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VPLYV ETANOLOVYCH HUBOVYCH
EXTRAKTOV G. LUCIDUM A H. ERINACEUM
NA RAST MLADYCH A STARYCH BUNIEK

(Effect of G. lucidum and H. erinaceum ethanol mushroom extract
on the growth of young and aging cells)

Maria Janubova, Ingrid Zititanova

Ustav lekdrskej chémie, biochémie a Klinickej biochémie, Lekdrska fakulta Univerzity
Komenského v Bratislave maria.janubova@fmed.uniba.sk

Suhrn

V procese starnutia vyznamnu ulohu zohrava starnutie buniek, tzv. bunkovéa senescencia.
Hrladanie efektivneho spdsobu na odstranenie senescentnych buniek z organizmu a/alebo
spomalenie ich tvorby je preto dolezitym smerom vyskumu. Ganoderma (G.) lucidum
a Hericium (H.) erinaceum patria medzi medicinsky vyznamné huby. Obe st uz dlho
pouzivané v tradi¢nej medicine v Cine ainych azijskych krajindch. V nasej praci sme sa
zamerali na sledovanie vplyvu etanolovych extraktov z G. lucidum a H. erinaceum na rast
mladych buniek a buniek starych, ktoré vykazuju znamky senescencie. Zistili sme, ze po 72
a 96 hodinovej inkubacii starych buniek s etanolovym extraktom H. erinaceum dochadzalo
k vyraznému poklesu viability starych buniek.
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Summary

Cellular senescence is considered to play a substantial role during aging. Thus searching for
an effective method how to eliminate senescent cells and/or decelerate their formation is an
important part of current research. Ganoderma (G.) lucidum a Hericium (H.) erinaceum
belong to medicinal mushrooms. Both have been used in traditional medicine in China and
other countries in Asia since ancient times. We focused on the effect of ethanol extract of G.
lucidum and H. erinaceum on growth of young and aging cells which exhibit hallmarks of
senescence. We found out that incubation of aging cells with the ethanol extract of H.
erinaceum for 72 and 96 hours lead to a significamt decrease in cell viability.
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Uvod

V procese starnutia vyznamnua ulohu zohrava starnutie buniek, tzv. bunkova senescencia.
Senescencia je ireverzibilné zastavenie bunkového cyklu sprevddzané zmenami v bunkove;j
morfologii a fyziologii (1). RozliSujeme dva typy senescencie. Prvym typom je replikativna
senescencia, ktord vznikd v dosledku skracovania telomér (2, 3). Druhym typom je stresom
indukovana senescencia, ¢o je odpoved bunky na rézne formy stresu ako je oxidacny stres,
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poskodenie DNA, dysfunkcia mitochondrii, nadexpresia onkogénov, nukleolarny stres
sposobeny inhibitormi RNA polymerazy I a porusenie epigenetickej regulacie (4-9).
Senescentné bunky sa akumuluju v rdéznych tkanivach a organoch so zvySujucim sa vekom
jedinca a tiez sa nachadzaju v tkanivach a organoch postihnutych chorobami spojenymi so
starnutim ako je ateroskler6za, artritida a Alzheimerova choroba (10).

Experimenty na mysSiach, ktoré sledovali vplyv eliminéacie senescentnych buniek (buniek,
ktoré exprimovali gén pl6/INK4a) z organizmu viedli k potlac¢eniu poklesu fyziologickych
funkcii a tumorigenézy, k oddialeniu nastupu chordob spojenych so starnutim alebo zlepSeniu
ich progresie a k prediZeniu celkovej dizky Zivota (11, 12) (Baker et al., 2011; Baker et al.,
2016). Hladanie efektivneho spdsobu na odstranenie senescentnych buniek z organizmu
a/alebo spomalenie ich tvorby je preto dolezitym smerom vyskumu.

Ganoderma (G.) lucidum a Hericium (H.) erinaceum patria medzi medicinsky vyznamné
huby. G. lucidum znama aj pod nazvom reisi je uz dlho pouzivana ako prostriedok na
udrzanie zdravia a dosiahnutie dlhovekosti v Cine a inych azijskych krajinach (13). Moderné
analyzy preukazali pritomnost’ viacerych typov bioaktivnych latok v jej plodniciach. Medzi
tieto latky patria polysacharidy podporujliice imunitny systém, triterpenoidy, ktoré pdsobia
protizapalovo a antialergicky a germanium zvySujuce prijem kyslika krvou (14). Vyskumy
tiez ukazali, ze triterpenoidy izolované z G. lucidum inhibuji rast nadorovych buniek
a indukuji apoptézu v tychto bunkach (15). H. erinaceum podobne ako G. lucidum je
pouzivana uz mnoho storo¢i v tradi¢nej ¢inskej medicine. Extrakty z H. erinaceum maja
antioxida¢né uc¢inky, reguluju hladinu tukov v krvi aznizuju hladinu cukru v krvi (14).
Z bioaktivnych latok, ktoré huba obsahuje sii najvyznamnejsie fenoly — hericenény (A, B, C,
D, E, F, G a H) a polysacharidy. Hericenony C, D a E stimuluju tvorbu nervového rastového
faktora (16), hericenony A a B a polysacharidy vykazuju antitumorovu aktivitu (17, 18).

V naSej praci sme sa zamerali na sledovanie vplyvu etanolovych extraktov z G. lucidum a H.
erinaceum na rast mladych buniek a buniek starych, ktoré vykazuju znamky senescencie ako
je zvySena aktivita B-galaktozidazy asociovanej so senescenciou, zvySenad hladina proteinu
p21 a p16 a zvacseny tvar buniek.

Material a metody

Priprava 2,5% extraktu G. Ilucidum v 40 % etanole: Extrakt z G. lucidum sme pripravili
zmieSanim 3 g rozdrvenej huby so 120 ml 40% etanolu a zmes sme nechali macerovat’ v tme
20 dni. Po ich uplynuti sme zmes centrifugovali pri 5200 g 10 minut, supernatant sme odliali
do novej skumavky, prefiltrovali v sterilnom boxe cez 0,2 pm filter do sterilnej skimavky
a uskladnili pri 4°C.

Priprava 2,5% extraktu H. erinaceum v 40 % etanole: Pri priprave extraktu z H. erinaceum
sme postupovali rovnako ako pri priprave extraktu z G. lucidum.

Kultivacia bunkovej linie MRC-5: Bunkovu lintu MRC-5 (T'udské pl'icne fetalne fibroblasty)
sme kultivovali v MEM médiu, ktoré obsahovalo L-glutamin, neesencidlne aminokyseliny a
10% fetalne telacie sérum, Bunky sme pasdzovali 1x tyZzdenne pomocou 0,25% trypsin-
EDTA roztoku.

Sledovanie vplyvu etanolovych hubovych extraktov na viabilitu MRC-5 bunkovej linie: Vplyv
hubovych extraktov na viabilitu MRC-5 bunkovej linie sme sledovali pomocou metyltiazol
tetrazoliového (MTT) testu. Bunky sme kultivovali v 96-jamkovych platni¢kéach, pricom sme
vysievali 1600 buniek na jamku v objeme 100 ul MEM média. Po 24 hodinovej kultivacii pri
37°C a6% CO; sme Kk bunkam pridali etanolovy extraktu z G. lucidum alebo etanolovy
extrakt z H. erinaceum v roznych riedeniach (20 — 2000x) v 100 ul MEM média na jamku
a bunky sme kultivovali 3 dni pri 37°C a 6% CO,. Po uplynuti 3 dni sme k bunkam pridali 20
ul MTT roztoku (5 mg/ml v 1 x PBS) do kazdej jamky a inkubovali sme 4 hodiny pri 37°C
a 6% CO. Po skonceni inkubacie sme odsali médium a do kazdej jamky sme pridali 200 pl
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DMSO a platnicku sme na 5 minat umiestnili na trepacku. Absorbanciu sme merali pomocou
mikroplatnickového spektrofotometra (firma, Stat) pri 490 nm.

Sledovanie vplyvu etanolovych hubovych extraktov na rast mladych a starych buniek: Vplyv
hubovych extraktov na proliferaciu mladych a starych buniek sme sledovali pomocou
metyltiazol tetrazoliového (MTT) testu. Modelom pre mladé bunky boli bunky v 9. pasazi
a modelom pre staré bunky boli bunky v 22. pasazi. Bunky v 22. pasazi vykazuji znamky
senescencie ako je zvySena aktivita B-galaktoziddzy asociovanej so senescenciou, zvySena
hladina proteinu p21 a pl6 a zviacSeny tvar buniek. Bunky sme kultivovali v 96-jamkovych
platnic¢kach, pricom v pripade pasdze 9 sme vysievali 1600 buniek na jamku v objeme 100 pl
MEM média a v pripade pasaze 22 sme vysievali 3200 buniek na jamku Vv objeme 100 ul
MEM média. K bunkdm sme hned pridali etanolovy extrakt z G. lucidum alebo z H.
erinaceum vo vybranom riedeni v 100 ul MEM média na jamku a bunky sme kultivovali 1, 2,
3 alebo 4 dni pri 37°C a 6% CO,. Po uplynuti 1, 2, 3 alebo 4 dni sme k bunkam pridali 20 pl
MTT roztoku (5 mg/ml v 1 x PBS) do kazdej jamky a inkubovali sme 4 hodiny pri 37°C a 6%
CO;. Po skonceni inkubacie sme odsali médium a do kazdej jamky sme pridali 200 ul DMSO
a platnicku sme na 5 minat umiestnili na trepacku. Absorbanciu sme merali pomocou
mikroplatnickového spektrofotometra pri 490 nm.

Statistické vyhodnotenie vysledkov

Statistickd analyza bola uskutonena pomocou neparového, dvojstranného Student t-testu.
Hodnota p<0,05 bola povazovana za Statisticky vyznamni.

Vysledky

Sledovanie vplyvu etanolovych hubovych extraktov na viabilitu MRC-5 bunkovej linie
Vplyv etanolovych hubovych extraktov na viabilitu MRC-5 bunkovej linie sme sledovali
pomocou MTT testu. V experimente sme bunky inkubovali s etanolovymi hubovymi
extraktmi, ktoré boli riedené 20, 50, 100, 200, 400, 800, 1000 alebo 2000-krat v kultivacnom
médiu.

V pripade inkubacie buniek s etanolovym extraktom G. lucidum sme zistili, ze k poklesu
viability buniek oproti neovplyvnenej kontrole nedochadza pri riedeni extraktu 200-krat
a viac, nakol'ko vysledky ziskané pri ovplyvneni buniek niz§imi riedeniami (50-krat a 100-
krat) extraktu neboli Statisticky vyznamné a vysledky ziskané pri riedeni extraktu 20-krat nam
odhalili vyznamny pokles viability buniek az o058% (Obr. 1). Pridanie etanolového
extraktu G. lucidum do kultivaéného média riedeného 200-krat az 2000-krat navyse vedie
k zvyseniu celkovej viability buniek oproti neovplyvnenej kontrole. ZvySenie viability buniek
oproti neovplyvnenej kontrole bolo najvyznamnejsie pri 400-nasobnom riedeni etanolového
extraktu G.lucidum (az o44%), na zaklade ¢oho sme sa rozhodli toto riedenie pouzit
v d’alSich experimentoch.

V pripade inkubacie buniek s etanolovym extraktom H.erinaceum sme zistili, ze k poklesu
viability buniek oproti neovplyvnenej kontrole nedochadza iba pri riedeni extraktu 200-krat.
Navyse pridanie etanolového extraktu H.erinaceum riedeného 200-krat k bunkam vedie
k zvySeniu viability buniek o20% oproti neovplyvnenej kontrole. Vysledky ziskané pri
ovplyvneni buniek va¢§imi riedeniami etanolového extraktu H.erinaceum (400- 800- 1000-
alebo 2000-krat) neboli Statisticky vyznamné (Obr. 2). Bunky ovplyvnené niz§imi riedeniami
etanolového extraktu H.erinaceum (20- 50- alebo 100-krat) mali znizenu viabilitu oproti
neovplyvnenej kontrole. Viabilita buniek bola tym niZ§ia, ¢im menSie bolo riedenie
etanolového extraktu H.erinaceum. Na zaklade ziskanych vysledkov sme sa rozhodli
v d’alsich experimentoch pracovat s 200-ndsobne riedenym etanolovym extraktom
H.erinaceum.
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Obr. 1 Vplyv 2,5% extraktu G. lucidum v 40% etanole na viabilitu MRC-5 bunkovej linie
Bunky boli inkubované 3 dni s etanolovym extraktom G. lucidum, ktory bol riedeny 20, 50, 100, 200,
400, 800, 1000 alebo 2000-krat v kultivaénom médiu. Vysledky st priemer 2 experimentov + SD, * p
<0,05; ** p <0,01; *** p<0,001. K — kontrola bez pridania etanolu alebo etanolového extraktu G.
lucidum, KE — kontrola ovplyvnena 40% etanolom v uvedenych riedeniach, GL — bunky ovplyvnené
extraktom G. lucidum.v uvedenych riedeniach.
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Obr. 2 Vplyv 2,5% extraktu H.erinaceum v 40% etanole na viabilitu MRC-5 bunkovej linie Bunky
boli inkubované 3 dni s etanolovym extraktom H.erinaceum, ktory bol riedeny 20, 50, 100, 200, 400,
800, 1000 alebo 2000-krat v kultivatnom médiu. Vysledky su priemer 2 experimentov £ SD, * p
<0,05; ** p <0,01; *** p<0,001. K — kontrola bez pridania etanolu alebo etanolového extraktu
H.erinaceum, KE — kontrola ovplyvnena 40% etanolom v uvedenych riedeniach, HE — bunky
ovplyvnené extraktom H.erinaceum v uvedenych riedeniach.
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Sledovanie vplyvu etanolovych hubovych extraktov na rast mladych a starych buniek

Vplyv etanolovych hubovych extraktov na rast mladych a starych buniek sme sledovali
pomocou MTT testu. Modelom pre mladé bunky boli bunky v 9. pasazi a modelom pre staré
bunky boli bunky v 22. pasazi, ktoré vykazuju znamky senescencie ako je zvySena aktivita
SA B-galaktozidazy asociovanej so senescenciou, zvySend hladina proteinu p21 a pl6
azviacSeny tvar buniek. V experimente sme bunky inkubovali so 400-krat riedenym
etanolovym extraktom G. lucidum v kultivatnom médiu alebo 200-krat riedenym extraktom
H. erinaceum v kultivatnom médiu po dobu 24, 48, 72 alebo 96 hodin.

V pripade mladych buniek inkubovanych s etanolovym extraktom G. lucidum alebo H.
erinaceum sme po 24 hodinach zaznamenali mierny narast viability oproti neovplyvnene;j
kontrole (Obr. 3). Vysledky ziskané po 48 a 72 hodinovej inkubacii mladych buniek
s etanolovym extraktom G. lucidum neboli signifikantné. Rovnako ani vysledky ziskané po 48
a 72 hodinovej inkubacii mladych buniek s etanolovym extraktom H. erinaceum neboli
signifikantné. Po 96 hodinovej inkubacii buniek s etanolovym extraktom G. lucidum sme
pozorovali vyrazny narast viability az o 48% oproti neovplyvnenej kontrole. Vysledky
ziskané po 96 hodinovej inkubacii mladych buniek s etanolovym extraktom H. erinaceum
neboli Statisticky vyznamné.

V pripade starych buniek sme signifikantné vysledky po 24 hodinovej inkubécii s etanolovym
extraktom G. lucidum alebo H. erinaceum ziskali len pri inkubacii starych buniek
s etanolovym extraktom H. erinaceum, kde sme pozorovali mierny narast viability oproti
neovplyvnenej kontrole. Vysledky ziskané po 48 hodinovej inkubacii starych buniek
s etanolovym extraktom H. erinaceum neboli Statisticky vyznamné, zatial¢o po 72 a 96
hodinovej inkubacii starych buniek s etanolovym extraktom H. erinaceum dochadzalo
Kk poklesu viability starych buniek o 17% a22% oproti neovplyvnenej kontrole. Vysledky
ziskané po 48, 72 aaj 96 hodinovej inkubacii starych buniek s etanolovym extraktom G.
lucidum neboli signifikantné.
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Obr. 3 Vplyv 2,5% extraktu H .erinaceum v 40% etanole a 2,5% extraktu G. lucidum v 40% etanole
na rast mladych buniek (pasaz 9).

Bunky boli inkubované 1, 2, 3 alebo 4 dni s etanolovym extraktom G. lucidum riedenym 400-krat
Vv kultivatnom médiu alebo s etanolovym extraktom H.erinaceum riedenym 200-krat v kultivaénm
médiu. Vysledky st priemer 2 experimentov £ SD, * p <0,05; ** p <0,01; *** p<0,001. K — kontrola
bez pridania etanolu alebo etanolového extraktu G.lucidum alebo H.erinaceum, KE 200x — kontrola
ovplyvnena 40% etanolom riedenym 200-krat v kultivatnom médiu, HE 200x — bunky ovplyvnené
extraktom H.erinaceum.riedenom 200- krat v kultivatnom médiu, KE 400x - kontrola ovplyvnena
40% etanolom riedenym 400- krat v kultivacnom médiu, GL 400x — bunky ovplyvnené extraktom
G.lucidum.riedenom 400- krat v kultivatnom médiu
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Obr. 4 Vplyv 2,5% extraktu H.erinaceum v 40% etanole a 2,5% extraktu G.lucidum v 40% etanole
na rast starych buniek (pasaz 22).

Bunky boli inkubované 1, 2, 3 alebo 4 dni s etanolovym extraktom G. lucidum riedenym 400-krat
Vv kultivaénom médiu alebo s etanolovym extraktom H. erinaceum riedenym 200- krat v kultivaénm
médiu. Vysledky su priemer 2 experimentov = SD, * p <0,05; ** p <0,01; *** p<0,001. K — kontrola
bez pridania etanolu alebo etanolového extraktu G. lucidum alebo H. erinaceum, KE 200x — kontrola
ovplyvnena 40% etanolom riedenym 200-krat v kultivatnom médiu, HE 200x — bunky ovplyvnené
extraktom H. erinaceum.riedenom 200-krat v kultivatnom médiu, KE 400x - kontrola ovplyvnena
40% etanolom riedenym 400-krat v kultivacnom médiu, GL 400x — bunky ovplyvnené extraktom G.
lucidum riedenom 400-krat v kultivacnom médiu
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Zaver

Bunkové starnutie tzv. senescencia hra vyznamnu ulohu pri starnuti organizmu (1). Délezité
je preto hl'adanie efektivneho spdsobu na odstranenie senescentnych buniek z organizmu
a/alebo spomalenie ich tvorby. V nasej praci sme sa zamerali na sledovanie vplyvu
etanolovych extraktov z G. lucidum a H. erinaceum na rast mladych buniek a buniek starych,
ktoré vykazuji zndmky senescencie ako je zvySend aktivita SA B-galaktoziddzy asociovane]
so senescenciou, zvySena hladina proteinu p21 a p16 a zviacSeny tvar buniek. G. lucidum a aj
H. erinaceum st zaradené medzi medicinsky vyznamné huby. Obe st uz dlho pouzivané ako
prostriedok na udrzanie zdravia a dosiahnutie dlhovekosti v Cine a inych azijskych krajinach
(13).

Z naSich experimentov vyplyva, Ze nami pouzity etanolovy extrakt z G. lucidum by nemal
negativne ovplyvitovat’ rast mladych buniek v zavislosti od dizky pdsobenia. V pripade
etanolového extraktu z H. erinaceum vieme povedat’ len, ze po 24 hodinovej inkubacii
mladych buniek s tymto extraktom dochadza k miernemu zvySeniu rastu buniek. V pripade
starych buniek sme ziskali signifikantné vysledky len v pripade ovplyvnenia buniek
etanolovym extraktom z H. erinaceum. Doélezitym zistenim je, Ze inkubacia starych buniek
extraktom z H. erinaceum vedie po 72 hodinach k vyraznému poklesu rastu buniek, ktory sa
este prehibi po 96 hodinovej inkubécii starych buniek s extraktom. Pozorovany pokles rastu
modze byt spdsobeny tym, Ze starSie bunky v dosledku svojej opotrebovanosti su citlivejSie
voCi posobeniu latok obsiahnutych v etanolovom extrakte z H.erinaceum, ¢o spdsobuje
poskodenie buniek a ich smrt’. Na druhej strane je mozné, ze latky obsiahnuté v etanolovom
extrakte z H.erinaceum selektivne zabijaju bunky, ktoré st uz v senescentnom stave a tym
spdsobuju zdanlivy pokles rastu buniek. Na zistenie skutocnej pri¢iny poklesu rastu starych
buniek vplyvom inkubacie s etanolovym extraktom z H.erinaceum je vSak potrebné
uskutocnit’ d’al§ie experimenty. Podl'a dostupnych informacii podobny experiment, ktory by
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sledoval vplyv pdsobenia etanolovych extraktov zhub na rast starych buniek nebol
uskuto¢neny. Znamy je len experiment, v ktorom bol pozorovany vplyv jednotlivych
vyizolovanych zloziek — hericenonov na aktivitu SA-B- galaktozidazy v l'udskych
umbilikalnych endotelovych bunkéch, v ktorych bola indukovand senescencia pdosobenim
adriamycinu. Hericenony boli pridané k bunkam pred ovplyvnenim buniek adriamycinom
a niektoré z nich boli schopné znizit’ hladinu SA-B- galaktozidazy v bunkéch (19).
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