na njihov hemijski sastav

Biolosku karakterizaciju ekstrakata, koja je obuhvatala in vitro antioksidativnu,
antimikrobnu, citotoksi¢nu/antitumorsku analizu 1 inhibiciju viSe enzima od
patoloSkog znacaja da bi se utvrdio njihov bioloski potencijal, ispitao uticaj autolize
na aktivnost kao 1 mogucénost koriS¢enja gajenog micelijuma kao zamenu za

plodonosna tela

Dobijanje polisaharidnih ekstrakata iz micelijuma, mladih i zrelih plodonosnih tela
na primeru vrste H. utriformis, njihovo prec¢is¢avanje 1 fizi¢ko-hemijska
karakterizacija, kao i bioloSka karakterizacija ekstrakata koja je obuhvatala in vitro
antioksidativnu, antimikrobnu i1 imunomodulatornu analizu, u cilju ispitivanja
njihovog bioloskog potencijala, utvrdivanje uticaja autolize na njihovu strukturu 1
aktivnost, kao 1 mogucénosti koriS¢enja gajenog micelijuma kao zamene za

plodonosna tela

PokuSaj inkapsulacije polisaharidnih ekstrakata u lipozome kao nosace za
omoguc¢avanje modifikovanog oslobadanja i potencijalnu primenu per os i/ili na
kozi 1 karakterizaciju lipozoma, koja je obuhvatala fizi¢ko-hemijsku karakterizaciju,

studiju otpustanja i studiju stabilnosti ovih sistema
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3. Eksperimentalna ispitivanja

3.1. Materijali

U eksperimentalnom delu disertacije koriS¢ene su slede¢e hemikalije:

Bakar (II) hlorid (CuCly), ), natrijum borohidrid (NaBH,), linoleinska kiselina ,
5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzojeva kiselina) (DTNB), acetilholin jodid (AChI),
butirilholin jodid (BuChl), 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)
(ABTS), trifeniltetrazoliumhlorid (TTC), tirozinaza iz Sampinjona (Agaricus
bisporus), acetilholinesteraza i1z elektri¢ne jegulje Electrophorus electricus (AcHE),
butirilholinesteraza iz konjskog seruma (BuChE), a-glukozidaza iz kvasca
(Saccharomyces  cerevisiae), p-nitrofenil-a-D-glukopiranozid, trifluorosréetna
kiselina (TFA), metil jodid (CHsl), 1-metilimidazol, dinitrosalicilna kiselina (DNS),
galna kiselina, o-kumarna kiselina, p-kumarna kiselina, kafena kiselina, hlorogenska
kiselina, 1,3-dikafeoilhina kiselina (cinarin), 1,5-dikafeoilhina kiselina, 3,5-
dikafeoilhina kiselina, ferula kiselina, protokatehinska kiselina, rozmarinska
kiselina, sinapinska kiselina, siringinska kiselina fenol, anhidrid siréetne kiseline
(AcyO) galna kiselina, N-acetilglukozamin, B-karoten, a-tokoferol, ergosterol,
koji¢na kiselina, lovastatin, L-3,4-dihidroksifenilalanin (L-DOPA), neokuproin,
Coomassie Brilliant Blue R-250, Folin-Ciocalteu reagens, govedi albumin (eng.
Bovine  Serum  Albumin, BSA), L-glutamin, streptomicin, penicillin,
fitohemaglutinin (PHA), forbol miristat acetat (PMA), HEPES, RPMI-1640 bez
fenol-crvenog, fetalni govedi serum (eng. Fetal Bovine Serum, FBS), Supelco® 37
Component FAME Mix, deuterisani dimetilsulfoksid (DMSO-d6), deuterisana voda
(D,0) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD).

Sumporna kiselina (H,SOy4), perhlorna kiselina (HCIO4), orto-fosforna kiselina
(HsPQO4), mravlja kiselina (HCOOH), amonijum acetat (CH;COONHy), amonijum
hidroksid (NH4OH), ), natrijum bikarbonat (NaHCOs), magnezijum sulfat
heptahidrat (MgSO4 x 7 H,0), bakar (II) sulfat pentahidrat (CuSOs x 7 H,0),
kalijum natrijum tartarat tetrahidrat (KNaC4H4O¢ x 4 H,0), kalijum persulfat
(K5S,03) (Centrohem, Stara Pazova, Srbija).
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- D-Glukoza, metanol, etanol, etilacetat, n-heksan, aceton, acetonitril, dihlormetan
(CH,Cl,), dimetilsulfoksid (DMSO) (Fisher Scientific, Loughborough, Velika
Britanija).

- Hloroform (CHCI;) (Carlo Erba Reagents, Barselona, Spanija).

- Natrijum hidroksid (NaOH), kalijum dihidrogenfosfat (KH,PO4), natrijum
dihidrogenfosfat (NaH,PO,), natrijum hidrogen phosphate (Na,HPO,), natrijum
karbonat (Na,CO3) (Fagron B.V., Capelle aan den IJssel, Holandija).

- D-fruktoza, D-manoza, D-ksiloza, L-ramnoza, D-arabinoza, D-glukuronska
kiselina, D-galakturonska kiselina, D-glukozamin, trehaloza, p-hidroksi benzojeva
kiselina (Acros Organics, Geel, Belgija).

- Hlorovodoni¢na kiselina (HCI), siréetna kiselina (CH3;COOH) (Zorka Pharma,
Sabac, Srbija).

- Haemaccel (Sanofi-Aventis, Pariz, Francuska).

- Pronaza (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Nemacka).

- Tween 80 (Croda International, Snaith, Velika Britanija).

- PB-glukan analitic¢ki kit (Megazyme Int., Wicklow, Ireland)

- Miiller-Hinton bujon i Miiller-Hinton agar (Biolife, Milan, Italy).

- Kalcijum hlorid (CaCl,) (Analytika, Prag, Ceska).

- Fosfolipon G (Lipoid, Ludwigshafen, Nemacka).

- Natrijum hlorid (NaCl) (Alkaloid, Skoplje, Severna Makedonija).

3.2. Gljivlji materijal — poreklo

Plodonosna tela H. utriformis sakupljena su na Crnom vrhu kod Bora, isto¢na Srbija.
Plodonosna tela H. excipuliformis sakupljena su u okolini Beograda, kao i blizoj okolini
Bora, dok su plodonosna tela V. pratense sakupljena u Boru 1 blizoj okolini Bora. Materijal
koris¢en u eksperimentima sakupljen je u periodu od 2012.-2015. godine. Identifikaciju
materijala izvrSio je dr Boris Ivancevi¢, visi muzejski kustos PrirodnjaCog muzeja u
Beogradu. Micelijumske kulture dobijene iz referentnog materijala, po dve od svake vrste,

cuvaju se na Tehnolosko-metalur§kom fakultetu u Beogradu.
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3.3. Proizvodnja micelijuma H. utriformis
Micelijumska kultura H. utriformis dobijena je iz mladog plodonosnog tela, koje je

pripadalo istoj kolekciji plodonosnih tela sakupljenih za potrebe eksperimenata, sa istog
mikrolokaliteta. Sterilno tkivo iz unutrasnjosti plodonosnog tela ja zasejano na sladni agar,
razliven u sterilnim Petrijevim Soljama. Dobijena Cista kultura je najpre umnozena na
¢vrstom hranljivom medijumu, tj. sladnom agaru a zatim je prebacena u tecni vodeni
medijum, tj podvrgnuta je submeznom gajenju, po proceduri koris¢enoj od strane Umezawa
1 saradnika (1975). Medijum se sastojao od glukoze (2 % m/V), peptona (0.5 % m/V),
ekstrakta kvasca (0.3 % m/V), KH,PO4 (0.3 % m/V) 1 MgSO4 (0.3 % m/V). Gajenje je
vrieno u erlenmajerima, u tresilici (IKA® KS 4000 i control, Staufen, Nemacka) tokom 3
nedelje, uz usitnjavanje izraslog micelijuma mikserom nakon prve i druge nedelje gajenja
radi povecanja povrSine rasta 1 samim tim ubrzavanja dobijanja biomase. Dobijeni

micelijum je odvojen od bujona cedenjem 1 ispran vodom viSe puta.

Slika 3.1. Proizvodnja micelijuma H. utriformis; uzgajanje na ¢vrstom (levo) 1 u teCnom

medijumu (desno)
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3.4. Priprema ekstrakata

3.4.1. Priprema droge za ekstrakciju i metanolna ekstrakcija
Micelijum i mlada, plodonosna tela puhara, isecena na komade, podvrgnuta su liofilizaciji
(24h, -60°C, 0.011 mbar, Christ BETA 2-8 LD plus liofilizator, Osterode, Nemacka).
Osuseni materijal je sprasen, dok zrela plodonosna tela nisu zahtevala pretretman, jer je
gleba, koriS¢ena za ekstrakciju, potpuno suva i praskasta. Metanolni ekstrakti pripremljeni
su maceracijom. Droga je pomeSana s metanolom (0.05 g/mL) i ekstrakcija je vrSena
maceracijom, tj. na sobnoj temperature, tokom 72h, uz konstantno meSanje. Smesa je
centrifugirana (10 min, 5000 rpm, Eppendorf 5430 R, Hamburg, Nemacka) i supernatant
odvojen od precipitata. Supernatant je dodatno filtriran kroz filter-papir (Whatman® No. 5,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) 1 podvrgnut uparavanju do suva (Heidolph Hei-VAP
Value rotacioni upriva¢, Schwabach, Nemacka); dobijeni suvi metanolni ekstrakti dodatno

su suSeni u eksikatoru 24h, nakon ¢ega su Cuvani u frizideru, zasti¢eni od svetla i vlage.

3.4.2. Priprema polisaharidnih ekstrakata
Precipitat dobijen nakon metanolne ekstrakcije micelijuma, mladih i zrelih plodonosnih tela

trbuSaste puhare suSen je u suSnici na 40 °C tokom 24h; materijal je pomeSan s vodom
(0.04 g/mL, racunato na pocetnu masu, pre metanolne ekstrakcije) i podvrgnut vreloj
vodenoj ekstrakciji, u autoklavu (1h, 120 °C, 1.2 bar). SmeSe su ohladene i centrifugirane,
nakon Cega je precipitat odbacen a supernatant profiltriran kroz filter papir. Zapremina
vrelog vodenog ekstrakta smanjena je na 10% pocetne zapremine vode zagrevanjem na 250
°C, uz konstantno i intenzivno meSanje. U ohladen, ukoncentrisan ekstrakt ulivena je 3X
vecéa zapremina etanola da bi doslo do precipitacije polisaharida. SmesSe ekstrakata i etanola
ostavljene su u frizideru tokom 16h, nakon ¢ega su centrifugirane. Supernatant je odbacen a
precipitati prikupljeni 1 dva puta isprani manjom koliCinom etanola. Precipitat, tj. vreli
vodeni ekstrakt je zatim resuspendovan u manjoj koli¢ini vode i liofilizovan. Nakon
liofilizacije, ekstrakti su rastvoreni u vodi (~20 mg/mL) i podvrgnuti dijalizi u celuloznim
membranskim crevima (SERVAPOR, MWCO 12-14 kDa, SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Nemacka) radi uklanjanja malih molekula. Nakon 24h, dijalizati su

centrifugirani (6000 rpm, 10 min) i supernatanti prikupljeni 1 liofilizovani (Christ BETA 2-
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8 LD plus liofilizator, Osterode, Nemacka). OsuSeni dijalizovani ekstrakti su dalje
podvrgnuti enzimskoj deproteinizaciji. Uzorci (10 mg/mL) su rastvoreni u Tris-HCI puferu
(0.1 M, pH 8.2) sa dodatkom CaCl, (10 mM). Pronaza, rastvorena u istom puferu (10
mg/mL) dodata je rastvorima uzoraka (1 mg/100 mg uzorka). Deproteinizacija je vrSena u
tresilici (IKA® KS 4000 i control, Staufen, Nemacka), uz neprestano mesanje, na 30 °C,
tokom 12 h, u dva navrata. Nakon reakcije, smese su ponovo podvrgnute dijalizi u trajanju
od 24h, centrifugirane su (6000 rpm, 10 min, Eppendorf, 5930 R, Hamburg, Nemacka) i
supernatanti prikupljeni i liofilizovani. Na taj nafin dobijeni su delimi¢no preciS¢eni

polisaharidni ekstrakti.
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(-60°C, 0.011 mbar, 24h) polisaharidni ekstrakt

Slika 3.2. Sema dobijanja deproteinizovanog polisaharidnog ekstrakta
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3.5. Fizicka i hemijska karakterizacija ekstrakata

3.5.1. UKupni proteini
Proteini u metanolnim uzorcima odredivani su metodom po Bradfordu (Bradford, 1976),
dok su u polisahardnim ekstraktima odresdivani dvema metodama, po Bradfordu (Bradford,

1976) 1 po Lowry-ju (Lowry i saradnici, 1951).

3.5.1.1.  Odredivanje ukupnih proteina po Bradford-u
Bradford-ov reagens je pripremljen rastvaranjem Coomassie Brilliant Blue G-250 boje (100

mg) u etanolu (50 mL, 96%), a zatim je dodata ortofosforna kiselina (100 mL, 85%) 1 voda
(do 1L) 1 rastvor filtriran kroz filter papir (Whatman® No. 5, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
SAD). Metoda je prilagodena izvodenju u mikro-plo¢ama sa 96 bunara (Sarstedt AG & Co.
KG, Niimbrecht, Nemacka). Uzorci su rastvoreni u metanolu (metanolni ekstrakti, 25 pL,
10 mg/mL) ili vodi (polisaharidni ekstrakti, 25 pL, 20 mg/mL) i pomeSani s Bradford-ovim
reagensom (230 pL) i1 apsorbanca ocitana nakon 10 min na spektrofotometru (BioTek
ELx808 microplate reader, Winooski, VT, SAD), na 630 nm. Govedi albumin (BSA) je

koriS¢en za konstrukciju standardne krive. Rezutati su izrazeni kao procenat proteina (%).

3.5.1.2.  Odredivanje ukupnih proteina po Lowry-ju
Rastvor uzorka (1 mL, Img/mL) pomeSan je s rastvorom NaOH (2 mL, 0.1M) koji je

sadrzao Na,COs (2%), CuSOy4 (0.01%) 1 KNaC4H4O4 (0.02%). Nakon 10 min, dodat je
vodeni rastvor Folin-Ciocalteu-ovog reagensa (0.2 mL, 1:3) i smeSa vorteksirana. Nakon 45
min, apsorbanca je merena na 750 nm na spektrofotometru (Shimadzu UV-1800, Kyoto,
Japan), naspram slepe probe, koja je umesto uzorka sadrzala istu zapreminu vode. Govedi
albumin (BSA) je kori$¢en je za konstrukciju standardne krive (0.0625-1 mg/mL). rezutati

su izrazeni kao procenat proteina (%).

3.5.2. Analiza Secera

3.5.2.1.  Ukupni Seleri
Ukupni Sec¢eri odredivani su fenol-sumpornom metodom (DuBois i1 saradnici, 1956).
Vodeni rastvori uzoraka (200 pL, 0.2 mg/mL) pomesani su s vodom (200 pL), vodenim
rastvorom fenola (400 pL, 5% m/v) i koncentrovanom H,SO4 (2 mL, 96%). Apsorbanca je
ocitana nakon 40 minuta, na spektrofotometru (Shimadzu UV-1800, Kyoto, Japan), na 490
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nm, naspram slepe probe (400 pL vode, 400 pL fenola i 2 mL H,SO4). D-(+)-glukoza
koriS¢ena je kao standard za konstrukciju standarne krive. Rezultati su izrazeni kao

procenat Secera (%).

3.5.2.2.  GC-FID-MS analiza alditol acetata i parcijalno metilovanih alditol
acetata (PMAA)
Analiza je koriS¢ena za odredivanje monosaharidnih komponenti i tipa veza prisutnih u

polisaharidnim ekstraktima; metilovanje polisaharida izvrSeno je prema proceduri datoj od
strane Needs-a 1 Selvendran-a (1993), dok je dalja priprema PMAA uradena prema
proceduri datoj od strane Harris-a i saradnika (1984); za pripremu alditol acetata nije

vrSeno metilovanje uzoraka.

Polisaharidni ekstrakti (5 mg) rastvoreni su u u DMSO-u (1 mL) nakon ¢ega je rastvoru
dodat metil jodid (0.5 mL) i fino spraSen NaOH (40 mg); reakciona smesa je uz konsantno
mesanje ostavljena tokom 3h na sobnoj temperaturi. Nakon izvrSene reakcije, smesi je
dodata voda (1 mL) i CH,Cl, (I mL), smeSa je vorteksirana tokom 5 min i zatim
centrifugirana da bi se odvojile vodena i organska faza (2000g, 5 min). Vodena faza je
odbacena, a organska uparena do suva pod snizenim pritiskom, u vakuum uparivacu, na 40
°C. Metilovani polisaharidi su dalje podvrgnuti hidrolizi kori$¢enjem trifluorosiréetne
kiseline (2M, 1mL), u autoklavu (100 °C, 2h). Uzorci su nakon hidrolize upareni do suva
pod sniZenim pritiskom, u vakuum uparivacu (Heidolph Hei-VAP Value rotacioni uprivac,
Schwabach, Nemacka), na 40 °C. Suvi hidrolizati su dalje podvrgnuti redukciji,
dodavanjem rastvora NaBH4, (0.5M, ImL) u razblazenom amonijum hidroksidu (2M),
tokom 1h na 60 °C, u vodenom kupatilu. Smesi je dodat aceton (0.5 mL) da bi se prekinula
reakcija, a zatim je uparena do suva pod snizenim pritiskom, u vakuum uparivacu, na 40°C.
Suvi hidrolizati su dalje rastvoreni u glacijalnoj siréetnoj kiselini, a zatim je rastvoru dodat
etil acetat (1 mL) 1 anhidrid siréetne kiseline (3 mL), smeSa dobro promeSana, a potom je
dodata 1 koncentrovana perhlorna kiselina (70%, 100 pL) i smeSa ponovo promeSana.
Nakon 5 min, smeSa je ohladena u ledenom vodenom kupatilu i dodata je voda (10 mL) 1
odmah potom 1-metilimidazol (200 pL); smesa je jo§ jednom dobro promeSana i ostavljena

jo$ 5 min. Zatim je dodat CH,Cl, (I mL) 1 smeSa vorteksirana tokom 5 min. Nakon
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razdvajanja faza, odbacena je vodena faza a dihlormetanska ¢uvana u zamrzivacu (-20 °C)

do dalje analize.

Razdvajanje i detekcija PMAA izvrSena je na na Agilent 6890 N gasnom hromatografu sa
FID i MS detektorom i kapilarnom kolonom (HP-5MS, 30 m x 0.25 mm, 0.25 um), pri
temperaturi injektora i detektora od 280 °C. Kao nose¢i gas koris¢en je helijum (1 mL/min).
Temperaturni program je bio podeSen na 60-280 °C, uz linearni porast temperature od 3
°C/min. FID detektor bio je podesen na 280 °C, a split-splitless injektor na 200 °C, a
snimanje je vrSeno u split modu (1:10). Koris¢ena je EI tehnika jonizacije, 70 eV.

Zapremina injektovanog uzorka bila je 1 pL.

Identifikacija je vrSena poredenjem retencionih indeksa (RI) 1 masenih spektara
komponenata smeSa sa odgovaraju¢im podacima iz kompjuterske datoteke (Wiley,
NIST/NBS). Procentualni sadrzaj pojedina¢nih komponenti odredivan je metodom

normalizacije integrisanih povrSina pikova.

3.5.2.3.  Analiza mono- i disaharida tecnom hromatografijom
Metanolni ekstrakti rastvoreni su u vodi, u visokoj koncentraciji (50 mg/mL), da bi se

ekstrahovala samo hidrofilna frakcija, i centrifugirani 10 minuta na 10000 rpm (Eppendorf
5430 R, Hamburg, Nemacka). Odvojeni supernatant je filtriran kroz membranski filter
(BRAND 0.2um, BrandTech Scientific, Inc., Essex, CT, SAD) i sakupljeni filtrat kori§¢en

za dalju analizu.

PreciS¢ena polisaharidna frakcija podvrgnuta je kiseloj hidrolizi (Boual i saradnici, 2012).
Uzorci (10 mg) su rastvoreni u razblazenoj trifuorosiréetnoj kiselini (4 mL, 4M) 1 smeSe su
konstatno meSane tokom 6h na 80 °C. Nakon hidrolize, trifluorosiréetna kiselina je uparena
do suva pod snizenim pritiskom, na vakuum uparivacu (Heidolph Hei-VAP Value rotacioni
uprivac, Schwabach, Nemacka) a ostatak rastvoren u metanolu i ponovo uparen do suva.
Ispiranje metanolom ponovljeno je 5 puta, dok trifluorosiréetna kiselina nije skoro potpuno
odstranjena iz sistema. Suvi ostatak je rastvoren u 1.5 mL vode 1 takav koris¢en za dalju

analizu.
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Tecna hromatografija uzoraka vrSena je na HPLC sistemu Dionex Ultimate 3000, Thermo
Scientific (Waltham, SAD), koriste¢i kolonu za razdvajanje i detekciju Secera (Hyper REZ
XP Carbohydrate Ca®", 300 mm x 7.7 mm, 8um). Kolona je inkubirana na 80°C, a kao
mobilna faza koriS¢ena je voda. Eluiranje je vrSeno brzinom od 0.6 mL/min. Detekcija
Secera je postignuta RI-detektorom, tj. detektorom refraktivnog indeksa (RefractoMax 520,
ERC, Germany), a obrada podataka vrSena je u Chromeleon softveru. Za konstrukciju
standardnih kriva standarda koriS¢eni su glukoza, fruktoza, manoza, galaktoza, ksiloza,
ramnoza, arabinoza, fukoza, glukuronska i1 galakturonska kiselina, N-acetilglukozamin,

glukozamin i trehaloza.

3.5.2.4.  Odredivanje ukupnih, a- i f-glukani
Ukupni, a- i B-glukani u polisaharidnim ekstraktima odredeni su komercijalnim kitom,
prema procedure datoj od strane proizvodaca (MUSHROOM and YEAST BETA-
GLUCAN ASSAY KIT, Megazyme Int., Wicklow, Ireland).

3.5.3. Ukupni fenoli
Sadrzaj ukupnih fenola u uzorcima procenjen je Folin-Ciocalteu metodom (Skotti i
saradnici, 2014), prilagodenoj mikroploama sa 96 bunara. Metanolni, odnosno vodeni
rastvori ekstrakata (12.5 pL, 4 mg/mL) pomeSani su s vodom (175 pL), Folin-Ciocalteu
reagensom razblazenim vodom (25 pL, 1:5 v/v) 1 vodenim rastvorom Na,CO; (20% m/v,
75.5 pL). Ploc¢e s reakcionim smeSama ostavljene su u mraku tokom 2h a zatim je ocitana
apsorbanca na 630 nm na spektrofotometru (BioTek ELx808 microplate reader, Winoosci,
VT, SAD). Galna kiselina koriS¢ena je za konstrukciju standardne krive, a rezultati su

izrazeni kao mg ekvivalenata galne kiseline po gramu ekstrakta (mg GAE/g).

3.5.4. HPLC-MS analiza fenolnih kiselina
HPLC-MS analiza fenolnih kiselina u metanolnim ekstraktima je vrSena na Agilent LC/MS

sistemu 1260/6130 (Agilent Technologies, Waldbronn, Nemacka), opremljenim
ChemStation softverom Rev. B.04.03-SP1, UV detektorom (DAD) (G4212B), “single
quadrupole API-ESI” masenim detektorom (6130) 1 Zorbax SB-Aq kolonom (150 x 3.0
mm; 3.5 um particle size, Agilent Technologies, Waldbronn, Nemacka). Razdvajanje je
vrseno na 25 °C, uz mobilnu fazu koju su ¢inili 0,1% HCOOH u vodi (A) i metanol (B).

Kori$¢éen je linearni gradijentni program 5-95% B (30 min) uz post run (5 min), s protokom
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od 0.3 ml/min. DAD spektri snimani na 210, 254 i 330 nm. Maseni spektri snimani su u
negativnom modu (the full-scan). Kao standardi kori§¢ene su p-hidroksi benzojeva, galna,
o-kumarna, p-kumarna, kafena, hlorogenska, 1,3-dikafeoilhina (cinarin), 1,5-dikafeoilhina,
3,5-dikafeoilhina, ferula, protokatehinska, rozmarinska, sinapinska 1 siringinska kiselina.

Standardne fenolne kiseline podvrgnute su istim uslovima analize.

3.5.5. Odredivanje a-tokoferola
Kvantifikacija a-tokoferola uradena je te€cnom hromatografijom, na uredaju HPLC sistemu

Agilent 1260 (Agilent technologies, Waldbronn, Nemacka), opremljenim ChemStation
softverom (Rev. B.04.03-SP1) i UV-VIS detektorom (G4212B), na Zorbax SB-C18 koloni
(250 x 4.6 mm; 5 um particle size, Agilent technologies, Waldbronn, Nemacka). Metanolni
ekstrakti rastvoreni su u smesi metanola i n-heksana (9:1 V/V, 25 mg/mL) i filtrirani kroz
membranski filter (BRAND 0.2um, BrandTech Scientific, Inc., Essex, CT, SAD). Eluiranje
je vrSeno vodom razblazenom mravljom kiselinom (0.1% v/v) (mobilna faza A) i
metanolom (mobilna faza B). Kolona je inkubirana na 25°C, a gradijentni program je bio
slede¢i: 10 - 90% B (15 min), 90 - 100% B (5 min), izokratsko eluiranje sa 100% B (5
min), 100 - 10% B (5 min), u ukupnom trajanju od 32 min, sa brzinom protoka od 0.8
mL/min, a injekciona zapremina uzorka je bila 5 pL. Detektor je bio podeSen na 280 nm. a-

tokoferol je koriS¢en za kontrukciju standardne krive.

3.5.6. Odredivanje ergosterola i slobodnih masnih kiselina
Za odredivanje ergosterola i slobodnih masnih kiselina u metanolnim ekstraktima koris¢ena

je gasno-masena hromatografska metoda (GC-MS).
Za odredivanje ergosterola uzorci su rastvoreni u metanolu (10 mg/mL).

Za odredivanje slobodnih masnih kiselina izvrSena je predpriprema uzoraka, tj. metilovanje
slobodnih masnih kiselina. Ekstrakti (50 mg) su rastvoreni u razblazenoj H;SO4 (10% V/V,
10 mL) i rastvori konstantno meSani tokom 3h na 40°C. Neutralizacija je izvrSena
ekvimolarnom koli¢inom H,CO3 i metanol uparen do suva u vakuum uparivacu (Heidolph
Hei-VAP Value rotacioni upariva¢, Schwabach, Nemacka). Esterifikovane masne kiseline

su iz suvog ostatka ekstrahovne n-heksanom (2 mL).
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GC-MS analiza uradena je na Agilent Technologies 6890N — GC Sistemu kuplovanim sa
Agilent 5973 Network masenim selektivnim detektorom i MSD ChemStation softverom (G
1701BA). HP-5 MS kolona (30m x 0.25mm x 0.25um) je koriS¢ena za razdvajanje.
Injektovanje je vrSeno u pulsnom “splitless” modu sa “splitless” vremenom od 1 min.
Injekcioni volumen uzoraka bio je 1 uL; koriS¢eni autosempler bio je Agilent 7683 Injector
Series. Inicijalna temperatura (temperatura injekcionog porta) bila je 260 °C. Kao gas-nosac
koris¢en je helijum (5.0, Messer, Bad Soden, Germany), sa konstantnim protokom od 1
mL/min. Inicijalna temperatura rerne bila 50 °C i odrzavana je 2 min. Temperatura je najpre
povecana na 150 °C (temperaturnim ubrzanjem od 25 °C/min) i odrZavana 4 min, zatim na
250 °C (4 °C/min) i kona¢no na 300 °C (10 °C/min) i odrzavana 5 min. Maseni spektri su
dobijeni u modu elektronskog udara. Koris¢en je MS quad detektor; temperatura transferne
linije bila je podeSena na 280 °C, MS quad na 150 °C i MS izvor na 230 °C. Analiza je
izvrSena u “Full Scan” modu a brzina skeniranja bila je 6 skenova/min; opseg skeniranih
masa bio je 50 — 600 m/z. Standardna smesSa 37 metil-estara masnih kiselina (Supelco
FAME Mix C4-C24) je koriS¢ena za identifikaciju i1 kvantifikaciju masnih kiselina u
uzorcima. Kvantifikovanje je vrSeno poredenjem povrSina standarda i odgovarajuc¢ih
komponenti uzoraka. Ergosterol je koriS¢en za konstrukciju standardne krive za
proracunavanje koli¢ine ergosterola u uzorcima. Standardi su analizirani pod istim
uslovima kao i uzorci. NIST05 MS Library baza podataka koriS¢ena je za potvrdu identiteta
analiziranih komponenti. Rezultati su predstavljeni kao masa odgovaraju¢e komponente po

gramu ekstrakta (mg/g).

3.5.7. Odredivanje lovastatina
Lovastatin je u uzorcima odreden tecnom hromatografijom. Metanolni ekstrakti rastvoreni

su u dimetil sulfoksidu (50 mg/mL) i filtrirani kroz membranski filter (BRAND 0.2um,
BrandTech Scientific, Inc., Essex, CT, SAD). Analiza je izvrSena na HPLC sistemu Dionex
Ultimate 3000, Thermo Scientific (Waltham, SAD) sa reverzno-faznom kolonom (Hypersil
GOLD C18, 150 mm x 4.6 mm, 5 um). Eluiranje je vrSeno mravljom kiselinom u vodi (0.1
%, v/v) (mobilna faza A) i mravljom kiselinom u acetonitrulu (0.1 %, v/v) (mobilna faza
B). Eluiranje je vrSeno na slede¢i nacin: 0-10 minuta izokratski sa 75% B, zatim od 10-15

minuta gradijentno od 75% B do 100% B, 15-20 minuta 100% B, 20-20.1 minuta

55



gradijentno od 100% do 75% B i od 20.1-25 izokratski 75% B. Protok mobilne faze bio je 1
mL/min a kolona termostatirana na 30 °C. Detekcija je vrSena UV detektorom na 238 nm.

Lovastatin je koriS¢en za konstrukciju standardne krive.

3.5.8. Odredivanje koji¢ne Kkiseline
Koji¢na kiselina odredivana je u metanolnim ekstraktima te¢cnom hromatografijom (Ariff i

saradnici, 1996). Uzorci su rastvoreni u DMSO-u (50 mg/mL) i filtrirani kroz membranski
filter (BRAND 0.2um, BrandTech Scientific, Inc., Essex, CT, SAD). Analiza je izvrSena na
HPLC sistemu na Dionex Ultimate 3000, Thermo Scientific (Waltham, SAD) sa reverzno-
faznom kolonom (Hypersil GOLD C18, 150 mm x 4.6 mm, 5 um). Eluiranje je vrSeno
izokratksi, mobilnom fazom koja je predstavljala smesu fosfatnog pufera (50 mM, pH 3) i
metanola (95:5 v/v), brzinom od 1 mL/min. Detekcija je vrSena UV-detektorom na 265 nm.

Koji¢na kiselina koriS¢ena je za konstrukciju standardne krive.

3.5.9. UV-VIS spektroskopija
UV-VIS spektri polisaharidnih ekstrakata (0.01-2 mg/mL) snimljeni su na spektrofotometru

(Shimadzu UV-1800, Kyoto, Japan), u opsegu talasnih duzina 800-190 nm.

3.5.10. ATR - FTIR spektroskopija
Infracrvena spektroskopija sa Furijerovom transformacijom (FTIR) primenjena je na

polisaharidne ekstrakte. Infracrveni spektri uzoraka (~2 mg) snimljeni su tehnikom
atenuirane totalne refleksije (ATR), na spektrometru Nicolet iS10 (Thermoscientific,

Sweden), u rasponu talasnih brojeva od 4000-400 cm™.

3.5.11. NMR spektroskopija
Nuklearna magnetna rezonanca primenjena je na polisaharidne ekstrakte, hidrolizate

polisaharidnih ekstrakata (postupak opisan u poglavlju 3.5.2.2), kao 1 na vodorastvornu
frakciju odredenih metanolnih ekstrakata, u cilju ispitivanja tipa veza u polisaharidima,
identifikacije mono- i disaharida kao i u pokusaju identifikacije drugih hemijskih grupa.
Kao rastvara¢ je koriS¢ena deuterisana voda (D,0), osim za vodonerastvornu frakciju
hidrolizata polisaharidnog ekstrakta zrelih plodonosnih tela H. utriformis koja je rastvorena
u DMSO-d6 sa dodatkom LiCl (6%), uz zagrevanje (100 °C). Polisaharidni ekstrakti 1

vodorastvorna frakcija njihovih hidrolizata rastvoreni su u koncentraciji od 10 mg/mL,
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vodonerastvorna frakcija hidrolizata polisaharidnog ekstrakta zrelih plodonosnih tela H.
utriformis u koncentraciji od 2 mg/mL, a metanolni ekstrakti u koncentraciji od 50 mg/mL,
nakon Cega su uzorci centrifugirani (5000 rpm, 10 min, Eppendorf 5430 R, Hamburg,
Nemacka). Precipitat je odbacen a supernatant koriié¢en u analizi. °C i *H NMR spektri su
snimljeni na 301 K na Bruker Ascend 400 spektrometru (Billerica, MA, SAD), na 100.6
MHz, sa spektralnom $irino od 24.04 kHz i 16000 skenova. NMR podaci su obradeni
koriste¢i TopSpin 3.2 i MestReNova 6.0.2. softver.

3.5.12. Gel-ekskluziona hromatografija
Gel-ekskluziona hromatografija primenjena je na preciS¢ene polisaharidne ekstrakte radi

utvrdivanja homogenosti uzoraka, tj. razdvajanja/odredivanja broja
polisaharidnih/makromolekulskih frakcija razli¢itih molekulskih masa. Razdvajanje je
vrieno na AKTA™ pure hromatografskom sistemu (GE Healthcare, Chicago, IL, SAD) sa
Superdex 75 kolonom. Uzorci (20 mg) eluirani su vodom (1 ml/min) i sakupljeno je 40
frakcija od po 4 mL. VrSeno je kontinuirano merenje apsorbance na 254 nm (Pharmacia
Biotech LKB Uvicord III detektor, Uppsala, Svedska) a u sakupljenim frakcijama je
odredivano prisustvo Seera ranije opisanom, fenol-sumpornom metodom (poglavlje

3.4.2.1).

3.5.13. Elementalna analiza
Elementalna analiza, odnosno sadrzaj ugljenika, vodonika, azota i sumpora (C, H, N, S)

odreden je wuredajem VARIO EL III elementalnim analajzerom (Elementar

Analysensysteme GmbH, Langenselbold, Nemacka).

3.6. BioloSka karakterizacija ekstrakata
3.6.1. Antioksidativna aktivnost

3.6.1.1. ABTS antiradikalska aktivnost
Sposobnost neutralizacije slobodnih radikala ekstrakata je testirana na ABTS radikalu, po
proceduri opisanoj od strane Re 1 saradnika (1999), adaptiranoj izvodenju u mikroplocama
sa 96 bunara. Vodeni rastvor K,S,04 (3.8%, 88 pL) pomeSan je sa vodenim rastvorom
ABTS-a (0.38%, 5 mL) i reakciona smeSa ostavljena oko 16h u frizideru da bi doslo do

nastanka ABTS radikala. Radni rastvor pripremljen je razblazivanjem osnovnog rastvora
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100x metanolom (za ispitivanje aktivnosti metanolnih ekstrakata), odnosno vodom (za
ispitivanje aktivnosti polisahardinih ekstrakata), tako da je apsorbanca rastvora na 734 nm
bila oko 0.700 (A734nm=0.700+0.020). Metanolni ekstrakti rastvoreni su u metanolu, a
polisaharidni u vodi. Serijska razblazenja uzoraka (20 pL, 0.0625-4 mg/mL) pomeSana su
sa rastvorom ABTS radikala (200 pL) i apsorbanca (A;) je ocitana nakon 20 min na
spektrofotometru na 630 nm (BioTek ELx808 microplate reader, Winoosci, VT, SAD).
Smesa rastvaraca (20 pL) 1 rastvora ABTS radikala (200 puL) predstavljala je kontrolu (A.).
Za svaku koncentraciju uzoraka izraCunat je procenat neutralizacije ABTS radikala
koriste¢i slede¢u formulu: (A.-Ag)/Acx100. Rezultati su predstavljeni kao koncentracija
uzoraka koja neutraiSe 50% ABTS radikala (ECsy, mg/mL). Kao standard je koriS¢ena

askorbinska kiselina.

3.6.1.2. CUPRAC redukciona moé
Sposobnost ekstrakata da redukuju metalne jone ispitana je na jonima bakra (Cu®),

metodom CUPRAC (Ozyiirek i saradnici, 2011). Rastvori CuCl, (50 pL, 10 mM),
neokuproina (50 pL, 7.5 mM), CH;COONH,4 pufer (60 pL, 1 M, pH 7.0) i serijska
razblaZenja uzoraka pripremljena u metanolu (metanolni ekstrakti) ili vodi (polisaharidni
ekstrakti) (40uL, 0.156-10 mg/mL) dodati su redom u mikroploce sa 96 bunara; reakcione
smese su inkubirane 1lh u vodenom kupatilu na 30°C. Apsorbanca je merena na
spektrofotometru, na 450 nm (BioTek ELx808 microplate reader, Winoosci, VT, SAD).
Trolox je koriS¢en za konstrukciju standardne krive (0.078-2.5 mM) a aktivnost uzoraka je

izrazena kao ekvivalentna aktivnost Trolox-a (mmol Trol. eq.).

3.6.1.3.  Test inhibicijeoksidativne degradacije p-karotena
Sposobnost esktrakata da potencijalno sprece (per)oksidaciju masnih kiselina u bioloskim

membranama ispitana je koriS¢enjem model-sistema linoleinska kiselina/B-karoten, po
proceduri opisanoj od strane Barros saradnika (2007), a prilagodene mikroploc¢ama sa 96
bunara. Hloroformni rastvor -karotena (2 mL, 0.2 mg/mL) uparen je do suva u vakuum-
uparivacu. Linoleinska kiselina (40 mg), TWEEN 80 (400 mg) i voda u porcijama (100
mL) dodati su da bi se napravila emulzija. Esktrakti su rastvoreni u metanolu (metanolni) ili

u vodi (polisaharidni). Emulzija (250 pL) je pomeSana sa serijskim razblazenjima
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ekstrakata (20 pL, 0.156-10 mg/mL). Kao kontrola koriS¢ena je smeSa emulzije i
odgovarajuceg rastvaraca. Apsorbance kontrole i uzoraka su ocitavane odmah nakon
pripreme (Ayo i Ay, respektivno) i nakon inkubacije na 50 °C u vodenom kupatilu tokom
lh (Ax; 1 Ayp), na spektrofotometru, na 470 nm (BioTek ELx808 microplate reader,
Winoosci, VT, SAD). Procenat inhibicije izbeljivanja p-karotena izracunat je za svaku
koncentraciju uzorka, prema formuli: [(Aco-Aci)-(Asi-As0)]/(Aco-Ac) X 100, a rezultati su
predstavljeni kao koncentracija uzorka koja inhibira izbeljivanje 50% B-karotena (ECso,

mg/mL). Kao standard je koriS¢ena askorbinska kiselina.

3.6.2. Inhibicija tirozinaze
Mogu¢énost inhibicije tirozinaze ispitana je na metanolnim ekstraktima, prema proceduri

datoj od strane Alam i saradnika (2012), s nekim modifikacijama. Tirozinaza (46 U/mL) i
L-DOPA (2.5 mM) su rastvoreni u fosfatnom puferu (0.067M, pH 6.8). RazblaZenja
uzoraka (40 pL, 0.156-5 mg/mL) su pripremljena u DMSO/fosfatnom puferu (5% v/v,
0.067M, pH 6.8). Reagensi i uzorci su pomesani u mikroplo¢ama sa 96 bunara na sledeci

nacin:

A: fosfatni pufer (120 pL), enzim (40 pL), L-DOPA (40 pL);

B: fosfatni pufer (160 puL), L-DOPA (40 pL);

C: fosfatni pufer (80 pL), uzorak (40 pL), tirozinaza (40 uL), L-DOPA (40 uL)
D: fosfatni pufer (120 pL), uzorak (40 pL), L-DOPA (40 pL).

Mikroploce su inkubirane 10 min pre dodavanja L-DOPA-¢ 1 jo§ 20 min nakon dodavanja.
Apsorbanca je ocitavana na spektrofotometru, na 490 nm (BioTek ELx808 microplate
reader, Winoosci, VT, SAD). Inhibicija (%) je izraunata za svaku koncentraciju uzoraka
koristec¢i formulu: [(A-B) — (C-D)]/(A-B) x 100; rezultati su predstavljeni kao koncentracija
uzoraka koja inhibira 50% enzimske reakcije (ICso, mg/mL) a koji€na kiselina je koriS¢ena

kao pozitivna kontrola.
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3.6.3. Inhibicija acetilholinesteraze i butirilholinesteraze
Moguénost inhibicije acetilholinesteraze (AChE) i butirilholinesteraze (BuChE) ispitana je

na metanolnim uzorcima prema proceduri datoj od strane Fadaeinasab i saradnika (2013),
sa malim izmenama. Acetilholinesteraza, odnosno butirilholinesteraza (0.09 U/mL),
acetilholinjodid (AChlI), odnosno butirilholinjodid (BuChl) (0.014 M), DTNB (0.01 M) i
rastvori uzoraka (0.156-5 mg/mL) pripremljeni su u fosfatnom puferu (0.1 M, pH 8) i

pomesani u mikroplocama sa 96 bunara po sledecoj proceduri:

A: fosfatni pufer (160 pL), AChE/BuChE (20 pL);

B: fosfatni pufer (180 uL);

C: fosfatni pufer (140 pL), AChE/BuChE (20 pL), uzorak (20 pL);
D: fosfatni pufer (160 uL), uzorak (20 uL);

Ploce su inkubirane na sobnoj temperaturi tokom 15 min, uz lagano meSanje, a zatim su
dodati rastvori DTNB (10 uL) i AChl, odnosno BuChl (10 pL). Inkubacija je nastavljena
jos$ 40 min a zatim je ocitana apsorbanca na spektrofotometru, na 405 nm (BioTek ELx808
microplate reader, Winoosci, VT, SAD). Procenat inhibicije enzimske reakcije za svaku
koncentraciju uzoraka izraunat je prema sledecoj formuli: [(A-B) — (C-D)]/(A-B) x 100;
rezultati su izraZeni kao koncentracija uzoraka koja inhibira 50% enzimske reakcije (ICso,

mg/mL), a galantamin je koriS¢en kao pozitivna kontrola.

3.6.4. Inhibicija HMG-CoA reduktaze
Mogu¢énost inhibicije HMG-CoA reduktaze je testirana na metanolnim ekstraktima

koris¢éenjem komercijalnog kita (HMG-CoA Reductase Assay Kit, Sigma-Aldritch, St.
Louis, MO, SAD) sa neSto izmenjenom procedurom. Serijski rastvori ekstrakata su
pripremljeni u 10% DMSO vodenom rastvoru (0.313-5 mg/mL), dok su pufer, enzim (1.5
U/mgP), koenzim i supstrat pripremljeni po uputstvu proizvodaca. Reagensi i uzorci su

pomesani po sledecoj proceduri:
A: pufer (346 pL), enzim (2 pL), supstrat (24 pL), koenzim (8 uL), 10% DMSO (20 uL);

B: pufer (348 uL), supstrat (24 pL), koenzim (8 pL), 10% DMSO (20 pL);
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C: pufer (346 pL), enzim (2 pL), supstrat (24 pL), koenzim (8 pL), uzorak (20 pL).

Apsorbanca reakcionih sme$a merena je odmah i nakon inkubacije na 37 °C tokom 10 min,
spektrofotometru, na 340 nm (Shimadzu UV-1800, Kyoto, Japan). Procenat inhibicije

enzimske reakcije za svaku koncentraciju uzoraka izracunat je na osnovu sledece formule:
{[(Ao-A10)-(Bo-B10)]-[(Co-C10)-(Bo-B10)]}/[(Ao-A10)-(Bo-Bio)],

gde brojevi u supskriptu predstavljaju apsorbance na pocetku (“0”) i na kraju reakcije
(“10”). Rezultati su izrazeni kao koncentracija uzoraka koja inhibira 50% enzimske reakcije

(ICsp, mg/mL), a pravastatin je koris¢en kao standard.

3.6.5. Inhibicija a-glukozidaze
Mogu¢énost inhibicije a-glukozidaze, enzima koji vr$i hidrolizu terminalnih neredukujuéih

a(1—4) vezanih glukoznih jedinica oligo- i polisaharida, ispitana je prethodno opisanom

metodom na metanolnim ekstraktima (Popovi¢-Dordevi¢ i saradnici, 2017).

Rastvor enzima (400 mU/mL) 1 supstrata, p-nitrofenil-a-D-glukopiranozida (1.5 mg/mL)
pripremljeni su u fosftatnom puferu (0.1M, pH=6.8), dok su serijski rastvori ekstrakata
(0.156-5 mg/mL) pripremljeni u smesi DMSO (10%) i fosfatnog pufera (0.1M, pH=6.8).
Rastvori enzima (50 pL) i uzoraka (50 pL) inkubirani su na 37 °C tokom 15 min. U
reakcione smeSe dodat je rastvor supstrata (50 upL) 1 ocitana je apsorbanca na
spektrofotometru (BioTek ELx808 microplate reader, Winoosci, VT, SAD) na 405 nm
(Aj). Inkubacija je nastavljena jo$ 15 min nakon Cega je ponovo izmerena apsorbanca na
istoj talasnoj duzini (A;). Kao pozitivna kontrola koris¢ena je smeSa DMSO/fosfatnog
pufera (10%, 50 pL), rastvora enzima (50 pL) i supstrata (50 pL). Procenat enzimske

inhibicije izraCunat je prema slede¢oj formuli:
[(Az-Atk )-(Azu-A1))/(Ax-A1)*100,
gde su Ay, 1 Ay, apsorbance uzoraka, a Aji 1 Ay apsorbance kontrole.

Akarboza je koriS¢ena kao pozitivna kontrola.
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3.6.6. Inhibicija a-amilaze
Moguénost inhibicije a-amilaze, enzima odgovornog za hidrolizu polisaharida vezanih alfa

vezom, ispitiana je na metanolnim ekstraktima (Yousefi & saradnici, 2013). Rastvor a-
amilaze (2 U/mL) pripremljen je u vodi. Rastvor supstrata, skroba (1%) pripremljen je
zagrevanjem u fosfatnom puferu (20 mM, pH=6.9) sa dodatkom NaCl (6.7 mM).
Dinitrosalicilna kiselina (DNS, 1%) pripremljena je u rastvoru NaOH (0.4 M), sa dodatkom
KNaC4H4O¢ (12%). Serijski rastvori uzoraka (0.156-5 mg/mL) pripremljeni su u smesi
DMSO (10%) 1 vode. Rastvor uzoraka (800 pnL) meSan je najpre sa rastvorom enzima (400
uL) u staklenim epruvetama i vrSena je inkubacija na sobnoj temperaturi tokom 10 min.
Zatim je dodat rastvor skroba (400 pL) i vrSena inkubacija na 37 °C, u vodenom kupatilu.
Nakon 10 min smeSama je dodat rastvor DNS-a (800 pL) i inkubacija je nastavljena u
kljucalom vodenom kupatilu jo§ 10 min. Nakon hladenja, apsorbance su merene na 520 nm,
na spektrofotometru (Shimadzu UV-1800, Kyoto, Japan), u odnosu na slepu probu koja se
sastojala od vodenog rastvora DMSO (10%, 800 pL), vode (400 uL), fosfatnog pufera (20
mM, pH=6.9, sa dodatkom NaCl, 6.7 mM, 400 pL) i rastvora DNS-a (800 uL). Za
odredivanje maksimalne enzimske reakcije koriS¢ena je smeSa rastvora enzima, supstrata,
DNS reagensa 1 vodenog rastvora DMSO, bez uzoraka. Inhibicija je izracunata na osnovu

slede¢e formule:
(Ae-Ay)/A*100,
gde je A. apsorbanca maksimalne jacine enzima a A, apsorbanca u prisustvu uzorka.

Akarboza je koriS¢ena kao pozitivna kontrola.

3.6.7. Antimikrobna aktivnost
Minimalne mikrobicidne koncentracije (MMK), odnsosno minimalne inhibitorne (MIK) i

baktericidne/fungicidne koncentracije (MBK/MFK) uzoraka odredene su mikrodilucionom
metodom u skladu sa smernicama datim od strane CLSI (2005) a prema proceduri opisanoj

od strane Klaus i saradnika (2015).

Antimikrobna aktivnost je testirana na 5 mikrobnih sojeva “American Type Culture

Collection” (ATCC, Manassas, VA, SAD): Staphylococcus aureus 6538, Enterococcus
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faecalis 29212, Pseudomonas aeruginosa 27853, Escherichia coli 25922, Candida albicans
10259 kao i na klinickom izolatu meticilin-rezistentne stafilokoke, Staphylococcus aureus
(MRSA), dobijenom iz Gradskog instituta za Javno =zdravlje (Beograd, Srbija).
Antimikrobna analiza je izvedena u mikroploCama sa 96 bunara (Sarstedt, Niimbrecht,
Nemacka). Ekstrakti su rastvoreni u vodenom rastvoru DMSO-a (5% v/v), u rasponu
koncentracija fod 0.01 do 20 mg/mL. Gustina mikrobnih suspenzija podesena je na 10’
CFU (“colony forming units” — jedinica koje formiraju kolonije, tj. mikroba) upotrebom
turbidimetra a zatim je u bakterijske suspenzije dodat indikator rasta, TTC (0.0075%).
Uzorci (50 pL) i suspenzije (50 pL) su dodati u svaki bunar i dobro promuckani; kao
pozitivna kontrola rasta koriS¢ena je smeSa suspenzija i DMSO vodenog rastvora, u istim
odnosima. Eksperiment je uraden u duplikatu. Bakterijski sojevi su inubirani 24h na 37 °C,
dok je kandida inkubirana 48h na 30 °C. Koncentracije uzoraka pri kojima nije doslo do
vidljivog rasta mikroorganizama (odsustvo crvene boje kod bakterijskih sojeva odnosno
odsustvo vidljivih kolonija kod kandide) uzete su kao MIK vrednosti. MBK/MFK vrednosti
su odredivani serijskom subkultivacijom uzoraka uzetih iz svakog bunara bez vidljivog
rasta mikroorganizama na odgovarajuci ¢vrsti medijum (Miiller Hinton agar za bakterijske
sojeve 1 sladni agar za kandidu); najnize koncentracije uzoraka pri kojim nije doslo do
vidljivog porasta kolonija mikroorganizama nakon ponovljenog zasejavanja i inkubacije
uzete su za MBK/MFK vrednosti. Amoksicilin je koriS¢en kao standard za bakterijske
sojeve (0.05-50 ug/mL), a flukonazol za C. albicans (0.1-100 pg/mL). Sve probe vrSene su
u duplikatu, a MIK i MBK/MFK vrednosti odredivane strozim kriterijumom, odnosno za
inhibitornu koncentraciju uzimana je ona pri kojoj nije doslo do vidljivog porasta

mikroorganizama u oba bunara.

3.6.8. Citotoksi¢na/antitumorska aktivnost

3.6.8.1.  Priprema uzoraka
Osnovni rastvori metanolnih ekstrakata pripremljeni su u DMSO-u (150 mg/mL) i kasnije

po potrebi razblazivani kompletnim hranljivim medijumom (RPMI-1640 bez fenol-

crvenog), s dodatkom L-glutamina (3 mM), streptomicina (100 pug/mL), penicilina (100
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[U/ml), termicki-inaktiviranog FBS-a (10%) 1 HEPES-a (25 mM). pH medijuma podesen je
na 7.2 rastvorom NaHCOs.

3.6.8.2.  Priprema tumorskih Celijskih linija
Celije humanog karcinoma grliéa materice (HeLa) i humanog karcinoma dojke (MDA-MB-

453) su kultivisane kao monosloj u kompletnom hranljivom medijumu, na 37 °C, u vlaznoj
atmosferi vazduha sa 5% CO,. Za rast ¢elija MDA-MB-453, kao 1 u svim eksperimentima,

kompletni hranljivi medijum je obogacen glukozom (1.11 g/L).

3.6.8.3.  Priprema mononuklearnih Celija periferne krvi (PBMC)
PBMC su odvojene od heparinizirane krvi (dobijene od zdravih volontera) centrifugiranjem

u gradijentu gustine (Lymphoprep, Nycomed, Oslo, Norway). Celije prikupljene sa
interfaze (povrsine izmedu uzorka i Lymphoprep-a) su isprane 3x Haemaccel-om (vodeni
rastvor s dodatkom jona Na™ (145 mM), K™ (5.1 mM), Ca’" (6.2 mM), CI' (145 mM) i
geliraju¢ih polimera (35 g/L), pH 7.4), a potom su prebrojane i resuspendovane u

hranljivom medijumu sa FBS-om (10%).

3.6.8.4.  Tretman tumorskih Celijskih linija
HeLa (2000 ¢elija po bunaru) i MDA-MB-453 (3000 ¢elija po bunaru) su zasejane u

mikroploCe sa 96 bunara (Sarstedt, Niimbrecht, Nemacka). Nakon 20h, 4 koncentracije
esktrakata u kompletnom hranljivom medijumu su dodate ¢elijama (0.3125-2.5 mg/mL),

osim kontrolnih, kojima je dodat ¢ist hranljivi medijum.

3.6.8.5. Tretman mononuklearnih Celija periferne krvi (PBMC)
PBMC su zasejane u mikroploc¢e sa 96 bunara (150000 celija po bunaru), u hranljivom

medijumu ili hranljivom medijumu oboga¢enom fitohemaglutininom (PHA, 5 pg/mL).
Nakon 2h, 5 razli¢itih koncentracija uzoraka je dodato u bunare sa ¢elijama (0.1875-3

mg/mL).

3.6.9. Imunomodulatorna aktivnost polisaharidnih ekstrakata
Ekstrakti su rastvoreni u vodi (10 mg/mL) 1 sterilisani u autoklavu (100 °C, 30 min).

THP-1 i U937 éelije zasejane su u ploe sa 24 bunara (4x10°/mL/bunaru, Sarstedt,
Niimbrecht, Nemacka), u kompletnom RPMI 1640 medijumu koji je sadrzao FBS (10%),
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L-glutamin (ImM) i smeSu antibiotika (gentamicin, penicilin i streptomicin, 1%). Da bi se
indukovala diferencijacija makrofaga, ¢elije su tretirane sa PMA (50 nM) tokom 48h,
nakon Cega je usledila zamena kompletnog medijuma svezim. Nakon 24h, u bunare su
dodati uzorci u razli¢itim koncentracijama (20-200 ug/mL) i inkubacija ¢elija je nastavljena
jo§ 24h. Dodatno, nekim kulturama dodati su lipopolisaharid (LPS) iz bakterije Escherichia
coli (100 ng/mL) i humani rekombinantni interferon y (INFy), 3h nakon dodavanja
ekstrakata. Nakon inkubacije, sakupljen je supernatant bez ¢elija, centrifugiran (2000 rpm,
10 min), a potom je zamrznut i ¢uvan na -40 °C pre analize citokina. Vijabilnost ¢elija je

odredivana Tripan plavo ekskluzionim testom i svuda je bila preko 80%.

Nivoi citokina su analizirani u supernatantu diferenciranih pa potom tretiranih THP-1 1
U937 celija koris¢enjem specificnih ELISA testova (R&D systems, Minneapolis, MN,
SAD) ili fluoroscentnim imunocesticama (Bender Med-Systems, Be¢, Austria) proto¢nom
citometrijom i koncentracije su izraCunate na osnovu standardnih kriva konstruisanih za

svaki od ispitivanih citokina, prema protokolu datom od strane proizvodaca.

3.7. Inkapsulacija polisaharidnih ekstrakata u lipozome

3.7.1. Priprema lipozoma
Lipozomi su pripremljeni prolipozomnom metodom (Isailovi¢ 1 saradnici, 2013).
Fosfolipon G (250 mg), etanol (400 uL), uzorak (10 mg) i voda (750 puL) su pomesani u
¢asi, pomoc¢u magneta, na magnetnoj mesalici (AMTAST Basic, Lakeland, FL, SAD),
brzinom od 1500 rpm, na temperaturi od 70 °C. Posto je dobijena homogena smesa, etanol
je otparen, i dalje uz intenzivno meSanje. Smesa je ohladena u frizideru i nakon toga u nju
dodata ohladena voda (2 °C), u malim porcijama, tokom 10 min, do ukupne zapremine od 5
mL, uz intenzivno meSanje na 1500 rpm. MeSanje je nastavljeno tokom 30 min na 750 rpm,

nakon ¢ega su su dobijeni lipozomi ¢uvani u frizideru.

3.7.2. Karakterizacija lipozoma

3.7.2.1.  Merenje velicine i Zeta-potencijala lipozoma
VeliCina 1 Zeta-potencijal lipozoma odredivani je na uredaju Nano-ZS Zetasizer (Malvern,

Malvern, Velika Britanija). Uzorci su za potrebe analize razblazivani vodom 1000x.
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3.7.2.2.  Odredivanje stepena inkapsulacije
Nerazblazeni rastvor lipozoma (2 mL) je centrifugiran (Eppendorf 5930 R, Hamburg,

Nemacka) pri sniZzenoj temperaturi (4 °C), tokom 40 min, na 17000 rpm. Dobijeni bistri
supernatant je koriS¢en za odredivanje koliine neinkapsuliranih polisaharida, uz
pretpostavku da se ostatak polisaharida nalazi u lipozomima, obzirom na to da su rastvori
uzoraka stabilni pri koncentraciji od 2 mg/mL na T=4 °C. Fenol-sumporna metoda (opisana
u 3.5.2.1.) koriS¢ena je za odredivanje polisaharida u supernatantu za sva tri uzorka, na
osnovu sadrzaja ukupnih Se€era u supernatantu i uzorcima, dok je za ekstrakte mldaih i
zrelih plodonosnih tela koris¢en 1 metod direktne spektrofotometrije (opisane u 3.5.8.), pri
¢emu su najpre konstruisane standardne krive zavisnosti koncentracije uzoraka (0.005-2
mg/mL) i apsorbance na 254 nm (Shimadzu UV-1800, Kyoto, Japan). Stepen inkapsulacije

izraCunat je na osnovu slede¢e formule:
(my-mg) / my * 100,

gde su m, 1 mg ukupna masa ekstrakta kriS¢ena u pripremi lipozoma i masa ekstrakta u

supernatantu, redom.

3.7.3. Studija otpuStanja aktivnih komponenti iz lipozoma
Studija otpustanja polisaharida iz lipozoma vrSena je u Francovoj difuzionoj Celiji

(PermeGear, Inc, Hellertown, PA, SAD) upotrebom semipermeabilnih celuloznih
membrana (Whatman OE 66 0.2 um, Sigma-Aldritch, St. Louis, MO, SAD). Membrane su
najpre inkubirane tokom 40 min u vodi, na sobnoj temperaturi. Suspenzija lipozoma (2.5
mL) je zatim naneta na membranu i vrSeno je uzorkovanje iz akceptorske celije u
odredenim intervalima tokom 24h. Uzimano je 0.4 mL rastvora iz donorske komore i ista
zapremina vode vracana u sistem. Paralelno je pracena i brzina difuzije kroz membranu
rastvora neinkapsuliranih uzoraka, iste koncentracije (2 mg/mL). Koli¢ina otpusStenih
ekstrakata je odredivana fenol-sumpornom metodom za sve uzorke (opisanoj u poglavlju
3.5.2.1), kao 1 direktnom spektrofotometrijom za ekstrakte mladih i zrelih plodonosnih tela

(opisanoj u poglavlju 3.5.9).
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3.8. Statisticka analiza
Svi eksperimenti su radeni u triplikatu, osim ako nije drugacije naglaseno. Rezultati su

predstavljeni kao srednje vrednosti sa standardnim devijacijama. Jednofaktorska analiza
varijanse (ANOVA ONE-WAY) u kombinaciji sa Tuckey’s HSD testom koris¢ena je za
utvrdivanje statisticki znacajne razlike (p=0.05), gde je to bilo potrebno. Statisticka analiza
uradena je u porgramu OriginPro 8 dok je MS Excel (Microsoft Office 2010 Professional)

koriséen za izradunavanje kvadratnih koeficijenata korelacije (R?).
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4. Rezultati i diskusija

4.1. Analiza metanolnih ekstrakata

4.1.1. Prinos ekstrakcije
Prinosi metanolnih ekstrakata dati su u tabeli 4.1. Koli¢ina ekstrakata dobijenih od iste
polazne mase droge najveca je u slucaju micelijuma, neSto manja u slucaju mladih
plodonosnih tela i najmanja u slucaju zrelih plodonosnih tela, odnosno zrele glebe (u
nastavku: zrela plodonosna tela). Odnos droga:ekstrakt (DER, eng. ,.Drug:Extract Ratio”)
je vrlo slian za isti stadijum razvoja razlicitih vrsta puhara. lako je gleba zrelih puhara vrlo
fine, praSkaste konzistencije, prinosi ekstrakcije su manji, jer veliki deo mase zrele glebe
¢ine spore debelih Celijskih zidova; takode, autoliza kroz koju plodonosna tela prolaze

neminovno dovodi do hidrolize mnogih jedinjenja.

Uvedene su sledece skracenice za ekstrakte/materijal koriS¢en za dobijanje ekstrakata; uz
pocetna slova latinskih imena dodate su odrednice “MIC” za micelijum, “I” za mlada
plodonosna tela (od latinskog “immaturus”, nezreo) 1 “M” za zrela plodonosna tela (od

latinskog “maturus”, zreo):

HUMIC - Handkea utriformis, micelijum

HUI — Handkea utriformis, mlada plodonosna tela
HUM - Handkea utriformis, zrela plodonosna tela
HEI — Handkea excipuliformis, mlada plodonosna tela
HEM - Handkea excipuliformis, zrela plodonosna tela
VPI - Vascellum pratense, mlada plodonosna tela

VPM — Vascellum pratense, zrela plodonosna tela
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Tabela 4.1. Prinosi metanolne ekstrakcije

HUMIC HUI HUM HEI HEM VPI VPM

DER' 4.3:1 4.7:1 6.2:1 4.6:1 6.1:1 5.1:1 5.9:1

'Odnos droga:ekstrakt (eng. “Drug:Extract Ratio”)

4.1.2. Hemijska karakterizacija ektrakata
Proteini su u svim ekstraktima prisutni u tragovima, uglavnom ispod jednog procenta

(tabela 4.2), sto je 1 ocekivano za metanolne ekstrakte. U sluc¢aju H. utriformis sadrzaj
proteina je isti 1 u ekstraktima dobijenim iz mladih i iz zrelih plodonosnih tela, dok je kod
H. excipuliformis 1 V. pratense sadrzaj proteina neSto ve¢i u ekstraktima mladih
plodonosnih tela. Ako se uzme u obzir i DER, ova razlika se dodatno povecava. Ipak, kako
se radi o veoma malim koli¢inama proteina u uzorcima ne mogu se doneti zakljucci o
eventualnom uticaju autolize na sadrzaj proteina. Micelijum H. utriformis (u nastavku:
micelijum) sadrzi najmanju koli¢inu proteina u metanolnom ekstraktu. Treba napomenuti
da se metodom po Bradford-u detektuju samo polipeptidni molekuli velike molekulske
mase (Sapan i saradnici, 1999). 1 da su drugi peptidi manje molekulske mase verovatno
prisutni u uzorcima. Druge metode za odredivanje proteina, odnosno ukupnih peptida
(Biuretska metoda, npr.) nisu adekvatne posSto se baziraju na redukciji bakra, a ekstrakti

sadrze 1 druge molekulske grupe sa potencijalnom redukcionom sposobnoscu.

Seceri ¢ine znadajan procenat ekstrakta micelijuma, kao i znadajan procenat ekstrakata
mladih puhara; u zrelim puharama nalaze se u manjem procentu, s izuzetkom H. utriformis,
ali kod sve tri vrste sadrzaj $eéera se smanjuje nakon autolize (tabela 4.2). Seceri ¢ine preko
50% ekstrakta micelijuma, od ¢ega je oko 40% glukoza i 50% trehaloza. Glukoza se nalazi
u hranljivom medijumu koji se koristi za gajenje micelijuma pa dolazi do njene aktivne
akumulacije u micelijumu. Trehaloza je gljivlji disaharid koji gljive produkuju da bi
prezivele stresne uslove — periode bez vlage, kao i niske temperature. Ona omogucava
ocCuvanje makromoleula od vitalnog znacaja za gljivu, proteina, lipidnih membrana itd,
pruzajuéi potporu ovim makromolekulima/strukturama i1 sprecavajuci njihovu denaturaciju

nakon gubitka vode ili pri smrzavanju (Wiemken, 1990). Ovaj disaharid je zato nasao
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primenu u industriji, medicini i nauci kao krioprotektant pri smrzavanju i liofilizaciji
uzoraka koji sadrze osetljive molekule . Zbog svoje sposobnosti vezivanja vode, trehaloza
je nasla primenu 1 u kozmetici (Ohtake, 2011, Dey & De, 2015). Micelijum H. utriformis se
pokazao kao odli¢an proizvodac ovog Secera, a obzirom na to da je produkcija ovog Secera
odgovor na stres, verovatno je mogucée, manipulacijom uslova gajenja, dobiti i vecée
prinose. Pri metanolnoj ekstrakciji, nakon uparavanja i1 koncentrisanja dolazi do
kristalizacije ovog Secera 1 lakog fizickog odvajanja od ostatka ekstrakta, kao 1 mogucnosti
daljeg lakSeg preciS¢avanja. Trehaloza Cini 1 gotovo celokupnu Se¢ernu frakciju ekstrakata
mladih plodonosnih tela, a u ekstraktima zrelih puhara nalazi se u znacajno manjoj koli¢ini;
pokazano je da se trehaloza aktivno akumulira u gljivljim strukturama u fazi mirovanja —
pre svega sporama — iako glebu ¢ini sporonosna masa, moguce je da zbog debljine/strukture
zidova spora ne dolazi do ekstrakcije ovog SeCera. Druga mogucnost je da se trehaloza

aktivno razgraduje tokom autolize.

Od prostih Secera u ekstraktima zrelih puhara prisutan je 1 aminoSecer N-acetilglukozamin,
gradivna jedinica gljivljeg polisaharida hitina, koji ulazi u sastav ¢elijskog zida gljiva. Ovaj
Secer je proizvod hitinolize (Lim & Choi, 2009), posto nije detektovan u ekstraktima
mladih puhara. Kako se ne nalazi uobicajeno u slobodnom stanju, njegovo prisustvo je
potvrdeno i NMR-om, prisustvom karatkeristi¢nih signala u *C spektru (karbonilni &
174.54, anomerni 6 94.99 1 90.90, ugljenik metal grupe acetil grupe 6 22.23 1 21.96). Zrele
puhare to ¢ini retkim izvorom slobodnog oblika ovog aminoSecera. N-acetilglukozamin ima
viSestruku ulogu i u ljudskom organizmu, pre svega kao gradivna jedinica hijaluronske
kiseline, glikozaminoglikana vezivnog tkiva. Zbog toga se dijetetski suplementi koji sadrze
N-acetilglukozamin koriste u terapiji stanja koja pogadaju vezivna tkiva, kao Sto je artritis.
Zbog znacaja hijaluronske kiseline u odrzavanju zdravlja i integriteta koze predlozena je 1
primena N-acetilglukozamina u tretmanu rana, ali i u kozmeticke svrhe, u tretmanu bora
(Pedrali 1 saradnici, 2015). Uz to, pokazano je da N-acetilglukozamin posredno inhibira
tirozinazu, sprecavajuci glikozilaciju ovog enzima, a samim tim i njegovu aktivaciju, ¢ime
dovodi do smanjene produkcije melanina (Ortonne & Bissett, 2008). Zbog toga je

predlozeno da N-acetilglukozamin mode da ima primenu i u tretmanu hiperpigmentacije
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koja moze da nastane iz viSe razloga, npr. zbog foto-senzitivnosti novonastalog epitela ili

pak zbog starenja koze (“staracke pege”) (Pedrali i saradnici, 2015).

Da je hitinoliza u puharama potpuna, N-acetilglukozamin bi se nalazio u vecoj koli¢ini u
zreloj glebi, jer su studije pokazale da hitin ¢ini znacajan procenat gljivljeg tkiva (Nitschke
et al., 2011); medutim ovaj aminoSecer je detektovan u H. excipuliformis 1 V. pratense u
relativno maloj koli¢ini (5,34, odnosno 10,24 mg/g esktrakta, redom), a u nesto vecoj
koli¢ini je prisutan u H. utriformis (26 mg/g ekstrakta), $to je manje od 0.5% suve mase u
sva tri slucaja. Moguce je da je hitinoliza nepotpuna, tj. da dovodi do formiranja kako
monomernih, tako i oligomernih jedinica N-acetilglukozamina, ili pak da se hitin u vecoj
meri nalazi u peridijumu i subglebi. Takode, moguce je da se i hitinoliza ne odvija u istom
obimu kod svih vrsta puhara i da ona zavisi od viSe faktora, unutra$njih (interspecijalnih) i
spoljas$njih (klimatski/vremenski faktori) i da samim tim koli¢ina slobodnog N-
acetilglukozamina varira u zrelim puharama. Eventualno prisustvo glukozamina nije

potvrdeno NMR spektroskopijom.

Drugi prosti Seceri nisu detektovani u metanolnim ekstraktima. I dok se ukupni sadrzaj
neutralnih Seéera odreden fenol-sumpornom metodom dobro poklapa sa kolicinom Secera
odredenom te¢nom hromatografijom kod ekstrakta micelijuma i mladih plodonsonih tela, to
nije slucaj sa esktraktima zrelih puhara; ovi ekstrakti bi mogli da sadrze i oligosaharide
(oligoglukane npr.) koji bi bili proizvod nepotpune autolize drugih gradivnih polisaharida
¢elijskog zida, sem hitina, kao §to su ranije viSe puta pominjani glukani ili manani.
Eventualno prisustvo N-acetilglukozaminskih oligomera bilo bi od posebnog znacaja jer je
pokazano da ovakvi oligosaharidi poseduju imunomostimuliSucu 1 antitumorsku aktivnost

(Harish 1 saradnici, 2007).

Prisustvo trehaloze i N-acetilglukozamina potvrdeno je i NMR-om, odnosno detektovano je
prisustvo odgovaraku¢ih signala u koncentrisanoj vodorastvornoj frakciji metanolnih

ekstrakata.

Ukupni fenoli odredivani su upotrebom Folin-Ciocalteu reagensa i verovatno predstavljaju

razli¢ite molekulske klase (tabela 4.3). Sadrzaj fenolnih komponenti krece se od ~3-20
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mgGAE/g ekstrakta i sli¢an je onom odredivanom u drugim gljivama (Butkhup et al., 2018,
Barros 1 saradnici, 2009). Generalno, ekstrakti zrelih puhara, koji su tamniji, sadrze nesto
viSe fenolnih jedinjenja, §to je mozda iznendujuce s obzirom na to da puhare prolaze kroz
autolizu. Ipak, Lim & Choi (2009) su utvrdili da se prilikom dizintegracije ¢elijskog zida
prilikom autolize jedne vrste gnojiStarke, Coprinellus congregates (Psathyrellaceae)
povecava raspolozivost fenolnih komponenti asociranih sa Secerima Celisjkim zidom.
Razlika u sadrzaju fenolnih komponenti narocito je izrazena kod ekstrakta tri razliSita
stadijuma razvoja H. utriformis. Kod druge dve vrste, kada se uzme u obzir razlika u
prinosima, prakti¢no i ne postoji razlika u ukupnim fenolima u polaznom materijalu, samo
u njihovoj koncentraciji u ekstraktima. Ekstrakt micelijuma sadrzi najmanje ovih jedinjenja
(3.21 mgGAEs/g ekstrakta), dok ekstrakti zrelih karpofora H. utriformis 1 V. pratense
sadrze najvise (~20 mgGAEs/g ekstrakta, bez statisticki znacajne razlike). Sadrzaj ukupnih
fenola u ekstraktima mladih karpofora (11.22-13.67 mgGAEs/g ekstrakta) skoro je
identi¢an sadrzaju fenola koje su Barros i saradnici (2009) odredili za metanolne ekstrakte
mladih karpofora srodnih vrsta puhara, L. molle 1 L. perlatum (11.48 1 10.57 mgGAEs/g
ekstrakta, redom). S obzirom na to da se medu poznatim gljivljim pigmentima, nalazi
mnogo jedinjenja fenolne strukture (Bell, 1986; Gill, 2004) verovatno je da su upravo i u
puharama prisutni fenolni pigmenti, strukture hemijski razli¢ite od fenolnih komponenti
poreklom iz biljaka, koje su daleko bolje okarakterisane. Nepostojanje komercijalnih
standarda onemogucava detaljniju analizu ove frakcije. U ekstraktima nije detektovan
nijedan od standarda koriS¢enih u HPLC analizi, uglavhom fenolnih kiselina. Barros 1
saradnici (2009) i Vaz i saradnici (2011) su odredivali sadrzaj nekih fenolnih kiselina
(protokatehuinske, p-hidroksibenzojeve, p-kumarinske, cimetne i vanilinske kiselinu) u
viSe vrsta portugalskih samoniklih gljiva 1 utvrdli da se one u gljivama nalaze u veoma
malim koli¢inama (~0.4-350 mg/kg suve mase); Barros i1 saradnici (2009) su istrazivanjima
obuhvaili i dve ranije pomenute vrste puhara, i dok su u L. molle detektovali p-
hidroksibenzojevu 1 vanilinsku kiselinu (41.66 1 39.99 mg/kg suve mase), u L. perlatum

nisu detektovali ni jednu od isptivanih fenolnih kiselina.
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Tabela 4.2. Sadrzaj proteina i Secera u metanolnim ekstraktima

HUMIC HUI HUM HEI HEM VPI VPM
Proteini . b b b d
%) 0.69+0.04°¢ 0.84+0.02 0.90+0.01 1.39+0.03% 0.87+0.06 0.68+0.06° 0.47+0.03
0
Seéeri b b q b q
%) 53.48+2.84% 29.024+0.83 19.57+0.82° 26.83+1.01 9.46+0.74 28.64+1.19 9.01+0.87
0
Trehaloza b q .
(/) 256.81+5.83 287.81+£2.07% 23.00+0.40% 238.00+10.79° 105.20+6.07° 160.80+6.92 47.20+2.31
mg/g
Glukoza
246.23+8.12 nd nd nd nd nd nd
(mg/g)
GlcNAc 5 b
nd nd 26.32+0.08% nd 5.34+0.09°¢ nd 10.24+0.23
(mg/g)

'Razli¢ita slova u redovima oznaGavaju statisti¢ki razlicite vrednosti (p=0.05)

*Nije detektovano
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Fenolna jedinjenja su dobro poznata po mnogobrojnim bioloskim aktivnostima, pre svega
antioksidativnom, ali i antiinflamatornom, anti-aterogenom, antimikrobnom i vazni su
nutraceutici u prehrambenim proizvodima (Shahidi & Ambigaipalan, 2015, Singh et al.,
2017, Vuong et al., 2013, Kocak et al., 2017), al i1 u farmaceutskim i1 kozmetickim

proizvodima (Kumar et al., 2018, Demoliner et al., 2018).

a-tokoferol je fenolno jedinjenje koje ujedno predstavlja i vitamin E. U biljkama je, uz
druge tokoferole, uklju¢en u ocuvanje integriteta celijskih membrana, spreCavajuci
(per)oksidaciju nezasi¢enih masnih kiselina, pa se njihov nivo menja kao odgovor na stres
(Saini & Keum, 2016). U gljivama je njegova uloga nedovoljno poznata. U njima je, prema
nekim istrazivanjima, zastupljeniji B-tokoferol (Heleno i saradnici, 2010), ali je a-tokoferol
bioloski najaktivnija forma, s aspekta vitaminske aktivnosti. Pored antioksidativne
aktivnosti, a-tokoferol izgleda poseduje direktni stimulativni efekat na fibroblaste i
keratinocite, §to bi opravdalo njegovu upotrebu u proizvodima za tretman rana (Hobson,
2014). Njegov sadrzaj varira u puharama ali ponovo, kao kod ukupnih fenolnih
komponenti, postoji trend vec¢ih koli¢ina u ekstraktima zrelim puharama, s izuzetkom V.
pratense (tabela 4.3). U micelijumu 1 ekstraktu mladih plodonosnih tela H. excipuliformis
a-tokoferol se nalazi ispod praga detekcije; s druge strane, u ekstraktu zrelih H.
excipuliformis, o-tokoferol je detektovan, ali, kao i u ekstraktima V. pratense, njegov
sadrzaj je ispod 0.5 mg/g esktrakta. Ekstrakti plodonosnih tela H. utriformis sadrze
znacCajno vecu koli¢inu a-tokoferola; u ekstraktu mladih plodonsonih tela njegova

koncentracija je oko 2,3 mg/g, dok je u ekstraktu zrelih plodonosnih tela 4 mg/g.
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Tabela 4.3. Sadrzaj nekih bioloski aktivnih sekundarnih metabolita u metanolnim ekstraktima

HUMIC HUI HUM HEI HEM VPI VPM
Ukupni fenoli di b b
3.21+0.21 11.5240.25°  19.75+0.95*  11.22+0.43°  14.93+£0.81 13.67+0.58”  20.25+0.92°
(mgGAE/g)
a-tokoferol 5
nd 2.29+0.08 4.00+0.36 nd 0.49+0.07 0.29+0.02 0.34+0.08
(mg/g)
Ergosterol b q q
7.70+0.08 1.2240.05 31.65+0.41° 0.36+0.04° 0.47+0.12° 1.1140.08 2.85+0.07°
(mg/g)
Lovastatin b . q
4.95+0.17% 234.44+8.67 25.04£1.13"  191.29+£7.91°  65.41+£4.56° 273.68+12.32% 87.57+£3.45
(ng/g)
Koji¢na
nd nd nd nd nd nd nd
kiselina (mg/g)

'Razli¢ita slova u redovima oznacavaju statisti¢ki razlicite vrednosti (p=0.05)

*Nije detektovano
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Slicno je i sa ergosterolom (tabela 4.3), gljivljim steroidom koji ulazi u sastav celijksih
membrana gljiva, a za ¢oveka predstvalja provitamin D, (Heleno i saradnici, 2016). Veca
kolic¢ina ovog jedinjenja prisutna je u ekstraktima zrelih puhara u odnosu na ekstrakte
mladih puhara, Sto se opet moze povezati sa razaranjem gradivnih struktura gljiva prilikom
autolize. Sadrzaj ergosterola daleko je ve¢i u ekstraktu zrelih plodonosnih tela H. utriformis
nego u ostalim uzorcima, ¢ak 12x veci nego u ekstraktu zrelih V. pratense i viSe od 60x
veci nego u esktraktu zrelih H. excipuliformis 1 ¢ini viSe od 3% ekstrakta (31.65 mg/g).
Ekstrakt micelijuma H. utriformis sadrzi znacajno vecu koli€inu ergosterola nego ekstrakt
mladih plodonosnih tela (7.70 naspram 1.22 mg/g), Sto ukazuje na Cinjenicu da se struktura
membrana u ovim gljivama menja tokom razvoja. Koli¢ina ergosterola, izraZzena preko suve
mase polaznog materijala jedino u slucaju zrelih plodonosnih tela H. utriformis moze da se
uporedi sa sadrzajem ergosterola u drugim gljivama (~0.5%) (Kala¢, 2009). Ekstrakcija
ergosterola iz gljivljeg tkiva je ina¢e mnogo kompleksniji proces od maceracije (Jasinghe &
Perera, 2005), tako da i ne treba ocekivati da je ostvareno kompletno ekstrahovnje ovog
sterola, ali je jasno da je u sluCaju V. pratense, 1 naroCito H. utriformis, autoliza dovela do
bolje raspolozivosti ergosterola i lakSe ekstrakcije. Osim provitaminske funkcije, ergosterol
pokazuje 1 druge aktivnosti, antioksidativhu (Amirullah 1 saradnici, 2018) i

antiinflamatornu (Kuo i saradnici, 2011).

Slobodne masne kiseline, kao deo lipidne frakcije sa fizioloSkom aktivnoscu, takode su bile
predmet ispitivanja (tabela 4.4.). Neke nezasiCene masne kiseline su esencijalne i
predstavljaju prekursore eikozanoida, vaznih signalnih molekula koji imaju funkciju u
imunom odgovoru. Palmitoleinska, oleinska i linoleinska kiselina pokazuju povoljne efekte
na brzinu zarastanja rana ukoliko se koriste na kozi, ponovo modifikovanjem inflamatornog
odgovora (Silva 1 saradnici, 2018, Pereira i saradnici, 2008). Slobodne masne kiseline

pokazuju i1 antimikrobnu aktivnost, koja se znacajno razlikuje u zavisnosti od duzi
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Tabela 4.4. Sadrzaj slobodnih masnih kiselina u ekstraktima (mg/g); C14 — miristinska, C15 — pentadekanska, C16:1 —

palmitoleinska; C16 — palmitinska; C17:1 — cis-10-heptadecenksa, C17 — margarinska; C18:2 — linoleinska, C18:1 — oleinska,
C18:0 — stearinska; C20:1 — eikozenska, C20 — eikozanska; C22 — behenska, C23 — trikozanska, C24 — lignocerinska kiselina

HUMIC HUI HUM HEI HEM VPI VPM
C14 0.20+0.03"! 0.09+0.02°  0.16£0.01°  0.04£0.00°  0.09£0.00°  0.06+0.02% 1.49+0.02°
CI5 0.93+0.07° 0.27+0.02° 0.91+0.06° 0.24+0.04° 0.17+0.02° 0.44£0.09°  0.30+0.01b°
C16:1 0.60+0.03°  0.58+0.08" 1.05+0.11*  0.24+0.07°  0.67£0.10°  0.98+0.06"

C16 2.3840.17°  1.2240.10% 5.59+0.23*  0.97+0.08° 0.20+0.01°  1.43x0.20°  4.40+0.11°
C17:1 0.28+0.05

C17 0.94+0.09a  0.08+0.02¢  0.20+0.02>  0.10£0.01°  0.08£0.02°  0.17£0.02*  0.31+0.05"
C18:2 10.97£0.62°  4.44+035%  25.68+1.87*  4.60+0.21¢ 7.44+0.43°  4.90£0.36°  11.74+0.56"
C18:1 2.67+0.13 0.25+0.07° 2.58+0.18" 0.15+0.03° 0.33+0.04° 0.23+0.02° 0.84+0.05°
C18:0 2.00+0.04° 1.34+0.09°  0.53+0.03°"  0.67+0.08% 0.47+0.05°  0.88+0.04°  0.724+0.07%
C20:1 0.08+0.00 nd* nd nd nd nd nd
C20 0.10+0.01 nd nd nd nd nd nd
C22 0.16+0.04° nd nd nd 0.11+0.02° nd 0.22+0.01°
Cc23 0.10+0.02° nd  0.15+0.03 nd nd nd nd
C24 0.760.04° nd  0.40+0.09°  0.04+0.01  0.08+0.00°  0.04+0.00° 0.25+0.02°
Ukupno 22.15+1.34°  826+0.75°  37.2542.63"  7.05£0.46°  9.64+0.63°  9.13+0.81°  20.27+0.79"

'Razli¢ita slova u redovima oznaGavaju statisti¢ki razlicite vrednosti (p=0.05)

*Nije detektovano
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lanca/stepena zasicenosti, kao i vrste mikroorganizma (Kabara i saradnici, 1972). U
ekstraktima je detektovano ukupno 14 razli¢itih slobodnih masnih kiselina (najvise u
micelijumu — 14). Ekstrakti mladih plodonosnih tela sadrze medusobno slicnu koli¢inu
slobodnih masnih kiselina (~7-9 mg/g ekstrakta), dok se koli¢ina ovih komponenti znacajno
razlikuje kod zrelih plodonosnih tela (od 9.64-37.25 mg/g ekstrakta). Takode, zrela
plodonosna tela sadrze vecu koli¢inu masnih kiselina od mladih, s izuzetkom H.
excipuliformis, kod koje je koncentracija masnih kiselina ve¢a u ekstraktu zrelih
plodonosnih tela, ali je ukupni sadrzaj sli¢an, kada se u obzir uzme razlika u prinosu

ekstrakcije.

Linoleinska kiselina je najzastupljenija u svim eksraktima (~50-77%, §to je u skladu sa
ranije iznetim podacima vezanim za lipidnu frakciju gljiva; Kala¢, 2009). Zasi¢ene kiseline,
palmitinska i stearinska su druga, odnosno tre¢a po zastupljenosti (ne obavezno tim redom)
u ekstraktima mladih karpofora. Sadrzaj oleinske kiseline (koja, kako je ranije receno, ¢ini
znacajan udeo ukupnih masnih kiselina u gljivama) je u njima relativno mali 1 iznosi ~2%
ukupnih slobodnih masnih kiselina u ovim ekstraktima. Linoleinska, palmitinska,
stearinska 1 oleinska ¢ine preko 80% slobodne frakcije. U ekstraktima zrelih karpofora
dolazi do povecanja udela linoleinske 1 oleinske kiseline i smanjenja udela njihovog
zasi¢enog analoga, stearinske kiseline. Kod zrelih plodonosnih tela V. pratense dolazi i do
povecanja koli¢ine miristinske kiseline (7.35% frakcije). U ekstraktu micelijuma takode
dominira linoleinska kiselina, ali je njen udeo najmanji od svih ekstrakata (~50%);

oleinska, stearinska 1 palmitinska kiselina podjednako su zastupljene (9-12%).

Najveci ukupni sadrzaj masnih kiselina prisutan je u esktraktu zrelih plodonosnih tela H.

utriformis, gotovo 4% ekstrakta. Linoleinska kiselina ¢ini ¢ak 2.5 % ovog ekstrakta.

Na osnovu iznetih rezultata, moze se =zakljuciti da su ispitivane puhare izvor
mikronutrijenata s potencijalnim povoljnim delovanjem na ljudsko zdravlje, bilo da se
konzumiraju kao mlade ili koriste u druge svrhe, npr. za dobijanje dijetetskih ili
kozmetickih proizvoda, naroCito kao zrele. Izneti rezultati ukazuju na to da autoliza u
vecini slucajeva pospeSuje mogucénost ekstrakcije ispitivanih fizioloski aktivnih jedinjenja,

ili dovodi do sinteze ovih jedinjenja. Uz znacajno vecu koli¢inu ergosterola, a-tokoferola,

78



nezasi¢enih masnih kiselina, N-acetilglukozamina i ukupnih fenola, H. utriformis se izdvaja
kao bolji izvor ovih farmakoloski aktivnih jedinjenja a ujedno ukazuje i na to da je autoliza
kompletnija kod ove vrste §to verovatno omogucava laksu i potpuniju ekstrakciju ovih

komponenti, vezanih pre svega za Celijske membrane i polisaharide.

4.1.3. BioloSka aktivnost ekstrakata

4.1.3.1.  Antioksidativna aktivnost
Antioksidativna aktivnost ekstrakata procenjena je trima metodama — sposobnoscu
neutralizacije slobodnih radikala, redukcije jona teSkih metala i inhibicije oksidativne
degradacije [B-karotena, odnsosno spreCavanja oksidacije nezasi¢enih masnih kiselina
(tabela 4.5). U skladu sa ovim analizama, uradene su i prethodno opisane analize hemijske
karakterizacije radi utvrdivanja jedinjenja, odnosno molekulskih grupa odgovornih za

antioksidativnu aktivnost.

Antiradikalska aktivnost ekstrakata zrelih puhara je znafajno veca od ekstrakata mladih
plodonosnih tela (slika 4.1) Sto se koreliSe sa ukupnim fenolima (korelacija sa ao-
tokoferolom 1 ergosterolom je slaba), mada je aktivnost ekstrakata zrelih puhara daleko
izrazenija nego $to bi bilo ocekivano na osnovu razlike u sadrzaju ukupnih fenola, Sto
sugeriSe da postoji strukturna razlika ove frakcije kod mladih i zrelih karpofora i ukazuje na
to da se autolizom sintetiSu/oslobadaju aktivnija jedinjenja. Micelijum ima najmanju
aktivnost, koja pokazuje linearnu zavisnost od koncentracije u isptivanom opsegu; ova
linearnost je neSto manje izrazena kod ekstrakata mladih gljiva (osim kod H.
excipuliformis), a ima viSe logaritamski karakter za ekstrakte zrelih plodonosnih tela, $to je
narocCito izrazeno kod V. pratense 1 H. utriformis, kod kojih se plato aktivnosti dostize pri
koncentraciji od 2 mg/mL. Daljim povecavanjem koncentracije (2x), aktivnost je neznatno
(bez statistickog znacaja) bolja kod V. pratense, dok je kod H. utriformis cak prisutan trend
opadanja aktivnosti. Ovo se moze objasniti pro-oksidativnom aktivno$éu fenolnih

jedinjenja pri njihovoj ve¢oj koncentraciji (Ledn-Gonzélez i saradnici, 2015).

Proces autolize nesumnjivo vodi produkciji potentnijih antioksidanasa od onih prisutnih u

mladim plodonosnim telima. Ovo bi mogli da budu odredeni pigmenti, obzirom da, kako je
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ranije pomenuto, tkivo plodonosnih tela ovih gljiva tamni tokom sazrevanja, pa su samim

tim 1 ekstrakti zrelih puhara tamnije boje.
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Slika 4.1. ABTS antiradikalska aktivnost ekstrakata

U testu inhibicije oksidativne degradacije P-karotena situacija je neSto kompleksnija.
Generalno, ekstrakti zrelih puhara imaju daleko bolju aktivnost od ekstrakata mladih puhara
(slika 4.2), pri cemu su ECsy vrednosti sva tri ekstrakta zrelih puhara manje od najmanje
koriséene koncentracije (<0.156 mg/mL). Njihova aktivnost uporediva je sa aktivnoscu
askorbinske kiseline, pri svim koncentracijama. Ekstrakt zrelih plodonosnih tela V.
pratense, odnosno VPM, pokazuju slicnu, znacajnu aktivnost kao i druga dva ekstrakta
zrelih puhara samo pri niZim koncentracijama (<2.5 mg/mL) 1 dostize skoro 100%
inhibicije; pri daljem povecanju koncentracije medutim dolazi do opadanja aktivnosti, $to
se 1 u ovom slucaju moze pripisati pro-oksidativnoj aktivnosti aktivnih komponenti —
medutim tog efekta nema kod druga dva ekstrakta zrelih plodonsonih tela. Ekstrakti mladih
puhara imaju manje izrazenu aktivnost, i medusobno se znacajno razlikuju — najbolju
aktivnost pokazuje VPI, dok HUI pokazuje najslabiju. Micelijum ima ¢ak bolju aktivnost
od HUI pri svim koncentracijama, a slabiju od VPI i HEI pri nizim koncentracijama (<2.5

mg/mL). Nekoliko autora naSlo je direktnu vezu izmedu sadrzaja ukupnih fenola 1 o-
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tokoferola u gljivama i njihovoj sposobnosti da neutraliSu slobodne linoleinske radikale
(Cheung et al., 2003; Barros et al., 2007; Froufe et al., 2011). Ako se izuzme ekstrakt
micelijuma, aktivnost ekstrakata mladih i zrelih plodonosnih tela se koreliSe sa ukupnim
fenolima, ali, slicno kao i kod antiradikalske aktivnosti, razlika u potentnosti inhibicije je
daleko veca od ocekivane. Aktivnost u ovom slucaju ne zavisi isklju¢ivo od ukupnih
fenolnih komponenti, ve¢ i od drugih molekulskih grupa, i/ili, ponovo, specifi¢nih fenolnih
jedinjenja. lako je a-tokoferol lipofilni antioksidans, korelacija aktivnosti sa njegovim
sadrzajem je slaba; prisustvo drugih tokoferola se ipak ne moze iskljuciti, mada je za dve
druge vrste puhara, Lycoperdon molle 1 L. perlatum utvrdeno da, za razliku od drugih
ipitivanih gljiva, ne sadrze druge tokoferole (Barros i saradnici, 2008). Ergosterol je takode
lipofilni antioksidans, ali aktivnost se ne koreliSe ni sa koli¢inom ovog sterola; veca
koli¢ina ergosterola u micelijumu bi jedino mogla da objasni bolju aktivnost u odnosu na
HUI, od koga ima zna¢ajno manje ukupnih fenola. Anti(per)oksidativna aktivnost je, po
svemu sudeci, u korelaciji sa viSe komponenti ekstrakata, od kojih bi glavne ipak bile

fenolne strukture.
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Slika 4.2. Test inhibicije oksidativne degradacije B-karotena

81



Moé¢ ekstrakata zrelih puhara da redukuju Cu®" takode je bolja od ekstrakata mladih puhara
(slika 4.3). Ovo je naroCito izrazeno pri nizim koncentracijama. Micelijum pokazuje
najslabiju aktivnost, takode pri c<5 mg/mL. Aktivnost se stoga dobro koreliSe sa ukupnim
fenolima pri nizim koncentracijama; HEI ima znacajno bolju aktivnost od drugih ekstrakata
mladih puhara i dostize slicne vrednosti pri najvecoj koncentraciji. Micelijum ima loSiju
aktivnost od HUI pri nizim koncentracijama (ponovo u korelaciji sa ukupnim fenolima),
medutim, pri najvisoj koncentraciji pokazuje znacajno bolju aktivnost. Takode, pokazuje
linearnu zavisnost aktivnosti od koncentracije , u opsegu ipitivanih koncentracija, za razliku
od ostalih ekstrakata Cija je zavisnosnt vise logaritamska — Sto ukazuje na drugi tip aktivnih
molekula. Esktrakt micelijuma je bogat redukujué¢im Secerom glukozom, pa je aktivnost

mozda rezultat vece koncentracije ovog Secera, a ne nekog bioloski aktivnog jedinjenja od

interesa.
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Slika 4.3. CUPRAC antioksidativna analiza
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Tabela 4.5. Antioksidativna aktivnost metanolnih ekstrakata

HUMIC HUI HUM HEI HEM VPI VPM

ABTS 1 . .
5.24+0.19" 2.68+0.11° 0.55£0.07° 1.93+0.13° 1.13£0.04° 2.08+0.19° 0.55+0.00°

(ECs, mg/mL)

CUPRAC

(mM Trolox eq.; 7.240.01° 6.16£0.14° 8.44+0.04° 8.41£0.22" 8.74+0.34* 6.19+0.14° 8.81+0.30°
c=10 mg/mL)

Test inhibicije oksidativne

degradacije p-karotena 3.20+0.22° 9.97+0.82" <0.16 5.11£0.2b° <0.16 1.26+0.17° <0.16

(ECso, mg/mL)

'Razli¢ita slova u redovima oznacavaju statisticki razlicite vrednosti (p=0.05)
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Antioksidativna aktivnost, gledana u celini, znacajno je bolja kod ekstrakata zrelih puhara.
Ovi ekstrakti bogatiji su fenolnim komponentama, a sadrzaj ukupnih fenola relativno se
dobro koreliSe sa razli¢itim antioksidativnim metodama — medutim, aktivnost ekstrakata
zrelih puhara je u nekim slucajevima mnogo izrazenija nego Sto bi se oc¢ekivalo na osnovu
ukupnih fenolnih jedinjenja. Bilo da su za bolju aktinvnost odgovorna i druga jedinjnenja, a
gotovo sigurno da jesu, bilo da je u pitanju razlika u samoj fenolnoj frakciji, ¢injenica je da
prilikom sazrevanja u puharama dolazi pojacano nastaju jedinjenja sa antioksidativhom
aktivnos¢u. lako je antioksidativna aktivnost ekstrakata zrelih puhara generalno bolja,
ekstrakti mladih puhara i dalje pokazuju znafajnu aktivnost. Ekstrakt miceliujma vrlo

efikasno sprecava oksidaciju linoleinske kiseline, ¢ak bolje od ekstrakata mladih puhara.

4.1.3.2.  Inhibicija enzimske aktivnosti
Tirozinaza je enzim koji je odgovoran za proizvodnju melanina u kozi. Inhibitori ovog

enzima koriste se u kozmetici, u proizvodima za izbeljivanje koze. Koji¢na kiselina, hinon
izolovan iz gljivica roda Aspergillus najkoriS¢eniji je inhibitor tirozinaze (Ariff et al.,

1996).

Metanolni ekstrakti mladih puhara pokazali su slabu aktivnost prema tirozinazi, uz merljivu
inhibiciju tek pri viSim koncentracijama (>2.5 mg/mL, slika 4.4). Inhibicija koja je
ostvarena pri najvecoj koriS¢enoj koncentraciji (5 mg/mL) bila je ~30% u slucaju VPI,
~24% u sluc¢aju HEI i samo ~12% u slu¢aju HUI. Ekstrakt micelijuma pokazao je najslabiju
aktivnost, sa svega 3.5% inhibicije pri najvecoj koncentraciji; Park i saradnici (2015) su
takode utvrdili da etanolni ekstrakti micelijuma vise vrsta gljiva nisu efikasni inhibitori
tirozinaze. Ekstrakti zrelih puhara, s druge strane, pokazali su se kao izuzetno potentni
inhibitori ovog enzima. Inhibicija od preko 90% enzimske aktivnosti postignuta je ve¢ pri
2.5 mg/mL, uz veoma niske ICsy vrednosti, izmedu 0.156 1 0.313 mg/mL za VPM 1 HUM, i
¢ak ispod 0.156 mg/mL za HEM (procenjeno na ~0.1 mg/mL). Studije koje su se bavile
antitirozinaznom aktivnos¢u ekstrakata gljiva su malobrojne, i na osnovu dostupnih
istrazivanja mode se re¢i da su ekstrakti zrelih puhara daleko potentniji inhibitori od velike
vec¢ine drugih gljiva, osim od petroleumskih i1 butanolnih ekstrakata Cage (/nnonotus

obliquus) (Taofiq et al., 2016).
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Kako supstrat tirozinaze predstavljaju aromati¢ne aminokiseline (tirozin i DOPA) (Min
Chang, T., 2012), utvrdeno je da razli¢ita fenolna jedinjenja i prirodni ekstrakti bogati
fenolima imaju sposobnost inhibicije ovog enzima (Taofiq et al., 2016, Zengin et al., 2015,
Paun et al., 2016, Arumugam et al., 2018). Korelacija aktivnosti esktrakata sa ukupnim
fenolima postoji, tj. zreli ekstrakti, neSto bogatiji fenolima pokazuju bolju aktivnost;
medutim, razlika u aktivnosti daleko prevazilazi razliku u sadrzaju fenola u korist
ekstrakata zrelih puhara, tako da je verovatnije da su specifi¢na fenolna jedinjenja, nastala u
procesu autolize zasluzna za inhibiciju tirozinaze, slicno kao i1 kod antioksidativne
aktivnosti. Koji¢na kiselina nije detektovana ni u jednom od ekstrakata. Drugi poznati
inhibitori ovog enzima koji su detektovani u gljivama su fenolne kiseline, ferulinska,
kafena, elagna i p-kumarinska kiselina (Taofiq et al., 2016), ali one takode nisu detektovane
u ekstraktima. Iz Sampinjona (Agaricus bisporus) je izolovano fenoksazinsko jedinjenje (2-
amino-3H-fenoksazin-3-on), koje se pokazalo kao potentni inhibitor tirozinaze pri
koncentracijama od 0.5-2 uM. Ovo jedinjenje medutim ne deluje kao direktni inhibitor
enzima 1 ne poseduje aktivnost in vitro, ve¢ deluje na nivou genske ekspresije i sinteze

samog enzima (Miyake i saradnici, 2010).

Inhibicija tirozinaze
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Slika 4.4. Inhibicija tirozinaze

Acetilholinesteraza vr$i razlaganje acetilholina, neurotransmitera, na holin 1 acetat.

Inhibitori ovog enzima koriste se u medicini kao lekovi za tretman neurodegenaritvnih
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bolesti, Alchajmerove bolesti i demencije, jer spreavanje hidrolize acetilholina, odnosno
povecavanje njegove koncentracije u centralnom nervnom sistemu dovodi se u vezu sa
poboljsanjem klinicke slike kod bolesnika tj. poboljSanja kognitivnih funkcija. Ipak,
prepoznato je da su trenutne terapijske opcije limitirane i da pre svega medu prirodnim

proizvodima treba traziti nove aktivne principe (Kulshreshtha & Piplani, 2016).

Svi ekstrakti su pokazali inhibitornu aktivnost prema ovom enzimu koja se moze
okarakterisati kao umerena (slika 4.5); pri najviSoj kocentraciji (5 mg/mL) ekstrakti su
inhibirali aktivnost enzima od 47-67%. Esktrakti zrelih puhara ponovo su generalno
pokazali bolju aktivnost od svojih ,parnjaka“, dok je ekstrakt micelijuma pokazao
najslabiju aktivnost. Aktivnost uzoraka je ipak istog reda veli¢ine (ICsy od 2.8-6 mg/mL),
za razliku od inhibicije tirozinaze. Ako se uporede esktrakti mladih i zrelih plodonosnih
tela, razlika je najizrazenija u sluCaju H. utriformis, dok je u sluCaju V. pratense ona
uocljiva tek pri najvisoj koncentraciji (5 mg/mL). Kada su Akata i saradnici (2018) testirali
ekstrakte nekoliko vrsta turskih samoniklih gljiva na anti-acetilholinesteraznu aktivnost,
najbolji rezultat je dobije upravo za zrele primerke plodonosnih tela H. utriformis (kao
Lycoperdon utriforme); rezultati se medutim ne mogu uporediti jer autori nisu dali
metodologiju rada. Ponovo postoji korelacija sa ukupnim fenolnim jedinjenjima, a prirodna
fenolna jedinjenja su, pokazala su istraZivanja, u razli¢toj meri, inhibitori ovog enzima
(Hasnat 1 saradnici, 2013; Szwajgier & Borowiec, 2012). Autoliza i u ovom slucaju dovodi,
ili do sinteze ili do bolje ekstrakcije jedinjenja odgovornih za inhibiciju acetilholinesteraze.
Kako apsolutna razlika u aktivnosti nije velika, micelijum bi mogao da bude dobar izvor
aktivnih jedinjenja sa anti-acetilholinesteraznom aktivnosSc¢u, s obzirom na to da je njegovo

gajenje moguce u laboratorijskim uslovima.

Inhibitorna aktivnost prema butirilholinesterazi je manje izrazena (slika 4.6) i pri najvecoj
koncentraciji (5 mg/mL) krec¢e se od 9-35% za ekstrakte plodonosnih tela, dok u slucaju
micelijuma nema inhibicije. Korelacija sa fenolnom frakcijom je jo§ izrazenija u slucaju
BuChE. Znacajna selektivnost u inhibiciji AcHE ostvarena je kod svih uzoraka; ekstrakt
micelijuma je pokazao apsolutnu selektivnost prema AcHE, $to ga cini odli¢nim

potencjalnim izvorom inhibitora AcHE. Ekstrakti mladih plodonosnih tela su pri najvecoj
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koncentraciji inhibirali aktivnost enzima svega ~9-15%, odnosno pokazali su 4-6X
selektivnije delovanje prema AcHE (najvecu H. utriformis, ~6X). Ekstrakti zrelih puhara
pokazali su bolju inhibitornu aktivnost prema BuChE, inhibiraju¢i enzim pri najvecoj
koncentraciji ~26-35%, ali 1 slabiju selektivnost prema AcHE (1.7-2.6X). Selektivna
inhibicija AChE naspram inhibicije BuChE u ovom trenutku nema jasno definisan znacaj.
Selektivnost prema AChE lekova koji se koriste u terapiji Alchajmerove bolesti povezivana
je sa boljim terapeutskim ishodom (Liston et al., 2004), medutim, novije studije pokazale
su da u kasnijim stadijumima Alchajmerove bolesti dolazi do povecane ekspresije nivoa
BuChE u mozgu (Kumar et al., 2018). Selektivnost inhibicije bi prema tome bila od znacaja

u zavisnosti od stadijuma bolesti.

Inhibicija AChE
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Slika 4.5. Inhibicija acetilholinesteraze (AChe)
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Inhibicija BuChE
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Slika 4.6. Inhibicija butirilholinesteraze (BuChe)

HMG-CoA reduktaza je jedan od enzima odgovornih za sintezu holesterola i odreduje
brzinu stvaranja endogenog holestreola. Glavna grupa lekova koji se koriste u terapiji
hiperholesterolemije su statini, prirodni — lovastatin, i polusintetski, dobijeni hemijskom
modifikacijom lovastatina, (pravastatin, rosuvastatin itd). Lovastatin je prvi put izolovan iz
crvenog pirin¢a, odnosno gljivice Monascus purpureus, koja je odgovorna za njegovu
fermentaciju. Kasnije je prisustvo lovastatina potvrdeno i u drugim gljivama, najpre
bukovaci, a zatim i drugim makromicetama (vrganj itd) (Wasser i Weis, 1999; Chen i

saradnici, 2012; Seenivasan i saradnici, 2018, Gil-Ramirez i saradnici, 2013).

Ekstrakti su pokazali razliCitu inhibitornu aktivnost prema ovom enzimu (slika 4.7).
Ekstrakti mladih puhara generalno imaju bolje inhibitorno delovanje, Sto je posebno
izrazeno pri nizim koncentracijama (<1.25 mg/mL); pri viSim koncentracijama verovatno
dolazi do zasi¢enja enzimske reakcije tako da ekstrakti imaju tendenciju dostizanja platoa
aktivnosti, koja je oko 80% inhibicije. Sva tri ekstrakta mladih karpofora imaju skoro
identi¢ne ICsy vrednosti, od oko 1 mg/mL, Sto se moze okarakterisati kao znacajna
aktivnost. Aktivnost ekstrakata zrelih puhara se medusobno vise razlikuje; dok HUM jedva

pokazuje vidljivu aktivnost (~8%) pri najviSoj koncentraciji (5 mg/mL), HEM dostize ICs
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pri 2.5 mg/mL, a VPM ve¢ pri 1.9 mg/mL. VPM pri tome dostize aktivnost ekstrakata
mladih puhara pri 2.5 mg/mL i pokazuje najbolju aktivnost od sva tri ekstrakta zrelih
plodonosnih tela. Micelijum, slicno kao HUM, inhibira oko 5% enzimske reakcije pri

najvisoj koncentraciji.

Inhibicija HMG-CoA reduktaze
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Slika 4.7. Inhibicija HMG-CoA reduktaze

Aktivnost, izrazena preko ICsy vrednosti, se, zanimljivo, odlicno koreliSe sa koli¢inom
lovastatina u ekstraktima (R?=0.91). Korelacija je linearno-negativna, odnosno, §to je veéi
sadrzaj lovastatina u ekstraktu, to je ICso vrednost manja, tj. njegova aktivnost veca.
Medutim, lovastatin je prolek — tj. fizioloski neaktivan oblik koji najpre mora da se
enzimski konvertuje u fizioloSki aktivan oblik u ljudskoj jetri, lovastatinsku kiselinu koja
ima direktno inhibitorno dejstvo na enzim (Du Souich et al., 2017). Lovastatin, kojim su
bogati uzorci mladih puhara (naroCito V. pratense), ne moze da bude odgovoran za
aktivnost ekstrakata. Ipak, gljive proizvode i pomenutu lovastatinsku kiselinu (od koje
laktonizacijom nastaje lovastatin) (Lisec et al., 2012) koja bi mogla da bude odgovorna za
aktivnost. Sli¢no su primetili 1 drugi autori koji su analizirali ekstrakte Pleurotus spp., tj.
nisu detektovali statine u uzorcima, ali je inhibitorna aktivnost prema HMG-CoA reduktazi
bila prisutna (Gil-Ramirez et al., 2013). Sadrzaj direktnih inhibitora iz ekstrakata se izgleda

korelise sa sadrzajem lovastatina.
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Lovastatin se akumulira u mladim plodonosnim telima; njegova koli¢ina se naizgled
smanjuje prilikom sazrevanja, §to je posebno izrazeno kod H. utriformis, medutim moguce
je da pre dolazi do njegove depozicije u spore, iz kojih je ekstrakcija otezana, kao Sto je
slu¢aj s bukovacom (Wasser 1 Weis, 1999). Micelijum proizvodi lovatstatin, ali se u samom
micelijumu nalazi u znac¢ajno manjoj koli¢ini nego u mladim plodonosim telima. Moguce je
da se, kao sekundarni metabolit, on izlucuje u spoljasSnju sredinu, jer se lovastatin upravo i
dobija iz fermentacione tecnosti gljivica iz roda Aspergillus 1 drugih (Mouafi i saradnici,

2016).

a-amilaza 1 a-glukozidaza su enzimi koji su ukljuceni u metabolizam Secera, tacnije
polisaharida. Raskidaju specificno glikozidne veze a-tipa, koje se srecu kod polisaharida
koje ljudi koriste u ishrani, pre svega skrobu, ali i glikogenu. Inhibitori a-glukozidaze su od
klini¢kog znaCaja i nekoliko lekova koji blokiraju ovaj enzim koriste se u terapiji
dijabetesa, akarboza, miglitol i vogliboza (Popovi¢-Pordevi¢ i saradnika, 2017).. Prirodni
proizvodi sa inhibitornom aktivnoS¢u na ove enzime bi na slican na¢in mogli da se koriste u

smanjenju postprandijalne hiperglikemije.

Ekstrakti micelijuma i mladih plodonosnih tela nisu pokazali aktivnost prema a-glukozidazi
(sika 4.8), osim VPN, koji je pokazao merljivu aktvnost tek pri maksimalnoj koncentricji
(5 mg/mL, ~8%). S druge strane, ekstrakti zrelih puhara pokazali su bolju aktivnost, koja se
znacajno razlikovala za ove tri vrste. Za HEM i VPM nije postignuta ICsy vrednost i pri
maksimalnoj koncentraciji ovi uzorci postigli su oko 14 1 30% inhibicije, redom. VPM
pokazao je slicnu aktivnost kao akarboza, koja je pri istoj koncentraciji inhibirala 34%
enzimske aktivnosti. Daleko znacajniju inhibicionu mo¢ pokazao je HUM, koji je pri
maksimalnoj koncentraciji dostigao oko 75% inhibitorne aktivnosti, uz ICsy vrednost od
1.85 mg/mL. Uzevsi u obzir da akarboza nije postigla 50% enzimske inhibicije u ovom
testu, jasno je da je HUM izvor veoma potentnih aktivnih principa koje bi trebalo
okarakterisati 1 koji bi mogli da nadu primenu u terapiji poremecaja metabolizma Secera.
Poznato je da fenolna jedinjenja izolovana iz biljaka pokazuju anti-a-glukozidaznu
aktivnost, pa nije iskljueno da bi fenolna frakcija mogla da bude odgovorna za bolju

aktivnost esktrakata zrelih puhara. Neki od inhibitora koji se koriste u terapiji imaju amino-
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Se¢ernu strukturu pa nije iskljuceno da razgradni proizvodi hitina, kojih ima samo u zrelim
puharama poseduju ovakvu aktivnost. Aktivnost ekstrakata zrelih puhara korelise se sa
ukupnim sadrzajem N-acetilglukozamina (HUM>VPM>HEM), mada nije poznato da li
sam N-acetilglukozamin poseduje anti-a-glukozidaznu aktivnost. Osim
antihiperglikemijskog efekta, inhibitori a-glukozidaze su potencijalni antivirusni lekovi
Sirokog spektra; naime, mnogi virusi imaju spoljasnje omotace koji se sastoje od
glikoproteina. Ovi glikoproteini su ¢esto esencijalni u zivotnom ciklusu virusa 1 faktori su
virulentnosti a istrazivanja su pokazala da je njihova transformacija, posredovana o-
glukozidazom klju¢na za njihovu produkciju i virulentnost. Posebna paznja usmerena je na
HIV i hepatitis B virus; pokazano je da inhibitori a-glukozidaze (miglustat) sprecavaju
fuziju HIV-a sa CD4 limfocitima i da spreCavaju sekreciju hepatitis B viriona iz zarazenih
hepatocita (Mehta 1 saradnici, 1998). Na taj nacin, ekstrakti zrelih puhara mogli bi da

poseduju i antivirusno dejstvo i budu izvor novih antivirusnih lekova.

Inhibicija a-glukozidaze
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Slika 4.8. Inhibicija a-glukozidaze

S druge strane, u testu inhibicije a-amilaze, svi ekstrakti, osim micelijuma, pokazali su
aktivnost u relativno niskim koncentracijama (slika 4.9), ali daleko manju nego sama
akarboza. Ponovo je aktivnost ekstrakata zrelih puhara bolja od esktrakata mladih puhara i

ponovo je HUM najaktivniji ekstrakt s ICsy vrednos¢u od 0.18 mg/mL 1 skoro potpunom
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inhibicijom enzimske aktivnost (>99%) pri koncentraciji od 0.625 mg/mL. HEI je pri
koncentracijama nizim od 5 mg/mL pokazao najslabiju aktivnost (iskljucujuéi micelijum), i

relativno visoku ICsg vrednost od 3.26 mg/mL.

Iako trenutno ne postoje lekovi koji deluju inhibicijom a-amilaze, ovaj enzim je oznacen
kao bududi strateSki pristup tretmanu poremecaja unosa ugljenih hidrata (dijabetes i
gojaznost), ali 1 zubnog karijesa i1 periodontalnih bolesti. Biljne, tj. prirodne sirovine

oznacene su kao potencijalni izvor inhibitora a-amilaze (Sales i saradnici, 2012).

Inhibicija a-amilaze
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Slika 4.9. Inhibicija a-amilaze

ICs vrednosti metanolnih ekstrakata u testovima inhibicije na ispitivane enzime date suu

tabeli 4.6.
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Tabela 4.6. Inhibitorna aktivnost ekstrakata na enzime, ICsy vrednosti (mg/mL)

HUMIC

HUI

HUM

HEI

HEM

VPI

VPM

Inhibicija
tirozinaze
(mg/mL)
Inhibicija
AChE
(mg/mL)
Inhibicija
BuChE
(mg/mL)
Inhibicija
HMG-CoA-R
(mg/mL)
Inhibicija
a-glukozidaze
(mg/mL)
Inhibicija

o — amilaze

(mg/mL)

>5

5.83+1.26"

>5

>5

>5

>5

>5

4.48+0.10%°

>5

1.06+0.05°

>5

0.4340.05°

0.2240.01°

2.84+0.11°

>5

>5

1.83+0.32

0.18+0.03°

>5

4.43+0.21°

>5

1.24+0.13°

>5

3.26+0.15°

<0.156

3.88+0.17°

>5

2.50+0.17%

>5

0.42+0.08°

>5

3.58+0.23"

>5

0.86+0.09°

>5

0.47+0.08"

0.28+0.02°

3.40+0.09°

>5

1.87+0.23°

>5

0.2840.03"

'Razli¢ita slova u redovima oznacavaju statisticki razlicite vrednosti (p=0.05)
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4.1.3.3.  Invitro antimikrobna aktivnost
Ekstrakti su pokazali razli¢itu aktivnost na ispitivane sojeve mikroorganizama (tabela 4.7);

generalno, ekstrakt micelijuma pokazuje najbolju aktivnost, a ekstrakti mladih puhara
pokazuju bolju aktivnost od zrelih. HUMIC je jedini uzorak koji je pokazao inhibitornu
aktivnost prema svim ispitivanim sojevima, u opsegu ispitivanih koncentracija. Takode, za
HUMIC je odredena i najniza vrednost MIK-a, sveukupno gledano, prema bakteriji
Pseudomonas aeruginosa (0.625 mg/mL). HUI i HEI pokazuju vrlo sli¢nu aktivnost kao 1
HUMIC 1 vrlo sli¢nu medusobnu aktivnost. Oba ekstrakta pokazuju vrlo slab trend nesto
boljeg delovanja protiv G- bakterija, ali je uzorak premali da bi se doneli definitivni
zakljucci. HUMIC, HUI i HEI pokazuju znacajnu aktivnost prema S. aureus, i, Sto posebno
treba naglasiti, prema meticilin-rezistentnom soju ove bakterije (MRSA); HEI pokazuje ¢ak
1 baktericidno delovanje prema ovoj bakteriji, pri najviSoj koncentraciji (20 mg/mL), §to je,
uz baktericidnu aktivnost VPM prema E. faecalis (MBK=20 mg/mL) ujedno 1 jedino
zabelezeno baktericidno dejstvo za metanolne ekstrake. MRSA je multirezistentni soj
stafilokoke 1 infekcije ovom bakterijom postale su sve raSireniji problem; MRSA je
najcesce izazivac infekcija koze, narocito u bolnickim usovima i ove infekcije Cesto dovode
do smrtnih ishoda. MRSA je i vode¢i uzro¢nik bakterijemija u razvijenim zemljama i moze
da dovede do endokarditisa, artritisa, osteomijelitisa i komplikacija kao $to su septicki Sok
(Hassoun i saradnici, 2017). Zato je od izuzetnog znacaja nalazenje novih izvora aktivnih
supstanci koje mogu da pomognu u borbi protiv ovog patogena. Pseudomonas aeruginosa,
G- bakterija prema kojoj je ekstrakt micelijuma pokazao znacajnu aktivnost, takode je
prepoznata kao jedan od vodec¢ih uzro¢nika teskih intrahospitalnih infekcija, zbog prisustva

multirezistentnih sojeva.

VPI ne pokazuje tako dobru antimikrobnu aktivnost kao HUI 1 HEI, ali 1 dalje nesto bolju

nego ekstrakti zrelih puhara.

esktrakti zrelih puhara, HUM, HEM i1 VPM pokazuju aktivnost prema G+ bakterijama;
identicnu prema S. aureus sojevima (20 mg/mL), i1 slicnu prema E. faecalis
(HUM=HEM=20 mg/mL; VPM=5 mg/mL) Prema E. coli jedino HUM pokazuje

inhibitornu aktivnost (MIK=20 mg/mL), a prema P. aeruginosa nijedan od esktrakata zrelih
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puhara. Prema kandidi aktivnost pokazuje samo VPM (MIK=20 mg/mL). Sazrevanjem, tj.
autolizom evidentno dolazi do smanjenja koli¢ine aktivnih principa koji se nalaze u

micelijumu 1 mladim plodonosnim telima.

Kalvatinska kiselina je, kao §to je ranije reeno, azoksicijanid sa potentnim antibiotksim
dejstvom (Umezawa i sardnici, 1975) i1 jedno od retkih dobro okarakterisanih i ispitivanih
jedinjenja izolovanih iz puhara. Poznato je da kalvatinsku kiselinu sintetiSe H. utriformis, a
takode je utvrdeno da je produkuje micelijum vise vrsta puhara (Coetzee and van Wyk,
2009), sto ukazuje na to da je ovo jedinjenje inheretntno za celu grupu puhara, i da ga
verovatno sintetiSu i H. excipulliformis 1 V. pratense. Ne postoje podaci da se kalvatinska
kiselina akumulira u micelijumu i1 plodonosnim telima puharama, ali je poznato da su njeni
derivati izolovani iz plodonosnih tela nekih vrsta (Kamo i saradnici, 2005, Fugmann i
saradnici, 2001), medutim stadijum razvoja plodonosnih tela nije poznat. Ukoliko je
kalvatinksa kiselina prisutna u plodonosnim telima ispitivanih puhara i ukoliko je
odgovorna za antimikrobnu aktivnost, evidentno je da se u tom slu¢aju njena koncentracija
znaCajno smanjuje prilikom sazrevanja. Nepostojannje standarda onemogucilo je njenu

eventualnu detekciju u ekstraktima.

Odredena polifenolna jedinjenja i slobodne masne kiseline poseduju antimikrobnu
aktivnost, pokazala su istrazivanja (Singh 1 saradnici, 2017; Kabara i saradnici, 1972).
Medutim, kod aktivnosti ekstrakata ne postoji korelacija u koli¢ini masnih kiselina i/ili
fenola i njihove aktivnosti. Ekstrakti zrelih puhara bogatiji su ovim grupama jedinjenja ali
je njihova aktivnost slabija. Ve¢i deo ekstrakata nije mogao da bude hemisjki definisan a u
gljivama postoji mnogo razliCitih sekundarnih metabolita koji bi mogli da budu odgovorni

za delovanje.

Cinjenica da ekstrakti zrelih puhara nisu tako aktivni prema bakterijama iskljucuje
mogucnost da gleba zrelih puhara pomaze zarastanju rana zahvaljuju¢i antimikrobnoj

aktivnosti.
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Tabela 4.7. Antimikrobna aktivnost metanolnih ekstrakata (mg/mL) i standardnih antibiotika (pug/mL); amoksicilin (AMX)

koriS¢en je za bakterijske a flukonazol (FLU) za C. albicans

HUMIC HUI HUM HEI HEM VPI VPM AMX/FLU

MIK'  MMK® MIK MMK MIK MMK  MIK MMK MIK MMK MIK MMK MIK MMK MIK MMK

S. aureus 2.5 3 5 - 20 - 5 - 20 - 20 - 20 - 017 136
MRSA 5 - 2.5 - 20 - 5 20 20 - 20 - 20 -

E. faecalis 2.5 - 2.5 - 20 - 2.5 - 20 - - - 5 20 034 271
E. coli 10 - 125 - 20 - 125 - 20 - 5 - 20 - 542 21.68
P . 0.625 - 125 - - - 125 - - - 10 - - - 21.68 43.36
aeruginosa

C. albicans 20 - - - - - - - - - - - - - 125 50

'Minimalna inhibitorna konccentracija
*Minimalna mikrobicidna koncentracija

3Nema aktivnosti
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4.1.3.4.  Invitro citotoksi¢na/antitumorska aktivnost

Citotoksi¢na aktivnost odredivana je na Hela celijama (¢elije humanog karcinoma
materice), MDA-MB-453 ¢elijama (Celije humanog karcinoma dojke), kao 1
mononuklearnim ¢elijama periferne krvi zdravih osoba, stimulisanih ili nestimulisanih
fitohemaglutininom (PBMC+PHA i PBMC, redom). Svi ekstrakti pokazali su dozno
zavisnu citotoksi¢nu aktivnost prema malignim i perifernim monojedarnim ¢elijama krvi

(slike 4.10 4.11).
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Slika 4.10. Citotoksi¢na aktivnost metanolnih ekstrakata na tumorske ¢elijske linije
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Sa ICsy vrednostima u opsegu od 0.80-2.10 mg/mL (tabela 4.8), ekstrakti su pokazali
umerenu citotoksi¢nu aktivnost prema ispitivanim celijama. I ekstrakti mladih i zrelih
plodonosnih tela pokazali su vrlo slicnu aktivnost prema obe tumorske celijske linije, u
opsegu ICsy vrednosti od 1.09-1.24 mg/mL. Ekstrakt micelijuma je pokazao nesto slabiju
aktivnost prema obe tumorske ¢elijske linije, sa ICsy vrednos$¢u od 1.6 mg/mL. Ekstrakti H.
utriformis 1 H. excipuliformis, 1 mladih 1 zrelih plodonosnih tela pokazali su nesto
selektivniju aktivnost prema tumorskim ¢elijskim linijama, $to je narocito izrazeno kod
ekstrakata zrelih puhara, 1 posebno kod HEM. VPI ne pokazuje selektivnost, a VPM ¢ak
deluje toksi¢nije prema PBMC+PHA. HUMIC, sli¢no kao VPI, nema selektivnog dejstva

prema bilo kojoj od ¢elijskih linija.

Ekstrakt zrelih plodonosnih tela H. excipuliformis se izdvaja kao posebno znacajan uzorak;
pri maksimalnoj koriS¢enoj koncentraciji dovodi do prezivljavanja svega nekoliko
procenata (<5%) celija malignih linija i oko 40, odnosno 30% ¢elija PBMC, odnosno
PBMC+PHA, redom, dok npr., HUM dovodi do preZivljavanja oko 25% c¢elija malignih
linija 1 isto toliko ¢elija PBMC.

Nekoliko peptidnih struktura sa citotiksi¢nim dejstvom je izolovano iz razlicitih puhara,
ukljucujuéi peptid sli¢an ubikvitinu iz mladih plodonosnih tela H. utriformis (Coetzee and
van Wyk, 2009). Sli¢ni/isti peptidi mogli bi da budu odgovorni za aktivnost ekstrakata, ali
je verovatnije sinergisticko delovanje viSe razli¢itih komponenti; ranije pominjana
kalvatinska kiselina takode poseduje citotoksi¢na svojstva, kao i njeni strukturni analozi,
kraniformin i rubroflavin, a koji su izolovani iz nekih vrsta puhara. (Takaishi i saardnici,
1997), Nepostojanje standarda, kao i kompleksnost potencijalnog izolovanja i dokazivanja
ovih jedinjenja onemogucilo je utvrdivanje njihovog eventualnog prisustva u ekstraktima.
NMR spektar DMSO-d6 rastvora ekstrakata nije pokazao signale karakteristine za
azoksiformonitrlie/azoksiformamide, ali ova jedinjenja su aktivna u niskim
koncentracijama pa bi mogla da budu prisutna u koncentracijama koje NMR ne moze da
detektuje. Nije poznato kako autoliza utie na citotoksi¢ne agense izolovane iz puhara; u

ispitivanim zrelim puharama prisutni su aktivni principi selektivnijeg dejstva i one
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predstavljaju potencijalni izvor citotoksi¢nih supstanci delotvornih protiv ¢elija raka dojke i

materice.

PBMC+PHA

% preZivljavanja

¢ (mg/mL)

PBMC

% preZivljavanja

c¢(mg/mL)

=—HUMIC
=—HUI
=A—HUM
=>—HEI
=¢—=HEM
=0—VPI
==t=VPM

=—HUMIC
=—HUI
—i—HUM
=>&=HEI
=¥¢=HEM
=0-VPI
=+=VPM

Slika 4.11. Citotoksi¢na aktivnost metanolnih ekstrakata na celije periferne krvi
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Tabela 4.8. Citotoksi¢na aktivnost metanolnih ekstrakata na zdrave i kancerske humane ¢elije (mg/mL)

HUMIC HUI HUM HEI HEM VPI VPM
HeLa 1.61+0.03*'B2  1.14+0.02°°  1.20£0.10°®  1.24+0.03°C  1.11+0.11°°  1.12+0.01°°  1.14+0.08**
MDA-MB-453  1.67+0.05®  1.20£0.01°°  1.11£0.09°®  1.16+0.01°®  1.12£0.07°°  1.10+0.02°°  1.09+0.12°*
PBMC 1.80£0.03*"  1.59+0.03°*  1.81x0.11°*  1.70£0.01°*  2.10£0.10**  1.30+0.02**  1.27+0.12%
PBMC+PHA 1.47+0.01°  1.36+0.01°®  1.79+0.16*  1.51+0.03°®  1.44+0.14*®  1.22+0.02%®  0.80+0.06"®

! Razli¢ita mala slova u redovima oznacavaju statisticki razlicite vrednosti (p=0.05)

? Razli¢ita velika slova u kolonama oznacavaju statisti¢ki razli¢ite vrednosti (p=0.05)
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U zakljucku, ekstrakti plodonosnih tela, u zavisnosti od stadijuma razvoja, pokazuju
razliCitu antioksidativnu, antimikrobnu i inhibitornu aktivnost na razli¢ite enzime
ukljucene u patolocke procese, dok je njihovo citotoksi¢no dejstvo vrlo sli¢no. Aktivnost
ekstrakata zrelih plodonosnih tela je superiorna u antioksidativnim metodama i vecini
metoda koje se odnose na inhibiciju enzima, osim u slucaju inhibicije HMG-CoA
reduktaze, gde su bolju aktivnost pokazali ekstrakti mladih plodonosnih tela. Oni su
pokazali 1 bolju antimikrobnu aktvnost, dok je citotoksi¢na aktivnost bila sli¢na. Prema
tome, puhare, a narocito zrela plodonosna tela koja viSe nisu jestiva, predstavljaju odli¢an
izvor razli¢itih farmakoloski aktivnih jedinjenja; odli¢na antioksidativnu aktivnost (naro€ito
u testu inhibicije oksidativne degradacije B-karotena), kao i snazna inhibicija tirozinaze pri
relativno niskim koncentracijama, uz ranije komentarisan hemijski sastav, ¢ini zrele puhare
1 potencijalnim kandidatom za kozmeticke proizvode namenjene nezi koze i1 tretmanu
odredenih stanja, kao Sto je hiperpigmentacija. Micelijum ne moze da bude adekvatna
zamena za plodonosna tela, jer osim dobrog antimikrobnog dejstva i umerene inhibitorne
aktivnosti na acetilholinesterazu, ekstrakti micelijuma nisu mogli da se porede sa

aktivnosc¢u ekstrakata plodonosnih tela.
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4.2. Analiza polisaharidnih ekstrakata
4.2.1. Prinosi ekstrakcije
Prinosi vrele vodene esktrakcije i svakog stepena preciS¢avanja dati su u tabeli 4.9.
Micelijum i1 mlada plodonosna tela daju sli¢an, relativno dobar prinos pri vreloj vodenoj
ekstrakciji, odnosno 1g esktrakta od oko 8.5 g droge (od koje je prethodno pripremljen
metanolni ekstrakt). Gleba zrelih plodonosnih tela daje daleko manji prinos — 1g ekstrakta
dobija se od ¢ak 31g droge. Time je pretpostavka da hitinoliza moZe poboljdati esktrakciju
vodorastvornih polisaharida opovrgnuta. Uz hitinolizu, tokom autolize dolazi 1 do
razlaganja i1 drugih polisaharida. Dijaliza dovodi do velikih gubitaka u masi, Sto je posebno
izrazeno kod ekstrakata mladih i zrelih plodonsonih tela. Gubici pri dijalizi ekstrakta
micelijuma su manji, oko 37%. Gubitak pri dijalizi ekstrakta mladih plodonosnih tela je
oko 50%, dok je gubitak pri dijalizi ekstrakata zrelih plodonosnih tela ¢ak 76%. Ovo
ukazuje na to da se makromolekulska frakcija ekstrakata bitno razlikuje 1 da ekstrakt
micelijuma sadrzi najveéi procenat makromolekula velike molekulske mase, a ekstrakt
glebe zrelih plodonosnih tela najmanje — takode, struktura makromolekula moze biti bitan
faktor — razgranati polisaharidi teze ¢e pro¢i pore membrane od linearnih, ¢ak iako su iste
molekulske mase. Deproteinizacija vodi daljem znacajnom gubitku mase ekstrakata, iako
proteini ne ¢ine veliki procenat dijalizovanih ekstrakata; ovo se moze objasniti nepotpunom
prvom dijalizom, ili prisustvom manoproteina i drugih polisaharidno-proteinskih
kompleksa — polisharidni ostaci ovakvih kompleksa bi, nakon deproteinizacije, ukoliko su
relativno male molekulske mase mogli da produ kroz pore membrana 1 budu odstranjeni.
Oko 50% ekstrakata micelijuma 1 mladih plodonosnih tela je izgubljeno nakon
deproteinizacije 1 oko 26% ekstrakta zrele glebe. Za 1g delimic¢no precis¢ene polisaharidne
frakcije velike molekulske mase potrebno je 27,6 g suvog micelijuma, 84,8 g suvih mladih
plodonosnih tela 1 200,8 g glebe zrelih puhara. Poredenja radi, za dobijanje 31 g Cistog
lentinana, B-glukana iz Siitake (Lentinula edodes), potrebno je 200 kg svezih pecuraka

(Wasser, 2017).

Radi preglednosti, u nekim tabelama koriS¢ene su ranije definisane skracenice (4.1.1) koje

se odnose na poreklo ekstrakata.
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Tabela 4.9. Prinosi polisaharidne ekstrakcije, DER'

Vreli vodeni Dijalizovani Deproteinizovani
ekstrakt ekstrakt ekstrakt
Micelijum 8.5 13.5 27.6
Milada plodonosna tela 8.5 17.0 84.8
Zrela gleba 31.0 129.1 200.0

'DER - odnos droga:rastvara¢ (eng. Drug:Extract Ratio)

Slika 4.12. Deproteinizovanih polisaharidni ekstrakti micelijuma, mladih 1 zrelih

plodonosnih tela, sleva nadesno (gore) i odgovarajuci vodeni rastvori (c=2 mg/mL)(dole)
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4.2.2. Fizicko - hemijska analiza polisaharidnih ekstrakata

4.2.2.1. Veli¢ina makromolekulske frakcije
U sva tri slucaja, gel-ekskluzionom hromatografijom na Superdex 75 koloni, dobijena je po
jedna relativno homogena frakcija (tj. jedan pik) koja poti¢e od ugljenih hidrata, a nisko
retenciono vreme ukazuju da se radi o makromolekulskim frakcijama ve¢im od 100 kDa
(slike 4.13-15); ova frakcija medutim moze, i verovatno se sastoji iz vise subfrakcija, Sto
nije moglo da bude utvrdeno zbog limita Superdex 75 kolone (razdvajanje molekula do
~100 kDa). U frakcijama sakupljanim tokom eluiranja uzoraka je pored prisustva koli¢ine
Secera, merena i apsorbanca na 254 nm, ¢ime je vrSena detekcija aromaticnih struktura,
koje poti¢u od proteina i drugih neSecernih komponenti. U slucaju ekstrakta micelijuma
nije bilo frakcija koje su pokazivale apsorpciju u UV-oblasti §to ukazuje na Ciste
polisaharide; s druge strane, u ekstraktima plodonosnih tela u odredenim frakcijama eluata
zabelezena je instenzivna apsorpcija na 254 nm, $to je naroCito bilo izrazeno u slucaju
zrelih plodonosnih tela, a §to ukazuje na prisustvo proteina i drugih molekulskih grupa s
aromati¢nim grupama. Intenzitet UV apsorpcije koreliSe se sa koli¢inom Secera u
frakcijama eluata, tj. ovi pikovi se relativno dobro poklapaju. Ovo ukazuje na prisustvo

melaninsko/proteinsko-polisaharidnih kompleksa u ekstraktima plodonosnih tela.
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Slika 4.13. Gel-ekskluzioni hromatogram polisaharidnog ekstrakta micelijuma

104



04

0.35

0.3

0.25

0.2

A

0.15

0.1

0.05

0.05

1 2 3 45 6 7 8 9 1011121314151617 181920212223 24

Frakcija

1 2 345 6 7 8 9 10111213141516 1718192021 2223 24

Frakcija

Slika 4.14. Gel-ekskluzioni hromatogrami polisaharidnog ekstrakta mladih plodonosnih

tela, hromatogrami su dobijeni odredivanjem ukupnih Secera u frakcijama (gore) i

direktnom UV spektrofotometrijom (dole)
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Slika 4.15. Gel-ekskluzioni hromatogrami polisaharidnog ekstrakta zrelih plodonosnih tela;
hromatogrami su dobijeni odredivanjem ukupnih Secera u frakcijama (gore) 1 direktnom

UV spektrofotometrijom (dole)
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4.2.2.2. Ugljeni hidrati

Polisaharidni ekstrakti su podvrgnuti kvalitativnoj i kvantitativnoj analizi monosaharidnih

komponenata koja je obuhvatala:

1) kvalitativno  odredivanje  derivatizovanih  monosaharida  gasno-masenom

hromatografijom sa masenom spektroskopijom

2) kvalitativno odredivanje monosahardinih komponenti NMR-om nakon kisele

hidrolize
3) analizu ukupnog sadrzaja Secera fenol-sumpornom metodom

4) kvantitativno odredivanje monosaharida tecnom hromatografijom nakon kisele

hidrolize

5) odredivanje ukupnih, kao 1 a- 1 B-glukana u uzorcima komercijalnom enzimskom

metodom

6) analizu tipa veza u polisaharidima gasno-masenom hromatografijom sa masenom

spektroskopijom (GC-MS)
7) analizu tipa glikozidnih veza polisaharida NMR-om

GC-MS i NMR spektroskopija, kao i te¢na hromatografija, koriS¢eni su za kvalitativnu

analizu Sec¢ernih komponenata polisaharidnih ekstrakata.

GC-MS analiza derivatizovanih parcijalno-metilovanih alditol acetata koriS¢ena je pre
svega za odredivanje tipa veza u polisaharidima, ali je iskoriS¢ena i za kvalitativnu analizu
SeCera u uzorcima; njom je pouzdano utvrdeno prisustvo glukoze i galaktoze u sva tri
uzorka, s tim $to je odnos velicine odgovarajucih pikova u uzorcima drugaciji Sto ukazuje i
na razli¢itu zastupljenost ovih Secera; u ekstraktu micelijuma dominira pik koji odgovara
glukozi, dok je pik koji odgovara galaktozi daleko manji, Sto ukazuje da se ovaj Secer nalaz
u tragovima i da se Secerna frakcija uzorka gotovo potpuno sastoji od glukoze. U

ekstraktima
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plodonosnih tela se s druge strane, pored glukoze, nalazi i znacajan sadrzaj galaktoze. U
gasnom hromatogramu svih uzoraka postoje pikovi koji nisu mogli da budu pouzdano
identifikovani, jer se njihovi maseni spektri ne poklapaju dovoljno dobro sa dostupnim
masenim spektrima iz baze podataka. Postoji odreden stepen poklapanja nekih od ovih

pikova sa derivatima manitola, odnosno manoze, ali on nije zadovoljavajuci.

Uzorci su, za kvalitativnu analizu NMR-om 1 kvantitativnu analizu monosaharida HPLC-
om hidrolizovani trifluorosiréetnom kiselinom. Uzorci nisu tretirani kiselinom duze od 6h

zbog rizika od stvaranja razgradnih proizvoda Secera.

NMR spektroskopija potvrdila je da je u polisaharidnim ekstraktima plodonosnih tela
prisutno viSe Secera, kao 1 da oni imaju isti Secerni sastav (slike 4.16-18). Pored glukoze
(signali anomernih C-atoma na 95.88 1 92.07 ppm, ekstrakti plodonosnih tela sadrze i
galaktozu (signali anomernih C-atoma na 96.47 i 92.29 ppm), ¢iji su signali neSto manje
izrazeni $to sugeriSe i manju koli¢inu ovog Secera, kao i manozu (signali anomernih C-
atoma na 94.04 1 93.67 ppm), koja je, ponovo imajuci u obzir jacinu signala, zastupljena u
jo$ manjoj meri. Signali rastvora hidrolizata koji su pridruzeni ovim Se¢erima poklapaju se

skoro savrSeno sa signalima standarda i medusobno se ne preklapaju.

Postoji medutim joS signala u oba uzorka koji bi mogli da poti¢u od jo$ jednog Secera, Sto
je posebno indikovano dodatnim signalima u regionu koji odgovara anomernim
ugljenicima Secera. U oba uzorka vidljivi su nedovoljno definisan signal na 96.45, kao i
signal na 92.18 ppm, koji se relativno dobro poklapaju sa signalima anomernih ugljenika
standarda ksiloze (96.54 1 92.15 ppm). Medutim, drugi signali koji bi poticali od ksiloze se,
ili ne koreliSu dobro ili se preklapaju sa signalima drugih Secera, tako da potencijalno
prisustvo ksiloze nije moglo da bude pouzdano utvrdeno NMR-om; takode, prisustvo ovog
Secera nije utvrdeno GC-MS analizom. S obzirom na to da su ovi signali bliski onima
pridruzenim galaktozi, jedna od moguc¢nosti bi bila da je u uzorcima prisutan neki derivat
galaktoze, a prelged literaturnih podataka ukazuje pre svega na 3-O-metil-galaktozu koja je

ranije potvrdena iz viSe vrsta gljiva, ulaze¢i u sastav parcijalno metilovanih galaktana.
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Prisustvo signala na ~56 ppm u "°C spektru hidrolizata, kao i signala na ~3.4 ppm u 'H

spektru ukazuje na prisustvo metoksi (-OCH3) grupe. Takode, prisutni su signali koji mogu
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Slika 4.16. °C NMR spektar hidrolizata polisaharidnog ekstrakta micelijuma
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Slika 4.17. °C NMR spektar hidrolizata polisaharidnog ekstrakta mladih plodonosnih tela
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Slika 4.18. °C NMR spektar hidrolizata polisaharidnog ekstrakta mladih plodonosnih tela

da se povezu sa pomeranjem signala C3 atoma O-metilovane galaktoze (78.5 & 81.98
ppm). Postojanje i ostalih signala koji nisu pridruZzeni drugim Secerima a Ciji se polozaj
gotovo savrseno koreliSe sa medusobnim odnosom poloZaja signala za a i B anomer 3-O-
metil- galaktoze odredenih od strane Popper i saradnika (2001). Zbog toga je uradena i GC-
MS analiza derivatizovanog ekstrakta mladih plodonosnih tela, tj. pripremljenih alditol
peracetata 1 hromatogram je zaista ukazao na prisustvo mono-metilovane heksoze (slika
4.19), pored dominantnih pikova glucitol heksaacetata i galaktitol heksaacetata, koji poticu
od glukoze i1 glaktoze. Na osnovu dostupne digitalne biblioteke podataka o masenim
spektrima (Wiley), najveci stepen poklapanja masenog spektra naden je s derivatom koji bi
poticao 4-O-metil glukoze (74%), medutim spektar se skoro savrSeno poklapa sa masenim
spektrom sintetisane 3-O-metil galaktoze (Ogawa 1 saradnici, 1993), sa karakteristi¢nim
jonima od 43, 87, 129, 159, 189, 231 1 261 m/z. i gotovo identi¢nim intenzitetom ovih jona
(slika 4.20). Na osnovu svega ovoga, moZze se gotovo sigurno tvrditi da polisaharidi mladih
plodonosnih tela sadrze 3-O-metil-galaktozu. Odnos pikova koji odgovaraju derivatima

galaktoze 1 3-O-metil-galaktoze je otprilike 3:1; analiza nije sprovedena na ekstraktu zrelih
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plodonosnih tela, ali se zbog prisustva istih signala na NMR spektru koji odogovaraju 3-O-
metil Se¢eru moze zakljuciti da se radi o identicnoj kompomenti. 3-O-metil-galaktoza
poznata je kao gradivna jedinica celijskih zidova nekih biljaka i mikroalgi (Popper i1
saradnici, 2001, Ogawa 1 saradnici, 1993) a njeno prisustvo je potvrdeno i u nekim vrstama
gljiva, u kojima ulazi u sastav a-galaktana, polisaharida sacinjenog od jedinica galaktoze.
Prisustvo ovog Secera do sada je potvrdeno u bukovaci i srodnim vrstama, Pleurotus
ostreatus var. “Florida”, Pleurotus ostreatoroseus (Rosado, 2002; Rosado 2003),
Pleurotus citrinopileatus (He 1 saradnici, 2016), kao 1 lignikolnim vrstama Phellinus
igniarius (Yang i saradnici, 2007) i Inonotus levis (Vinogradov & Wasser, 2005). Oliveira i
saradnici (2018) identifikovali su parcijalno metilovan manofukogalaktan u vrsti Grifola
frondosa; u polisaharidnoj frakciji hrastove brade (Hericium erinaceus) utvrdeno je
prisustvo drugog metilovanog Secera, 3-O-metil-ramnoze (Zhang 1 saradnici, 2006),
medutim njeno prisustvo u uzorcima je malo verovatno s obzirom na to da derivati ramnoze
nisu detktovani GC-MS-om, a bilo bi o¢ekivano da, kao deoksi Secer, da karakteristican
maseni spektar. S druge strane, 3-O-metil-galaktoza, vezana 1,6 vezom, dala bi identi¢an
signal kao i1 galaktoza vezana istim tipom veze, s obzirom na to da se u toku analize vrsi

metilovanje uzoraka, tj. dolazi do metilovanja svih slobodnih OH grupa Secera.

o

o

o

= /km/
Ml ) a9 =00 @50 L

T — T
4900 51.00 51.50 5200

Intenzitet

t(min)

Slika 4.19. GC-MS hromatogram alditol acetata, dobijenih derivatizacijom hidrolizata
polisaharidnog ekstrakta mladih plodonosnih tela; pikovi su redom pridruzeni 3-O-metil

galaktozi, manozi, glukozi i galaktozi, odnosno njihovim derivatima
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Slika 4.20. Maseni spektar mono-metil alditol acetata, identifikovanog kao 3-O-metil
galaktoza; poklapanje spektra sa sintetskim derivatom 3-O-metil galaktoze je skoro

savrSeno (Ogawa i saradnici, 1993)

Prisustvo signala na oko 15 ppm indikovalo je prisustvo i nekog 6-deoksi Secera, kao $to su
L-ramnoza i L-fukoza, medutim nepostojanje drugih signala koji bi odgovarali ovim
SeCerima iskljucilo je tu moguénost; ovaj signal mogao bi da poti¢e iz aminokisleine

alanina, koji bi mogao da se nade u proteinkoj frakciji uzoraka.

Prisustvo signala na oko 160 ppm u oba uzorka, a kojih je viSe u ekstraktu zrelih
plodonosnih tela ukazuje na prisustvo peptidnih veza, odnosno peptidnih molekula u
vodorastvornoj frakciji hidrolizata. Ovo se koreliSe sa podacima dobijenim UV-
spektrofotometrijom, odnosno gel-ekskluzionom hromatografijom, koja je ukazala na
prisustvo proteina. Takode, hidrolizat ekstrakta zrelih puhara ima vise signala, od kojih
mnogima nije pridruzena Seferna komponenta §to ponovo ukazuje na vecu heterogenost

ovog uzorka.

Sumirano, NMR spektroskopija pokazala je da se polisaharidi iz ekstrakata plodonosnih

tela sastoje od pretezno glukoze, zatim galaktoze i manoze, uz prisustvo jo§ jednog Secera

112



koji je najverovatnije 3-O-metil-galaktoza. Hidrolizat ekstrakta micelijuma dao je

iskljucivo signale koji odgovaraju a- i B-anomeru glukoze.

Kvantitativni sadrzaj SeCera utvrden je fenol-sumpornom metodom i1 HPLC analizom
(tabela 4.10; slika 4.21). Prema fenol-sumpornoj metodi, sadrzaj ukupnih Secera u uzorcima
je 72.1, 54.2 1 31% za ekstrakte micelijuma, mladih i zrelih plodonosnih tel, redom, §to je
relativno mala koli¢ina. Obzirom na to da je digestija uzoraka u ovoj metodi relativno
kratka, moguce je da ne dolazi do potpune hidrolize polisaharida; takode, u uzorcima,
narocito u ekstraktima plodonosnih tela, prisutni su i drugi Seceri osim glukoze, koja se
koristi za konstrukciju kalibracione krive u ovoj metodi. Pokazano je da razliCiti Seceri
imaju razlicit intenzitet apsorbance, a glukoza apsorbuje izrazenije od nekih drugih Cestih
monosaharida. (DuBois 1 saradnici, 1956). Zbog toga je moguce dobijanje manjeg ili veceg
sadrzaja ukupnih Secera u uzorcima. Galaktoza, za koju je pokazano da je drugi Secer po
zastupljenosti od glukoze u ovim uzorcima, daje obojene proizvode koji apsorbuju manje
intenzivno od glukoze. Zbog toga su relevantniji rezultati dobijeni HPLC analizom:;
medutim, preduslov potpune kvantifikacije Sefera u uzorcima je njihova prethodna
identifikacija 1 utvrdivanje retencionog vremena za svaku prisutnu Secernu komponentu.
Tecna hromatografija hidrolizata polisaharidnih esktrakata omogudila je i kvantifikovanje
pojedinacnih Secera prisutnih u uzorcima. Analiza je pokazala da se ekstrakt mielijuma
sastoji gotovo isklju¢ivo od glukoze (92%) 1 galaktoze 1 manoze u manjoj kolicini (~5%).
Glukoza je glavna Seferna komponenta i u polisaharidnim ekstraktima mladih i1 zrelih
plodonosnih tela, i ¢ini 34.5 1 28 % ovih uzoraka, redom. Drugi $eceri prisutni su u manjoj
koli¢ini; u oba uzorka, kao S$to je ranije receno, detektovani su i galaktoza i manoza. Ovi
Seceri se medutim ne razdvajaju dobro tecnom hromatografijom, jer su njihova retenciona
vremena bliska, pa se pikovi delom preklapaju. U oba sluc¢aja medutim, drugi najveéi pik
na hromatogramu, koji ujedno odgovara drugom najzastupljenijem Seceru, ima retenciono
vreme od 12.08 min, $to odgovara galaktozi, a ne manozi (retenciono vreme 12.4 min) tako
da se ponovo sa velikom sigurnos¢u moze tvrditi da je galaktoza dominantni sekundarni
Secer. Kao §to je receno, u NMR spektru signali koji odgovaraju anomernim ugljenikovim

atomima galaktoze su mnogo intenzivniji kod oba uzorka. GC-MS analiza takode je
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potvrdila da je galaktoza zastupljenija od manoze, koja nije mogla da bude ni pouzdano
detektovana ovom metodom. Galaktoza i manoza zajedno ¢ine 26.3% polisaharidnog
ekstrakta mladih plodonosnih tela, odnosno 12.2% ekstrakta zrelih plodonosnih tela. HPLC
analiza iskljucila je moguénost prisustva oba ispitivana deoksi Secera, fukoze 1 ramnoze.
Prisustvo ksiloze medutim nije moglo da bude potpuno iskljuceno, jer je njeno retenciono
vreme vrlo blisko galaktozi, mada je njeno prisustvo, kao §to je napomenuto, malo
verovatno. Kod oba uzorka prisutna je komponenta ¢ije je retenciono vreme 11.5 min, a s
obzirom na to da se s velikom sigurno$¢u moze tvrditi da je u oba uzorka prisutna 3-O-
metil-galaktoza, primenom metode eliminacije, moze se pretpostaviti da ovaj pik potice
upravo od ove komponente. PovrSina ovog pika u oba slucaja odgovara podatku o mogucoj
zastupljenosti ovog Secera u uzorcima, na osnovu NMR analize, po kojoj bi on bio treci
Sec¢er po zastupljenosti. Dodatno, u slucaju ekstrakta mladih plodonosnih tela, odnos
povrsina pikova koji odgovaraju galaktozi i nepoznatoj komponenti je 2.9, §to odgovara
odnosu galaktoze 1 3-O-metil galaktoze utvrdenoj GC-MS analizom alditol acetata. Dakle,
ukoliko pomenuti pik zaista poti¢e od nekog neutralnog Secera, ova komponenta bi Cinila
9.2% uzorka HUI 1 6.5% uzorka HUM. Takode, HPLC analiza indikuje prisustvo 1 kiselih
pored neutralnih Secera (glukuronske i galakturonske kiseline) ali u veoma malom procentu
zbog Cega bi njihova detekcija NMR analizom bila otezana. Ukupan sadrzaj neutralnih
identifikovanih Secera u polisaharidnom ekstraktu mladih plodonosnih tela odredenih
te€nom hromatografijom iznosi 60.9, a zrelih plodonosnih tela 40.2%. Uz ranije iznetu
pretpostavku o retencionom vremenu cCetvrte Se¢erne komponente, 3-O-metil-galaktoze,
ovaj procenat bi bio 70.1, odnosno 46.7 %, redom. Sadrzaj Secera moze se okarakterisati
kao relativno mali, narocito u slucaju zrelih karpofora, ali znac¢ajno vec¢i nego onaj odreden
fenol-sumpornom metodom. Evidentno je da se u vodorastvornoj makromolekulskoj

frakciji velike molekulske mase udeo Secera smanjuje.

Za utvrdivanje tipa veza u polisaharidima koriS¢eni su B-glukanski kit, GC-MS analiza

parcijalno metilovanih alditol acetata i NMR.
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Slika 4.21. HPLC hromatogrami hidrolizovanih polisaharidhin ekstrakata micelijuma,
mldaih i zrelih plodonosnih tela, odozgo nadole; TFA - triflurosiréetna kiselina, GLU -

glukoza, GAL+MAN - galaktozatmanoza, 3-O-Me-GAL - 3-O-metilgalaktoza

*Pretpostavljeno retenciono vreme
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B-glukanskim kitom je utvrden sadrzaj ukupnih, a- i B-glukana, kao nosioca potencijalnih
bioloskih aktivnosti. Za HUMIC je utvrdeno da sadrzi 82% ukupnih glukana, Sto ukazuje
na nepotpunu enzimsku hidrolizu, posto je prethodno HPLC analizom utvrdeno da glukoza
¢ini preko 90% ovog uzorka. Od ukupnih glukana preko 66% su a-glukani 1 priblizno 15%
B-glukani. Veliki sadrzaj vodorastvornih a-glukana ukazuje na to da bi ovaj uzorak mogao
da se sastoji mahom od glikogena, rezervnog polisaharida gljiva i Zivotinja. Celokupan

glukanski sadrZaj polisaharidnih ekstrakata iz plodonosnih tela ¢ine B-glukani; 37%

ekstrakta mladih i 25% zrelih plodonosnih tela. Ovo se dobro korelise sa ukupnim sadzajem

glukoze odredenim u uzorcima HPLC analizom (34% i 28%, redom) (tabela 4.10).

Tabela 4.10. Secerni sastav polisaharidnih ekstrakata H. utriformis

HUMIC HUI HUM

Ukupni Seéeri

+ + +
(Dubois)(%) 72.1+4.2 54.2+2.7 31.0+2.0
Ukupni Seceri 97 0+1.9 60.9+£3.7 40.2+1.9
(HPLC)(%) T (70.1+4.2%) (46.7+2.2%)
Glukoza (%) 92.0£1.7 34.5£2.0 28.0+0.8
Galaktoza + 5.0£0.2 26.3+1.7 12.2+1.1
manoza (%)
3-0-metil galaktoza

- + +

(%) 9.2+0.5 6.5+0.3
Glukani (%) 81.0+4.1 37.0+1.8 25.0+2.2
a-glukani (%) 66.0+2.1 - -
B-glukani (%) 15.0+£2.0 37.0£1.8 25.0+2.2

*[zracunato na osnovu pretpostavljenog retencionog vremena za 3-O-metil galaktozu

GC-MS analizom parcijalno metilovanih alditol acetata utvrden je tip veze za veéinu

prisutnih Secera.
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U GC-MS hromatogramu ekstrakta micelijuma (slika 4.22, gore), koji vecinski ¢ine a-
glukani, dominantan je pik koji poti¢e od 1,4,5-tri-O-acetil-2,3,6-tri-O-metil glucitola, koji
ukazuje na (1—4) vezane jedinice glukoze, osnovne veze glikogena, rezervnog gljivljeg
polisaharida. U uzorku je pouzdano identifikovano prisustvo 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-
O-metilglucitola, koji odgovara terminalno vezanim glukoznim jedinicima; takode,
komponenta gotovo identi¢nog intenziteta ¢iji se maseni spektar relativno dobro poklapa sa
spektrom 1,4,5,6-tetra-O-acetil-2,3-di-O-metilglucitola ukazuje na prisustvo (1—4),(1—6)
vezanih glukoznih jedinica, odnosno povremenog racvanja osnovnog niza u polozaju C6,
Sto je karakterisitka glikogena, (1—4),(1—6)-a-D-glukana. Odnos povrsina pikova 1,4,5-
tri-O-acetil-2,3,6-tri-O-metil  glucitola 1 1,4,5,6-tetra-O-acetil-2,3-di-O-metilglucitola,
podeljenih njihovim molekulskom masama, iznosi 5.5:1, odnosno ukupni procenat
glukoznih jedinica ra¢vanja iznosi oko 14%, $to ukazuje na visoko-razgranati glikogen. Iz
gljiva su izolovani strukturno razli¢iti (1—4)-a-D-glukani, koji se razlikuju po stepenu
grananja, kao i broju glukoznih jedinica u bo¢nim nizovima. Amilozi-slicni linearni
a(1—4) glukani izolovani su iz vrelog vodenog ekstrakta bukovace (Pleurotus ostreatus),
ali 1 vrste Sampinjona Agaricus brasiliensis. 1z pivskog kvasca je izolovan glikogen sa
grananjem na svakih 10-14 jedinica (1—4)-a-D-glukanskog lanca. 1z Sampinjona (Agaricus
bisporus), zimske panjevcice (Flammulina velutipes) 1 kordicepsa (Cordiceps sinensis) su
pak izolovani (1—4)-a-D-glukani sa povremeno supstituisanim jedinicama glukoze
osnovnog niza pojedina¢nim glukoznim jedinicama u polozaju O-6, u odnosu 1:8, 1:7 i
1:10, redom (Synytsya & Novak, 2013). Iz maitake (Grifola frondosa) izolovan je veoma
razgranat a-glukan sli¢an glikogenu (“YM-2A”) (Masuda i saradnici, 2017).

U hromatogramu ekstrakta micelijuma je prisutno jo$ nekoliko pikova manjeg intenziteta;
pik slabog intenziteta poklapa se sa masenim spektrom 1,5,6,-tri-O-acetil-2,3,4-tri-O-metil-
glucitola, Sto ukazuje na prisustvo (1—6) veze; (1—6) vezom mogla bi da bude vezana
manje zastupljena B-glukanska frakcija; joS dva pika veoma slabog intenziteta daju masene
spektre koji se relativno dobro pokalapaju sa spektrima 2,4,6-tri-O-metil-1,3,5-tri-O-acetil i
2,4-di-O-metil-1,3,5,6-tetra-O-acetil glucitola. Ove komponente ukazivale bi na prisustvo i

(1-3), 1 (1-3),(1—6), odnosno (1—6),(1—3) glukozidnih veza, koje bi isto mogle da se
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pripiSu B-glukanskoj frakciji; u tom slucaju u uzorku bi mogao da bude prisutan razgranati
(1-3),(1—6)-, odnosno (1—6),(1—3)-p-D-glukan. PovrSina ovih pikova ¢ini svega 3.5%
ukupne povrSine hromatograma, $to, ako se izuzmu komponente hromatograma koje ne
poti¢u od Secera, odnosno sve komponente Ciji identitet nije pouzdano odreden, znac¢i da
ukupni sadrzaj komponenti povezanih sa 3-glukanskom frakcijom ¢ini svega 4-5 %; ovo je
znacajno manje nego Sto je to utvrdeno PB-glukanskim kitom. U veoma maloj kolicini
prisutna je i galaktoza, vezana (1—6) vezama, na Sta ukazuje pik koji potice od 1,5,6,-tri-
O-acetil-2,3,4-tri-O-metil-galaktitola. Galaktoza nije mogla da bude kvantifikovana u ovom

uzorku HPLC-om, jer se nalazi u veoma maloj koli¢ini. Pikovi koji bi poticali od manoze,

¢ije prisustvo je indikovano HPLC-om, nisu pouzdano utvrdeni

Tabela 4.11. Parcijalno metilovani alditol acetati prisutni u uzorcima i1 njima pridruzene

veze, retenciona vremena i maseni fragmenti

Parcijalno .
. . . Retenciono
metilovani Tip veze vreme m/z
alditol acetat
2,3,4,6-Mey- Glu-(1— 19.54 43,71,87,101,117,129,145,161,205
Glu
2,4,6-Me3;-Glu  —3)-Glu-(1— 22.06 43,71,87,101,117,129,161,203,233
2,3,6-Me3;-Glu  —4)-Glu-(1— 22.52 43,87,101,117,129,142,161,233
2,3,4-Me3-Glu  —6)-Glu-(1— 22.97 43,71,87,101,117,129,161,173,189,233
2,3,4-Me3;-Gal —6)-Gal-(1— 24.18 43,71,87,101,117,129,161,173,189,233
2,6- Me;-Glu  —6,4)-Glu- 26.64 43,85,101,117,127,142,159,187,201,261
(1—
2,4-Me;-Glu  —3,6)-Glu- 26.87 43,87,101,117,129,139,159,173,189,233
(1—
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Slika 4.22. GC-MS hromatogrami parcijalno metilovanih alditol acetata dobijenih
derivatizacijom ekstrakata micelijuma, mladih 1 zrelih plodonosnih tela (odozgo nadole)
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Gasni hromatogrami ekstrakata plodonosnih tela pokazuju identi¢ne pikove (slika 4.22, u
sredini 1 dole), koji poti¢u od ukupno 5 komponenti, §to ukazuje na iste tipove veza, samo
se njihov intenzitet medusobno razlikuje. U uzorcima su pouzdano identifikovani pikovi
koji poticu od 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metil glucitola, 1,5,6,-tri-O-acetil-2,3,4-tri-O-
metil-glucitola 1 1,5,6,-tri-O-acetil-2,3,4-tri-O-metil-galaktitola. Poklapanje masenih
spektara u ova tri slucaja je preko 90%. Pikovi koji poti¢u od derivata glucitola (odnosno
glukoze) ukazuju na prisustvo terminalno vezane glukoze 1 glukoze vezane (1—6) vezom,
kao Sto je ranije objasnjeno; s obzirom na to da je B-glukanskim kitom potvrdeno prisustvo
iskljucivo B-glukana, proizilazi da su u oba uzorka sigurno prisutni (1—6)-p-D-glukani. Pik
koji potice od 1,5,6,-tri-O-acetil-2,3,4-tri-O-metil-galaktitola, a koji je veoma izrazen,
ukazuje na to da je galaktoza u uzorku vezana isto (1—6) vezama, odnosno da ona ¢ini
(1—6)-D-galaktan. Drugi tipovi veze nisu potvrdeni za galaktozu (ni terminalni) Sto
ukazuje na to da su i galaktoza i 3-O-metil galaktoza vezane istim tipom veze i
najverovatnije Cine jedinstveni lanac. S obzirom na to da su glukoza i1 galaktoza
najzastupljeniji Seceri, pouzadno se moze tvrditi da se SeCerna frakcija uzoraka sastoji od
(1—6)-B-D-glukanskih lanaca 1 (1—6)-D-galaktana. Nacin vezivanja manoze nije
razjasnjen, jer nisu pouzdano identifikovani pikovi koji bi odgovarali derivatima ovog
Secera ni u uzorcima poreklom iz plodonosnih tela. Manoza bi mogla da ¢ini terminalne
lance na drugim polisaharidima i da ¢ini vezu s proteinima npr., da bude deo manoproteina,
ili deo heteropolisaharida s obzirom na to da su opisani i manoglukani i manogalaktani ali
ne postoji dovoljno dokaza koji bi ukazaivali na vezu manoze sa glukoznim ili galaktoznim
jedinicima.

Dva pika koja nisu mogla da budu identifikovana softverskim bazama podataka masenih
spektara, a koja su znaCajnog intenziteta, identifikovana su sa velikim stepenom poklapanja
na osnovu literaturnih podataka (Oliveira i saradnici, 2015), pri ¢emu je uzet u obzir njihov
polozaj u hromatogramu, odnosno redosled retencionith vremena 1 maseni spektri. Ovi
pikovi identifikovani su kao 2,4,6-trimetil-1,3,5-triacetil glucitol (intenziniji) 1 2,4-dimetil-
1,3,5,6-tetraacetil glucitol (manjeg intenziteta), koji ukazuju na (1—3) i (1—-3),(1—6),

odnosno (1—6),(1—3) vezane gukozne jedinice, tj. prisustvu B(1—3) glukanskih lanaca,
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kao 1 na prisustvo grananja u lancima, tj. B(1—3)(1—6) ili B(1—6)(1—3) glukana, u
zavisnosti od toga da li je glavni lanac vezan (1—3) ili (1—6) vezom, kao §to je obaj$njeno
u slucaju ekstrakta micelijuma. U slucaju ekstrakata plodonosnih tela pouzdano moze da se
tvrdi da su glukani prisutni isklju¢ivo u B-konfiguraciji, jer u njima oni ¢ine celokupnu
glukansku frakciju. Pik koji potice od (1—3) vezane glukoze u slucaju ekstrakta zrelih
plodonsnih tela jaceg je intenziteta od onog koji odgovara (1—6) vezanoj glukozi, Sto

ukazuje na veci sadrzaj (1—3)-B- od (1—6)-B- glukanskih lanaca.

NMR analiza polisaharidnih ekstrakata podrazumevala je analizu prevashodno HSQC
spektara D,O rastvora uzoraka. HSQC spektri, koji pokazuju korelaciju *C i 'H atoma i
ukazuju na medusobne veze ugljenika i1 vodonika, dali su jasniji uvid u strukturu

polisaharida u ekstraktima.

U HSQC spektru ekstrakta micelijuma uocava se signal anomernog ugljenika na 99.52/5.32
ppm, Sto ukazuje na prisustvo a-vezane glukoze, a Sto potvrduje da se uzorak vecinski
sastoji od a-glukana nalik glikogenu. Jo§ jedan, slabiji anomerni signal na 97.72/4.91
pridruZen je terminalno vezanim glukoznim jedinicima, odnosno jedinicima neredukujuceg
kraja. Signal na 76.71/3.57 ukazuje na prisustvo a(1—4) veze. S druge strane, signali koji
bi mogli da se povezu sa a(1—6) vezama, 66.44/3.60 1 66.66/3.87, odnsosno glukoznim
jedinicama rac¢vanja su veoma slabo izraZeni. Pretpostavljeni nacin vezivanja manje
zastupljenih B-glukana u ovom uzorku, na osnovu GC-MS analize, (1—6) i (1—3), nije
mogao da bude potvrden NMR spektrima, Sto dodatno potvrduje da se B-glukani u
ekstraktu micelijuma nalaze u mnogo manjoj koli¢ini nego $to je to pokazao B-glukanski

kit.

U ekstraktima plodonosnih tela prisutni su signali anomernih ugljenika na skoro identi¢nim
poloZajima S§to potvrduje da su polisaharidi u ovim uzorcima ne samo istog Secernog
sastava ve¢ 1 iste/slicne strukturne organizacije, na Sta je ukazala 1 GC-MS analiza.
Prisustvo viSe signala C1 visoke frekvence, skoncentrisanih u regionima oko ¢ 102.5/4.7 1
103/4.5, odnosno ukazuje na B-vezanu glukozu, ali i viSe od jednog tipa veze. NMR analiza
dodatno je potvrdila prisustvo glukanskih lanaca vezanih B(1—6) glikozidnim vezama;

tipi¢ni signali anomernog C-atoma B(1—6) glikozidnih veza vidljivi su na & 102.95/4.48,
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odnosno 102.64/4.45 u HSQC spektru ekstrakta mladih, odnosno zrelih plodonosnih tela,
redom. Takode, u oba uzorka identifikovani su izrazeni signali koji poti¢u od pomeranja
signala Cé6-supstituisanog atoma na 6 68.74/4.16 1 68.68/3.81, odnosno o 68.68/4.12 i
68.63/3.79, u spektrima ekstrakata mladih, odnosno zrelih plodonosnih tela, redom.
Daljom analizom se medutim uocava da signale pridruzene B(1—6) vezama c¢ine po dva
bliska signala (slika 4.25), §to ukazuju na prisustvo dva razlicita tipa f(1—6) vezanih
jedinica glukoze, tj. prisustvo racvanja u (1—6)-B-D-glukanskom lancu, odnosno na
dodatnu supstituciju na pojedinim glukoznim jedinicima. Prisustvo slabo definisanog
signala u regionu 6 84.5/3.7 u oba uzorka potvrduje postojanje B(1—3) veze, i ovaj signal
bolje je izrazen u ekstraktu zrelih plodonosnih tela, kako sugeriSe i GC-MS analiza. I drugi
signali koji mogu da se povezu sa B(1—3) vezanim glukoznim jedinicama su prisutni,
mada se dobrim delom preklapaju sa signalima koji bi poticali i od terminalno vezane
glukoze. Ovi signali ponovo su bolje definisani u ekstraktu zrelih plodonosnih tela. Tako se
“anomerni” signali na 6 102.58/4.73 1 102.84/4.69, odnosno & 102.49/4.70 1 102.73/4.67 u
spektrima mladih, odnosno zrelih plodonosnih tela, redom, stapaju u jedan “razvuceni”
signl, koji moze da se poveze sa P(1—3) glikozidnim vezama ali 1 terminalno vezanom
glukozom. Signali u regionu & 60.78/3.85 1 60.78/3.69 (ekstrakt mladih plodonosnih tela),
odnosno o 60.58/3.82 1 60.58/3.60 (ekstrakt zrelih plodonosnih tela) poticu od
nesupstituisanih C6 atoma i takode mogu da se povezu sa terminalnim i f(1—3) glukoznim

jedinicama.

S obzirom na to da su signali koji poticu od B(1—6) veza bolje definisani i jaeg intenziteta
od onih koji poticu od P(1—3) veza (slika 4.24 i 4.25), moze se pretpostaviti da su u
uzorcima prisutni (1—6)-f-D-glukani, koji su razgranati, tj. povremeno se racvaju, u
polozaju C3, odnosno da je najveta verovatnoca da su u polisahardinim ekstraktima
plodonosnih tela prisutni (1—6),(1—3)-p-D-glukani. NMR analiza ne moze medutim da
iskljuci prisustvo i drugih vidova organizacije glukanske frakcije koji uklju¢uju (1—6)-B- i

B(1—3) vezu.
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Slika 4.23. HSQC NMR spektri polisaharidnih ekstrakata micelijuma, mladih i zrelih
plodonosnih tela, redom, odozgo nadole
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Slika 4.24. Anomerni regioni HSQC NMR spektara, redom, ekstrakta micelijuma, mladih i

zrelih plodonosnih tela

Ukoliko se pretpostavi da glukanska frakcija uzoraka predstavlja isklju¢ivo razgranati
(1-6)(1—3)-B-D-glukan, na osnovu odnosa povrsine pikova derivata glucitola (odnosno
glukoze) u gasnom hromatogramu mogu se dati pretpostavke o detaljnijoj strukturi
ovakvog glukana; odnos terminalne veze, B(1—3), B(1—6) i P(1—6),(1—3) veza u
ekstraktu mladih plodonosnih tela je priblizno 1:2:3:1 (tabela 4.12). Ovo ukazuje na to da
najverovatniju strukturu glukana ¢ini osnovni (1—6)-B-D-glukanski lanac kod koga je u
proseku svaka 4. glukozna jedinica supstituisana u polozaju C3 kratkim B(1—3) lancima,
koje u proseku c¢ine ukupno 3 glukozne jedinice, ukljucujuéi i terminalnu (slika 4.27).
Zakljucke o pravilnosti grananja i broja glukoznih jedinica u bo¢nim granama nije moguce
doneti. Moguénost postojanja dodatnih, linearnih (1—3)-B- 1 (1—6)-B-D-glukanskih
lanaca nije moguce potuno iskljuciti. Medutim, signali u NMR spektrima koji poticu od
B(1—3) vezanih glukoznih jedinica su, kao $to je receno, slabo definisani, narocito signali
koji poticu od same B(1—3) veze. Postojanje odvojenog (1—6)-B-D-glukanskog lanca je s
druge strane verovatnije, jer postoji mogucnost da se u uzorak sastoji od (1—6)(1—3)--D-
glukana s visokim stepenom grananja (npr., s grananjem na svakoj 2. ili 3. umesto 4.
glukoznoj jedinici osnovnog (1—6)-B-D-glukanskog skeleta) i linearnog (1—6)-B-D-
glukana. Sve tri strukture su ranije izolovane iz gljiva, medutim linearni (1—3)-p-glukani

okarakterisani su iz iz alkalnih ekstrakata 1 mahom su vodo-nerastvorni; oni ukljucuju
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glukane izolovane iz gljiva Poria coccos (pahiman), Termitomyces eurhizus, Ganoderma

lucidum itd (Synytsya & Novak, 2013; Chakraborty 1 saradnici, 2006, Jin i saradnici, 2003).
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Slika 4.25. Regioni karakteristicnih veza u HSQC NMR spektrima polisaharidnih
ekstrakata micelijuma, mladih i zrelih plodonosnih tela, odozgo nadole, redom
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Linearni (1—6)-B-D-glukani su poznati iz pivskog kvasca, lihenizovanih gljiva, ali su
izolovani i iz Sampinjona Agaricus bitorquis, A. brasiliensis, gljiva Bulgaria inquinans,
Phellinus baumii kao 1 somatskog hibrida gljiva Pleurotus florida 1 Volvariella volvacea
(Pflo Vv5 FB) 1 ve¢inom su vodo-rastvorni (Synytsya & Novak, 2013; Ge 1 saradnici,
2010; Luksa i saradnici, 2015; Das i saradnici, 2010). Iz pomenutog somatskog hibrida Pflo
Vv5 FB Maity i saradnici (2013) izolovali su (1—6)(1—3)--D-glukan sa bo¢no vezanom
po jednom glukoznom jedinicom. Razgranati (1—6)(1—3)-B-D-glukan povremeno
supstituisan kratkim lancima vezanim B(1—3) vezama na C3 je opisan iz, takode
pomenute, relativno srodne vrste Sampinjona, Agaricus brasiliensis (kao A. blazei), kao 1 iz
gljive Grifola frondosa (Dong i saradnici, 2002; Nanba 1 saradnici, 1987; Synytsya &
Novak, 2013). Na NMR spektrima ovih polisaharida takode se moze uociti da su signali
koji poticu od B(1—3) veza, tj. supstituisanog C3 atoma, znacajno slabijeg intenziteta od

drugih signala.

Glukanska frakcija ekstrakta zrelih plodonosnih tela sadrzi, kao $to je reCeno iste gradivne
elemente, ali je njihov odnos nesto drugaciji, sa ve¢im sadrzajem B(1—3) od B(1—6) veza.
Takode, jedinice ra¢vanja su ucestalije i ponovo odgovaraju sadrzaju terminalinh veza.
Odnos terminalnih, B(1—3), B(1—6) i B(1—6),(1—3) veza u ovom uzorku je priblizno
2:4:3:2 (tabela 4.12), sto ukazuje da, ako se ponovo pretpostavi da je cela glukanska
frakcija B(1—6),(1—3) tipa, osnovni (1—6)-B-D-glukanski lanac grana se u proseku na
svakih 1.5 glukoznih jedinica, i da se bo¢ni (1—3)-B-lanci u proseku sastoje od 3 glukozne
jedinice, ukljucujuéi terminalnu (slika 4.27). S obzirom na veci sadrzaj B(1—3) veza, ne
moze se medutim iskljuciti moguénost o drugacijoj organizaciji lanaca, tj. postojanja
osnovnog (1—3)-B-lanca koji se grana povremeno u polozaju O-6, ili postojanja oba tipa
lanaca. Camelini i saradnici (2005) dali su pretpostavku da se sadrzaj B(1—3) veza
povecava u Sampinjonu Agaricus brasiliensis sa sazrevanjem plodonosnog tela; nije
poznato zbog ¢ega do ovoga dolazi ali bi u sluc¢aju puhara mogla da postoji moguénost da
prilikom autolize dolazi do hidrolize manje razgranatih glukana i eventualno linearnih
(1—6)-B-D-glukanskih struktura ¢ije prisustvo nje moglo da bude iskljuceno iz ekstrakata

mladih plodonosnih tela, i da ostaju frakcije veceg stepena grananja. Autori su takode
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zakljucili da su se razgranati glukani nalazili pre svega u vodenom ekstraktu, dok su se
linearni i slabo razgranati glukani nalazili u alkalnoj frakciji, $to je inace utvrdeno od strane
vise autora (Synytsya & Novak, 2013). Postoji mogucnost i o drugacijoj strukturnoj
organizaciji glukana germinativnih hifa koje se nalaze u mladom tkivu i1 glukana
kapilicijuma, odnosno sterilnih hifa i zrelih spora (mada je verovatnoca ekstrakcije glukana
iz spora vrelom vodom mala) koje se nalaze u zreloj glebi, tj. da su u njima prisutni
(1-6)(1—3)-B-D-glukani s ve¢im stepenom grananja, ili pak (1—3)(1—6)--D-glukani,

mada je dokaza viSe za pretpostavljenu B(1—6),(1—3) organizaciju.

Tabela 4.12. Priblizni izracunati molarni odnos glukoznih jedinica odredenih tipova veze u
glukanskoj frakciji uzoraka; vrednosti su dobijene deljenjem povrSine pikova molekulskom
masom derivata; 2,3,4,6-Mes-Glu — 2,3,4,6-tetrametil glucitol diacetat, 2,4,6-Me;-Glu —
2,4,6-trimetil glucitol triacetat, 2,3,6-Me; Glu — 2,3,6-trimetil glucitol triacetat, 2,3,4-Mes-
Glu — 2,3,4 — trimetil glucitol triacetat, 2,4-Mes-Glu — 2,4-dimetil glucitol tetraacetat, 2,6-

Me;-Glu — 2,6-dimetil glucitol tetraacetat

Parcijalno PribliZzni molarni odnos
metilovani alditol Tip veze
acetat HUMIC HUI HUM
2,3,4,6-Me4-Glu Glu(l— 2 1 2
2,4,6-Me;3-Glu —3)Glu(1— 4
2,3,6-Me;.Glu —-4)Glu(1— 11
2,3,4-Me3-Glu —6)Glu(1— 3 3
2,4-Me;3-Glu —3,6)Glu(1— 1 2
2,6- Me;-Glu —6,4)Glu(1— 2

Na osnovu analize glukanske frakcije iz plodonosnih tela, moze se s velikim stepenom
sigurnosti pretpostaviti da (1—3), (1—6), (1—6),(1—3) vezane glukozne jedinice
detektovane u gasnom hromatogramu ekstrakta micelijuma predstavljaju B-glukansku
frakciju ovog uzorka i da je ona iste organizacije kao i frakcija koja se nalazi u
plodonosnim telima; signali u NMR spektrima ekstrakta micelijuma koji bi poticali od B-

glukana u ovoj frakciji nisu mogli da budu pouzdano identifikovani.
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Treba naglasiti da su signali povezani sa B-glukanima pridruzeni na osnovu literaturnih
podataka (Samuelsen 1 saradnici, 2019; Ge i saradnici, 2010; Dalonso i saradnici, 2015
Synytsya & Novak, 2013); kako tacan polozaj signala varira i zavisi od ulsova snimanja,
uzet je u obzir pre relativni odnos signala, odnosno njihov medusobni polozaj, a ne
apsolutne vrednosti; takode, korelacija dobijenih signala i onih dobijenih od strane drugih

autora je pre svega vrSena na osnovu protonskih signala jer su manje podlozni promenama.

Tre¢i “anomerni region” na 6 97.75/4.90 pridruzen je a-vezanoj galaktozi i ukazuje na
prisustvo a-galaktana u ekstraktima plodonosnih tela. Signali u regionu 6 66.4/3.6 1
66.4/3.9 odgovaraju signalima o(1—6) vezane galaktoze pa se moze zakljuciti da je u
uzorcima prisutan (1—6)-a-D-galaktan; ovakav tip galaktana ranije je opisan iz gljiva.
Signal u regionu 6 56.0/3.4 potiCe od metoksi grupe, odnosno 3-O-metil galaktoze;
dodatno, u uzorcima su prisutni signali u regionu & 78.7/3.5 koji odgovara C3 O-
metilovanom atomu a-vezane galaktoze. Uz to, signal oko 6 65.0/4.2 odgovara pomeranju
C4 atoma/protona a(1—6) vezane 3-O-metilgalaktoze. U °C spektru uzoraka javljaju se
dva vrlo bliska signala, na oko 97.9 1 97.7 ppm, $to ponovo ukazuje na dva razli¢ita tipa
vezanih jedinica galaktoze. Stepen poklapanja prisutnih signala u C spektru, uz
konstantnu razliku od oko 0.7 ppm je veliki sa onim dobijenim za ovakav tip galaktana
izolovanog iz bukovaci srodne vrste, Pleurotus citrinopileatus (He 1 saradnici, 2016). Na
osnovu toga moze se sa velikom sigurnos¢u pretpostaviti da se (1—6)-a-D-galaktan sastoji
od galaktoze i, manjim delom od jedinica 3-O-metil galaktoze. Odnos povrSina pikova u
GC-MS spektru derivatizovanog hidrolizata polisaharidnog ekstrakta mladih plodonosnih
tela koji odgovaraju galaktitol heksaacetatu 1 3-O-metil galaktitol pentaacetatu, odnosno
derivatima 3-O-metil galatkoze i galaktoze u je otprilike 3:1, $to znaci da je u proseku
svaka Cetvrta galaktozna jedinica metilovana u polozaju O3. Ovakvi galaktani opisani su iz
gljiva tek nedavno, i to svega iz nekoliko vrsta. Ovo bi bila ne samo prva puhara, ve¢ i prva
takva gljiva iz familije Agaricaceae. Moguce je da je njihovo rasprostranjenje u gljivljem

svetu vece nego Sto dosadasnja istrazivanja pokazuju.
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Jo§ jedan vrlo slab signal u anomernom regionu spektara mladih i zrelih plodonosnih tela
na & 102.3/5.0 mogao bi da potice od manoze i ukazuje na prisustvo o(1—3) ili terminalno

vezanih mananskih jedinica.

Signali koji ne poti¢u od Secera prisutni su u spektrima ekstrakata plodonosnih tela a
izrazeniji su u ekstraktu zrelih (slika 4.23); signal na 16.60/1.09 mogao bi npr. da se poveze
sa metil grupom aminokiseline alanina koja bi mogla da nastane hidrolizom proteina
prisutnih u uzorku. Signali na 21.94/1.98, 30.05/2.14, 38.56/2.63, 51.95/3.17 bi takode bi

mogli da se povezu sa alifaticnim aminokiselinama.

Ne postoje dokazi o kovalentnoj vezi izmedu glukana i galaktana, kao ni o vezi bilo koje
polisaharidne frakcije sa proteinima i drugim strukturama eventualno prisutnim u uzorcima.
Smiderle i1 saradnici (2010) su medutim pokazali da a-glukan velike molekulske mase
izolovan iz Sampinjona (Agaricus bisporus) formira kompleks sa galaktanom male
molekulske mase 1 da je razdvajanje ovih lanaca bilo moguce tek nakon tretmana

kompleksa natrijum dodecil sulfatom (SDS).

FTIR-spektri su pre svega koriS¢eni za procenu stepena uspeSnosti deproteinizacije
uzoraka, ali su bili korisni 1 u potvrdi karakterizacije Secernog dela preciS¢enih uzoraka
(slika 4.25). U sva tri uzorka, pored §iroke trake na ~3350 cm™, koja poti¢e od hiroksilinih
(OH-) grupa, dominantne su trake “‘fingerprint” regiona, ili “Secernog” regiona kako se
nekad naziva ovaj region kada su u pitanju polisaharidi. Ove trake, koje se medusobno
preklapaju i imaju pikove izmedu 1200 1 800 cm-1, uglavnom su nespecifi¢ne 1 poticu u
najve¢oj meri od C-O, C-O-C 1 C-C veza, ali mogu da poticu i od C-N vibracija. U
polisaharidnim ekstraktima se povezuju sa Secernim strukturama koje su bogate ovakvim
tipom veza i njihov medusobni odnos, odnosno intenzitet i odnos intenziteta moze da ukaze
na tip Secernih veza. U ekstraktu micelijuma, u ovom regionu su dominantne trake koje se
povezuju sa o —glukanskim vezama, kakav je glikogen, a to su trake koje se nalaze na 1150,
1023, 930, 850 i 761 cm™ (Synytsya i Novak, 2014). Traka na 850 cm-1 je specifi¢na za o-
glikozidne veze, ali je traka slabog intenziteta, pa je vidljiva samo pri ve¢oj koncentraciji a-
glukana (Dalonso 1 saradnici, 2015). S druge strane, ovaj region izgleda dosta drugacije kod

ekstrakata plodonosnih tela. Kod oba uzoraka jasno se izdvajaju pikovi na 1147, 1070,
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1043, 917 i 882 cm-1, koji se povezuju sa B-glikozidnim vezama i karakteristi¢ne su za
gljivlje B-glukane (Synytsya i Novak, 2014; Kawagishi i saradnici, 1989). Traka na 850 cm’
" nije prisutna, ali to ne iskljutuje prisustvo a-veza, jer, kao §to je napomenuto, ova traka je
slabog intenziteta 1 postaje vidljiva pri ve¢oj koncentraciji a-glukana. Trake i1 pikovi koji bi
bili povezani specifi¢no sa galaktanskim strukturama nisu mogli da budu utvrdeni zbog
nedostatka literaturnih podataka; najve¢i broj FTIR studija galaktana raden je na
sulfonovanim galaktanima iz morskih organizama. Vecina traka je nespecifi¢na, jer su isti
tipovima veza prisutni u svim polisaharidima. FTIR analiza je svakako potvrdila razliku u
glukanskom sastavu ovih uzoraka, tj. prisustvo velike koli¢ine a-glukana u ekstraktu
micelijuma, i prisustvo B-glukana, kao i1 odsustvo a-glukana u ekstraktima plodonosnih tela.
Polozaj 1 intenzitet traka u Se¢ernom regionu ekstrakata plodonosnih tela je vrlo sli¢an, §to

potvrduje i ranije odreden slican Secerni sastav.

Apsorbanca
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Slika 4.26. FTIR spektri polisaharidnih ekstrakata micelijuma (1), mladih (2) i zrelih
plodonsonih tela (3)
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Slika 4.27. Pretpostavljene strukture polisaharida prisutnih u ekstraktima; 1 —
(1—-4),(1—6)-a-D-glukan, 2 —parcijalno metilovani (1—6)-a-D-galaktan, 3 —
(1—6),(1—>3)-B-D-glukan iz ekstrakta mladih plodonosnih tela, 4 - (1—6),(1—3)-B-D-
glukan iz ekstrakta zrelih plodonosnih tela
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4.2.2.3.  NeSeéerne komponente

Proteini su glavna ,sporedna®“ makromolekulska frakcija koja se moze na¢i u
polisaharidnim ekstraktima; deo proteina ostaje rastvoran u vodeno-etanolnom supernatantu
ali odredeni deo se talozi, naroCito ako je vezan za polisaharide. Dijaliza i enzimska
deproteinizacija smeSom proteinaza iz bakterije Streptomyces griseus su zato koris¢ene za
odstranjivanje/smanjivanje koli¢ine proteina u uzorcima. Analizom proteina po Bradfordu
uz FTIR spektroskopiju pracena je efikasnost preciS¢avanja. Prema analizi po Bradford-u,
vreli vodeni ekstrakt micelijuma je sadrZzao oko 2% proteina, Sto je nakon dijalize smanjeno
ispod 1% (0.8%). Dalja enzimska deproteinizacija je dovela do smanjenja udela proteina u
precis¢enom uzorku na svega 0.5%. Kod mladih plodonosnih tela situacija je sli¢na, od
pocetnih 7%, sadrzaj proteina je smanjen na 2.5% dijalizom 1 konacno na 1.7%
deproteinizacijom i1 drugom dijalizom. Od pocetnih 4.5% proteina u eksraktu zrelih
plodonosnih tela proteini su ,,ukoncentrisani u dijalizovanom uzorku, ¢ine¢i oko 9%
ekstrakta. Enzimskom deproteinizacijom ovaj procenat je smanjen na oko 4%. Obzirom na
relativno malu koli¢inu slobodnih proteina u uzorku nakon dijalize 1 velikog gubitka u masi
uzoraka nakon deproteinizacije, proistice da je deproteinizacija nepotreban korak koji
dovodi do usloznjavanja procesa dobijanja aktivnih komponenti. Deproteinizacija nije
potpuna ¢ime se dalje opravdava njeno iskljucivanje; nepotpunost deproteinizacije relativno
male koli¢ine proteina moze se objasniti prisustvom proteinsko-polisaharidnih kompleksa

koji sterno ometaju enzime.

Medutim, ukoliko bi ekstrakti plodonosnih tela sadrzali tako malu koli¢inu proteina,
postavlja se pitanje Sta ¢ini jo§ oko 30, odnosno 50 % makromolekulskih frakcija mladih i
zrelih plodonosnih tela, redom; proteini su zato u krajnjim proizvodima, odnosno
pre€is¢érnim ekstraktima odredeni i nespecificnom metodom po Lowry-ju, koja je dala
drugacije rezultate, tj. znacajno ve¢i sadrzaj proteina, Sto je naro€ito izrazeno u slucaju
ekstrakata plodonosnih tela. Po ovoj metodi preciSeni ekstrakt micelijuma sadrzi 3.7%
proteina, ekstrakt mladih plodonosnih tela 25.0, a zrelih ¢ak 62.6% proteina, odnosno
peptida. Ovako velika razlika dobijena dvema metodama moZe se objasniti na vise nacina;

metodom po Bradford-u mogucée je odrediti samo peptidne molekule velike molekulske
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mase, €ija je minimalna molekulska masa 3000 Da (Sapan i saradnici, 1999). Ukoliko
polisaharidi ¢ine kompleks sa peptidima manje molekulske mase, metodom po Bradfordu
ne bi ni mogli da budu detektovani. Ranije spomenuti polisaharidopeptid (PSP), izolovan iz
¢uranovog repa (Trametes vetsicolor), primer je takve strukture. S druge strane, metoda po
Bradford-u se bazira na stvaranju kompleksa izmedu trifenilmetanske boje (CB R-250) i
proteina — ukoliko bi proteini ve¢ bili prisutni u stabilnijem kompleksu, npr. s
polisaharidima, ne bi ni doslo do formiranja kompleksa s bojom. U metodi po Lowry-ju s
druge strane moze do¢i do interferencija 1 dobijanja lazno pozitivnih rezultata jer mnoge
hemijske grupe mogu da redukuju bakar, a tamna boja polisaharidnih ekstrakata, a narocito
onih dobijenih iz zrele glebe, ukazuje na prisustvo pigmenata, melanina koji bi mogli da

reaguju s reagensima koji se u metodi koriste.

Melanini su sekundarni metaboliti i predstavljaju obojene hidrofobne biopolimere koji se
formiraju oksidativnom polimerizacijom fenolnih ili indolskih molekula i1 Siroko su
rasprostranjeni u zivom svetu; iako nastaju od tazli¢itih prekursora, oni ispoljavaju
zajednicke fiziCko-hemijske osobine. Njihova ta¢na struktura medutim jo§ uvek nije
poznata. U gljivama su prisutni svi tipovi melanina, eumelanini (crni i tamno braon),
feomelanini (Zuti 1 crveni), kao i heterogene alomelanine, koji ukljucuju i rastvorne,
egzogene piomelanine. U bazidiomicetama koje produkuju pecurke su poznati DOPA
melanini (eu- 1 feomelanini) ¢iji prekursor je L-3,4-dihidroksifenilalanin (DOPA) (mada je
po nekim autorima njihovo prisustvo u gljivama kontroverzno), kao i GHB melanini (jedan
od tipova alomelanina), koji se nazivaju i GHDB melanini, a ¢iji prekursor je glutaminil-4-
hidroksibenzen (GHB) koji se konvertuje u glutaminil-3,4-dihidroksibenzen (GDHB).
Oksidacijom GDHB nastaje y-glutaminil-3,4-benzohinon koji dalje polimerizuje. Smatra se
da je ovaj tip melanina prisutan samo u bazidiomicetama; upravo ovaj tip melanina se
akumulira u sporama Sampinjona (Agaricus bisporus) tokom sazrevanja plodonosnih tela i
daje im crnu boju (Stiissi & Rast, 1981; Bell & Wheeler, 1986; Weijn 1 saradnici, 2013,

Belozerskaya i saradnici, 2015).

Melanini u gljivama mogu da budu vezani za polisaharide i/ili proteine (gradeci

melanoproteine ili melanoglikoproteine) (Belozerskaya i saradnici, 2015) pa postoji velika
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mogucénost o postojanju melanoproteinsko-polisaharidnih kompleksa u makromolekulskoj
frakciji plodonosnih tela, naroCito zrelih; ukoliko su proteini melanizovani mogli bi da
budu otporniji prema proteinazama §to bi objasnilo prisustvo proteina u uzorcima koji su
podvrgnuti enzimskoj deproteinizaciji. Almendros 1 saradnici (1987) bavili su se obojenim,
melaninskim frakcijama ekstrahovanih iz zrelih plodonosnih tela puhare Lycoperdon
perlatum 1 okarakterisali ith kao komplekse koji se sastoje od alifaticnih i aromti¢nih
struktura 1 velikog udela proteina, pa i masnih kiselina. Autori su naveli 1 da melanini kod

gljiva Cesto predstavljaju glavnu komponentu biomase u zavr$nim stadijumima razvoja.

FTIR i elementalna analiza (EDX) su koriS¢ene u proceni opre¢nih rezultata dobijenih
dvema metodama za odredivanje proteina i pokuSaju da se eventualno okarakteriSe

neSecerni deo makromolekulskih frakcija koji ne ¢ine proteini.

0,4 Vreli vodeni ekstrakt
—— Dijalizovani ekstrakt
Deproteinizovani ekstrakt
0,3 1 2
0,2 —
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Slika 4.28. Peptidni region FTIR spektara polisaharidnih ekstrakata razliitog stepena

precis¢avanja micelijuma (1), mladih (2) i zrelih plodonosnih tela (3)
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Obzirom da su proteini polipeptidi, FTIR spektroskopija, tj. trake koje poti¢u od peptidnih
veza, tj. amida, naroc¢ito amid I (~1650 cm-1) i amid II (~1550 cm-1) traka mogu da se
koriste za procenu menjanja sadrzaja proteina u uzorcima tokom precis¢avanja. Kod sva tri
uzorka vidljiva je promena u veli¢ini traka koje odgovaraju amid I i amid II trakama, u
odnosu na trake koje se povezuju sa Secernim strukturama, tj. C-O i C-C vezama, u regionu
od 1200-800, nakon dijalize/deproteinizacije. U slucaju micelijuma, promena intenziteta
amidskih traka nakon dijalize je drasticna, 1 pored male promene u ukupnom sadrzaju
proteina (smanjenje s 2 na 0.8%), Sto ukazuje na prisustvo peptidnih molekula manje
molekulske mase, pored proteina. Nakon deproteinizacije, promena veliCine trake je jedva
vidljiva. Obzirom da su peptidne trake kod ovog uzorka izuzetno slabog intenziteta, FTIR
analiza se dobro koreliSe sa obe metode za odredivanje proteina i ukazuje na njihov sadrzaj

u tragovima.

U slucaju ekstrakta zrele glebe, intenzitet peptidnih traka se povecava nakon dijalize, a
zatim smanjuje nakon deproteinizacije (u skladu sa analizom po Bradford-u). Medutim,
njihovi intenziteti su daleko vec¢i nego Sto bi se ocekivalo, s obzirom da je njihov sadrzaj,
po Bradford-u, svega 4%. I u sucaju ekstrakta mladih plodonosnih tela, FTIR analiza se
donekle koreliSe sa rezultatima dobijenim u analizi po Bradford-u; amidske trake
najintenzivnije su u vrelom vodenom ekstraktu, dok se intenzitet ovih traka smanjuje u
dijalizovanom i deproteinizovanom ekstraktu. Ipak, i u ovom slucaju ove trake su izrazenije
nego Sto bi se ocekivalo, ako se uporede sa spektrom ekstrakta micelijuma. Takode, manje
su izraZzene nego kod ekstrakata zrelih plodonosnih tela, Sto ukazuje da je sadrzaj peptida u
njima zaista manji i da se on u makromolekulskoj frakciji pove¢ava tokom sazrevanja. Ova
razlika se ogleda u odnosu intenziteta traka u peptidnom 1 Sefernom regionu; kod oba
uzorka vidljive su amidne trake 11 II (na 1640 i 1540 cm™, redom), ali su kod ekstrakta
zrelih plodonosnih tela ove trake izrazenije, dok su trake Secernog regiona manjeg
intenziteta u odnosu na ekstrakt mladih plodonsonih tela. Ovo se koreliSe 1 sa ukupnim
Secerima u ova dva uzorka, jer, kako je pokazano, ekstrakt mladih plodonosnih tela ima
vise Se¢era. Kod oba uzorka vidljiva je i intenzivna traka na 1600 cm™, koja se pre svega

moze povezati s karboksilnm grupama, tacnije karboksiltnim anjonom. Ove grupe mogu
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poticati od proteina/peptida, odnosno od bocnih ostataka kiselih aminokiselina, posto je
prisustvo kiselih $e¢era u uzorcima skoro u potpunosti iskljuéeno. Oko 1600 cm™ takode su
vidljve aromaticne grupe, koje ponovo mogu poticati od aromaticnh aminokiselina, ili pak
melaninskih struktura. Aromatiéne grupe takode daju traku na oko 1500 cm™, koja je u
uzorcima vidljiva, kao “rame” na amidnoj traci II (1550 cm™) i vrlo je slabog intenziteta,
Sto ukazuje na to da traka na 1600 cm-1 potice pre svega od karboksilnih grupa. Kawagishi
1 saradnici (1989) utvrdili su da je protein iz kompleksa sa (1—6)-B-D-glukanom,
izolovanog iz vrste Sampinjona Agaricus brasiliensis bogat kiselim aminokiselinama,
glutaminskom 1 asparaginskom kiselinom. Karboksilne grupe medutim sadrze i GHB 1
DOPA melanini pa prema tome FTIR analiza ukazuje na veci sadrzaj peptidnih molekula u
uzorcima nego Sto analiza po Bradford-u pokazuje, ali u slucaju ekstrakta zrelih
plodonosnih tela i na manji od sadrzaja dobijenog metoodm po Lowry-ju jer su trake
povezane sa Sec¢ernim strukturama ipak dominantne. FTIR analiza takode niti iskljucuje,

niti potvrduje prisustvo melanina u uzorcima.

Elementalna analiza preciS¢enih polisaharidnih ekstrakata namenski je sprovedena da bi se
utvrdio sadrzaj azota u uzorcima. Ekstrakt micelijuma sadrzi oc¢ekivano najmanje azota,
0.98% §to je u skladu sa veoma niskim sadrzajem proteina u ovom uzorku, utvrdenim ranije
opisanim metodama. Azot ¢ini neSto ve¢i maseni udeo u ekstraktima plodonosnih tela, oko
3.2% u ekstraktu mladih 1 4.84% u ekstraktu zrelih plodonosnih tela. Ukoliko bi celokupni
udeo azota poticao od proteina, u kojima se sadrzaj azota kre¢e od 13-19% (prosecno 16%)),
u zavisnosti od koli¢ine baznih aminoakiselina, onda bi sadrzaj azota u ekstraktu
micelijuma, mladih i zrelih plodonosnih tela bio 5.2-7.5 (6.1), 16.7-24.5 (19.9) 1 25.5-37.2
(30.3) %, redom. Dok se sadrzaj proteina procenjen preko ukupnog azota dobro korelise sa
proteinima odredenim po Lowry-ju u slucaju ekstrakta micelijuma i mladih plodonosnih
tela, za zrela plodonosna tela daje znacajno manji sadrzaj proteina, §to ponovo ukazuje da u
metodi po Lowry-ju postoje znacajne interferencije od strane neidentifikovane frakcije.
Sadrzaj proteina u uzorcima moze da se proceni i na osnovu odredenog sadrzaja sumpora,
ako se pretpostavi da sumpor takode potice isklju¢ivo od proteina, koji ga prose¢no sadrze

4.5%. Nadeno je da je sadrzaj sumpora u ekstraktu micelijuma, mladih i zrelih plodonosnih
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tela 0.75, 1.07 1 1.39 %, redom, pa bi sadrzaj proteina bio 16.7, 23.8 i 30.9 %, redom. U
sluc¢aju ekstrakata plodonosnih tela postoji dobro poklapanje sa procenjenim sadrzajem
azota na osnovu ukupnog azota, a u slucaju ekstrakta mladih plodonosnih tela postoji
odlicno poklapanje i1 sa sadrzajem proteina odredenim metodom po Lowry-ju. U slucaju
ekstrakta micelijuma je procenjen sadrzaj proteina nemogué, ali je mogucée npr. da je
proteinska frakcija u micelijumu bogata sumpornim aminokiselinama kao i da odreden

sadrzaj sumpora nije pouzdan.

Tabela 4.13. Elementalni sastav polisaharidnih ekstrakata, iskljucujuci kiseonik

HUMIC HUI HUM
C (%) 39.01 38.08 34.63
N (%) 0.98 3.18 4.84
H (%) 6.43 6.32 6.00
S (%) 0.75 1.07 1.39

S druge strane, ako se pretpostavi da je sadrzaj proteina jednak onom dobijenom
koriS¢enjem metode po Bradford-u, tj. da je sadrzaj proteina u ekstraktima mladih i zrelih
plodonosnih tela 1.7 1 4%, redom, ukupni azot koji bi poticao od proteina bio bi oko 0.27 i
0.64 %, za ekstrakte zrelih 1 mladih puhara, redom. Ukoliko se pretpostavi da je ostatak
azota organskog porekla, tj. da uzorci ne sadrze nitrate, azot bi mogao da potice od
melaninskih struktura vezanih za polisaharidne lance/proteine, Cije je prisustvo indikovano
tamnom bojom uzoraka. Ukoliko se dalje pretpostavi da se radi o poznatom tipu tamno
smedih melanina koji sadrze azot, a to su DOPA eumelanini i GHB melanini (Cije prisustvo
bi bilo verovatnije), u kojima je sadrzaj azota 6-9 %, odnosno oko 10%, redom
(Belozerskaya i saradnici, 2015; Stiissi & Rast, 1981), to bi znacilo da je sadrzaj melanina u
uzorcima 29-49, odnosno 42-74 %, Sto je malo verovatno cak i za nize procenjene
vrednosti, jer bi u oba slucaja ovoliki sadrzaj vodonerstvornh melanina morao znacajno da

uti¢e na rastvorljivost uzoraka. Zato se kao zaklju¢ak namece da je sadrzaj peptida/proteina
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znacajno veci od onog koji je mogucée odrediti metodom po Bradford-u, i da je bliZzi onom
dobijenom metodom po Lowry-ju, naro¢ito u slucaju ekstrakta micelijuma i mladih
plodonosnih tela. U slucaju ekstrakta zrelih plodonosnih tela s druge strane sadrzaj proteina
odreden metodom po Lowry-ju je nemogu¢, jer bi u tom slucaju sadrzaj azota u uzorku
trebalo da bude ¢ak dvostruko ve¢i. Pretpostavka je da se neSecerna frakcija ovog uzorka
sastoji iz proteina i melaninskih struktura, ali je njihov odnos nemoguée odrediti. Moguce
je da je sadrzaj melanina obrnuto proporcionalan sadrzaju Secera, odnosno da sa
smanjenjem udela Se¢era u makromolekulskoj frakciji zrelih plodonosnih tela raste udeo

melanina.

Tabela 4.14. Peptidi/proteini i fenoli u polisahardinim ekstraktima izraCunati/procenjeni

koris¢enjem vise metoda

HUMIC HUI HUM
Proteini
(Bradford)(%) 0.8 1.7 4.0
Peptidi (Lowry)(%) 3.7+0.2 25.0+0.9 62.6+2.1
Peptidi (ukupni
aZ(l)Jt)*(%) P 6.1 19.9 30.3
Peptidi (ukupni
sumpor)*(%) 16.7 23.8 30.9
Fenoli (Folin-
Ciocalteu) 2.6+0.03 13.0+0.7 38.0+1.5

(mgGAE/g)

*Procenjeno na osnovu prosecnog sadrzaja u proteinima

Dodatni dokaz o znacajnom udelu melanina u ekstraktu zrelih plodonosnih tela pokazalo je
1 ispitivanje vodonerastvornog precipitata nastalog usled hidrolize trifluorosiréetnom
kiselinom; naime, 1 u ekstraktu mladih i zrelih plodonosnih tela nakon viSeCasovne

hidrolize sa 4M TFA doslo je do stvaranja tamnog, vodonerastvornog taloga; vise taloga
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nastalo je prilikom hidrolize ekstrakta zrelih plodonosnih tela (~9%) zbog cega je on
podvrgnut FTIR spektroskopiji i elementalnoj analizi, kao i NMR analizi. Elementalna
analiza pokazala je maseni odnos C:H:N:S od 22.5:2.5:2.9:1, koji se relativno dobro
koreliSe sa odnosom ovih elemenata odredenih u melaninskom ekstraktu spora Sampinjona
(Agaricus bisporus), 18.7:1.2:2.8:1 (Stiissi & Rast, 1981). FTIR spektar precipitata je
veoma sli¢an onom koji su Stiissi & Rast (1981) dobili kako za sintetski GHB melanin,
tako i za pomenuti melaninski ekstrakt. U spektru je vrlo izraZena traka na 1514 cm™, koja
se moze povezati sa aromaticnim strukturama. NMR spektroskopija je bila ogranicena
slabom rastvorljivo$¢u ovog precipitata u deuterisanom DMSO-u, ali je protonski spektar

potvrdio prisustvo aromati¢nih grupa, na Sta ukazuju signali vidljivi na oko 8 ppm.
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Slika 4.29. ATR-FTIR spektar vodonerastvornog ostatka hidrolizata polisaharidnog

ekstrakta zrelih plodonosnih tela

U karbonilnom regionu FTIR spektra preklapa se viSe traka, od kojih je najdominantnija
traka na 1615 cm™ koja moze da poti¢e od aromatiénih struktura, ali i karboksilnih grupa,
odnosno karboksilatnih anjona, kao i traka na 1621 cm™” koja moZe da se poveZe sa

dvostrukim C=C vezama. Takode, vidljiva je traka na oko 1650 cm™, koja ukazuje na
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prisustvo peptidnih struktura. Prisustvo izraZzenih aromatcénih (1510 cm-1) i peptidnih traka
(1650 cm-1) u melaninskim strukturama puhare Lycoperdon perlatum utvrdili su i
Almendros 1 saradnici (1987). Ove grupe sadrze i proteini i GHB melanini, medutim, da se
precipitat sastoji (samo) od proteina, trake najjaCeg intenziteta bi poticale od peptidnih
veza, Sto nije slucaj; precipitat dakle sadrzi strukture koje se ne mogu povezati ni sa
polisaharidnom ni proteinskom frakcijom, ve¢ najverovatnije melaninskom, $to potvrduje
kompleksnu strukturu makromolekulske frakcije izolovane iz plodonosnih tela, narocito

zrelih.

I analiza ukupnih fenolnih jedinjenja bi mogla da dodatno podrzi ove zakljucke; sadrzaj
ukupnih fenola pra¢en je u svim stadijuma preciS¢avanja ekstrakata; utvrdeno je da
polisaharidni ekstrakti micelijuma sadrze zanemarljivo male koli¢ine fenolnih jedinjenja;
od blizu 5 mgGAE/g u vrelom vodenom ekstraktu i da njihova koli¢ina opada prilikom
precis¢avanja do svega 2.6 mgGAE/g u precis¢enom polisaharidnom ekstraktu. Sadrzaj
fenolnih jedinjenja se dobro koreliSe sa sadrzajem proteina pa najverovatnije predstavljaju
tirozinske ostatke proteina. Neprec¢iSceni 1 dijalizovani ekstrakti mladih plodonosnih tela
sadrze istu koli¢inu fenolnih jedinjenja (oko 20 mgGAE/g ekstrakta) a nakon
deproteinizacije dolazi do smanjenja udela fenolnih jedinjenja u preciS¢enim
polisaharidima (oko 13 mgGAE/g), slicno kao kod micelijuma, §to se ponovo koreliSe sa
sadrzajem proteina odredenog po Bradford-u 1 FTIR spektrima. Kod esktrakta zrelih puhara
s druge strane dolazi do ukoncentrisavanja fenolne frakcije, koja ¢ini manji deo
nepreciS¢enog ekstrakta (oko 20 mgGAE/g) i1 skoro dvostruko veci kod dijalazivonaog i
deproteinizovanog (36 1 38 mgGAE/g, redom). Kod ovog uzorka smanjenje sadrzaja
slobodnih proteina nakon deproteinizacije ne dovodi do smanjenja fenolne frakcije, Sto
indikuje prisustvo i drugih fenolnih vrsta, pre svega melaninskih. Pre¢i§¢ena polisaharidna

frakcija zrele glebe sadrzi ¢ak vise fenolnih jedinjenja nego metanolni ekstrakt.

Analiza polisaharidnih ekstrakata micelijuma i1 plodonosnih tela pokazala je da se
makromolekulska frakcija koja se moze dobiti iz micelijuma i plodonosnih tela bitno
razlikuje. Ekstrakt micelijuma se sastoji gotovo iskljucivo od glikogena, odnosno

(1-4)(1—6)-a-D-glukana, sa, kako je utvrdeno, visokim stepenom grananja. Manji deo
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uzorka ¢ine B-glukani i proteini. S druge strane, “polisahardini ekstrakti” plodonosnih tela
mogu se pre nazvati makromolekulskim frakcijama posto su heterogene strukture. Seéerna
frakcija se 1 kod mladih 1 zrelih plodonosnih tela sastoji veéinski iz B-glukana, koji je
okarakterisan kao (1—6),(1—>3)-f-D-glukan, a njen manji deo <¢ini a-galaktan sa
povremeno metilovanim galaktoznim jedinicama u polozaju O-3. Udeo Secerne frakcije se
kod ovih uzoraka medutim znacajno razlikuje; dok u slucaju ekstrakta mladih plodonosnih
tela ona ¢ini ~60-70 %, ekstrakt zrelih plodonosnih tela sadrzi ~40-46 % Secera. Ostatak
makromolekulske frakcije mladih plodonosnih tela najverovatnije ¢ine vec¢inski proteini, jer
se metodom po Lowry-ju, kao i procenom ukupnih proteina na osnovu sadrzaja azota i
sumpora dobija sli¢an procenat, od 25-30%. U slucaju ekstrakta zrelih plodonosnih tela,
pored proteina znacajan udeo, po svemu sudeci, ¢ine tamni pigmenti, odnosno melaninske
strukture, koje su mozda kovalentno vezane za proteine i/ili polisaharide. Proteinska
frakcija uzoraka je relativno stabilna prema proteinazama, mozda zbog formiranja
kompleksa sa polisaharidima i/ili melaninima. S obzirom da su ranije opisani glukansko-
proteinski kompleksi iz nekih vrsta gljiva, veca je verovatnoc¢a da proteini ¢ine komplekse

sa B-glukanima iz uzoraka.

a-glukani pre svega predstavljaju depo glukoze, odnosno energije, ali su prisutni i kao
gradivne strukture ¢elijskih zidova bar nekih gljiva (Synytsya & Novak, 2013, Synytsya &
Novak, 2014) zbog Cega i Cine veliki udeo glukanske frakcije micelijuma. Plodonosna tela
su, s druge strane, kratkog veka i sluze za razmnozavanje zbog ¢ega nema potrebe za
nagomilavanjem depoa energije u njima. Smanjenje koli¢ine ukupnih polisaharida u zrelim
puharama (Sto se vidi iz prinosa ekstrakcije) 1 manji udeo glukana u njima ukazuje na to da
pri autolizi dolazi do hidrolize ovih gradivnih makromolekula, ali 1 njihove modifikacije,
odnosno “melanizacije” 1 smanjenja ukupnih Se¢era u makromolekulskoj vodorastvornoj
frakciji.

Iako je najve¢i prinos glukana dobijen iz micelijuma, B-glukani, koji vaZze za nosioce
imunomodulatorne aktivnsoti gljiva, ¢ine mnogo manju frakciju, zbog ¢ega micelijum ne
predstavlja adekvatnu zamenu za plodonosna tela; ipak, usled moguénosti proizvodnje

micelijuma, ovo bi moglo da se nadomesti, ali uz dodatnu enzimsku eliminaciju a-glukana.
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S druge strane glikogen, kao depo energije, ne samo u gljivljim, ve¢ i u animalnim ¢elijama
mogao bi da ima ulogu u proizvodima na bazi polisaharidnih ekstrakata, s obzirom na to da
se koristi u kozmetickim proizvodima, kao humektans/emolijent, ali 1 komponenta u

tretmanu starenja koze.

4.2.3. Bioloska karakterizacija polisaharidnih ekstrakata

4.2.3.1.  Antioksidativna analiza

Iako primarno Seceri, precis¢eni polisaharidni ekstrakti sadrze i proteine, kao i melanine.
Zbog toga pokazuju i antioksidativnu aktivnost, koja se znacajno razlikuje izmedu uzoraka
1 koja se jasno koreliSe sa fenolnim strukturama. Micelijum, koji sadrzi najmanje fenola,
pokazuje 1 najslabiju aktivnost koja je merljiva tek pri najvisoj koncentraciji (24%, c=4
mg/mL). Polisaharidna frakcija mladih plodonosnih tela pokazuje mnogo bolju aktivnost
(EC50=2.6 mg/mL), dok polisaharidi zrele glebe, najbogatiji fenolima, pokazuju najbolju
aktivnost (EC50=0.6 mg/mL), pri ¢emu dovode do potpune neutralizacije ABTS radikala

pri najvisoj koncentraciji (4 mg/mL).
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Slika 4.30. Antiradikalska sposobnost polisaharidnih ekstrakata (ABTS)
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Sposobnost redukovanja jona bakra takode jasno zavisi od sadrzaja fenolnih jedinjenja; dok
micelijum pokazuje vrlo slabu aktivnost, polisaharidi mladih i zrelih puhara vrlo su
potentni redukujuc¢i agensi. Polisaharidna frakcija zrele glebe, pri najviSoj koncentraciji (10
mg/mL) pokazuje aktivnost ekvivalentnu ¢ak 8.7 mM Troloksa (tj. 2,2 mg/mL), §to se
moze okarakterisati kao znacajna aktivnost, s obzirom na to da se porede makromolekulska

i tokoferolna struktura. Ovaj uzorak dovodi do znacajnog efekta i pri mnogo nizim

koncentracijama.
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Slika 4.31. Sposobnost polisaharidnih ekstrkata da redukuju Cu*" jone (CUPRAC)

Ocekivano, vodorastvorni polisaharidi imaju vrlo slab ucinak u prevenciji oksidacije
linoleinske kiseline, odnosno B-karotena; vrlo slab ucinak (15% inhibicije) vidljiv je tek pri
najvis$oj koncentraciji (10 mg/mL). lako polisaharidi mladih plodonosnih tela sadrze vise
fenolnih komponenti, one izgleda nisu dovoljno efikasne u inhibiciji oksidacije, uz merljivu
aktivnost tek pri 2.5 mg/mL (svega 3.6%) 1 maksimalnu aktivnost pri 10 mg/mL od svega
18%. S druge strane, polisaharidna frakcija zrelih puhara pokazuje izuzetnu aktivnost u
sprecavanju okisdacije linoleinske kiseline (EC 50=0.3 mg/mL), uz izrazenu aktivnost od
preko 30% ve¢ pri najmanjoj koncentraciji (0.156 mg/mL). Aktivnost medutim dostize
plato pri 2.5 mg/mL (63%), posle Cega je prisutan nagli pad aktivnosti. Ovo se moZe
objasniti prooksidativnom aktivnos¢u pri viSim koncentracijama, s obzirom na to da je

uzorak bogat fenolnim jedinjenjima.
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Slika 4.32. Test inhibicije oksidativne degradacije f-karotena
Tabela 4.15. Antioksidativna aktivnost polisaharidnih ekstrakata
HUMIC HUI HUM
ABTS 1 )
(ECso, mg/mL) >4.00 2.534+0.08 0.56+0.03
CUPRAC
(mM Trolox eq; 0.90:£0.04° 3.68+0.35 8.69+0.21°
c¢=10 mg/mL)
Test inhibicije oksidativne
>10.00 >10.00 0.27+0.04

degradacije p-karotena

(ECsp, mg/mL)

" Razli¢ita slova u redovima oznadavaju statisticki razli¢ite vrednosti (p=0.05)

4.2.3.2.  Antimikrobna aktivnost
Obzirom da predstavljaju viSekomponentne sisteme, polisaharidni ekstrakti su testirani i

protiv  patogenih mikroorganizama. Polisaharidni ekstrakti micelijuma 1 mladih

plodonosnih tela nisu pokazali aktivnost na rast bakterijskih sojeva; s druge strane,
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polisaharidni ekstrakt zrele glebe pokazao je inhibitornu aktivnost na sve testirane
bakterijske sojeve. Aktivnost je bila relativno slaba, odnosno inhibicija rasta je postignuta
tek pri najvecoj koncentraciji u svim sluc¢ajevima (20 mg/mL). Obzirom na slian Secerni
sastav ovih polisaharida sa polisaharidima mladih plodonosnih tela, aktivnost verovatno
poti¢e od komponenti vezanih za ove Secere, melanina i proteina, kojih ima znatno viSe u
ekstraktu zrele glebe. S druge strane, oba ekstrakta plodonosnih tela pokazala su inhibitornu
aktivnost na rast kandide, pri cemu je aktivnost polisaharida mladih plodonosnih tela ¢ak
bila bolja (MIK=5 mg/mL), dok je u slu¢aju ekstrakta zrelih plodonsosnih tela bil identi¢na
onoj koju je ovaj uzorak pokazao i prema bakterijama (20 mg/mL). Hemijska razlika
izmedu ekstrakata plodonosnih tela, odnosno ve¢i sadrzaj proteina i melaninskih/fenolnih
komponenti u ekstraktu zrelih plodonosnih tela verovatno je kljuan za bolju aktivnost
prema bakterijama. Razlog boljeg delovanja ekstrakta mladih plodonosnih tela na kandidu

nije jasan.
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Tabela 4.16. Antimikrobna aktivnost polisaharidnih eskstrakata

HUMIC HUI HUM

MIK! MMK? MIK MMK MIK MMK

S. aureus - - - - 20 -
MRSA - - - - 20 -
E. faecalis - - - - 20 -
E. coli - - - - 20 -
P. aeruginosa - - - - 20 -
C. albicans - - 5 - 10 -

'Minimalna inhibitorna konccentracija
*Minimalna mikrobicidna koncentracija

3Nema aktivnosti

4.2.3.3. Imunomodulatorna aktivnost

HUI i HUN stimulisali su produkciju IL-1b i u THP-1 i U937 diferenciranim makrofagama,
dozno zavisno, dok nakon inkubacije Celija sa ekstraktom micelijuma nije bilo nikakvog
efekta. THP-1 c¢elije pokazale su se kao potentniji proizvodaci ovog interleukina, u
poredenju sa U937 linijjom. Tretman sa LPS/IFNy doveo je do znaCajnog povecanja
produkcije ovog citokina u obe Celijske linije, koja je bila znacajno stimulisana
pretretmanom uzorcima HUI 1 HUM, posebno pri vecoj dozi. Dodatno, vec¢a koncentracija
uzorka HUI (200 pg/mL) imala je bolji efekat od HUM-a, na obe ¢elijske linije. HUMIC je
ispoljio slab efekat stimulacije lucenja IL-1b samo kod LPS/IFNy stimulisanim U937

¢elijama.
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Produkcija IL-6 takode je stimulisana znacajno tretmanom ekstraktima plodonosnih tela,
pri obe koncentracije, kod oba tipa ¢elija a aktivnost je bila izraZenija na THP-1 ¢elijama.
Dozna zavisntost je tako mogla da bude uocena samo kod U937 ¢elija, jer je ve¢ pri manjoj
koncentraciji (20 pg/mL) kod THP-1 ¢elija doslo do dostizanja platoa produkcije. HUMIC
je doveo do stimulcije produkcije IL-6 samo kod THP-1, pri ve¢oj koncentraciji, ali ne u
meri kao HUI 1 HUM; nakon LPS/IFNy stimulacije, dostignut je plato u produkciji citokina
kako kod kontrole, tako i kod uzorcima tretiranih ¢elija obe linije, odnosno, u slu¢aju THP-
1 ¢elija tretiranih ekstraktima plodonosnih tela, nije doslo do daljeg potenciranja produkcije
citokina. Produkcija IL-6 je po svemu sude¢i vrlo osetljiva na polisahardne ekstrakte

plodonosih tela, naro€ito u slu¢aju THP-1, ali i na LPS/IFNy-stimulaciju.

Sli¢an efekat uzorci su pokazali na produkciju TNF-o; HUI i HUM znacajno su povecali
produkciju ovog citokina, pri obe doze, kod oba tipa nestimulisanih, diferenciranih celija.
Veca doza HUMIC-a takode je stimulisala produkciju TNF-0, $to je bilo izraZenije u
slu¢aju THP-1, ali ponovo s daleko manjim efektom nego druga dva uzorka. Nakon
dodatka LPS/INFy nije doSlo do dodatne potencijacije produkcije TNF-o kod celija
prethodno tretiranih uzorcima, u poredenju sa LPS/INFy-stimulisanom kontrolom, osim
kod U937 ¢elija stimulisanih veCcom dozom uzorka HUI, ali i u ovom slucaju povecanje je
bilo relativno malo. Produkcija TNF-a se pokazala, slicno kao IL-6, veoma osetljiva na

ekstrakte plodonosnih tela, kao i na samu LPS/IFNy stimulaciju.

Do pozitivne regulacije produkcije imunoregulatornog citokina IL-27 doslo je kod THP-1
¢elija tretiranih uzorcima; efekat je uporediv kod sva tri uzorka, ali aktivnost prati redosled
HUI>HUM>HUMIC. Kod U937 c¢elija doSlo je suprotnog efekta, tj. do negativne
regulacije, posebno izrazene pri ve¢oj dozi uzoraka; HUMIC je ¢ak doveo do blagog
povecanja koncentrcije IL-27 pri nizoj koncentraciji, a izrazeniji efekat nize doze primecen
je 1 kod THP-1 ¢celija za ovaj uzorak. Sli¢no, tretman kontrolnih THP-1 1 U937 ¢elija sa
LPS/INFy doveo je do povecanja, odnosno smanjenja produkcije ovog citokina, redom.
Pretretman THP-1 ¢elija viSim koncentracijama uzoraka HUI i HUM doveo je do supresije
produkcije IL-27 u odnosu na kontrolu odnosno do manje izrazene pozitivne regulacije. Isti

slu¢aj moze se uociti 1 kod U937 ¢elija tretiranih viSom dozom uzorka HUM. HUMIC nije
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imao efekta na produkciju IL-27 nakon LPS/INFy stimulacije, ni na jednoj ¢elijskoj liniji.
Ovi rezutati sugeriSu da je odgovor na stimulaciju ekstraktima, odnosno LPS/IFNy razlicit
za THP-1 1 U937 c¢elijske linije, ali 1 da ekstrakti plodonosnih tela teze da smanje
produkciju IL-27 nakon LPS/IFNy stimulacije, za razliku od ekstrakta micelijuma.

THP-1 1 U937 c¢elije pokazale su veliku razliku u sposobnosti produkcije
imunoregulatornog IL-10; THP-1 ¢elije produkovale su znacajno manje ovog citokina u
odnosu na U937. Svi uzorci su snazno stimulisali produkciju IL-10 kod THP-1 ¢elija pri
viSoj dozi, a HUI se pokazao kao najpotentniji uzorak, pri obe doze. HUI i HUM takode su
stimulisali produkciju IL10 kod U937 ¢elija, za razliku od HUMIC-a. Iako su vrednosti
koncentracija IL-10 bile u proseku vise kod U937 ¢celija stimulisanih uzorkom HUI, nije
bilo statisticke razlike od vrednosti postignutih tretmanom uzorkom HUM. Nakon
LPS/INFy stimulacije, kod THP-1 ¢elija prethodno tretiranih ekstraktima nije dosSlo do
povecanja produkcije IL-10, za razliku od U937 ¢elija kod kojih je doSlo do blagog, ali

znacajnog povecanja proizvodnje ovog citokina, pri dodatku sva tri uzorka.

U zakljucku, same THP-1 i U937 Ccelije razlikovale su se po kapacitetu produkcije
proinflamatornog IL-1b, kao i imunoregulatornih citokina (IL-27 i IL-10), pa je i odgovor
¢elija na tretman uzorcima bio ocCekivano drugaciji za ove dve celijske linije. S druge
strane, njihov kapacitet produkcije TNFa 1 IL-6 bio je slican, kao 1, ponovo, odgovor na

tretman uzorcima.

Ekstrakt micelijuma je pokazao daleko slabiju sposobnost stimulacije produkcije
proinflamatornih citokina, kada se uporedi sa ekstraktima plodonosnih tela, ali je zato imao
znacajan uticaj na produkciju imunomodulatornih citokina i to skoro isklju¢ivo na THP-1
¢elije. Ovaj uzorak se u najvecoj meri sastoji iz (1 —4)(1—6)-a-D-glukana nalik glikogenu,
uz malu koli¢inu B-glukana, verovatno sli¢ne strukture onim koji se nalaze u plodonosnim
telima. Aktivnost uzorka mogla bi da poti¢e od B-glukanske frakcije, ali je velika
verovatnoca da je a-glukanska frakcija nosilac aktivnosti; naime, iako je osnovna funkcija
glikogena skladiStenje energije, skorasnja istrazivanja su pokazala da neki prirodni i
sintetski glikogeni pokazuju imunomodulatornu aktivnost (Masuda 1 saradnici, 2017).

Kakutani 1 saradnici (2012) utvrdili su da je enzimski sintetisan glikogen, s istim
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karakteristikama kao prirodni glikogen, nakon oralne administracije miSevima s
implantiranim tumorima indukovao potencijaciju njihovog imunog odgorovora kroz
aktivaciju NK ¢elija. Za razgranati (1—4),(1—6)-a-D-glukan nalik glikogenu, koji je
izolovan iz maitake (Grifola frondosa), “YM-2A”, Masuda 1 saradnici (2017) utvrdili su da
potencira imuni antitumorski i antivirusni odgovor kod miSeva, aktiviraju¢i dendriticne
¢elije 1 makrofage i1 posledi¢no indukujué¢i sistemski antitumorski odgovor preko T-
limfocita. Pokazano je da je glukan aktivan kada se daje oralno 1 da je zbog velikog stepena
grananja otporniji na dejstvo enzima digestivnog trakta. Autori su u studiji ispitivali
aktivnost 1 drugih prirodnih glikogena i, iako su pokazali da je glikogen iz zecje jetre slicne
strukture, on nije pokazao aktivnost. Autori su odredivali i in vitro stimulativnu aktivnost
YM-2A na peritonealnim makrofagama ELISA metodom 1 ustanovili da ovaj a-glukan
dovodi do povecanja produkcije proinflamatornih citokina; u studiji medutim nisu
odredivane koncentracije imunoregutornih/antiinflamatornih citokina. Produkciju TNF-a u
kulturi makrofaga RAW264.7 takode je indukovao (1—4),(1—6)-a-D-glukanska frakcija
dobijena iz Sitake (Lentinula edodes), a slicna a-glukanska frakcija izolovana iz Sampinjona
Agaricus brasiliensis (kao A. blazei) dovela je do povecanja celijske populacije CD4+ i
CD8+ limfocita kod miSeva kojima je oralno davana (Kojima i saradnici, 2009; Mizuno i
saradnici, 1998). Ohno i saradnici (1986) su s druge strane pokazali da (1—4)-a-D-glukani,
konkretno skrob, moze negativno da uti¢e na antitumorsku aktivnost f-glukana grifolana,
kada se zajedno injektuju intraperitonealno obolelim miSevima; neaktivan. Nijedna studija
se medutim nije bavila in vitro uticajem o-glukana na produkciju imunoregulatornih i
antiinflamatornih citokina (IL-27, IL-10), pa je nemoguce pretpostaviti kakvu bi aktivnost
a-glukanska frakcija iz micelijuma H. utriformis, imala in vivo, s obzirom na nesSto
ujednaceniju stimulaciju produkcije proinflamatornih i regulatornih citokina, od druga dva
uzorka, kao i na Cinjenicu da je pokazala selektivnije dejstvo prema THP-1 celijama,

odnosno monocitima.

Ekstrakti plodonosnih tela, sa znafajno ve¢im sadrzajem B-glukana (37 1 25%, redom)
pokazali su jako stimulativno dejstvo na lucenje proinflamatornih citokina, ve¢ pri

kocentraciji od 20 pg/mL, a uticaj na produkciju imunoregulatornih citokina bio je slican
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ekstraktu micelijuma. Ekstrakt mladih plodonosnih tela je imao najveéi uticaj na produkciju
proinflamatornog IL-1p kod oba ¢elijska tipa, ali i antiinflamatornog IL-10, u svim
slu¢ajevima (oba tipa celija, sa LPS/IFNy stimulacijom i bez nje). Ekstrakt zrelih
plodonosnih tela je imao gotovo identiCan efekat na luCenje ostalih proinflamatornih
citokina (TNFa i IL-6), ali slabiji efekat na lucenje IL10; ukupan efekat delovanja uzoraka
mogao bi da se okarakteriSe kao imunostimulatoran, mada su oba uzorka pokazala
stimuliSu¢u aktivnost na lucenje 1 imunomodulatornog IL-27 kod antigenom-nestimulisanih
THP-1¢elija i IL-10 kod nestimulisanih U937 ¢elija, tako da bi “neto” efekat in vivo mogao
da bude funkcija viSe faktora. NesSto vec¢i sveukupan efekat ekstrakta mladih plodonosnih
tela mogao bi da se poveze sa ve¢im sadrzajem [B-glukana u ovom uzorku u odnosu na

ekstrakt yrelih (37% naspram 25%, redom).
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Slika 4.33. Uticaj ekstrakata na produkciju IL-1f; znacajna razlika indikovana je */linijjom

150



3 HUMIC +LPS/IFN-y
8000~ 3 HUM

A m HUl 8000+
a— Buuu *
I r= 7 = 6000
— £ - =
=) D
&’ 40004 x o 1000
© . ©
=I 2000 :' 2000
. 0
g 020 o 200 20200 20 200
~ 8000+ 8000+
A
) — 60001
s
8 4000 . L x
9
= 20001

Slika 4.34. Uticaj ekstrakata na produkciju IL-6; znacajna razlika indikovana je */linijom

g HUMIC +LPS/IFN-y
HUM
mm Hu 2000

1500

10004

THP-1

TNF-c. pg/ml

20 2000 "20 .20 00

2000+

U937

TNF-a pg/ml
2

Slika 4.35. Uticaj ekstrakata na produkciju TNF-a; znac¢ajna razlika indikovana je */linijom

151



+LPS/IFN-y

1 HUMIC
= E ]
- —

THP-1

20 2000 "20 .20 00

U937

Slika 4.36. Uticaj ekstrakata na produkciju IL-27; znaCajna razlika indikovana je */linijom

+LPS/IFN-y

1 HUMIC
= HUM
m HUI g

THP-1

20 2000 720 .20 00

us37

0 200 2 00

Slika 4.37. Uticaj ekstrakata na produkciju IL-10; znacajna razlika indikovana je */linijjom

152



Medutim, kako je ekstrakt zrelih plodonosnih tela pokazao slabiju aktivnost na lucenje
imunoregulatornog i antiinflamatornih citokina IL-27, odnosno IL-10, mogla bi se ocekivati
¢ak veca imunostimulacija u sluCaju primene ovog uzorka nego ekstrakta mladih
plodonosnih tela. Neophodna su dalja in vivo istrazivanja da bi se utvrdio pun potencijal

ovih kompleksnih makromolekulskih frakcija.

Imunoloska/antitumorska istrazivanja na glukanima gljiva su najviSe bila fokusirana na
razgranatim (1—3)-f-D-glukanima 1 najve¢i broj okarakterisanih glukana sa
imunomodulatornom/antitumorskom aktivno$¢u su upravo (1—3),(1—6)-B-D-glukani.
Medu njima su najviSe istrazivani lentinan (Sitake, Lentinula edodes), skleroglukan
(Sclerotium spp.), sklerotinan/sklerotan (Sclerotinia sclerotiorum, Sparassis crispa),
Sizofilan (Schizophyllum commune), grifolan (Grifola frondosa), kao 1 glukani izolovani iz
muhare (Amanita muscaria), bukovace i srodnih vrsta (Pleurotus sajor-caju, Pleurotus
tuber-regium, Pleurotus ostreatus), hrastove sjajnice (Ganoderma lucidum), hrastove brade
(Hericium erinaceus), kordicepsa (Cordyceprs sinensis) zucare (Tylopilus felleus), pivskog
kvasca (Saccharomyces cerevisiae) 1 mnogih drugih (Dalonso i saradnici, 2015; Novak &
Vetvicka, 2008; Bashir & Choi, 2017). B-glukani sa (1—6) osnovicom, ¢ije prisustvo je na
osnovu fizicko-hemijskih analiza ekstrakata pretpostavljeno, manje su poznati, kao i
bioloska istraZzivanja na njima. Iz pominjanog somatskog hibrida gljiva Pleurotus florida i
Volvariella volvacea izolovan je najpre linearni (1—6)-B-D-glukan, a zatim i razgranati
(1-6),(1—3)-B-D-glukan, sa po jednom glukoznom reziduom u bo¢nom lancu, i oba
glukana pokazala su in vitro sposobnost aktivacije makrofaga, dovode¢i do povecane
produkcije NO (Das 1 saradnici, 2010; Maity 1 saradnici, 2013); (1—6),(1—3)-B-D-glukan
slicne strukture kao Sto je ona predlozena za glukan iz mladih plodonosnih tela H.
utriformis izolovana je iz Sampinjona Agaricus brasiliensis (kao A. blazei) ali nisu
ispitivana njegova bioloska svojstva (Dong i saradnici, 2002). Medutim Mizuno i saradnici
(1990) su ranije izolovali nekoliko polisaharidnih frakcija iz Sampinjona Agaricus
brasiliensis (kao A. blazei) sa antitumorskim delovanjem kod miSeva sa implantiranim
sarkoma-180 tumorom i medu njima je bila i frakcija koju su takode okarakterisali kao

(1-6),(1—3)-B-D-glukan; frakciju je u manjoj meri Cinio i fukogalaktan, za koji je
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pretpostavljeno da je iste veli¢ine kao 1 glukan i da zbog toga njihovo razdvajanje nije bilo
moguce. Kawagishi i saradnici (1989) su iz iste vrste izolovali kompleks proteina i
linearnog (1—6)-B-D- glukana (“FIII-2-b™) koji je pokazivao antitumorsku aktivnost kod
miSeva 1 potpunu regresiju sarkoma-180 u roku 6 nedelja nakon implantacije tumora kod 8
od 10 testiranih Zivotinja. Proteini su odredivani metodom po Lowry-ju, a odreden je i
relativni aminokisleinski sastav, medutim, one nisu zasebno kvantifikovane. Protein iz
kompleksa bio je otporan na dejstvo proteinaza, zbog ogranicene rastvroljivosti ovog vodo-
nerastvornog kompleksa. Kawagishi 1 saradnici (1990), nastavljajuéi istraZzivanja na ovoj
frakciji, razdvojili su kompleks i utvrdili da se aktivnost pojedinacnih komponenti, t;.
proteina i (1—6)-B-D-glukana smanjuje i da su aktivni pre svega u kompleksu. I dok ove
studije ne povezuju eksplicitno in vivo antitumorsku aktivnost sa potencijalnom
imunostimuliSu¢om aktivno$¢u ovih glukanskih frakcija, §to se na osnovu istrazivanja
mehanizama dejstva p-glukana moze pretpostaviti, za (1—6),(1—3)-p—D-glukansko-
proteinski kompleks izolovanu iz maitake (Grifola frondosa) (,.frakcija D) dokazano je da
antitumorsku aktivnost in vivo pokazuje stimulacijom imunog sistema povecavajuci
koncentraciju TNF-a u krvi, ali 1 vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF); iako je VEGF
odgovoran za neoangigenezu u tumorskom tkivu i rast tumora, predlozeno je da bolja
prokrvljenost malignog tkiva omogucéava bolje citotoksicno delovanje TNF-a na tumorske
¢elije (Matsui i saradnici, 2001). Medutim, za frakciju D je nedavno pokazano i da ima
sposobnost direktnog uticaja na tumorske celije sisara, modulacijom njihovih ¢elijskih
procesa ¢ime ih Cini manje agresivnim (Alonso i1 saradnici, 2016). Obzirom na to da
makromolekulski kompleksi izolovani iz plodonosnih tela H. utriformis sadrze slicne
pretpostavljene strukture kao kompleksi izolovani iz relativno srodnog Sampinjona
Agaricus brasiliensis 1 maitake (Grifola frondosa), obeCavaju¢i su kandidati za dalju
karakterizaciju njihovog imunomodulatornog dejstva. Novoizolovani polisaharidni
makromolekuski kompleksi mogli bi da nadu primenu u terapiji stanja u kojima je
aktivacija imunog odgovora neadekvatna; kod osoba sklonim virusnim 1/ili
bakterijskim/gljivicnim infekcijama ili pak obolelima od kancera. Stimulacija luCenja
odredenih citokina, pre svega TNF-a, klju¢na je u odbrani organizma od ¢elija raka, a 3-

glukani gljiva in vivo pokazuju antitumorsku aktivnost. TNF-a je takode kljucan citokin u
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ranoj fazi zarastanja rana, pa bi prema tome upotreba ovakvih proizvoda bila opravdana i za
primenu na kozi, uz adekvatan nosa¢ aktivnih principa. Upravo zbog proSirenja nacina i
mesta primene glukana, ispitana je 1 mogucénost inkapsuliranja ovih makromolekula u
lipozome za potencijalnu upotrebu na kozi, ali 1 per os, za omogucavanje modifikovanog

oslobadanja.

4.2.4. Inkapsulacija i karakterizacija lipozoma

4.2.4.1.  Karakterizacija lipozoma
Lipozomi su pripremljeni prolipoznom metodom u cilju ispitivanja mogucnosti
inkapsulacije dobijenih aktivnih polisaharidnih ekstrakata. Kako je imunomodulatorna
aktivnost izrazena pri veoma niskim koncentracijama (<20 pg/mL), a uzorci su generalno
slabo rastvorni pri koncentracijama ve¢im od 10 mg/mL, koncentracija uzoraka podeSena je
na 2 mg/mL u lipozomalnim preparatima. Obzirom na drugaciju strukturu uzoraka,
oc¢ekivani su razliCiti rezultati u pogledu veli¢ine lipozoma, stepena inkapsulacije 1 Zeta-
potencijala, odnosno stabilnosti, pre svega zbog razlike u sastavu polisaharidne frakcije,
koli¢ine prisustnih proteina, koli¢ine kiselih 1 bazni grupa, kao 1 fenolnih
komponenti/melaninskih struktura, koje bi eventualno dovele do promene stabilnosti

sistema.

Lipozomi dobijeni inkapsulacijom polisaharida mladih i zrelih puhara sli¢ne su veliCine,
raspona veli¢ina po intenzitetu od 60-1000 nm, sa najve¢im procentom cestica u rasponu od
200-500 nm. Lipozomi sa polisaharidnim ekstraktom mladih plodonosnih tela pokazuju
raspodelu veli¢ina po intenzitetu od 100-800 nm, sa blizu 90% Cestica u rasponu od 160-
530 nm 1 “pikom” distribucije na 295.3 nm (13.3% cestica). Lipozomi sa ekstraktom zrelih
plodonosnih tela su nesto veci i manje uniformni, sa rasponom distribucije po intenzitetu od
60-1000 nm, oko 90% lipozoma u rasponu od 160-700 nm i “pikom” distribucije na 342
nm (11.4% cestica). S druge strane, lipozomi sa inkapsuliranim polisaharidnim esktraktom
micelijuma znacajno su veci, distribucije veli¢ina po intenzitetu u rasponu od 340-1280 nm,
sa nesto vise od 90% lipozoma u rasponu od 400-950 nm 1 “pikom” distribucije na 615 nm
(~18%). Sami polisaharidi u vodenom rastvoru formiraju koloidne Cestice koje u slucaju

ekstrakata dobijenih iz plodonosnih tela pokazuju raspodelu veli¢ina po intenzitetu vecih od
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samih lipozoma u koje su inkapsulirani; tako rastvor HUI-a pokazuje raspodelu veli¢ina
koloidnih cestica sa pikom na 700-800 nm, a rastvor HUM-a na 530-615 nm. Pomeranje
raspodele veli¢ine nakon sinteze lipozoma takode ukazuje na uspeSnost inkapsulacije; s
druge strane, HUMIC ponovo pokazuje drugacije ponaSanje, sa raspodelom veli¢ina po
intenzitetu koja se kre¢e od 30-150 nm i znacajno veéim lipozomima. Zbog prisustva
proteina i balastnih materija (melanina) moguce je da HUI i HUM mogu bolje da se
emulguju u toku pripreme, pri cemu se “razbija” koloidna struktura njihovih rastvora i
omogucava nastanak malih lipozoma. HUMIC ne sadrzi takve strukture, pa mozda dolazi
do agregacije rastvorenih Cestica u toku pripreme i stvaranje vecih koloidnih Cestica, a

samim tim i vecih lipozoma.

Zeta-potencijal sva tri lipozomolna sistema ima relativno malu apsolutnu vrednost $to
ukazuje na dugoro¢nu nestabilnost. Svezi lipozomi sa ekstraktom micelijuma imali su
najvecu apsolutnu vrednost Zeta potencijala od -22 mV, §to je vrlo sli¢no vrednosti Zeta
potencijala praznih lipozoma, sintetisanih istom metodom (-23 mV). Zeta potencijal samog
rastvora HUMIC-a je skoro neutralan, oko -4 mV, Sto ukazuje na to da ekstrakt ne
interaguje sa membranama lipozoma ve¢ se nalazi u unutraS$njosti Cestica. Zeta potencijal
lipozoma sa ekstraktima mladih i zrelih plodonosnih tela imaju veée vrednosti Zeta
potencijala, odnosno manje apsolutne vrednosti, -12, odnosno -8 mV, redom. Obzirom da
su vrednosti Zeta potencijala za ove uzorke -6.5 1 -12.8 mV, redom, promena u vrednosti
Zeta potencijala u odnosu na prazne lipozome, kao i same rastvore uzoraka ukazuje na
interakciju sa samim membranama lipozoma, tj. drugaciju strutkuru lipozoma i drugaciji

mehanizam inkapsulacije u odnosu na HUMIC.
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Slika 4.38. Raspodela veli¢ina lipozoma po intenzitetu sa polisaharidnim ekstraktima
micelijuma (1), mladih (2) i zrelih plodonosnih tela (3)
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Procenat inkapsulacije izracunat je indirektno, koriS¢enjem supernatanta nakon
precipitiranja lipozoma iz suspenzije. S pretpostavkom da HUI i HUM predstavljaju
relativno homogenu makromolekulsku frakciju 1 uz c¢injenicu da pokazuju UV-VIS
apsorpciju (posebno HUM) koli¢ina ekstrakata u supernatantu mogla je da bude
preracunata na osnovu apsorpcije u UV oblasti (na 253 nm), koriS¢enjem standardne krive
konstruisane koriS¢enjem serijskih razblazenja uzoraka. Procenat inkapsulcaije odredivan je
1 preko ukupnih Secera, a u slucaju micelijuma morao je da bude odredivan samo na osnovu

ukupnih Secera posto ekstrakt micelijuma pokazuje vrlo slabu apsorpciju u UV oblasti.
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Slika 4.39. Zeta potencijal lipozoma sa polisaharidnim ekstrakitima micelijuma (1), mladih
(2) 1 zrelih plodonosnih tela (3)

Najbolja inkapsulacija postignuta je u slucaju micelijuma, oko 60%, nesto je slabija u
slucaju polisaharida zrele glebe, oko 50%, a najslabija u sluc¢aju polisaharida mladih
puhara, oko 40%. U sva tri slucaja, medutim, moze se re¢i da je stepen inkapsulacije
zadovoljavajuéi, ako se uzme u obzir da je stepen inkapsulacije u lipozome uopste Cesto i

ispod 30%, narocito ako su male veli¢ine.
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4.2.4.2.  Studija stabilnosti lipozoma

VeliCina 1 Zeta potencijal lipozoma praceni su tokom 3 meseca, pri ¢emu su ¢uvani u

frizideru, na 4 °C.

Nakon 3 meseca uzorci su pokazali razliit stepen (ne)stabilnosti; lipozomi sa
polisahardinim ekstraktima plodonosnih tela generalno su se pokazali stabilnijim od onih sa
ekstraktom micelijuma. Kod lipozoma s ekstraktom mladih plodonosih tela doslo je do
blagog pomeranja raspodele veli¢ina po intenzitetu ka ve¢im veli¢inima, uz pomeranje i
pika distribucije na oko 400 nm. Uz to, doslo je do povecéanja frakcije ve¢e od 1000 nm sa
2.6 na ¢ak 17.5%, Sto se povezuje sa stvaranjem aglomerata i/ili koalescencijom. Zeta
potencijal uzorka je s druge strane ostao nepromenjen (-12 mV). Lipozomi sa
polisaharidnim ekstraktom zrelih plodonosnih tela pokazali su se znacajno stabilnijim, sa
prakticno nepromenjenom distribucijom veli¢ina po intenzitetu; i u ovom uzorku doslo je
do stvaranja aglomerata, s pojavom cestica ve¢im od 1000 nm, ali ova frakcija Cinila je
svega 1.2% raspodele. Zeta potencijal je takode ostao prakticno nepromenjen (-9 mV). Kod
lipozoma sa ekstraktom micelijuma doslo je do vidljivog proSirenja opsega raspodele
veli¢ine Cestica, sa stvaranjem frakcija vecih, ali i manjih veli€ina, uz zadrzavanje istog
“pika” distirbucije (615 nm, 11.3% cestica). Pojava frakcije veée od 4000 nm (2.6%)
ukazuje na aglomeraciju lipozoma, ali frakcija Cestica veli¢ine od 70-150 nm (3.2%)
poklapa se sa raspodelom veli¢ina koloidnog rastvora polisaharidnog ekstrakta micelijuma
Sto ukazuje na postepeno otpustanje ekstrakta iz lipozoma. Pri tom, doslo je do povecanja
vrednosti zeta potencijala ovog uzorka (odnosno smanjenja apsolutne vrednosti), na -17

mV.

Od svih uzoraka, lipozomi sa ekstraktom zrelih plodonosnih tela pokazali su najbolju
kratkoro¢nu stabilnost; formulacije druga dva uzorka bilo bi neophodno modifikovati da bi
se obezbedila zadovojavajuca stabilnost sistema. Lipozomi sa ekstraktom micelijuma, iako
sintetisani istom metodom, bili su znacajno veéi nego oni sa ekstraktima plodonosnih tela;
sama veli¢ina, uz nedovoljno veliki apsolutni zeta potencijal je destabiliSu¢i faktor. Druga

dva lipozomalna sistema imala su Cestice manjih veli¢ina, ali sa znacajno manjim
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apsolutnim vrednostima zeta potencijala. Lipozomi sa ekstraktom zrelih puhara bili su ¢ak
nesto ve¢i od onih sa ekstraktom mladih plodonosnih tela i uz to imali neSto manji
apsolutni zeta potencijal, ali su se pokazali stabilnijim. Zeta potencijal nije faktor koji je
kljucan za opisivanje stabilnosti ovih sistema, a ni veli¢ina, ve¢ je to mozda pre nacin
organizacije lipozoma, tj. interakcija samih makromolekula sa membranom i njihov
raspored u lipozomima. Polisaharidi gljiva su voluminozni i skloni hidrataciji i ako se
delom nalaze na spoljnoj strani membrane, mogli bi da sprece bliski kontakt lipidnih
membrana 1 njihovu fuziju. Veci sadrzaj proteina (i melanina), mogao bi isto da ima veliku
ulogu u postizanju vece stabilnosti. Frakcija izolovana iz zrelih puhara je heterogenija nego
ona izolovana iz mladih, pa prisustvo proteina i drugih molekulskih grupa verovatno
doprinosi stabilizaciji sistema. Neinkapsulirani deo takode moze da ucestvuje u
stabilizaciji, s obzirom na to da i sami polisaharidi formiraju stabilne koloidne rastvore; oni

bi mogli da ucestvuju u “odrzavanju” lipozoma u rastvoru.
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Slika 4.40. Studija stabilnosti suspenzije lipozoma sa polisaharidnim ekstraktom
micelijuma; raspodele veliCina po intenzitetu odmah nakon pripreme lipozoma (0) i nakon

3 meseca (3)
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Studija stabilnosti - HUI
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Slika 4.41 Studija stabilnosti suspenzije lipozoma sa polisaharidnim ekstraktom mladih
plodonosnih tela; raspodele veli¢ina po intenzitetu odmah nakon pripreme lipozoma (0) 1

nakon 3 meseca (3)
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Slika 4.42. Studija stabilnosti suspenzije lipozoma sa polisaharidnim ekstraktom zrelih

plodonosnih tela; raspodele veli¢ina po intenzitetu odmah nakon pripreme lipozoma (0) i

nakon 3 meseca (3)
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4.2.4.3.  Kinetika otpuStanja aktivnih komponenata
Otpustanje polisaharidnih ekstrakata iz prac¢eno je tokom 24h. Kinetika otpuStanja aktivnih

komponenti se razlikuje medu uzorcima, ali je u sva tri sluc¢aja inkapsulacijom u lipozome

dobijeno usporeno/produzeno oslobadanje aktivnih komponenti.

Polisaharidni ekstrakt micelijuma pri rastvaranju, po svemu sudeci, formira stabilan koloid
tako da je i prolazak samih polisaharida iz rastvora kroz sinsteticku membranu relativno
spor, pa je nakon 24h koncentracija polisaharida u akceptorskom delu iznosila oko 72.5%..
Inkapsulacijom u lipozome otpustanje polisaharida je dodatno usporeno, tako da je svega
oko 35% uzorka otpusteno nakon 24h. Otpustanje je u pocetku relativno brzo, sa oko 10%
otpustenog uzorka nakon 1lh, Sto ukazuje na prisustvo polisaharida koji su vezani na
povrsini 1/ili u samoj membrani Cestice. Ako se uporedi brzina oslobadanja uzorka iz
lipozoma 1 rastvora, primecuje se da tokom prvih 45 min prakticno nema razlike u
koncentraciji uzorka u akceptorskom sudu — Sto bi moglo da se objasni, kako je receno,
slabo vezanim polisaharidima u lipozomnoj formulaciji i prisustvu neinkapsuiranog uzorka.
Medutim ve¢ nakon lh dolazi do vidljive razlike, i usporavanja ukupnog oslobadanja

uzorka iz lipozoma za oko 33% u odnosu na rastvor (10.5 1 15.2%, redom).
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Slika 4.43. Uporedna studija otpustanja polisaharidnog ekstrakta micelijuma iz rastvora i iz

lipozoma.

162



Polisaharidni ekstrakti mladih i zrelih puhara pored Secera sadrZe i proteine i melaninske
komponente, koji sadrze fenolne grupe zbog Cega i pri relativno niskim koncentracijama
intenzivno apsorbuju u UV oblasti; zbog toga je otpusStanje ovih uzoraka moglo da se prati
dvema metodama, merenjem ukupnih Secera, ali 1 preko apsorpcije u UV oblasti, na 255
nm, $to je daleko jednostavnije jer ne zahteva derivatizaciju Secera upotrebom opasnih i
toksi¢nih reagenasa. Potencijalni problem je (ne)homogenost uzoraka; ne moze se
pouzdano znati da li su komponente koje pokazuju UV apsorpciju ravhomerno vezane za

polisaharidne komponente.

Polisaharidi mladih puhara pokazuju istu kinetiku prolaska kroz membranu, bilo da se radi
o Cistom rastvoru ili lipozomima, §to je potvrdeno obema metodama odredivanja uzorka.
Sadrzaj Secera odredivan fenol-sumpornom metodom ili UV-spektrometrijom nakon 24 h
dostize 75.9%, odnosno 88.8%, redom. Procenat otpustenog uzorka odredivan dvema
metodama je slican do 80. min, a nakon toga procenat itpustenog uzorka je znacajno veci
ako se odreduje UV-metodom, u odnosu na fenol-sumpornu metodu. Ta razlika se odrzava
na oko 4-6% 1 dostize svoj maksimum nakon 24h, od ¢ak 13%. Ovo ukazuje na nedovoljnu
homogenost uzorka i na brzi prolazak makormolekulske frakcije koja pokazuje apsorpciju u
UV oblasti, tj. one koja sadrzi proteine/melanine. S obzirom na to da su glukani nosioci
bioloske funkcije, relevantnije je pratiti otpustanje uzorka preko ukupnih Secera. Pracenje
otpuStanja uzorka dvema metodama dalo je medusobno sli¢nije rezultate u slucaju
lipozoma; oko 10% uzorka oslobada se nakon 80 min, dok se 20/% uzorka oslobada nakon
Sh, pratec¢i logaritamsku kinetiku. Razlika je medutim ocigledna nakon 24h kada se,
racunajuci preko ukupnih Secera dolazi do brojke od 23.1% otpustenog uzorka i oko 32.7%
ako se racuna preko UV-apsorpcije. U svakom slucaju, ostvareno je znacajno produzavanje

otpustanja, oko 3 puta.
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Slika 4.44. Studija otpusStanja polisaharidnog ekstrakta mladih plodonosnih tela (1) i
odgovarajuc¢ih lipozoma (2), uradena fenol-sumpornom metodom (levo) i direktnim

merenjem apsorbance na 254 (desno).

Polisaharidi zrele puhare, za razliku od polisaharida micelijuma i mladih plodonosnih tela
znacajno brze difunduju iz rastvora i kompletno difunduju kroz membranu u roku od 24h.
Nesto vise od 50% uzorka prolazi membranu ve¢ nakon 45 min, a oko 90% izmedu 2.5 1 3h
1 blizu 99% uzorka nakon 5h, mereno obema metodama. Razlike pri odredivanju stepena
prolaska preko ukupnih Se¢era i UV-apsorpcijom postoje i u ovom slucaju 1 u proseku
iznose oko 4%, s tim Sto su procenti ponovo nesto veci pri odredivanju UV metodom —
verovatno je i u ovom slucaju uzorak nedovoljno homogen i dolazi do brzeg prolaska
komponenti koje znacajnije apsorbuju u UV oblasti. Znacajno brzi prolazak uzorka kroz
membranu se moze pripisati boljom rastvorljivoscu, koja je verovatno posledica prisustva
vece koli¢ine proteina i kiselih grupa, imaju¢i u vidu da je FT-IR analiza ukazala na vecée
prisustvo karboksilnih grupa i da je zeta potencijal ovog uzorka negativan, s ve¢om
apsolutnom vrednoS¢u nego zeta potencijal druga dva uzorka. Takode, pretpostavljena
struktura B-glukanske frakcije ovog uzorka je razgranatija, a razgranati polisaharidi su
sadrzi 1 metilovane monosaharidne jedinice i ¢ija bi rastvorljivost verovatno bila manja od
B-glukana, ali to je samo pretpostavka. Konformacija koju potencijalno prisutni kompleksi

polisaharida i proteina/melanina zauzimaju bi takode mogla da utiCe na rastvorljivost.
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Inkapsulacijom u lipozome ostvaren je znaCajan efekat usporavanja difuzije, a procenat
otpustenog uzorka je vrlo slian pri odredivanju obema metodama. U prvih 30 min
oslobada se svega oko 2% uzorka, $to je priblizno 20x manje u odnosu na prolazak uzorka
iz rastvora. Ovo ukazuje na Cvrste veze izmedu uzorka i nosaca, verovatno jacih nego sto je
to slucaj kod druga dva uzorka. Nakon 2h iznosi dolazi do oslobadanja oko 10% uzoraka, a
nakon 5h ukupno 20% uzorka. Posle 24h, oslobada se ukupno 35% uzorka, oko 3x manje

nego iz Cistog rastvora.
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Slika 4.45. Studija otpuStanja aktivnih komponenti polisaharidnog ekstrakta zrelih
plodonosnih tela, uradena fenol-sumpornom metodom (1) i direktnim merenjem apsorbance

na 254 nm (2)

U zakljucku, sve tri makromolekulske frakcije uspesno su inkapsulirane u lipozome, sa
zadovoljavaju¢im stepenom inkapsulacije 1 produzenim oslobadanjem. Lipozomi su
kratkoro¢no relativno stabilni, ali je neophodna optimizacija uslova inkapsulacije, ne bi li
se dobili jo§ manji lipozomi, sa vecim stepenom inkapsulacije, koji bi mogli da prodru u
dublje slojeve koze. Produzeno oslobadanje obezbedilo bi dopremanje aktivnih polisaharida
do mesta delovanja, tj. imunih ¢elija u dermisu. Uz to, treba napomenuti da ekstrakt zrelih
plodonosnih tela pokazuje i izrazitu antioksidativnu aktivnostt, uz moguénost sprecavanja

(per)oksidacije linoleinske kiseline, $to moze da produzi stabilnost ovih preparata.

165



5. Zakljuéci
Ispitivane vrste puhara relativno su dobar izvor fizioloSki aktivnih komponenti i

pokazuju razlicite bioloske aktivnosti

Metanolni  ekstrakti  mladih  plodonosih  tela  bogati su  Seferima,

antioksidansima/polifenolnim jedinjenjima i lovastatinom

Metanolni ekstrakti zrelh plodonosnih tela sadrze znacajno manje neutralnih Secera 1
lovastatina, ali su uglavnom znacajno bogatiji antioksidansima/fenolnim jedinjenjima,
a-tokoferolom, ergosterolom, slobodnim masnim kiselinama i1 sadrze slobodni N-

acetilglukozamin

Autoliza evidentno dovodi do povecanja sadrzaja/olakSavanja ekstrakcije nekih bioloski
aktivnih komponenti, kao $to su ergosterol 1 a-tokoferol, ali i do sinteze znacajno
aktivnijih jedinjenja sa antioksidativnom aktivnos¢u. Hitinoliza dovodi do oslobadanja

fizioloski aktivnog N-acetilglukozamina

Metanolni ekstrakti zrelih plodonosnih tela su naro¢ito bogati komponentama

ukljuc¢enim u regeneraciju koze

Metanolni ekstrakt zrelh plodonosnih tela H. utriformis u ve€ini slucajeva se pokazao

kao najbolji izvor ispitivanih bioloski aktivnih komponenata

Metanolni ekstrakt micelijuma bogat je Seferima 1 predstavlja vrlo dobar izvor
industrijski vaznog Secera trehaloze, obzirom da daje najve¢i prinos ekstrakcije a moze

da se lako uzgaja u laboratorijskim uslovima

Metanolni ekstrakti zrelih plodonosnih tela bili su superiorniji u pogledu

antioksidativne aktivnosti, $to je u korelaciji sa ve¢im sadrzajem fenolnih komponenata

Metnolni ekstrakti zrelih puhara takode su pokazali znac¢ajno bolju inhibitornu aktivnost
na tirozinazu, kao i na acetil- 1 butirilholinesterazu, a-amilazu i a-glukozidazu, dok su

prema HMG-CoA reduktazi bolju aktivnost pokazali ekstrakti mladih plodonosnih tela
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Metanolni ekstrakti su pokazali antimikrobnu aktivnost, koja je bila znacajno bolja kod
ekstrakata mladih plodonosnih tela i ekstrakta micelijuma, §to ukazuje na to da autoliza

vodi degradaciji jedinjenja sa antimikrobnom aktivno$¢u

Citotoksicna aktivnost metanolnih ekstrakata H. utriformis i, narocito, H. excipuliformis
bila je selektivnija prema kancerskim celijskim linijama, a aktivnost ekstrakata

micelijuma, mladih 1 zrelih plodonosnih tela bila je uporediva

Polisaharidni ekstrakti micelijuma i1 plodonosnih tela strukturno su se znacajno
razlikovali; a-glukani, okarakterisani kao (1—4),(1—6)-a-D-glukani, ¢inili su vecinski
sadrzaj ekstrakta micelijuma. Seéerni sastav ekstrakata mladih i zrelih plodonosnih tela
bio je slican (glukoza, galaktoza i manoza), ali se sadrzaj ukupih Secera i B-glukana
znacajno razlikovao i1 bio ve¢i u ekstraktu mladih plodonosnih tela, kao 1 zastupljenost
odredenih tipova glikozidnih veza; prisustvo B(1—6) i B(1—3) veza utvrdeno je u oba
uzorka, ali su P(1—3) veze bile zastupljenije u polisahardinoj frakciji zrelih
plodonosnih tela. Glukani plodonosnih tela okarakterisani su kao razgranati
(1—-6),(1—3)-B-D-glukani. U oba uzorka bio je prisutan i parcijalno metilovani (1—6)-
a-D-galaktan, koji je pored galaktoznih jedinica, sadrzao i 3-O-metilgalaktozne
jedinice. Ovi uzorci su takode sadrzali i neSe¢erne komponete, proteine i potencijalno
melaninske strukture, posebno ekstrakt zrelih plodonosnih tela, ali ove komponente
nisu mogle da budu u potpunosti kvalitativno 1 kvantitativno okarakterisane.
Deproteinizacija se pokazala kao nepotreban korak u precis€avanju, jer je dovela do
znaCajnog gubitka uzoraka, a neproporcionalnom, neznacajnom smanjenju sadrZaja
proteina, koji nisu mogli da budu u potpunosti uklonjeni. Ovo ukazuje na prisustvo

polisaharidno-protenskih kompleksa, kakvi su ve¢ ranije opisani iz nekih vrsta gljiva.

Polisaharidni ekstrakt zrelih plodonosnih tela pokazao je najbolju antioksidativnu i

antimikrobnu aktivnost, $to se koreliSe sa ve¢im sadrzajem proteina

Polisaharidni esktrakti plodonosnih tela pokazali su znac¢ajno bolju imunomodulatornu
aktivnost nego ekstrakt micelijuma, a polisaharidni ekstrakt mladih plodonosnih tela

imao je nesto izrazeniju aktivnost, $to se korelisalo sa ukupnim B-glukanima
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Polosaharidni ekstrakti plodonosnih tela doveli su do snazne stimulacije lucenja
proinflamatornih citokina kod makrofaga i monocita, §to ih ¢ini potencijalno efikasnim

imunostimuli§u¢im agensima

Ostvaren je zadovoljavajuci stepen inkapsulacije u lipozome za sva tri uzorka (40-60%)
1 zadovoljavajuca stabilnost ovih preparata u kratkoro¢noj studiji stabilnosti. Lipozomi
sa ekstraktima plodonosnih tela bili su zna¢ajno manji, ali je neophodna optimizacija
sinteze da bi se dobili dovoljno mali lipozomi za efikasan prolazak u dublje slojeve

koze. Ostvareno j i znacajno produzeno oslobadanje u sva tri slucaja.

Mlada plodonosna tela, koja su jestiva, dobar su izvor antioksidanasa, lovastatina kao i
imunomodulatronih polisaharida, pa mogu da budu okarakterisana kao funkcionalna

namirnica

Zrela plodonosna tela odliCan su izvor antioksidanasa 1 fizioloski aktivnih
komponenata, naroc¢ito onih ukljucenih u regeneraciju tkiva, pa su potencijalno dobar

izvor za dobijanje preparata za kozmetiCke proizvode ili dijetetske suplemente

Micelijum ne moze da zameni plodonosna tela, ali je odliCan izvor trehaloze 1 glikogena

pa moze da nade upotrebu takode u kozmetickim proizvodima
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Spisak skracenica

2D, dvodimenzionalno

ABTS - 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina
ACE, eng. angiotensin-converting enzyme (angiotenzin-konvertujuci enzim)
ACHhE, acetilholinesteraza

ACHhlI, acetilholin jodid

ATR, eng. attenuated total reflectance (atenuirana totalna refleksija)
BSA , eng. bovine serum albumin (govedi albumin)

BuChE, butirilholinesteraza

BuChl, butirilholin jodid

CBB R-250, eng. Coomassie Brilliant Blue R-250

CR3, eng. Complement Receptor 3

CUPRAC, eng. Cupric lon Reducing Antioxidant Capacity (kapacitet redukovanja bakarnih
jona)

DAD, eng. diode array detector

DER, eng. drug:extract ratio (odnos droga:ekstrakt)

DMSO, dimetilsulfoksid

DMSO-d6, deuterisani dimetilsulfoksid

DNS, dinitrosalicilna kiselina

DTNB, 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzojeva kiselina)

ECs, eng. effective concentration (efektivna koncentracija koja pokazuje 50% aktivnosti)
ELISA, eng. enzyme-linked immunosorbent assay

FAME, eng. fatty acid methyl-esthers (metil-estri masnih kiselina)
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FBS, eng. Fetal Bovine Serum (fetalni govedi serum)
FID, eng. flame ionisation detector

FTIR, eng. Fourier-transform infrared spectroscopy (infracrvena spektroskopija sa
Furijerovom transformaijom)

G+, gram pozitivan
G-, gram negativan
GAE, eng. Gallic Acid Equivalents (ekvivalenti galne kiseline)

GC-MS - eng. gass chromatography with mass spectroscopy (gasna hromatografija sa
masenom spektroskopijom, gasno-masena hromatografija)

HelLa, eng. “Henrietta Lacks”, ¢elijska linija raka grlica materice
HEPES, 2-[4-(2-hidroksietil) piperazin-1-il etansulfonska kiselina

HMG-CoA, eng. 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-coenzyme A (3-hidroksi-3-metil-glutaril-
koenzim A)

HPLC, eng. high performance liquid chromatography (visoko-efikasna te¢na
hromatografija)

HPLC-MS, eng. High Performance Liquid Chromatography-Mass Spectroscopy (te€na
hromatografija sa masenom spektroskopijom)

HSQC, eng. heteronuclear single quantum coherence

ICso, eng. inhibitory concentration (inhibitorna koncentracija koja pokazuje 50%
aktivnosti)

IL-1B, Interleukin 1B

IL-6, Interleukin 6

IL-12, Interleukin 12

INF-y, Interferon y

L-DOPA, L-3,4-dihidroksifenilalanin

LC, eng. liquid chromatography (tena hromatografija)
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LDsy, letalna doza (za 50% subjekata)

LPS, lipopolisaharid

MBK, minimalna baktericidna koncentracija

MDA-MB, eng. “M.D. Anderson - Metastasis Breast cancer”, ¢elijksa linija raka dojke
MFK, minimalna fungicidna koncentrcija

MIK, minimalna inhibitorna koncetracija

MMK, minimalna mikrobicidna koncentraija

MS, masena spektroskopija

NLR, eng. NOD Like Receptor (“Nucleotide-binding Oligomerization Domain-Like
Receptors ™)

NK ¢elije, eng. natural killer cells, ¢elije rodene ubice

NMR, nuklearna magnetna rezonanca

PBMC, eng. Peripheral Blood Mononuclear Cell (mononuklearne ¢elije periferne krvi)
PMA, eng. Phorbol Myristate Acetate (forbol miristat acetat)

PMAA, parcijalno metilovani alditol acetat

PSK, polisaharid K

PSP, polisaharopeptid

RI, refraktivni indeks

RLR, eng. RIG-I-like receptor (“Retinoic acid-Inducible Gene-I-Like Receptors ™)

RPMI-1640, eng. “Roswell Park Memorial Institut”, tip medijuma koji se koristi u gajenju
¢elijskih kultura

SAD — Sjedinjene americke drzave
TFA, eng. trifluoroacetic acid (trifluorosréetna kiselina)
TLR, eng. Toll Like Receptor

TNF-0, Tumor-nekrozni faktor o
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TTC, trifeniltetrazoliumhlorid
UV, eng ultraviolet (ultraljubicasto)
VEGF,eng. Vascular Endothelial Growth Factor, vaskularni endotelni faktor rasta

VIS, eng. visible spectrum (vidljivi deo spektra)
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OLIEHA M3BEIITAJA O IIPOBEPU OPUT'MHAJIHOCTHU JOKTOPCKE
JIUCEPTAIIMIE

Ha ocHoBy [IpaBuiHMKa O NMOCTYNKY IIPOBEpPE OPUTHMHAIHOCTH JOKTOPCKMX JMCEpTallHja
Koje ce OpaHe Ha YHuBep3uTeTy y beorpamy u Hamasa y wu3Bewitajy W3 mnporpama
iThenticate kojum je u3BplIEHA TpoBepa OPUTMHAIHOCTH JOKTOPCKE JHCepTaluje
. KapakTepusanuja ¥ HHKancyjlanHja GMOJOMIKH AKTHBHHUX KOMIOHEHTH M3 I/bHBA
Handkea utriformis (Bull.) Kreisel, Handkea excipuliformis (Bull.) Kreisel i Vascellum
pratense (Pers.) Kreisel”, ayropa IIpeapara IlerpoBuha, koHcraryjem na yTepheHo
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JAMYHUX HMMeHa, Oubnuorpadckux nojataka 0 KopuiuheHoj JMTepaTypH, T3B. OIIITHX
MecTa M [oJaTaka, Kao W MNpPEeTXOJHO MNyOJMKOBaHUX pe3ynraTa JOKTOPaHJOBHX
MCTpaXKMBama, KOjU Cy MPOUCTEKIN U3 FeroBe JAUcepTanmje, WTo je y CKIaay ca 4JiaHoM 9.

IIpaBunnuka.

Ha ocHoBy cBera u3HeTOr, a y cKiady ca 4inaHoM 8. craB 2. [IpaBMIHHKA O MOCTYIKY
NPOBEPE OPUIMHAIHOCTY JIOKTOPCKHX AMcepTalpja Koje ce OpaHe Ha YHHBEp3uTeTy Y
beorpasy, usjaBbyjeM a U3BeIITa] yKa3yje Ha OPUTMHAIHOCT HOKTOPCKE THCepTaLje, Te
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