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1. UVOD
1.1. STO SU MORSKE GLJIVICE?

Poprilican broj mikologa kroz povijest zapazio je pojavu morskih gljivica medutim one
se nisu detaljnije proucavale sve do 1950-ih. Tada se istrazivanjem gljivica na morskoj travi
znanstvenika Sparrowa, Cottona i Sutherlanda otvara Siroko podru¢je morske mikologije
(Jones, 2011). Ono $to se tada smatralo morskom gljivicom uvelike je bilo oblikovano
salinitetom vode. Pa tako Johnson 1 Sparrow predlazu definiciju da je morska gljivica ona koja
je ,,sposobna razviti se do reproduktivne zrelosti iako je izloZzena u nekoj tocki u svom rastu
salinitetu od 30 promila ili viSe bilo da je cijeli zivotni vijek pod vodom ili samo povremeno
prekrivena morskom vodom u plimi*“ (Johnson i Sparrow, 1961). Definiranje morskih gljivica
samo na temelju fizioloskih parametara nepotpuno je posto su gljivice izrazito prilagodljivi
mikroorganizmi i stoga mnoge mogu rasti jednako dobro pod cijelim spektrom saliniteta (Pang
isur., 2016).

Ubrzo su i drugi znanstvenici poceli istrazivati morske gljivice. Barghoom i Linder
svojim su radom o morskim gljivicama iz drvenih supstrata pokrenuli lavinu drugih radova
ukljucujuci i one Jana i Erike Kohlmeyer (Jones, 2011). Ovi su znanstvenici skupa otkrili preko
150 novih vrsta i preko 50 novih rodova morskih gljivica. Razvili su metode i sacuvali 25 000
uzoraka 1 biljeski s terena u njujorSkom botanickom vrtu (Gladfelter i sur., 2019). Ujedno su i
predlozili novu definiciju morskih gljivica koja se viSe nije temeljila samo na fizioloSkim
parametrima ve¢ je obuhvatila Sire, ekoloSke parametre. Oni su morske gljivice podijelili na
obligatne i fakultativne. Obligatne su definirane kao ,,one koje rastu i sporuliraju iskljucivo na
morskim staniStima 1 staniStima u blizini us¢a“, a fakultativne kao ,,one iz slatkovodnih i
kopnenih staniSta koje imaju sposobnost rasti (a mozda cak i sporulirati) u morskom
okruzenju.“ Ova je definicija bila opceprihvacena 1 citirana u vecini studija u proteklih 35
godina (Pang i sur., 2016).

Pojavom novih metoda identifikacije kao §to su DNA analize dolazi do potrebe za
prosirivanjem Kohlmeyerove definicije. Jones predlaze da se uz rast i sporulaciju pri definiranju
odredene gljivice kao morske treba odrediti i njezina metabolicka aktivnost, prilagodenost
morskom okoliSu te njezina uloga u moru. Kao primjer da Kohlmeyerovu definiciju treba
prosiriti uzima slucaj gljivice Malassezia spp. Ona je poznata kao stalni stanovnik zdrave i
bolesne ljudske koze medutim uoceno je da se javlja i u cijelom spektru morskih stanista: od
polarnih podrucja do dubokomorskih sedimenata te je ¢ak dominantna u odredenim morskim
staniStima Sto (Amend, 2014). Stoga bi se Malassezia spp. trebala definirati kao uistinu morska

iako ne raste i ne sporuilra isklju¢ivo na morskom stanistu. (Jones i sur., 2015).



Konacno bitno je naglasiti da se pridjev ,,morski* u terminu ,,morska gljivica“ u veéini
slu¢ajeva odnosi na okoli§ iz kojega je gljivica izolirana dok se termin ,,obligatna morska*
odnosi na gljivice koje aktivno koloniziraju odredeni okoli§ te su fizioloSki aktivne i imaju
efektivnu ekolosku ulogu u morskom staniStu. Slicno pridjevu ,,morski®, pojam ,,gljivica
izolirana iz morskog okolisa“ (eng. ,,marine-derived fungi*) pojam je koji se odnosi na okoli§
iz kojeg je gljivica izolirana (morski ili moru sli¢an) pri ¢emu su njezino podrijetlo, ekoloSka
uloga ili odnosi s drugim morskim organizmima nepoznati. Razlog tomu je taj $to se pojam
»gljivica izolirana iz morskog okolisa* ve¢inom koristi u kemiji prirodnih spojeva. Ta se grana
kemije bavi proucavanjem spojeva koje su sintetizirali zivi organizmi dakle proucava

metabolite koje su sintetizirale gljivice, a ne to je li ta gljivica uistinu morska (Pang i sur., 2016).



1.2. RAZNOLIKOST I METODE IDENTIFIKACIJE MORSKIH GLJIVICA

Unato¢ gotovo stoljecu aktivnog istrazivanja na podrucju morske mikologije,
raznolikost morskih gljivica slabo je poznata i uvelike je oblikovana metodom identifikacije
koja je koriStena za proucavanje. Naime, za prva istrazivanja radena na morskim gljivicama
ve¢inom su koriStene metode koje ovise o uzgoju gljivica u kulturi. Takva su istrazivanja
upucivala na to da ima jako malo vrsta morskih gljivica i da su ograni¢ene samo na obalna
podrucja gdje je obilje organskog supstrata medutim novija DNA istrazivanja, koja ukljucuju
metode molekularne biologije, pokazuju da to nije tako.

Rani pokusSaji opisivanja raznolikosti morskih gljivica fokusirali su se uglavnom na
vrste povezane s biljkama i algama koje tvore primjetne makroskopske reproduktivne strukture
kao 1 one koje se mogu uzgojiti u kulturi. Ovakvo uzorkovanje koje je ve¢inom bilo na obali
dovelo je znanstvenike do misljenja da je morska mikobiota nedovoljno razvijena u usporedbi
s kopnenom te da postoji jako malo vrsta morskih gljivica koje ve¢inom spadaju u
potkraljevstvo Dikarya (Amend i sur., 2019). Danas je poznato da se zapravo jako mali postotak
gljivica moze uzgojiti u kulturi. To potvrduje i1 Cinjenica da je danaSnja kolekcija gljivica
uzgojenih u kulturi procijenjena na otprilike 75000 vrsta $to je samo 5% od ukupnog broja svih
do sada opisanih kopnenih i morskih gljivica. Od gljivica uzgojenih u kulturi samo je njih 467
izolirano iz mora §to ¢e re¢i da je samo oko 0.6% proucavanih gljivica dobiveno iz morskih
izvora. Ti rezultati sugeriraju da morske gljivice nisu raznolike niti sveprisutne u morskom
okoli8u §to je malo vjerojatno jer morska staniSta zauzimaju oko 70% povrsSine Zemlje, a sve je
vise istrazivanja koja potvrduju prisutnost gljivica u gotovo svim morskim stanistima (Richards
isur., 2012).

Novijim analizama neovisnim o uzgoju u kulturi proSirio se spektar staniSta za
istraZivanje pa se tako s algi i biljaka koje rastu u obalnim podruc¢jima fokus prebacuje na
staniSta kao Sto su ona unutar planktona (Scholz i sur., 2016), u stupcu vode (Picard, 2017), te
u morskim sedimentima (Orsi 1 sur., 2013). Istrazivanja DNA iz okoliSa omoguc¢ila su i uvid u
svijet do tada nevidljivih gljivica - onih koje se ne mogu uzgojiti u kulturi i tako proSirile
filogeneticko stablo gljivica (Ahrendt i sur., 2018). Naime, molekularne analize DNA iz okolisa
otkrile su neocekivano veliki broj do sada neopisanih gljivica koje su poznate samo iz
genetickog materijala (eng. ,,dark matter fungi®). Te su gljivice sveprisutne u okolisu ali do
sada jo$ nisu uspjesno izolirane i uzgojene u kulturi. Iako postoje indikacije da su prisutne u
gotovo cijelom filogenetickom stablu, posebno su uobicajene u granama koje se rano odvajaju

kao Sto su hitridomiceti (Grossart i sur., 2016).



Metode koje su se koristile za istrazivanja koja su dovela do velikog napretka u
razumijevanju raznolikosti gljivica su: amplificiranje gena koji su vazni za taksonomiju iz DNA
iz okoliSa uz pomo¢ lanCane reakcije polimeraze (PCR), konstrukcija genskih knjiznica,
sekvenciranje i filogeneticke analize. Za DNA analize koje su specificne za gljivice najcesce se
sekvenciraju regije unutar gena koji kodira za ribosomsku RNA (rRNA). Pri tome se jedni
znanstvenici fokusiraju na sekvence koje kodiraju RNA za malu/veliku podjedinicu ribosoma
(eng. ,,small/large subunit ribosomal DNA* ili ,,SSU rDNA/LSU rDNA*) kao npr. Comaeu
(2016) 1 Picard (2017), a drugi na ITS regije. Dvije ITS regije nalaze se izmedu rRNA gena za
veliku (28S) 1 malu (18S) podjedinicu ribosoma koje su razdvojene 5.8S rRNA genom.
Varijabilna priroda ITS regija omogucava jako dobru rezoluciju i preciznost prilikom
klasifikacije na razini roda ili vrste ali nije od velike pomo¢i prilikom odredivanja viSih
filogenetskih razina. S druge strane SSU rRNA gen ne moze razluciti izmedu srodnih vrsta
gljivica ali je jako koristan za smjeStanje gljivice u viSe taksonomske razine. Neki znanstvenici
stoga predlazu kombinirani pristup koji obuhvaca proucavanje gena SSU, 5.8S i LSU te ITS
sekvenci ¢ime su onda pokriveni 1 visi 1 nizi filogenetski ¢vorovi (Richards i sur., 2012).

Analize DNA iz okolisa dovele su do znaCajnog unaprjedenja filogenetike morskih
gljivica, medutim i one imaju svoja ograni¢enja. Ponajprije, amplificiranje ITS sekvence Sto se
smatra tzv. Barkodom za identifikaciju gljivica (Schoch i sur., 2012) koamplificira i druge
eukariote kao §to su zooplanktoni i neke biljke domacini. Zatim, pocetnice za ITS regiju rDNA
su dizajnirane uz pomo¢ sekvenci iz kopnenih gljivica te su pristrane prema kopnenim
gljivicama iz potkraljevstva Dikarya. Posljedi¢no, odjeljci specifi¢ni za morske gljivice manje
su zastupljeni u takvim analizama, ali ne zato $to ih ima manje nego zato Sto nisu razvijene
dobre pocetnice koje bi amplificirale specificno morske odjeljke. Jo§ jedna od mana analiza
DNA iz okolisa jest ta da one ne mogu pouzdano razluciti je li neka gljivica metabolicki aktivna

1 doprinosi li 1 kako ekosustavu mora (Amend i sur., 2019).



1.3 SEKUNDARNI METABOLITI 1Z MORSKIH GLJIVICA

U posljednjih petnaestak godina pojavio se poprilican broj radova koji opisuju
metabolite gljivica koje su izolirane iz oceana, morskih Zivotinja i algi, obalnih podrucja i
staniSta u blizini u$¢a. U gotovo svim tim radovima autori se sluze terminom ,,gljivica izolirana
iz mora“ (eng. ,,marine-derived fungi*) kako bi naglasili lokaciju odakle je gljivica izolirana,
ali bez da su se prethodno zapitali je li ta gljivica uistinu morska (ona €iji rast i razmnoZavanje
direktno ovise o morskom okoliSu) ili bi 1 kopnena gljivica pod istim uvjetima proizvela iste
metabolite.

Stopa otkri¢a prirodnih produkata iz gljivica izoliranih iz mora s vremenom se
eksponencijalno povecava, a iz pravih morskih gljivica se smanjuje ili u najboljem slucaju
ostaje ista. Kako objasniti tu pojavu? Vecina prirodnih produkata iz morskih gljivica do 1990.
izolirana je suradnjom morskih mikologa i kemicara ili tako da su se metaboliti izolirali iz
sojeva koji su dostupni u javnim kolekcijama kultura gljivica koje su prethodno taksonomski
odredene kao uistinu morske. NaZzalost, danas su te suradnje sve rjede, a strogo definirani
vremenski okviri novijih studija ne idu u prilog sporo rastu¢im morskim gljivicama. U vecini
istrazivanja dostupnim u literaturi o prirodnim produktima iz morskih gljivica uzorci uzeti iz
morskih staniSta bi se obradili te bi se gljivice uzgojile na hranjivim podlogama uz prisustvo
morske vode. Na prvi pogled se mozda ¢ini da se takvim pristupom izoliraju morske gljivice,
medutim na tim hranjivim podlogama najcesce ¢e porasti samo brzo rastu¢e osmotolernatne ili
osmofilne kopnene gljivice koje ¢e zbog prisustva morske vode proizvesti drugacije metabolite.
Nasuprot tome, morske gljivice rastu jako sporo u kulturi i iz morskog okoliSa se najcesce
izoliraju uz pomo¢ mamaca kao $to su drvene ploce i kolci te stabljike morske trave (najcesce
Corollospora maritima 1 Spartina maritima) te za njihovu izolaciju i kultivaciju treba imati vise
vremena, ali 1 viSe znanja. Jedna tehnika pokazala se izrazito ucinkovita u uzorkovanju iz
morskih supstrata a ukljucuje kombinaciju filtracije Cestica supstrata i nanosSenje Cestica
tehnikom razrjedivanja. Oc¢iS¢eni supstrat se homogenizira te ispire i filtrira kroz mreZice sa sve
manjom veli¢inom pora. Cestice odredene veli¢ine se zatim skupe i suspendiraju u velikom
razrjedenju na plocice s 48 ili 96 jazica. Ta tehnika ne prevenira izolaciju svih spora ali
povecava vjerojatnost hvatanja gljivica koje potjeCu iz vegetativnih fragmenata uklopljenih u
matriks.

U literaturi od 1970 do 2002 od 80 izolata gljivica iz mora samo16 njih su vrste koje se
smatraju uistinu morskim, a preostalih 64 izolata su ili gljivice koje mogu zivjeti i u moru i na
kopnu ili nisu identificirane. 1z tih 16 vrsta izoliran je 41 metabolit,a iz svih 80 vrsta izolirano

je sveukupno 272 metabolita. S druge strane, u literaturi od 2005 do 2010 izolirano je preko
5



200 sojeva gljivica medutim samo se 5 od njih moze smatrati uistinu morskim gljivicama (pri
¢emu su 2 od tih 5 prethodno ve¢ izolirana). Proucavanje tih 5 vrsta rezultiralo je sa 16 novih
metabolita od ukupno preko 600 metabolita izoliranih. Iz ovih podataka moze se vidjeti da
postoji obilje metabolita dobivenih iz gljivica iz mora, medutim ocito je 1 da su uistinu morske

gljivice poprili¢no zanemarene (Overy i sur., 2014).



2. OBRAZLOZENJE TEME

Danas kada se svijet susrece sa sve vise slu¢ajeva rezistencije na antibiotike od presudne
je vaznosti pronaéi nove tvari koje pokazuju antibakterijsko djelovanje ne samo na Siroki
spektar bakterija nego i1 na rezistentne sojeve. Sljede¢i primjer Alexandera Fleminga,
znanstvenici 1 danas inspiraciju za nove antibiotike traze u gljivicama, pogotovo onim
izoliranim iz mora.

Osim bakterijskih infekcija danas veliki javnozdravstveni problem predstavljaju i
maligne bolesti. Broj osoba oboljelih od karcinoma u stalnom je porastu. Svjetska zdravstvena
organizacija predvida da ¢e se globalno broj oboljelih od raka u 2040. godini povecati na 30,2
milijuna, dok ¢e broj umrlih porasti na 16,4 milijuna godisnje. I u tom pogledu znanstvenici se
sve viSe okrecu trazenju ideja u prirodnim produktima, pogotovo u sekundarnim metabolitima
gljivica (www.gco.iarc.1r).

Gljivice izolirane iz mora obecavajui su izvor bioloski aktivnih sekundarnih
metabolita. Posto zive u kompetitivnom okruzenju s jedinstvenim uvjetima pH, temperature,
tlaka, kisika, svjetla, nutrijenata i1 saliniteta, proizvode zapanjujuce raznolike sekundarne
metabolite koji pokazuju iznimno zanimljiva djelovanja.

Rod Aspergillus najces¢i je rod askomiceta u moru. Zbog njihove jako dobre
prilagodljivosti, gljivice roda Aspergillus Zive u gotovo svim morskim staniStima u moru koja
su istrazivana. Osim toga, njihov profil sekundarnih metabolita jako je poseban 1 predstavlja
dobar izvor za razvoj novih lijekova.

Cilj ovog rada je opisati dio sekundarnih metabolita gljivica iz roda Aspergillus
izoliranih iz mora, koji su otkriveni u razdoblju od 2005. do 2019. godine, a koji su pokazali

neka zanimljiva djelovanja na bakterijske, gljivicne ili virusne infekcije ili na maligne bolesti.



3. MATERIJALI Il METODE

U ovom diplomskom radu koriStene su stru¢ne i znanstvene knjige iz podrucja
mikrobiologije s naglaskom na mikologiju i morsku mikologiju.
Pretrazivanje znanstvenih i stru¢nih ¢lanaka u bibliografskim bazama (Scopus, Science Direct,
Springer Link, PubMed) se radilo prema kljuénim rije¢ima: marine mycology, marine fungi,
marine-derived fungi, Aspergillus, new bioactive compounds, secondary metabolites, marine
Aspergillus
Pretrazivane su i mrezne stranice : www.marinefungi.org , https://www.mycobank.org ,
http://www.speciesfungorum.org , http://www.marinespecies.org,
https://www.aspergilluspenicillium.org,

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1131492.



4. REZULTATII RASPRAVA
4.1. TAKSONOMIJA RODA Aspergillus 1Z MORA

Rod Aspergillus poznat je po svojoj raznolikosti, izuzetno dobroj prilagodenosti
razli¢itim fizioloSkim uvjetima te po velikom ekonomskom znacaju. Neke vrste roda
Aspergillus rastu pri ekstremno niskim aktivitetima vode uzrokovanim visokim
koncentracijama soli, a neke pri vrlo visokim ili niskim temperaturama, niskom pH i/ili niskim
koncentracijama kisika. Osim njihove jako dobre prilagodenosti razliitim uvjetima, vrste roda
Aspergillus poznate su 1 po proizvodnji velikog broja razliCitih bioaktivnih sekundarnih
metabolita. Neki od tih metabolita se danas koriste kao lijekovi npr. lovastatin, lijek za
snizavanje kolesterola, kojeg proizvodi gljivica Aspergillus terreus. Osim korisnih metabolita,
gljivice roda Aspergillus mogu proizvesti i razne Stetne tvari kao $to su mikotoksini: aflatoksin,
ohratoksin 1 patulin koji imaju jako bitan ekonomski utjecaj jer su Cesti kontaminanti hrane.
Veliki se broj vrsta koristi 1 u biotehnologiji za proizvodnju organskih kiselina i enzima ili u
prehrambenoj industriji za fermentaciju Vrste roda Aspergillus se povezuju i s uzrokovanjem
bolesti kako kod ljudi tako 1 kod Zivotinja. S obzirom na njihovu ¢estu upotrebu 1 izolaciju,
neadekvatna taksonomija ili nedovoljno definirana nomenklatura ovog roda moze dovesti do
jako velikih zabuna stoga je bitno drzati se najnovijih pravila nomenklature koja su odredili
stru¢njaci od autoriteta (Samson i sur., 2014).

Aspergillus je jedan od najbitnijih rodova carstva gljivica. On spada u porodicu
Aspergillaceae zajedno s drugim jednako vaznim rodom Penicillium. Aspergillaceae je
porodica reda Eurotiales, razred Eurotiomycetes, odjeljak Ascomycota, potkraljevstvo Dykaria

kao Sto je prikazano slikom 1.
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Rod Aspergillus tradicionalno je bio imenovan prema morfoloskim karakteristikama te
bojama kolonija i konidija. Za to je bila koriStena tzv. dualna nomenklatura. Gljivice iz odjeljka
askomiceta (Ascomycetes) imaju gene koji kodiraju za proizvodnju askospora i konidija
medutim zbog razli¢ite funkcije i mehanizma proizvodnje one Cesto nisu proizvedene
istovremeno. Iz tog razloga mikolozi su odlucili koristiti razli¢ito ime za stanje u kojem gljivica
proizvodi askospore — telemof i za stanje u kojem gljivica proizvodi konidije — anamorf.
Telemorf se smatrao bitnijim stanjem te se pri imenovanju gljivice koristilo ime za telemorf
kada gljivica proizvodi askospore, ili kada proizvodi i askospore i konidije — holomrf, a ime za
anamorf se smjelo koristiti samo u slucaju da gljivica proizvodi samo konidije bez proizvodnje
askospora (Pitt 1 Hocking, 2009).

Nakon Medunarodnog botani¢kog kongresa u Melbourneu 2011. dualna nomenklatura
gljivica se ukida i usvaja se Medunarodni kodeks nomenklature algi, gljivica i biljaka u kojem
anamorf dobiva jednaki prioritet kao i telemorf. U travnju 2012. Medunarodna komisija za
rodove Penicillium 1 Aspergillus raspravljala je primjenu nomenklature s jednim imenom na
vrste roda Aspergillus 1 Penicillium. Donesen je zakljuCak da ¢e se ime Aspergillus Koristiti za
sve vrste roda Aspergillus ukljucujuci i telemorfe. Posljedica toga jest to da ¢e rodovi koji se
temelje na telemorfu (Neosartorya, Emericella, Eurotium, Petromyces) biti pridruzeni rodu
Aspergillus (Houbraken i sur., 2014).

Osim promjena u imenima rodova, prihva¢anjem Melburnskog Kodeksa doslo je i do
promjene u imenima porodica. Tako je nekadasnja porodica telemorfa Trichocomacaeae
podijeljena na tri zasebne porodice: Aspergillaceae, Thermoascaceae i Trichocomaceae. Vecina
vrsti porodice Aspergillaceae dobro raste u mediju s niskim aktivitetom vode (Houbraken i sur.,
2014). Iz tog razloga (Sto mogu svoj metabolizam lako prilagoditi vrlo raznolikim okolisSnim
¢imbenicima) jako je tesko razluciti kopnene od morskih vrsti ovog roda i porodice pa medu
stru¢njacima sve vise prevladava misljenje da se morsko podrijetlo gljivica iz roda Aspergillus
ne moze tocno dokazati. Odnosno smatra se da je gljivica iz roda Aspergillus morska ako je
matriks iz kojega je izolirana morski, bez obzira na to je 1i mu to originalno staniste ili ne
(Salvatore 1 sur., 2018). To je potvrdio i rad iz 2010. autora Zuluaga-Montero i suradnika koji
je proucavajuéi infraspecificnu filogeniju vrste Aspergillus flavus dokazao da ne postoji
mogucénost da se razlikuje morska od kopnene gljivice 4. flavus (Zuluaga-Montero i sur., 2010).

Gljivice u moru se mogu podijeliti na obligatne i1 fakultativne morske. Prema
Kohlmeyerovoj definiciji, obligatne su ,,one koje rastu i sporuliraju isklju¢ivo na morskim

staniStima 1 staniStima u blizini us¢a®, a fakultativne ,,one iz slatkovodnih i kopnenih stanista
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koje imaju sposobnost rasti (a mozda ¢ak i sporulirati) u morskom okruzenju (Kohlmeyer i
Kohlmeyer, 1979). Fakultativne morske gljivice su najéesée kopnene gljivice donesene u more
vjetrom, kiSom ili vodenim slivovima. S obzirom na to da su jako ucestale u moru, neke
populacije mogu razviti i adaptacije za rast u morskom okruzenju te s vremenom postati i
obligatno morske. Gljivice roda Aspergillus poznate su po svojoj sveprisutnosti kako na kopnu
tako 1 u moru. Dapace, rod Aspergillus naj¢eséi je od svih rodova askomiceta u moru (Jones i
sur., 2015). Medutim morske gljivice roda Aspergillus uglavnom se ne mogu razlikovati od
kopnenih zato se kao morske uzimaju one koje su visestruko izolirane iz morskog okolisa.

Poznati mikolog E.B. Gareth Jones 2019. godine postavio je stranicu
www.marinefungi.org koja omogucava pretrazivanje rodova morskih gljivica, detaljne opise
vrsta 1 klasifikaciju svih do sada zabiljezenih morskih gljivica. Trenutno je popisano 83 vrste u
rodu Aspergillus te ¢e se u ovom diplomskom radu morskim gljivicama roda Aspergillus
smatrati samo one koje su uvrStene na popis na ovoj stranici (Jones i sur., 2019).

Popis vrsta prema stranici www.marinefungi.org

*Aspergillus P. Micheli ex Haller, Hist Stirp Helv 3: 113 (1768)

#A. aculeatus lizuka, J. Agric. Chem. Soc. Japan: 807 (1953)
A. amstelodami Thom & Church, The Genus Aspergillus: 113 (1926)
A. awamori Nakaz., Rep. Gov. Res. Inst. Formosa: 1 (1907)
#A. candidus Link, Mag. Gesell. Naturf. Freunde, Berlin 3(1-2): 16 (1809)
A. carbonarius (Bainier) Thom, in Thom & Currie, J. Agric. Res. 7: 12 (1916)
#A. carneus Blochwitz, Annls. Mycol. 31(1/2): 81 (1933)
A. clavatus Desm., Annales des Sciences NaturellesBotanique 2: 71 (1834)
A. cervinus Massee, Bull. Misc. Inf., Kew 1914: 158 (1914)
A. chevalieri Thom & Church, The Genus Aspergillus: 111 (1926)
. #A. conicus Blochwitz Annales Mycologici 12 (1): 38 (1914) (isolated from brown alga Padina,
Posidonia ocenaica, Hlothurian polii from Tunisian Sea)
11. #A4. creberjurjevié, S.W. Peterson & B.W. Horn, IMA Fungus 3 (1): 69 (2012) (isolated from
corals, also from Holthurian polii isolated from Tunsian Sea)
12. A. cristatus Raper & Fennell, The Genus Aspergillus: 169 (1965)
13. A. ficuum (Reichardt) Thom & Currie, J. Agric. Res. 7: 12 (1916)
14. A. fischeri Wehmer, Zentbl. Bakt. ParasitKde, Abt. 11 18: 390 (1907)
15. A. flavipes (Bainier & R. Sartory) Thom & Church, Manual of the Aspergilli: 179 (1926) (isolated
from corals)
16. #A. flavus Link, Mag. Gesell. Naturf. Freunde Berlin 3: 16 (1809)
17. #4. flocculosus (Y K. Shih) Samson, S.W. Peterson, Frisvad & Varga, Stud. Mycol. 69: 45 (2011)
derived from the seaweed Padina sp. collected in Vietnam
18. #A. foetidus Thom & Raper, Manual of the Aspergilli: 219 (1945)
19. #A. fumigatus Fresen., Beitr. Mykol. 3: 81 (1863) (isolated from corals)
20. A. glaucus (L.) Link, Mag. Gesell. Naturf. Freunde Berlin 3(1-2): 82 (1809)
21. #A. gracilis Bainier, Bull. Soc. Mycol. Fr. 23(2): 92 (1907)
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22

23.

24.

25.

26.
27.
28.

29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.

36.
37.
38.
39.
40.

41.
42.
43.
44.
45.
46.

47.
48.
49.
50.
51.
52.

53.
54.
55.
56.

57

. A. heyangensis Z.T. Qi, Z.M. Sun & Yu X. Wang, Acta Mycol. Sinica: 81 (1994) (isolated from
brown alga Padina)

A. insuetus (Bainier) Thom & Church, Manual of the Aspergilli: 153 (1929)(isolated from brown
alga Padina)

A. insulicola Montem. & A.R. Santiago, Mycopathologia 55 (2): 130 (1975) (isolated from brown
alga Padina)

A. jensenii Jurjevi¢, S.W. Peterson & B.W. Horn, IMA Fungus 3 (1): 70 (2012) (isolated from
corals)

A. kanagawaensis Nehira, J. Jap. Bot.: 109 (1951)

A. melleus Yukawa, J. Coll. Agric. Imp. Univ. Tokyo: 358 (1911)

A. nidulans (Eidam) G. Winter, Rabenhorst's Kryptogamen-Flora, Pilze - Ascomyceten 1(2): 62
(1884)

#A. niger Tiegh., Annal. Sci. Natur. Bot. 8: 240 (1867)(Isolated from deep sea sediments)

#A. nomius Kurtzman, B.W. Horn & Hesselt., Antonie van Leeuwenhoek 53(3): 151 (1987)

A. nutans McLennan & Ducker, Aust. J. Bot. 2(3): 355 (1954)

#A. ochraceus K. Wilh., Beit Kenntni Pilzgattung Aspergillus: 66 (1877)

#A. ochraceopetaliformis Bat. & Maia, Anais Soc. Biol. Pernambuco 15(1): 213 (1957)

A. ostianus Wehmer, Bot. Zbl.: 461 (1897)

#A. penicillioides Speg., Revta. Fac. Agron. Vet. Univ. Na.c La Plata 2: 245 (1896)(isolated from
deep sea sediments)

A. protuberus Munt.-Cvetk., Mikrobiologiya 5: 119 (1968)

A. pseudodeflectus Samson & Mouch., Antonie van Leeuwenhoek 41(3): 345 (1975)

#A. pseudoglaucus Blochwitz* Annls mycol. 27(3/4): 207 (1929)

A. pulverulentus (McAlpine) Wehmer, Bot. Zentralbl.: 394 (1907)

A. puulaauensis Jurjevié, S.W. Peterson & B.W. Horn, IMA Fungus 3 (1): 71 (2012) (isolated from
corals)

A. repens (Corda) Sacc., Michelia 2(8): 577 (1882)

#A. restrictus G. Sm., J. Textile Res. Inst.: 115 (1931) (isolated from deep sea sediments)

#A. ruber Thom & Church, The Aspergilli: 112 (1926)

#A. sclerotiorum G.A. Huber, Phytopathology 23: 306 (1933)

A. subsessilis Raper & Fennell, The Genus Aspergillus: 530 (1965)

#A. sydowii (Bainier & Sartory) Thom & Church, The Aspergilli: 147 (1926) (isolated from deep
sea sediments)

A. taichungensis Yaguchi, Someya & Udagawa, Mycoscience 36(4): 421 (1995)

#A. tamarii Kita, Centralbl. Bakteriol., Abt. 2: 433 (1913)

#A. terreus Thom, Am. J. Bot. 5 (2): 85 (1918)

A. terricola E.J. Marchal, Rev. Mycol. (Toulouse): 101 (1893)

#A. tubingensis Mosseray, La Cellule 43: 245 (1934)

#A. unguis (Weill & L. Gaudin) Dodge, Medical mycology. Fungous diseases of men and other
mammals: 637 (1935)

#A. ustus (Bainier) Thom & Church, The Aspergilli: 152 (1926)

#A. versicolor (Vuill.) Tirab., Ann. Bot.: 9 (1908) (isolated from deep sea sediments)

A. wentii Wehmer, Centralbl. Bakteriol.: 150 (1896)

A. westerdijkiae Frisvad & Samson, Stud. Mycol. 50(1): 30 (2004)

Additional species:

. A. allahabadii B.S. Mehrotra & Agnihotri, Mycologia 54 (4): 400 (1962)
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58
59

60.
61.
62.

63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.

73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.

82.

&3.

84.

85.

. A. avenaceus G. Sm., Transactions of the British Mycological Society 26 (1-2): 24 (1943)

. A. lucknowensis J.N. Rai, J.P. Tewari & S.C. Agarwal, Canadian Journal of Botany 46 (12): 1483
(1968)

A. multicolor Sappa, Allionia 2 (1): 87 (1954)

A. paradoxus Fennell & Raper, Mycologia 47: 69 (1955)

A. parasiticus Speare, Bull. Div. Pathol. Physiol., Hawaiian Sugar Planters' Assoc. Exp. Sta.: 38
(1912)

A. aeneus Sappa, Allionia 2 (1): 84 (1954)

A. brunneouniseriatus Suj. Singh & B.K. Bakshi, Trans. Br. mycol. Soc. 44(2): 160 (1961)

A. curviformis H.J. Chowdhery & J.N. Rai, Nova Hedwigia 32(1): 231 (1980)

A. flavescens Wreden, Saccardo's Syll. fung. IV: 70; XII: 860; XIX: 117

A. giganteus Wehmer, Mém. Soc. Phys. Hist. nat. Geneve 33(2): 85 (1901)

A. globosus Link, Magazin der Gesellschaft Naturforschenden Freunde Berlin 3 (1): 33 (1809)
A. janus Raper & Thom, Mycologia 36 (6): 556 (1944)

A. japonicus Saito, Bot. Mag. Tokyo: 61 (1906)

A. panamensis Raper & Thom, Mycologia 36 (6): 568 (1944)

A. penicilliformis Kamyschko, Botanicheskie Materialy Otdela Sporovyh Rastenij Botanicheskogo
Instituti Imeni V.L. Komarova 16: 91 (1963)

A. phoenicis (Corda) Thom, Journal of Agricultural Research 7: 14 (1916)

A. puniceus Kwon-Chung & Fennell, The Genus Aspergillus: 547 (1965)

A. rugulosus Thom & Raper, Mycologia 31 (6): 660 (1939)

. stellatus Curzi, Rendic. Accad. naz. Lincei: 424-428 (1934)

. striatus J.N. Rai, J.P. Tewari & Mukerji, Canadian Journal of Botany 42 (11): 1521 (1964)

. sulphureus (Fresen.) Wehmer, Mem. Soc. Phys. Genéve: 113 (1901)

. varians Wehmer, Bot. Centralbl.: 460 (1899)

. violaceus Fennell & Raper, Mycologia 47: 75 (1955)

# A. creber Jurjevi¢, S.W. Peterson & B.W. Horn, IMA Fungus 3(1): 69 (2012) isolated from the
marine holothurian in the Tunisian Sea.

#A. foetidus Thom & Raper, Manual of the Aspergilli: 219 (1945), isolated from the marine
holothurian in the Tunisian Sea

#A. fructus Jurjevié, S.W. Peterson & B.W. Horn, IMA Fungus 3(1): 70 (2012), isolated from the
marine holothurian in the Tunisian Sea

S U O O NN

#A. micronesiensis, Visagie, Hirooka & Samson, in Samson, Visagie, Houbraken, Hong, Hubka,
Klaassen, Perrone, Seifert, Susca, Tanney, Varga, Kocsubé, Szigeti, Yaguchi & Frisvad, Stud.
Mycol. 78: 105 (2014), isolated from the marine holothurian in the Tunisian Sea.

#A. spelaeus, A. Novakova, Hubka, S.W. Peterson & M. Kolafik, in Hubka, Novéakova, Kolarik,
Varga, Jurjevic & Peterson, Mycologia 107(1): 194 (2015), isolated from the marine holothurian in
the Tunisian Sea.
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4.2. SEKUNDARNI METABOLITI RODA Aspergillus 1Z MORA

U posljednjih dvadesetak godina morske su gljivice dobile na vaznosti zbog njihove
sposobnosti da proizvode jako puno strukturno vrlo razli¢itih sekundarnih metabolita. Unatoc
¢injenici da su mnoge od tih gljivica zapravo gljivice koje zive i na kopnu 1 u moru, u vecini se
sluc¢ajeva ispostavilo da morsko okruzenje tj. prisutnost morske soli utje¢e na stvaranje
drugacijeg profila metabolita. To otkri¢e dovelo je do opisivanja sve viSe prirodnih produkata
1z morskih gljivica koje nerijetko imaju farmakoloski zna¢ajnu bioaktivnost te se mogu smatrati
potencijalnim kandidatima za razvoj novih lijekova (Imhoff, 2016). Zbog sve veceg smanjenja
ucinkovitosti trenutno dostupnih antibiotika produkti od posebnog interesa su naravno produkti
s antimikrobnom aktivnos¢u. Osim njih, takoder su jako znacajni i produkti s citotoksicnom
aktivnos¢u. Jedan od takvih produkata je i plinabulin. On je sinteticki analog prirodnog
produkta halimida izoliranog iz morske gljivice Aspergillus ustus. Djeluje tako §to inhibira
polimerizaciju tubulina te tako naruSsava vaskularnu endotelnu arhitekturu tumora.
BeyondSpring Pharmaceuticals razvija plinabulin te se trenutno odvija faza 3 klinickog
istrazivanja na pacijentima s rakom pluc¢a nemalih stanica (Jaspars i sur., 2016).

Obilje gljivica izoliranih iz mora zapravo spada u rodove koji su itekako dobro poznati
s kopna kao Sto je rod Aspergillus. Rod Aspergillus poznat je po proizvodnji jako velikog broja
sekundarnih metabolita. 1z tog razloga kemotakosonomija roda Aspergillus Cesto je koriStena
za opisivanje vrsta. Danas je poznato da su profili sekundarnih metabolita specifi¢ni za vrstu
dok se individualni sekundarni metaboliti mogu pojavljivati u blisko srodnim vrstama ali i
manje srodnim vrstama te ¢ak i u potpuno nesrodnim vrstama. Unutar odredene sekcije roda
Aspergillus Cesto veliki broj vrsta dijeli sposobnost proizvodnje odredenog sekundarnog
metabolita. Ta sposobnost najvjerojatnije je naslijedena od zajednickog pretka (Fristvad i
Larsen, 2015). Proizvodnja odredenog sekundarnog metabolita je stoga dovoljna da bi se
odredenu gljivicu smjestilo u neku sekciju, a proizvodnja nekoliko sekundarnih metabolita
moze biti dovoljno za identificiranje gljivice roda Aspergillus ¢ak i do vrste. (Samson i sur.,
2014). Danas postoji Sest glavnih serija roda Aspergillus: Circumdati, Nidulantes, Fumigati,
Polypacilum/Phalosimplex, Cremei i Aspergillus. Zadnje tri serije dijele znacajku da dobro
rastu pri niskim aktivitetima vode i1 ¢esto mogu podnijeti visoke koncentracije natrij klorida
(Frisvad i Larsen 2015). 1z tog razloga gljivice roda Aspergillus jako su zatupljene u moru i
¢esto su iz njega izolirane pri ¢emu se radi detaljna analiza sekundarnih metabolita koji su
proizvedeni i njihovog djelovanja.

Gljivice roda Aspergillus proizvode jako veliki broj razliitih spojeva: alkaloide,

poliketide, terpene, sterole 1 analoge cerebrozida (Lee i sur., 2013). Osim toga mogu proizvoditi
14



1 razli¢ite druge bioaktivne metabolite kao Sto su veliki peptidi, ribotoksini i lektini medutim
male molekule su najznacajnije i o njima ¢e najvise biti rijec.

U razdoblju od 2006. do 2019. iz gljivica iz mora izolirano je preko 2500 metabolita
(Jones 1 sur., 2019). U ovom radu biti ¢e navedeni samo oni metaboliti koji su izolirani iz
gljivica roda Aspergillus koji su pokazali znacajno antibakterijsko, antivirusno, antifungalno ili
citotoksi¢no djelovanje. Ti podatci, dobiveni pretrazivanjem literature, prikazani su u tablici 1.
Sve skupa ovaj rad pokriva 99 metabolita. Cilj nije bio nabrojati sve metabolite nego istaknuti
one koji imaju farmakoloski znaCajnu bioaktivnost te se mogu smatrati potencijalnim

kandidatima za razvoj novih lijekova.
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Tablica 1. Metaboliti gljivica roda Aspergillus otkriveni u razdoblju od 2006. do 2019. godine

SEKUNDARNI METABOLIT GLIJIVICA STANISTE ZEMLIJA DJELOVANIE REFERENCA
1 (-) sidonolska kiselina Aspergillus spp. spuzva Kina antibakterijsko Liisur., 2012a
2 (-)-sidonol Aspergillus spp. spuzva Kina antibakterijsko Liisur., 2012a
3 (+)-metil sidovat Aspergillus spp. koralj Kina antibakterijsko Wei i sur., 2010
4 (+)-sidovicna kiselina Aspergillus spp. koralj Kina antibakterijsko Wei i sur., 2010
5 ErZiiiE)-ergosta-7,22-dlen-3B 30,6B- Aspergillus awamori sediment Kina citotoksi¢no Gao i sur., 2008
22R,23S)-epoksi-3B,11a,14B,16B-  Aspergillus . . . .
6 ‘Ee tralr’li droLsiI; rgos ta[—3 5,7 di,en—[i,Z—oEl ﬂolz cu%osus sediment Kina antifungalno Zheng i sur., 2009
7 - 14-hidroksiterezin Aspergillus sydowi naplavno drvo Kina citotoksi¢no Zhang i sur., 2008
8 = 14-norpseurotin A Aspergillus sydowi naplavno drvo Kina antibakterijsko Zhang i sur., 2008
9 18-oksotriprostatin A Aspergillus sydowi naplavno drvo Kina citotoksi¢no Zhang i sur., 2008
10 24-hidroksilergosta-4,6,8(14),22- Aspergillus clavatus mangrov Kina antifungalno Liisur., 2017
tetraen-3-on
3-((1-hidroksi-3-(2metilbut-3-en-
2-il)-2-oksoindolin-3-il)metil)-1-
11  metil-3,4- Aspergillus spp. spuzva Mediteran antibakterijsko Zhou i sur., 2014
dihidrobenzo[e][1,4]diazepin-2,5-
dion
12 iii 1-((11111r<r111 i[;;l;islll-S,S-dlmetll-7,7- Aspergillus clavatus mangrov Kina antifungalno Liisur., 2017
13 | 4"-deoksiizoterfenilin Aspergillus candidus sediment Japan citotoksi¢no Wei i sur., 2007
14 = 4"-deoksiizoterprenin Aspergillus candidus sediment Japan citotoksi¢no Wei i sur., 2007
15 6-metoksispirotriprostatin B Aspergillus sydowi naplavno drvo Kina citotoksi¢no Zhang i sur., 2008
6p3,16B-diacetoksi-25-hidroksi-
16 = 3,7dioksi-29-nordammara- Aspergillus sydowi naplavno drvo Kina antibakterijsko Zhang i sur., 2008
1,17(20)-dien-21-oi¢ka kiselina
17 6!3,9&-d1h1§qu51- ! 4-p- Aspergillus ochraceus  alga Kina citotoksi¢no Fang i sur., 2014
nitrobenzoilcinnamolid
18 ' aflatoksin B2b Aspergillus flavus mangrov Kina antibakterijsko Wang i sur., 2012a
19 = akremostricin Aspergillus spp. spuzva Korea antibakterijsko Julianti i sur., 2011




SEKUNDARNI METABOLIT GLIJIVICA STANISTE ZEMLIJA DJELOVANIE REFERENCA
20 = analog sterigmatocistina Aspergillus versicolor — spuzva Kina antibakterijsko Song i sur., 2014.
21 anhidrid tubingenoi¢ne kiseline Asp .ergillu.s spuzva Izrael antifungalno Koch i sur., 2014

tubingensis

22  asperamid A Aspergillus niger alga Kina antifungalno Zhang i sur., 2007a
23  asperbifenil Aspergillus spp. morska voda Kina antivirusno Wu i sur 2009
24  aspergicin Aspergillus spp. mangrov antibakterijsko Zhuisur., 2011
25 aspergilid A Aspergillus ostianus spuzva Mikronezija citotoksi¢no Kito i sur, 2008
26  aspergilid B Aspergillus ostianus spuzva Mikronezija citotoksi¢no Kito i sur, 2008
27  aspergilid C Aspergillus ostianus spuzva Mikronezija citotoksi¢no Kito i sur, 2008
28  aspergillumarin A Aspergillus spp. mangrov Japan antibakterijsko Liisur., 2012b
29  aspergillumarin B Aspergillus spp. mangrov Japan antibakterijsko Liisur., 2012b
30 aspergilusen A Aspergillus sydowii spuzva antibakterijsko Wang i sur., 2014
31  aspergiolid A Aspergillus glaucus sediment Kina citotoksi¢no Du i sur 2007
32  aspergiterpenoid A Aspergillus spp. spuzva Kina antibakterijsko Liisur., 2012a
33  asperindol A Aspergillus spp. zivotinja citotoksi¢no Ivanets i sur., 2018
34 asperksanton Aspergillus spp. morska voda Kina antivirusno Wu i sur 2009
35  asperterestid Aspergillus terreus koralj Kina antivirusno Heisur., 2013
36 = aspetriton A Aspergillus spp. koralj Kina antibakterijsko Wang i sur., 2017
37 aspironol Aspergillus spp. hidrotermalni izvor ~ Pacifik citotoksi¢no Chen i sur., 2014a
38 aspohalazin A2 Aspergillus spp. Zivotinja ctotoksicno Liisur., 2018
39 austalid M Aspergillus spp. spuzva Jadransko more  antibakterijsko Zhou i sur., 2011
40 = austalid N Aspergillus spp. spuzva Jadransko more  antibakterijsko Zhou i sur., 2011
41 austalid R Aspergillus spp. spuzva Jadransko more  antibakterijsko Zhou i sur., 2011
42  averufin Aspergillus versicolor  sediment Kina antibakterijsko Hu i sur., 2019
43 azaspirofuran A Aspergillus sydowi sediment Kina citotoksi¢no Ren i sur., 2010
44  cefalimizin A Aspergillus fumigatus  riba citotoksi¢no Yamada i sur., 2007
45  citohalazin Z17 Aspergillus flavipes mangrova Kina citotoksi¢no Lin i sur, 2009b
46 = dehidroksiklorofusarielin B Aspergillus spp. alga Korea antibakterijsko Du i sur 2007
47  derivat antrakinona Aspergillus versicolor  alga Kina antibakterijsko Zhang i sur., 2012
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48 = epiaspinonediol Aspergillus spp. hidrotermalni izvor ~ Pacifik citotoksi¢no Chen i sur., 2014a
ester (22E)-ergosta-7,22-dien-
49  3b,5a,6a-triola i 6 razli¢itih masnih  Aspergillus awamori sediment Kina citotoksi¢no Gao i sur., 2007
kiselina
50  felutamid C Aspergillus versicolor  spuzva Korea citotoksi¢no Lee i sur., 2010
51  flavuzid A Aspergillus flavus mangrov Kina antibakterijsko Yang i sur., 2001
52  flavuzid B Aspergillus flavus mangrov Kina antibakterijsko Yang i sur., 2002
53 hevalon E Aspergillus spp. spuzva Tajland antibakterijsko Prompanya i sur., 2014
54 izoasteltoksin Aspergillus . . sediment Antarktik antivirusno Wang i sur., 2016
ochraceopetaliformis
55 ' izorhodoptilometrin-1-metil eter Aspergillus versicolor — alga Egipat antibakterijsko Hawas i sur., 2012
56  izo-a-ciklopiazonska kiselina Aspergillus flavus alga Kina citotoksi¢no Lin i sur 2009a
57 = karbonaron A Asperg illqs sediment Kina citotoksi¢no Zhang i sur., 2007b
carbonarius
58 karbonaron B Asp ergilh'zs sediment Kina citotoksi¢no Zhang i sur., 2007b
carbonarius
59  kipukasin H Aspergillus versicolor  Koralj Kina antibakterijsko Chen i sur.,2014b
60  kipukasin I Aspergillus versicolor  Koralj Kina antibakterijsko Chen i sur.,2014b
61 klavatustid A Aspergillus clavatus zivotinja Tajvan citotoksi¢no Jiang i sur., 2013
62  klavatustid B Aspergillus clavatus zivotinja Tajvan citotoksi¢no Jiang i sur., 2013
63  kordiol E Aspergillus spp. koralj Kina antibakterijsko Chen i sur., 2013
64 kotanin Aspergillus clavatus mangrov Kina antifungalno Liisur., 2017
65 kristatumin A Aspergillus glaucus spuzva Mediteran antibakterijsko Zhou i sur., 2014
66 kristatumin D Aspergillus glaucus spuzva Mediteran antibakterijsko Zhou i sur., 2014
67 kristatumin E Aspergillus glaucus spuzva Mediteran antibakterijsko Zhou i sur., 2014
68  nema ime Aspergillus spp. spuzva Kina antibakterijsko Liisur., 2012a
69  notoamid A Aspergillus spp. Skoljka Japan citotoksi¢no Tsukamoto i sur., 2008
70  notoamid B Aspergillus spp. Skoljka Japan citotoksi¢no Tsukamoto i sur., 2009
71 ' notoamid C Aspergillus spp. Skoljka Japan citotoksi¢no Tsukamoto i sur., 2010
72  notoamid D Aspergillus spp. Skoljka Japan citotoksi¢no Tsukamoto i sur., 2011
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73  ohraceopon A Aspergillus . . sediment Antarktik antivirusno Wang i sur., 2016
ochraceopetaliformis
74  opiobolin U Aaspergillus ustus alga Zhoushan antibakterijsko Liuisur., 2013
75 ' prenilterfenilin Aspergillus candidus sediment Japan citotoksi¢no Wei i sur., 2007
76 . preussin Aspergillus candidus spuzva Tajland antibakterijsko Buttachon i sur., 2018
77 sklerotid A Asperg f’llus slano polje Kina antifungalno Zheng i sur., 2009
sclerotiorum
78  sklerotid B Aspergillus sclerotium  nepoznato Kina antifungalno Zheng i sur., 2009
79 sklerotid B Asperg ?llus slano polje Kina antifungalno Zheng i sur., 2010
sclerotiorum
80  spiculisporanska kiselina B Aspergillus spp. zivotinja Kina antibakterijsko Wang i sur., 2012b
81 spiculisporanska kiselina C Aspergillus spp. zivotinja Kina antibakterijsko Wang i sur., 2012b
82 spiculisporanska kiselina D Aspergillus spp. Zivotinja Kina antibakterijsko Wang i sur., 2012b
83 teremid A Aspergillus terreus sediment Kina antibakterijsko Wang i sur., 2011
inhibitor
84 ' teretonin E Aspergillus insuetus spuzva Sredozemlje respiratornog lanca Lopez-Gresa 1 sur, 2009
mitohondrija
inhibitor
85 ' teretonin F Aspergillus insuetus spuzva Sredozemlje respiratornog lanca Lopez-Gresa 1 sur, 2009
mitohondrija
86  teretonin G Aspergillus spp. Zivotinja Japan antibakterijsko Fukuda i sur., 2014
87 teridemid B Aspergillus terreus sediment Kina antibakterijsko Wang i sur., 2011
88 terpentin B Aspergillus terreus mangrova Kina citotoksi¢no Lin i sur 2008
89 terpeptin A Aspergillus terreus mangrova Kina citotoksi¢no Lin i sur 2008
90 trikohalazin A Aspergillus spp. Zivotinja Kina ctotoksicno Liisur., 2018
91 tropolakton A Aspergillus spp. spuzva Havaji citotoksi¢no Cueto i sur, 2006
92  tropolakton B Aspergillus spp. spuzva Havaji citotoksi¢no Cueto i sur, 2006
93 ' tropolakton C Aspergillus spp. spuzva Havaji citotoksi¢no Cueto i sur, 2006
94  ustusoran E Aspergillus ustus sediment Kina citotoksi¢no Luisur., 2009
95 ' vaikialoid A Aspergillus spp. sediment Kina antifungalno Wang i sur., 2012¢
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96 = vaikialoid B Aspergillus spp. sediment Kina antifungalno Wang i sur., 2012c
97  variekolorkinon A Aspergillus variecolor — sediment Kina citotoksi¢no Wang i sur., 2007
98 = variekolorkinon B Aspergillus variecolor — sediment Kina citotoksi¢no Wang i sur., 2007
99  versikolorin B Aspergillus versicolor  sediment Kina antibakterijsko Hu i sur., 2019
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4.2.1. ANTIMIKROBNE TVARI

Od ukupno 99 metabolita analiziranih u ovom radu njih 42 je pokazalo antibakterijsko,
11 antifungalno, a 5 antivirusno djelovanje.

4.2.1.1. ANTIBAKTERIJSKE TVARI

Antibakterijski lijekovi su jedni od najkoriStenijih lijekova na svijetu. U posljednje
vrijeme bakterijska rezistencija sve viSe raste, pa tako raste i potreba za novim antibakterijskim
lijekovima. Gljivice su se oduvijek smatrale vaznim izvorom novih antibakterijskih spojeva
zbog njihove raznolikosti 1 proizvodnje Sirokog spektra sekundarnih metabolita. Danas se
posebno puno istrazuju sekundarni metaboliti gljivica izoliranih iz mora te su one prepoznate
kao potencijalni izvor novih antibakterijskih lijekova jer u morskim uvjetima gljivice proizvode
drugacije metabolite (Imhoff i sur., 2016).

Preusin (struktura broj 1, slika 2) i njegov N-demetilirani analog, preusin C (struktura
broj 2, slika 2) hidroksipirolidinski su alkaloidi koji su po prvi puta izolirani iz morske gljivice
A. candidus. Primijeceno je da je za antibakterijsko djelovanje preusina od presudne vaznosti
bila prisutnost N-metilne skupine na pirolidinskom prstenu. To je potvrdila i ucinkovitost
preusina u usporedbi s njegovim analogom preusinom C. Naime, samo je preusin pokazao
zna€ajno antibakterijsko djelovanje; inhibitorni efekt na gram-pozitivne bakterije izmedu
ostalog i na meticilin-rezistentni S. aureus (MRSA) i1 na vankomicin-rezistentne enterokoke
(VRE). Osim toga uspjesno je interferirao s formacijom biofilma kod S. aureus ATCC 29213 i
E. faecalis ATCC29212 u koncentracijama jednakim ili iznad minimalne inhibitorne
koncentracije te je pokazao jako sinergisti¢ko djelovanje s vankomicinom i oksacilinom protiv
VRE i MRSA te s kolistinom protiv E. coli 1410/1. 1z tog razloga nije pogresno za zakljuciti

da je preusin jako dobar model za razvoj nove klase antibiotika (Buttachon 1 sur., 2019).
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Slika 2. Strukturna formula preusina (1) i preusina C (2) prema Buttachon i sur. (2019)

14-norpseurotin (struktura broj 3, slika 3) 1 6,16B-diacetoksi-25-hidroksi-3,7dioksi-29-

nordamara-1,17(20)-dien-21-oicka kiselina (struktura broj 4, slika 4) novi su oksapirolaktam i
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29-nordamaranski triterpenoid izolirani iz gljivice A. sydowii PFW1-13. Oba su spoja pokazala
znacajnu antibakterijsku aktivnost na E. coli, B. subtilis i M. lysoleikticus. Zato se oni mogu

smatrati potencijalnim modelima za razvoj novih antibakterijskih lijekova (Zhang i sur., 2008).

4: R = 25 - 27

Slika 4. Strukturna formula 6B,16p-diacetoksi-25-hidroksi-3,7dioksi-29-nordamara-1,17(20)-dien-21-oicke
kiseline prema Zhang i sur. (2008)
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4.2.1.2. ANTIFUNGALNE TVARI

Gljivice roda Fusarium moguci su uzrocnici infekcija korneje i oka, pneumonije i
osteomijelitisa (Kayser i sur., 2005), stoga su tvari koje djeluju na vrste roda Fusarium od velike
vaznosti za ljudsko zdravlje. Primjeri takve tvari su 24-hidroksilergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-
on (struktura broj 5, slika 5), kotanin (struktura broj 6, slika 6) i 4,4'-dimetoksi-5,5'-dimetil-
7,7'-oksidikumarin (struktura broj 7, slika 7) koji su izolirani iz gljivice 4. clavatus iz mora.
Derivat sterona 24-hidroksilergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-on znacajno je inhibirao gljivice
Fusarium oxysporum, Colletotrichum musae i Penicillium italicum, a derivati kumarina kotanin
1 4,4'-dimetoksi-5,5'-dimetil-7,7'-oksidikumarin pokazali su vecu antifungalnu aktivnost prema
Fusarium oxysporum nego pozitivna kontrola, triadimefon. Ovo je istrazivanje potvrdilo da bi

ovi spojevi mogli sluziti kao model za razvoj novih antifungalnih lijekova (Li i sur., 2017).

Slika 5. Strukturna formula 24-hidroksilergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-ona prema Li i sur. (2017)

O/
S
Ri~g 0" o
0 0.0
Ry
/

O\.
6:Ry=CHj, R;=CH3

Slika 6. Strukturna formula kotanina prema Li i sur. (2017)

Slika 7. Strukturna formula 4,4'-dimetoksi-5,5'-dimetil-7,7'-oksidikumarina prema Li i sur. (2017)
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4.2.1.3. ANTIVIRUSNE TVARI

U posljednjih sto godina doslo je do pojave &ak tri velike pandemije gripe: Spanjolska
1918, H2N2 1957, 1 H3N2 1968. Konacno, u lipnju 2009 godine WHO je identificirala novi soj
tzv. svinjske gripe HINI i time ponovno podignula razinu svijesti o pandemiji gripe u svijetu.
Prirodni produkti su oduvijek bili 1 nastavljaju biti vazan izvor antiviralnih lijekova. Jedan od
primjera su: visoko oksigenirani a-piron meroseskviterpenoid ohraceopon A (struktura broj 8,
slika 8) 1 izomer asteltoksina s dvostrukom vezom, izoasteltoksin (struktura broj 9, slika 9).
Ohraceopon A je prvi primjer a-piron mezoseskviterpenoida koji ima linearni tetraciklicki
ugljikovodic¢ni kostur. Oni su izolirani iz gljivice A. ochraceopetaliformis SCSIO 05702 koja
je nadena u uzorku sedimenta na Antarktiku. Ispitana je njihova antiviralna aktivnost. Oba su
spoja pokazala zna¢ajnu antiviralnu aktivnost prema HIN1 i H3N2 virusu gripe zbog ¢ega ih

mozemo smatrati dobrim modelima za razvoj novih lijekova protiv gripe (Wang i sur., 2016).

5

Slika 9. Strukturna formula izoasteltoksina prema Wang i sur. (2016)
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4.2.2. CITOTOKSICNE TVARI
Od ukupno 99 metabolita u ovom radu njih 39 pokazalo je citotoksicno djelovanje.

Vise od 600.000 ljudi godisnje umre od hepatocelularnog karcinoma zbog ¢ega ova
bolest predstavlja veliki zdravstveni problem. 1z tog razloga istrazivanje ovog podrucja u svijetu
bi se trebalo znacajno pojacati kako na medicinskom, tako i na farmaceutskom podrucju
(Ferenci i sur., 2010). Klavatustidi A (struktura broj 10, slika 10) i B (struktura 11, slika 10)
dva su nova spoja koja sadrZze neobic¢an dimer antranilne kiseline. Izolirani su iz gljivice A.
clavatus C2WU koja je izolirana iz Xenograpsus testudinatus, raci¢a koji zivi u ekstremnim
uvjetima sumporom obogacenih hidrotermalnih izvora u Tajvanu. Posebnost njihove strukture-
dimer antranilne kiseline bi mogao biti produkt koji je nastao potaknut stresom zbog ekstremnih
uvjeta te bi mogao imati anti-stresna svojstva. Klavatustidi A 1 B pokazali su znacajnu
sposobnost supresije proliferacije stanica hepatocelularnog karcinoma (HepG2, SMMC-7721 i
Bel-7402) i inducirali su akumulaciju HepG2 stanica u G1 fazi i redukciju stanica u S fazi. Oni
su strukturalno vrlo posebni i pruzaju priliku za dizajn i sintezu analoga koji bi im mogli

poboljsati aktivnost i tako postati potencijalni novi citostatici (Jiang 1 sur., 2013).

R

”fr ‘/J\ 21
O/ ”K\@m

10
11

10: R=CH;
11: R=H

Slika 10. Strukturna formula klavatustida A i B prema Jing i sur. (2013)
Ustusoran E (struktura broj 12, slika 11) derivat je izokromana izoliran iz gljivice A.
ustus 094102 izolirane s drva mangrove u Kini. Pokazao je znacajnu citotoksi¢nu aktivnost

prema HL-60 stani¢noj liniji s ICso vrijednosti od 0.13uM (Lu i sur., 2009).
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Slika 11. Strukturna formula ustusorana E prema Lu i sur. (2009)

Aspergiolid A (struktura broj 13, slika 12) derivat je antrakinona s nafto[1,2,3-
delkromen-2,7-dionskim kosturom izoliran iz gljivice 4. glaucus. Pokazao je znacajnu
citotoksi¢nu aktivnost prema A-549, HL-60, BEL-7402, i P388 stani¢nim linijama (Du i sur.,
2007). Aspergiolid A 1 ustusoran E predstavljaju potencijalne modele za razvoj novih

citotoksi¢nih lijekova.

OH O OH

Slika 12./ Strukturna formula aspergiolida A prema Du i sur. (2007)
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5. ZAKLJUCAK

Gljivice roda Aspergillus ubikvitarne su i prisutne u gotovo svim staniStima na svijetu pa
tako 1 u moru. Rod Aspergillus najces¢i je rod askomiceta u moru te je narocito vazan zbog
posebnih 1 jedinstvenih sekundarnih metabolita koje proizvodi pod utjecajem tlaka, pH i
saliniteta morske vode. Pretrazivanjem literature moze se pronacéi veliki broj do sada
zabiljezenih sekundarnih metabolita s bioloskom aktivnos¢u odnosno, antibakterijskim,
antifungalnim, antivirusnim 1 citostatickim djelovanjem. 1z tih podataka moze se zakljuciti da
su sekundarni metaboliti gljivica iz roda Aspergillus dobri modeli za razvoj novih

antimikrobnih 1 antitumorskih lijekova.
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7. SAZETAK

Gljivice roda Aspergillus proizvode jedinstvene metabolite od kojih veliki broj ima
obecavajucu farmakolosku aktivnost. Ovaj diplomski rad daje pregled sekundarnih metabolita
koji su pokazali znacajno antibakterijsko, antivirusno, antifungalno i1 antitumorsko djelovanje.
Sve skupa ovaj rad pokriva 99 metabolita koji su otkriveni u razdoblju od 2005. do 2019.
godine. Medu bioloski aktivnim metabolitima s antimirkobnim djelovanjem isti¢u se preusin
(djeluje na gram-pozitivne bakterije, MRSA 1 VRE), 14-norpseurotin, 6f3,16p-diacetoksi-25-
hidroksi-3,7dioksi-29-nordamara-1,17(20)-dien-21-oicka kiselina (djeluju na gram-negativne i
gram-pozitivne bakterije), 24-hidroksilergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-on, kotanin, 4,4-
dimetoksi-5,5-dimetil-7,7-oksidikumarin, ohraceopon A i izoasteltoksin, a klavatustid A i1 B,
ustusoran E, 1 aspergiolid A istaknuli su se svojim antitumorskim djelovanjem. Iz tih podataka
moze se zakljuciti da su sekundarni metaboliti gljivica iz roda Aspergillus dobri modeli za

razvoj novih antimikrobnih i antitumorskih lijekova.
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8. SUMMARY

Species of the Aspergillus genus are capable of producing unique metabolites, a
considerable number of which display promising pharmacological activity. This diploma thesis
gives an overview of secondary metabolites which showed some considerable antibacterial,
antiviral, antifungal or citotoxic activity. Overall, 99 metabolites which were discovered in the
period from 2005 until 2019 are presented. Among all biologically active products the most
important ones with antimicrobial activities are preussin (shows antibacterial activity towards
gram-positive bacteria, MRSA, VRE), 14-norpseurotine, 6f,16p-diacetoxy-25-hidroxy-
3,7dioxy-29-nordammara-1,17(20)-dien-21-oic acid, (shows antibacterial activity towards
gram-negative and gram-positive bacteria), kotanin, 24-hidroxylergosta-4,6,8(14),22-tetraen-
3-one, 4,4-dimethoxy-5,5-dimethyl-7,7-oxydicoumarin, ochraceopone A and isoasteltoxin,
while clavatustides A, B, ustusorane E, and aspergiolide A showed significant anticancer
activity. From this data, it can be deduced that secondary metabolites from Aspergillus species

could be used as good models for developement of new antimicrobial and anticancer drugs.
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