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Summary

This paper describes an unusual type of diterpenoids, called cyathins, and
presents their structure, biosynthesis and biological activities. These secondary
metabolites have been isolated during the last 35 years from mycelia, culture
broths and fruiting bodies of several species of mushrooms such as Cyathus
helenae, C. striatus, Hericium erinaceum and Sarcodon scabrosus. Cyathane diterpenoids
are known to have a potent stimulating effect on Nerve Growth Factor synthesis
and can became potential therapeutic agents for the treatment of
neurodegenerative disorders, for instance Alzheimer’s disease. Cyathins also
possess anti-imflammatory and antimicrobial activity.
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1. Wstep

Diterpenoidy kjatanowe* reprezentujg niezwykle interesuja-
ca grupe zwigzkow wyizolowanych po raz pierwszy w 1971 r.
z hodowli mycelialnej grzyba Cyathus helenae. Od tamtego czasu
pojawity sie publikacje dotyczgce izolacji wielu innych kjatanéw
z réznych gatunkéw grzybéw z rodzaju Cyathus, a takze z gatun-
*lac. stowo cyathus (kubek) zostato przejete z jezyka greckiego (kba ),

zatem za poprawne spolszczenie uwazamy forme ,kjatyna, kjatus, kjatanowe”,
a nie spotykane ,cjatyna” lub ,cyjatyna”.
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kéw takich jak Hericium erinaceum i Sarcodon scabrosus. Szereg diterpenoidow typu
kjatanu wykazuje dziatanie przeciwbakteryjne lub przeciwzapalne, jednak najbar-
dziej intrygujaca i unikatowa wilasciwoscia tych zwiazkéw jest ich zdolnos¢ do po-
budzania syntezy czynnika wzrostu nerwéw (NGF). Ten ostatni rodzaj aktywnosci
otwiera nowe mozliwosci w leczeniu choréb degeneracyjnych osrodkowego uktadu
nerwowego, takich jak choroba Parkinsona czy Alzheimera. Synteza chemiczna di-
terpenoidéw typu kjatanu okazala sie niezwykle ztozona, a zarazem mato optacal-
na. Prowadzenie hodowli grzybéw w warunkach laboratoryjnych, przy optymalnym
doborze i kontroli warunkéw biosyntezy daje szanse pozyskiwania metabolitow
wtérnych, w tym diterpenoidéw, w sposob powtarzalny i z dobra wydajnoscia.

2. Otrzymywanie i budowa diterpenoidéw kjatanowych

W 1965 r. kanadyjski mykolog Harold Johnston Brodie odkryt w Gérach Skali-
stych nowy gatunek grzyba z rodzaju Cyathus (kubek, ang. bird’s nest fungus) i nazwat
go Cyathus helenae (na cze$¢ swojej zony Heleny) (1,2). Badania nad metabolitami
wydzielanymi przez grzybnie C. helenae w hodowli glebinowej zaowocowaly izolacjg
mieszaniny zwigzkéw o dziafaniu antybiotycznym, nazwanej ,kjatyng” (ang. ,,cyathin”).
W toku prac nad oczyszczaniem sktadnikéw tej mieszaniny stwierdzono, ze zawiera
ona nowy rodzaj diterpenoidéw — okreslany jako typ kjatanu — o czgsteczkach
charakteryzujacych sie obecnoscia trzech pierScieni: piecio-, szescio- i siedmioczto-
nowego (rys. 1). Wyizolowane zwigzki nazwano w kolejnos$ci wzrastania liczby ato-
moéw tlenu i wodoru kjatynami (ang. cyathins): Az, A4, B3, B4, C3, Cs, a ich izomery al-
lokjatynami B3 i A4. Neoallokjatyna A4, diterpenoid otrzymany kilka lat pdzniej
z C. helenae, byta poczatkowo uwazana za zanieczyszczenie towarzyszace kjatynie
Az i dopiero kiedy wyizolowano jg w formie acetonidu, zostala zaklasyfikowana do
grupy kjatyn (rys. 2) (3-7).

Rys. 1. Szkielet diterpenu typu kjatanu.
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Rys. 2. Budowa kjatyn wyizolowanych z Cyathus helenae.

Zacheceni swoim sukcesem kanadyjscy naukowcy rozpoczeli badania nad izola-
¢ja metabolitow wtornych z innych gatunkéw grzybéw z rodzaju Cyathus. Cyathus
africanus zostal odkryty na goérze Kilimandzaro na wysokosci ok. 2400 m n.p.m.,
gdzie kolonizowal martwe gatezie drzew. Hodowla gtebinowa tego gatunku pozwo-
lita uzyskac cztery nowe diterpenoidy kjatanowe — kjafryny (ang. cyafrins) A4, By,
As, allokjafryne B4 oraz dwa diterpenoidy wczesniej wyizolowane z Cyathus helenae —
kjatyne As i allokjatyne B3 (rys. 3) (8).

Z hodowli giebinowej Cyathus earlei Lloyd, ktory jest tropikalnym lub subtropi-
kalnym gatunkiem grzyba wystepujacym na Kubie, Puerto Rico, w Meksyku i na Ha-
wajach wyizolowano kjatatriol, 11,15-0,0-diacetylokjatatriol, 15-O-acetylokjata-
triol, 11-O-acetylokjatatriol, allokjatyne B, oraz kjatyne B, (rys. 4) (9).
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kjafryna A, kjafryna B, allokjafryna B, kjafryna Ag

Rys. 3. Budowa kjafryn wyizolowanych z Cyathus africanus.

R=R'=H kjatatriol

R=Ac, R'=H 11-O-acetylokjatatriol
R=H, R'=Ac 15-O-acetylokjatatriol
R=R'=Ac 11 ,15-O-diacetylokjatatriol

CH,OR'

Rys. 4. Budowa diterpenoidow wyizolowanych z Cyathus earlei.

Hodowla glebinowa grzybni Cyathus striatus (kubka prazkowanego) zapoczatko-
wano biosynteze nowych diterpenoidéow kjatanowych, nazwanych striatynami.
W badaniach Anke i wsp. wykazano, ze wyizolowane przez nich striatyny A, B i C sg
artefaktami powstajacymi z naturalnie wystepujacych w grzybni striatali podczas
ekstrakcji metanolem (rys. 5) (10-12).

CHOH /N[~
HO"
H,CO O OH OR,
R=H, R=Ac striatal A R=H R'=Ac striatyna A
R{=0OH, Ry=Ac striatal B R=OH R'=Ac striatyna B
R,=OH, R,=H striatal C R=OH R'=H striatyna C

Rys. 5. Budowa striatyn i striatali wyizolowanych z Cyathus striatus.

BIOTECHNOLOGIA 1 (80) 146-167 2008 149



Wojciech Krzyczkowski, Eliza Malinowska, Franciszek Herold

erinacyna D erinacyna E erinacyna F

erinacyna G erinacyna H erinacyna |

0]
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Rys. 6. Budowa erinacyn A-K wyizolowanych z Hericium erinaceum.

Erinacyny (ang. erinacines), otrzymywane z owocnikoéw i grzybni sopléwki jezowa-
tej (Hericium erinaceum) zaliczane sg do tzw. ksylozydéw kjatanowych ze wzgledu na
przytaczong do ich aglikonu czasteczke ksylozy. Dotychczas wyizolowano trzynascie
erinacyn oraz kilka ich prekursoréw o budowie kjatanowej (rys. 6,7) (13-21).

Sarcodon scabrosus (Fr.) Krast. (sarniak gorzki), grzyb z rodziny Bankeraceae (kol-
cownicowate), rosnie w lasach iglastych i lisciastych w Europie i Japonii. Jest nieja-
dalny z powodu bardzo gorzkiego smaku pochodzacego od zawartych w nim terpe-
noidéw. Z jego owocnikéw wyizolowano dotychczas skabroniny A-F (rys. 8), sarko-
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Rys. 7. Budowa erinacyn P i Q oraz ich prekursoréw wyizolowanych z Hericium erinaceum.

COOH COOH COOH

HC-O {

skabronina A skabronina B skabronina C
(sarkodonina L)

COOH COOH

CHO

skabronina D skabronina E R=Ac skabronina G
skabronina F R=H

Rys. 8. Budowa skabronin wyizolowanych z Sarcodon scabrosus.
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(0]
CHO | CHO
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Rys. 9. Budowa sarkodonin wyizolowanych z Sarcodon scabrosus.

doniny A i G, sarkodoniny L i M, neosarkodonine A, B i C, neosarkodonine O, 19-O-li-
nolo-, 19-O-oleilo- oraz 19-O-stearylosarkodonine A (rys. 9) (22-28).

Réwniez inne gatunki grzyboéw z rodziny Sarcodon zawierajg diterpenoidy typu
kjatanu. Owocniki grzyba Sarcodon glaucopus (sarniak sinostopy) zawierajg glaukopi-
ny A, B i C, a owocniki Sarcodon cyrneus — cyrneiny A-D oraz glaukopine C (rys. 10)
(29-31).
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CHO CHO CHO

cyrneina A cyrneina B R = OH glaukopina A
glaukopinaCR =H

H,CO
CHO CHO

cyrneinaCR=H glaukopina B
cyrneina D R = OH

Rys. 10. Budowa diterpenoidéw wyizolowanych z Sarcodon cyrneus i S. glaucopus.

3. Dzialanie biologiczne diterpenoidéw kjatanowych

3.1. Dzialanie stymulujace syntez¢ czynnika wzrostu nerwow

Choroby ukfadu nerwowego naleza do schorzen o ciezkim przebiegu i przewa-
znie maja charakter progresywny (funkcje umystowe stabng wraz z postepem czasu)
i nieodwracalny. Mata zdolnos¢ tkanki nerwowej do regeneracji czyni te choroby
trudnymi do leczenia, a czesto wrecz nieuleczalnymi. Prawidiowy rozwéj i zachowa-
nie funkcji zyciowych neuronéw wymaga obecnosci tzw. czynnikow neurotroficz-
nych wydzielanych przez komorki glejowe. Czynniki neurotroficzne, takie jak czyn-
nik wzrostu nerwow (NGF), mézgowy czynnik wzrostu nerwéw (BDNF), neurotropi-
na-3 (NT-3), glejowy czynnik wzrostu nerwéw (GDNF), oraz interleukina 6 (IL-6)
dziatajg w rézny sposob poprzez promowanie przezycia neuronéw i zapobieganie
apoptozie neuronéw zaréwno centralnego, jak i obwodowego uktadu nerwowego.
Duza masa czasteczkowa i niska lipofilowos$¢ tych biatek nie pozwalajaca na prze-
kroczenie bariery krew-mézg uniemozliwia ich bezposrednie zastosowanie w lecz-
nictwie. Niskoczasteczkowe stymulatory syntezy NGF zdolne do ominiecia tej prze-
szkody moga stac sie potencjalnymi lekami. Do substancji o potwierdzonej aktyw-
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nosci stymulujacej synteze NGF naleza m.in. katecholaminy, aktywne metabolity wi-
taminy D, adenozyna, 1,4-benzochinony, hericenony oraz diterpenoidy kjatanowe
— erinacyny i skabroniny (26,32).

Pierwszymi wyizolowanymi z grzyboéw zwigzkami diterpenowymi o szkielecie
kjatanu, wykazujgcymi dziatanie neurotropowe byty erinacyny A-H otrzymane z ho-
dowli mycelialnej grzyba Hericium erinaceum (tab. 1). Wiekszo$¢ badan nad erinacy-
nami byla dotychczas prowadzona w warunkach in vitro. Istniejg tylko nieliczne do-
niesienia naukowe, w ktorych opisano prace eksperymentalne w warunkach in vivo.
Jednym z nich jest publikacja Shimbo i wsp., dotyczaca wptywu erinacyny A na pro-
dukcje NGF i katecholamin (DOPAC, HVA i NA) w réznych regionach mézgu szczu-
row. Na podstawie analizy neurochemicznej ustalono, ze erinacyna A zwieksza za-
warto$¢ katecholamin i NGF w miejscu sinawym i hipokampie. Autorzy zapropono-
wali dwa mozliwe mechanizmy dziatania erinacyny A. Pierwszy z nich przewiduje
stymulujgcy wptyw tego diterpenoidu na produkcje noradrenaliny (NA), co powodu-
je zwiekszenie sekrecji NGF w miejscu sinawym (LC, tac. locus coeruleus) i hipokam-
pie. Erinacyna A moze zatem dziala¢ na poziomie zalezno$ci neurotransmiter-neu-
rotropina, w szczegoélnosci za§ wykazuje wplyw na interakcje zachodzace w warun-
kach prawidiowych w niektérych obszarach mézgu, a przebiegajace w sposéb pato-
logiczny w chorobie Alzheimera. Drugi mechanizm sugeruje, ze erinacyna A zwiek-
sza ilo§¢ neurotropiny-3 i NA w miejscu sinawym. Neurotropina-3 indukuje powsta-
wanie nowych receptoréw enzymu kinazy tyrozynowej C rozpoznajgcych inne czyn-
niki neurotroficzne, takie jak NGF, powodujac ich réwnoczesng aktywacje (33).

Tabela 1

Aktywnos$¢ stymulujaca syntez¢ czynnika wzrostu nerwéw (NGF) charakterystyczna dla niektérych diterpe-
noidéw kjatanowych

. . Ilo§¢ wydzielonego - .
Badany sktadnik Dawka stymulujaca NGF [pg/ml] Linia komérek testowych | Literatura
1 2 3 4 5
erinacyna A 1,0 pmol/ml 250,1 + 36,2 szczurze komorki astrogleju (13)
erinacyna B 1,0 pmol/ml 1297 + 6,5
erinacyna C 1,0 pmol/ml 299,1 £ 59,6
epinefryna 1,0 wmol/ml 69,2 = 17,2
(proba odniesienia)
erinacyna D 1,67 pmol/ml 141,5+18,2 szczurze komorki astrogleju (14)
epinefryna 1,0 wmol/ml 69,2 = 17,2
(proba odniesienia)
erinacyna E 5,0 pwmol/ml 105 = 5,2 szczurze komorki astrogleju (15)
erinacyna F 5,0 pmol/ml 175 = 52
epinefryna 1,0 wmol/ml 70,2 = 54
(proba odniesienia)
erinacyna H 33,3 pmol/ml 31,5 = 1,7 szczurze komorki astrogleju (16)
(préba odniesienia) - 6,3
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1 2 3 4 5
skabronina A 100 pmol/ml 746 ludzkie komorki astrocytoma (23)
(proba odniesienia) - 147 1321N1
skabronina B 33,3 ug/ml 31,2 = 7,1 szezurze komorki astrogleju (25)
skabronina B 100 pg/ml 31,1
skabronina C 100 pg/ml 123 = 6,5
skabronina E 33,3 pg/ml 214 =55
skabronina F 100 pg/ml 4,75 + 0,48
epinefryna 3,7 ng/ml 523 =70
(proba odniesienia)
skabronina A 100 pmol/ml 265 ludzkie komoérki astrocytoma (26)
skabronina G 100 pmol/ml 200 1321N1
(proba odniesienia) - 98

Podstawowym modelem linii komoérkowych stosowanych w neurobiologii do
oceny réznicowania sie neuronéw w warunkach in vitro sg komérki nerwowe PC12
wywodzgce sie z guza chromochtonnego nadnerczy szczuréw. W odpowiedzi na
NGF komorki te ulegajg proliferacji i rozwijajg sie w charakterystyczne neurony
wspotczulne. Z kolei ludzkie komoérki gwiazdziaka (1321N1) stanowig podstawowa
linie nowotworowych komérek glejowych uzywanych w badaniach receptorowych.

Silnym stymulatorem syntezy NGF w komorkach 1321N1 okazata sie skabronina
A wyizolowana z owocnikéw grzyba Sarcodon scabrosus. Ohta zaobserwowal, ze sub-
stancja ta powoduje zwiekszenie ilosci mRNA czynnika wzrostu nerwéw, a tym sa-
mym nasilenie jego ekspresji (23).

Podobng zaleznos$¢ wykazat Obara w badaniach nad skabroninami A i G przepro-
wadzonymi zaréwno na komorkach PC12 jak i 1321N1. Obie skabroniny zwigkszaty
ilos¢ wydzielonego NGF w komérkach 1321N1 w sposéb zalezny od dawki. W ko-
moérkach inkubowanych w obecnosci skabroniny A i G ilo§¢ mRNA czynnika wzrostu
nerwoéw kilkakrotnie zwiekszyta sie w poréwnaniu z jego zawartoscig w kontrolnej
populacji komoérek. Autorzy wykazali, ze komorki gwiazdziaka inkubowane z bada-
nymi diterpenoidami wydzielajg nieznany czynnik neurotroficzny, powodujgcy roz-
nicowanie sie¢ komoérek PC12, jednak same skabroniny nie stymulujg syntezy NGF
w komérkach PC12. Zaréwno skabronina A, jak i G nie wykazaly cytotoksycznosci
w stosunku do komoérek 1321N1 (26).

Ostatnio odkrytym zrodiem diterpenoidéw kjatanowych sg dwa gatunki grzy-
bow z rodzaju Sarcodon (sarniak) — Sarcodon cyrneus i S. glaucopus. Nalezy podkres-
li¢, ze cyrneiny A (1-hydroksyallokjatyna B,) i B pochodzace z S. cyrneus nie tylko sty-
muluja rozwdj nowych aksonéw w komoérkach PC12, ale réowniez powodujg ich
wydtuzanie. W badaniach Marcotullio nad mechanizmem dziatania diterpenoidéw
z Sarcodon cyrneus wykazal, ze cyrneina A zwieksza aktywacje czynnikéw transkryp-
cyjnych aktywatora biatka-1 (AP-1) i jadrowego czynnika «B. Jednocze$nie udowod-
niono, ze cyrneina A posiada zdolno$¢ indukowania rozwoju neurytéw w mechani-
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zmie zaleznym od Rac-1 — matej GTP-azy z rodziny Rho, regulujacej dynamike ak-
tyn. Obecnosc¢ cyrneiny A w hodowli komoérkowej prowadzita do translokacji aktyny,
a nastepnie do akumulacji aktyny-F (fibrylarnej) w zakonczeniach neurytéw (30,34).

Inne diterpenoidy wyizolowane z Sarcodon cyrneus — cyrneina C, D i glaukopina
C — nie wplywaly znaczaco na rozwoj neurytéow w komoérkach PC12, zwiekszaty
jednak ekspresje genu NGF w komérkach 1321N1. Najsilniejszym stymulatorem
czynnika wzrostu nerwéw okazala sie cyrneina B, najstabszym natomiast cyrneina D
(31).

Analizujac wptyw budowy czasteczki erinacyny, skabroniny, czy cyrneiny na ich
aktywnos$¢ neuroprotekcyjna Marcotullio i wsp. zatozyli, ze obecnos$¢ uktadu dwéch
wigzan podwojnych w pierscieniu szesciocztonowym i zwigzanych z nim grup hy-
droksylowej i aldehydowej w czasteczce moze by¢ istotna zaréwno dla aktywno$ci
w stosunku do komorek 1321N1, jak i PC12. Obecno$¢ grupy hydroksylowej przy
atomie wegla C4 w czgsteczkach poszczegdlnych diterpenoidéow kjatanowych bez-
posrednio odpowiada za rozwdj neurytow w komorkach PC12. Ekspresja genu NGF
zalezy natomiast od obecnos$ci grupy karboksymetylowej przy atomie wegla C9 i ja-
kiekolwiek podstawniki w pier$cieniu 5-cztonowym (np. grupy alkoholowe lub keto-
nowe) zlokalizowane poza podwojnym wigzaniem C3-C4 moga przyczyniac sie do
obnizenia aktywnos$ci stymulujacej synteze NGF (31).

3.2. Dzialanie antybiotyczne

Podstawowym problemem zwigzanym ze stosowaniem antybiotykoterapii jest
rozwoj opornosci bakterii chorobotwérczych oraz wzrost zjadliwosci szczepow
wchodzacych w sktad prawidtowej mikroflory organizmu. Zjawisko to wymusza
ciggte poszukiwanie nowych substancji o dziataniu przeciwbakteryjnym, do ktérych
zalicza sie réwniez diterpenoidy kjatanowe. Dziatanie przeciwbakteryjne niekto-
rych diterpenoidéw kjatanowych z uwzglednieniem stref zahamowania w metodzie
krazkowej oraz minimalnego stezenia hamujgcego (MIC) w metodzie seryjnych roz-
cienczen zaprezentowano w tabeli 2.

Kawagishi dokonal poréwnania aktywnosci erinacyn A, C, ] i K oraz diterpenoidu
CJ-14,258 przeciwko metycylinoopornemu szczepowi Staphylococcus aureus (MRSA).
Dziatania przeciwdrobnoustrojowego nie wykazata jedynie erinacyna J, ktérej czas-
teczka charakteryzuje sie odmienng budowa w stosunku do innych badanych zwiaz-
kéw. Nalezy zatem przypuszczaé, ze tréjpierscieniowy szkielet aglikonu jest nie-
zbedny do aktywnos$ci przeciwko MRSA (por. rys. 4) (17).

156 PRACE PRZEGLADOWE



Budowa, wiasciwosci lecznicze i biosynteza diterpenoidéw kjatanowych

Tabela 2
Aktywno$¢ antybiotyczna diterpenoidéw kjatanowych
Drobnoustréj testowy MIC Tlos¢
Badany skiadnik . na Literatura
(strefa zahamowania w mm) (nmol/ml) dysk
1 2 3 4 5
mieszanina 7 sktad-| Mycobacterium rbodoerinchii (25), Streptomyces griseus (19), n.d. 480 pg 3)
nikéw (,cyathin®): | Aerobacter aerogenes (2), Agrobacterium tumefaciens (31),
aldehyd 2,4,5-trihy-| Bacillus pumilis (5), B. subtilis (14), Escherichia coli (2),
droksy-benzoesowy, | Lactobacillus casei (10), Micrococcus aurantiacus (14),
kjatyna As, M. candidus (15), M. conglomeratus (13), M. cyaneus (12),
kjatyna Ay, M. denitrificans (12), M. flavus (12), M. freudenerichii (9),
allokjatyna Ay, M. luteus (11), M. roseus (14), M. varians (12), Pediococcus
kjatyna B, cerevisiae (7), Proteus mirabilis (3), Pseudomonas
kjatyna By, denitrificans (14), Serratia sp. (5), Streptococcus faecalis
kjatyna Cs (8), Clostridium welchii (++), Corynebacterium diphteriae
(++), Diplococcus pneumoniae (+), Haemophilus
parainfluenzae (+), Neisseria meningitidis (+),
Pneumococcus multocida (+++), Proteus sp. (-),
Pseudomonas sp. (-), Salmonella enteritidis (-), S. thompsoni
(-), Shigella sonnei (-), Staphylococcus aureus (penicylino-
oporny) (+++), Streptococcus sp. (-), S. pyogenes (+),
Aspergillus amstelodami (3), A. leporis (++), A. nidulans
(+), A. niger (3), Candida krusei (+), Chaetomium sp.
(16), Dipdascus sp. (2), Fusarium solani (8), Gliocladium
aureus (7), Mucor genevensis (+), Penicillium claviforme
(++), P. commune (++), P. digitatum (7), P. ducklauxii
(+++), P. expansum (+), P. lilacianum (4), P. notatum
(6), P. raistrickii (+), P. restrictum (5), P. roqueforti (-),
Phoma sp. (7), Rhizopus sp. (+), Schizosaccharomyces
octosporus (2), Rhodotorula sp. (+), Torulopsis sp. (+),
Trichoderma (7), T. lignorum (6), Ustilago hordet (+),
Zygosaccharomyces daperi (+), Arthroderma uncinatum
(4), Microsporum canis (9), M. cookii (5), Trichophyton
mentagrophytes (4), I. rubrum (7), T. terrestre (9)
kjatatriol, umiarkowana aktywnos¢ przeciwko S. aureus b.d. b.d. ©9)
11,15-0,0-diacety-
lokjatatriol,
15-0-acetylokjata-
triol,
11-0-acetylokjata-
triol,
allokjatyna B,,
kjatyna B,
allokjatyna B, B. subtilis (7, n.b., n.b.) S. aureus (9,5, 7,5, n.b.) b.d. 35 ul (24)
r-ru 1%,
0,2%,
0,05%
sarkodonina L B. subtilis (9,5, 7,5, 7), S. aureus (18, 12, 7,5)
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1 2 3 4 5
sarkodonina M B. subtilis (14, 11, 8), S. aureus (22, 15, 9)
sarkodonina G B. subtilis (6,5, n.b., n.b.), S. aureus (7,5, 6,5, n.b.)
sarkodonina A B. subtilis (6,5, n.b., n.b.), S. aureus (7, n.b., n.b.)
herikal (erinacyna P) | Absidia glauca (+) (12), A. glauca (-) (20), Alternaria n.d. 100 pg (12)
porri (28), Aspergillus ochraceus (15), Mucor miehei (31),
Neurospora crassa (17), Penicillium notatum (15),
S. cerevisiae (12)
herikal (erinacyna P) | E. coli >200 n.d. (12)
Arthrobacter citreus 20-40
Bacillus brevis 4-10
B. subtilis 10-20
Corynebacterium insidiosum 20-40
Sarcina lutea 20-40
Streptomyces spec. 40-100
erinacyna A Bacillus subtilis (3) n.d. b.d. (38)
erinacyna B B. subtilis (10 ), Saccharomyces cerevisiae (2), Aspergillus
niger (4)
erinacyna C Bacillus subtilis (3)
erinacyna A MRSA 500 n.d. (17)
erinacyna C 62,5
erinacyna K 62,5
()-14,258 500
(=) — brak hamowania
(+) — strefa zahamowania trudna do okreslenia
(++), (+++) — relatywna wielkos¢ strefy zahamowania
n.b. — nie badano
n.d. — nie dotyczy
b.d. — brak danych
Tabela 3

Aktywno$¢ antybiotyczna striatyn

Warto$¢ MIC (ng/ml) w metodzie seryjnych rozcieficzen
Drobnoustréj testowy
Striatyna A Striatyna B Striatyna C
1 2 3 4
Arthrobacter citreus 2~5 5~10 2~5
Bacillus brevis 6 6 6
Bacillus subtilis 0,2~2 2~20 0,2~2
Escherichia coli K12 >20 >20 >20
Leuconostoc mesenteroides 10~15 15~20 15~20
Mycobacterium phlei 2~20 2~20 2~20
Nocardia brasiliensis 2~20 2~20 2~20
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1 2 3 4
Proteus vulgaris 0,2~2 0,2~2 0,2~2
Pseudomonas fluorescens >20 >20 >20
Sarcina lutea 10~15 10~15 10~15
Staphylococcus aureus 2~5 5~10 2~5
Streptomyces viridochromogenes 2~20 2~20 2~20
Saccharomyces cerevisiae >20 >20 >20
Rhodotorula rubra >20 >20 >20

Strefa zahamowania (mm), ilo§¢ testowanej substancji
20 i 100 pg na kraiek (odpowiednio)

Clostridium pasteurianum 12; n.b. 9; n.b. 10; n.b.
Aspergillus panamensis 14; 17 nb.; 14 10; 22
Penicillium notatum 13; 16 14; 21 17; 24
Fusarium cubense 10; 20 8; 12 7; 12

n.b. — nie badano

3.3. Dzialanie przeciwzapalne

Test hamowania miejscowego stanu zapalnego ucha u myszy, wywotanego tok-
sycznym estrem forbolu (TPA) jest jedng z metod poszukiwania nowych substangji
o dziataniu przeciwzapalnym. W badaniach Hiroty i Kamo opartych na tej metodzie
ujawniono, ze diterpenoidy kjatanowe wyizolowane z owocnikéw grzyba Sarcodon
scabrosus dzialajg silnie przeciwzapalnie. Podobne dziatanie wykazujg zwiazki pozy-
skiwane z S. glaucopus (tab. 4) (27-29).

Tabela 4
Dzialatanie przeciwzapalne diterpenoidéw kjatanowych

Badany skfadnik Dawka (ug lub pmol) Efekt hamujacy [%] Literatura
sarkodonina A 200% (0,63)%* 75 = 0,74
sarkodonina G 200 (0,63) 84 + 0,58
neosarkodonina A 200 (0,57) 49 + 1,06 (27)
neosarkodonina B 200 (0,57) 64 *+ 0,55
neosarkodonina C 200 (0,53) 87 *+ 0,56
neosarkodonina O (0,63) 36
19-0-linolosarkodonina A (0,63) 61 ©8)
19-0-oleilosarkodonina A (0,63) 46
19-0-stearylosarkodonina A (0,63) 72
indometacyna (préba odniesienia) 200 (0,56) 16 = 0,77 @7)
kwas glicyryzynowy (préba odniesienia) 200 (0,42) 24 * 1,18
glaukopina A 1 pumol/cm? 62
glaukopina B 1 pmol/cm? 55 29
indometacyna (préba odniesienia) 0,3 wmol/cm? 61

* stezenie podane w pig
*#* stezenie podane w pmol
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3.4. Dziatanie przeciwbélowe

Podstawowa metodg zwalczania bolu, zwlaszcza bolu gtebokiego jest stosowa-
nie narkotycznych lekéw przeciwbdlowych (opioidéw), ktorych giéwnym przedsta-
wicielem jest morfina. Substancje te dzialajg agonistycznie (pobudzajaco) w stosun-
ku do receptoréow opioidowych zlokalizowanych w obrebie centralnego i obwodo-
wego ukfadu nerwowego. Punktem uchwytu wszystkich opioidowych srodkéw prze-
ciwbolowych stosowanych obecnie w lecznictwie jest receptor opioidowy p, ktore-
go polaczenie z agonistg wywoluje w organizmie szereg dziatan niepozadanych, ta-
kich jak tolerancja, zaleznos$¢ lub depresja oddechowa. W ostatnich latach stwier-
dzono, ze receptory opioidowe K wystepuja w zakonczeniach obwodowych gtow-
nych neuronéw dosrodkowych, a ich aktywacja zmniejsza hiperalgezje u szczurow.
Na podstawie tych obserwacji sugeruje sie, ze agonisci receptora k mogg wykazy-
wac aktywnos¢ antynocyceptywng (przeciwbolowa). Substancje te dzialajg rowniez
neuroprotekcyjnie w stanie hipoksji i niedokrwienia moézgu, dlatego pomimo dzia-
tan niepozadanych zwiazanych z pobudzaniem receptora k staty sie celem badan
w ostatnich latach.

Erinacyna E wyizolowana poczatkowo z Hericium erinaceum produkowana jest
takze przez grzybnie H. ramosum. Saito i wsp. stwierdzili, Ze oprocz dziatania pobu-
dzajacego synteze NGF zwigzek ten wykazuje rowniez aktywno$¢ stymulujacg re-
ceptor opioidowy k. W celu uzyskania nowych zwigzkéw o dzialaniu agonistycznym
w stosunku do tego receptora, autorzy przeprowadzili hodowle H. ramosum na 104
roznych pozywkach oraz biotransformacje erinacyny E. W wyniku przeprowadzo-
nych doswiadczen uzyskali trzy nowe analogi erinacyny E, z ktorych dwa —
CJ-14,258 i (J-15,544 wyizolowali z H. ramosum, a jeden — CP-412,065 uzyskali
w wyniku biotransformacji erinacyny E przy uzyciu Caldariomyces fumago (rys. 11).

Badanie wigzania receptora opioidowego k przez uzyskane diterpenoidy kjata-
nowe przeprowadzono z zastosowaniem znakowanych izotopowo ligandéw na
frakcji receptoréw uzyskanej z opon mézgowych swinek morskich. Stwierdzono, ze
erinacyna E i jej trzy analogi wykazujg dziatanie agonistyczne, wigzgc sie z recepto-
rami opioidowymi k. Nalokson, ktory jest nieselektywnym antagonista receptora
opioidowego hamowal wigzanie sie badanych sktadnikéw z receptorami opioidowy-
mi. Wykazano, ze spo$réd badanych diterpenoidéw erinacyna E jest najsilniejszym,
a zarazem selektywnym inhibitorem wigzania znakowanego liganda z receptorem x.

W badaniu kurczliwosci kroliczych nasieniowodéw stwierdzono, ze erinacyna E
tlumi zaleznie od dawki skurcz nasieniowodu wywotany stymulacja elektryczng.
Norbinaltorphimina, znany selektywny antagonista receptora k, odwracata tlumie-
nie powodowane przez erinacyne E, co wskazywalo, ze erinacyna E jest selektyw-
nym agonistg receptora k. Po usunieciu wszystkich sktadnikéw z powierzchni kroli-
czego nasieniowodu jego napiecie wracato do poczatkowej wartosci, co oznacza, ze
erinacyna E nie wykazuje znaczacej toksycznosci w stosunku do tkanki (35).
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CJ-14,258 CJ-15,544 CP-412,065

Rys. 11. Budowa analogéw erinacyny E.

4. Warunki hodowli i podloia stosowane w hodowli grzybow
syntetyzujacych diterpenoidy kjatanowe

Prowadzenie hodowli grzybni w celu uzyskania metabolitow wtérnych wymaga
stosowania odpowiedniego doboru sktadu pozywki i warunkéw bioprocesu. Proby
okreslenia optymalnych parametréow biosyntezy diterpenoidéw kjatanowych podjeli
sie jedynie Johri i Brodie, ktérych materiatem badawczym byfa grzybnia Cyathus helenae.
Badajac dynamike produkcji metabolitow wtornych C. helenae autorzy ci zanotowali
pieciokrotny przyrost produkgji kjatyn w hodowli statycznej w stosunku do ich ste-
zenia w hodowli wstrzgsane;j.

W przypadku pozyskiwania produktéw wtérnego metabolizmu istotng role od-
grywa odpowiednio diugi czas prowadzenia hodowli. Kjatyny osiggaty najwyzsze
stezenia w hodowli statycznej i wstrzgsanej odpowiednio w 30. i 25. dniu hodowli.

Wykazano, ze najlepszym zrédtem wegla do produkgji kjatyn jest skrobia. Do-
brym zrodiem wegla okazatla sie rowniez glukoza, ktérej wyzsze stezenie w pod-
tozu powodowato 2,5-krotne zwiekszenie produkcji diterpenoidéw, nie wptywato
jednak istotnie na wzrost grzybni.

Azotan i siarczan amonu okazaly sie stabymi Zrédtami azotu do produkgji diter-
penoidow w przeciwienstwie do azotanéw sodu i wapnia. Azotan potasu spowodo-
wal zahamowanie produkgcji kjatyn bez wpltywu na wzrost biomasy. Dodatek do
podioza peptonu, wyciggu drozdzowego lub namoku kukurydzianego nie wplynat
na zwiekszenie produkcji kjatyn.

Obecnos$¢ w hodowli statycznej soli cynku w stezeniu 0,25 ppm zwiekszata pro-
dukcje kjatyn o 60%, jednak dalsza suplementacja tym metalem spowodowata
zmniejszenie produkcji metabolitow wtérnych. Jony miedzi i zelaza dziataly ha-
mujaco, podczas gdy jony manganu nie miaty wptywu na przyrost ilosci kjatyn. Spo-
$rod testowanych siedmiu witamin jedynie ryboflawina spowodowala zwiekszenie
biosyntezy diterpenoidéw. Najlepszy odczyn pH podioza dla produkgcji kjatyn mies-
cit sie w zakresie 4,5-5,5 (tab. 5) (36).
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Tabela 5

Podloia stosowane w hodowli giebinowej grzybéw produkujacych diterpenoidy kjatanowe

Wyizolowany Temp. Czas hodowli
Gatunek grzyba Skiad poiywki [g/1] produkt wtérnego hodowli [dni] Literatura
metabolizmu [°C]
1 2 3 4 5 6
Cyathus helenae glukoza 30,0; asparagina 1,5; | kjatyna As, kjatyna Ay, 22-25 22-25 (3)
KH,PO4 1,0; allokjatyna A4, kjatyna B,
Ca(NOs), - 4H,0 0,5; kjatyna By, kjatyna Cs
MgSO04 - 7H,0 0,5;
ZnS0, - 2H,0 250 pg;
tiaminy HCI 150 pg
C. helenae jw. allokjatyna B 22-25 22-25 (4)
C. helenae jw. allokjatyna B;, kjatyna A, | 22-25 22-25 @
neoallokjatyna A, kjatyna A,
kjatyna Cs
C. africanus jw. kjatyna A;, allokjatyna Bj, b.d. b.d. ®)
kjafryna A4, kjafryna By,
allokjafryna By, kjafryna As
C. earlei W, kjatatriol, 11,15-0,0-diace-| pokojowa 65 ©)
tylokjatatriol,
15-0-acetylokjatatriol,
11-0-acetylokjatatriol,
allokjatyna B,, kjatyna B,
Cyathus striatus ekstrakt drozdzowy 4,0; striatyna A, striatyna B, 22 6-8 (10)
glukoza 4,0; striatyna C
ekstrakt stodowy 10,0
C. striatus jw. striatal A 25 10 (12)
Hericium ramosum | maltoza 20,0; glukoza 10,0;| herikal (erinacyna P) 23 b.d. (12)
pepton 2,0;
ekstrakt drozdzowy 0,2;
KH,PO;4 0,5;
MgS0; - 7H,0 1,0;
FeCl; 0,01; ZnS04 0,001;
CaCl, 0,068;
witaminy [pg/ml]:
tiaminy HCl 50; biotyna I,
kwas foliowy 100;
mio-inozytol 50
H. abietes jw. herikal (erinacyna P) 22 b.d. 12)
H. erinaceum b.d. erinacyny A-C 30 28 (13)
H. erinaceum b.d. erinacyny D-G b.d. b.d. (15,16)
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1 2 3 4 5 6
H. ramosum glukoza 20,0; erinacyna E 28 14 (35)
ekstrakt stodowy 20,0;
wyciag drozdzowy 1,8;
maltoza 2,4;
otreby pszenne 20,0;
pH 5,4-5,6
H. ramosum glukoza 10,0; glicerol 30,0;| CJ-14,258 28 14 (35)
pepton 5,0; NaCl 2,0;
agar 1,0;
otreby pszenne 20,0; pH 7
H. ramosum jw. (J-15,544 jw. jw. (35)
H. erinaceum b.d. erinacyna I, erinacyna H 30 28 (16)
H. erinaceum glukoza 50,0; pepton 5,0; | erinacyny A-C, erinacyna P 25 18 (18)
Pharmamedia 10,0;
NaCl 5,0
H. erinaceum b.d. kjata-3,12-dien, b.d. b.d. (19)
kjata-3(18),12-dien
H. erinaceum glukoza 50,0; pepton 5,0; | erinacyny A-C, erinacyna P, 25 20 (20)
Pharmamedia 10,0; erinacyna Q
NaCl 5,0
H. erinaceum jw. erinakol  (kjata-3,12-dien- 25 15 (21)
-14B-ol),
11-0-acetylokjatyna A,
H. erinaceum jw. 11-0-acetylokjatatriol b.d. 11 (21)
i 15-0-acetylokjatatriol
H. erinaceum glukoza 40,0; erinacyna J, erinacyna K 25 30 17)
polipepton 3,0; (J-14,258
ekstrakt drozdzowy 3,0;
KH,PO, 0,5; Na,HPO4 0,5;
pH 5,5

5. Biosynteza diterpenoidéw kjatanowych

Znajomo$¢ drog biosyntezy metabolitéw wtérnych jest istotnym czynnikiem
optymalizacji procesu biosyntezy, ma takze znaczenie w procesach biotransformacji
przeprowadzanych przez mikroorganizmy. Zastosowanie izotopow radioaktywnych
pozwala nie tylko na wyjasnienie niektorych etapow biosyntezy, ale rowniez na
otrzymanie radioaktywnych metabolitéw, ktére nastepnie moga by¢ uzyte w bada-
niach farmakologicznych i metabolicznych.

Anke i wsp. w eksperymencie polegajacym na hodowli grzybni Cyathus striatus
z dodatkiem znakowanej [1-13C|- oraz [2-13C|-D-glukozy badali biosynteze ukiadu
kjatanowego. Autorzy stwierdzili, ze znakowana glukoza przeksztalcana jest do
[1-13C]- oraz [2-13CJ-octanu, ktory nastepnie tworzy uklad diterpenowy poprzez
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Rys. 12. Schemat biosyntezy diterpenoidéw kjatanowych wg Anke (12).

[2,4,6-13C3]- lub [1,3,5-13C3]-mewalonian. Dystrybucja znakowanych atoméw wegla
w szkielecie kjatanowym nastgpila zgodnie z mechanizmem biosyntezy postulowa-
nym przez Ayera. Autorzy stwierdzili rowniez, ze herikal (erinacyna P) petni podsta-
wowa role w biosyntezie uktadu striatalu (rys. 12) (12,37).

Kenmoku i wsp. w serii eksperymentéw przeprowadzonych w latach 2000-2004
nad powstawaniem erinacyn w grzybni Hericium erinaceum wykazali, ze erinacyna Q
stanowi bezposredni substrat do biosyntezy erinacyny P. Z kolei erinacyna P jest
macierzystym prekursorem innych waznych erinacyn oraz striatyn. Kenmoku wyizo-
lowat takze kjata-3,12-dien, macierzysty diterpen — ktorego istnienie postulowat
Ayer — i potwierdzil jego enzymatyczne powstawanie w grzybni z all-trans-gerany-
logeranylu. Udowodniono réwniez, ze 15-O-acetylokjatatriol wyizolowany wczes-
niej z Cyathus earlei jest artefaktem powstajgcym podczas przygotowania wyciggu
metanolowego (rys. 13) (18-21).
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kjata-3,12-dien-14p-ol 11-O-acetylokjatatriol erinacyna Q

erinacyny E-G
i/lub striatyny

erinacyna P

striatal A

erinacyna A erinacyna C

Rys. 13. Schemat biosyntezy erinacyn.

6. Podsumowanie

Praca ta stanowi przeglad budowy, biosyntezy oraz wiasciwosci pozyskiwanych
z grzybow diterpenoidéw kjatanowych, cieszacych sie w ostatnich latach znacznym
zainteresowaniem z uwagi na unikatowe wiasciwosci neurotropowe. Niska skutecz-
nos$¢ leczenia choréb neurodegeneracyjnych i ich zapobiegania stawia nowe wyzwa-
nia dla wielu gatezi nauk przyrodniczych, w tym biotechnologii. Mozliwo$¢ przenie-
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sienia komoérek dziko zyjgcych grzybow do sztucznie stworzonego srodowiska labo-
ratoryjnego daje szanse poznania podstawowych szlakéw metabolizmu diterpeno-
idow kjatanowych. Optymalizacja warunkéw hodowli pozwala oddziatlywac na prze-
bieg biosyntezy w spos6b umozliwiajacy pozyskiwanie znacznych iloSci biomasy
o wymaganym skitadzie. Pelne poznanie diterpenoidéw kjatanowych, zanim trafia
one do lecznictwa, wymaga jednak dalszych badan zaré6wno na poziomie biosyntezy
tych zwiazkéw, jak i ich dziatania farmakologicznego.

Stosowane skroty: AP-1 — aktywator biatka-1 (ang. activator protein 1), b.d. — brak danych, BDNF —
mozgowy czynnik wzrostu nerwow (ang. brain derived neurotrophic factor), DOPAC - kwas 3,4-dihydrok-
syfenylooctowy (ang. 3,4-dihydroxyphenylacetic acid), GDNF — glejowy czynnik wzrostu nerwéw (ang.
glial cell line derived neurotrophic factor), HVA — kwas homowanilinowy (ang. homovanilic acid), IL-6 — in-
terleukina 6, LC — miejsce sinawe (fac. locus coeruleus), MIC — minimalne stezenie hamujace (ang. Mini-
mal Inhibitory Concentration), mRNA — matrycowy/informacyjny RNA (ang. messengerRNA), MRSA —
szczep gronkowca zlocistego oporny na metycyline (ang. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus), n.b.
— nie badano, n.d. - nie dotyczy, NT-3 — neurotropina-3, NGF — czynnik wzrostu nerwéw (ang. Nerve
Growth Factor), ppm — jednostka stezenia wynoszaca 10~%% (ang. parts per million), TPA — 12-O-tetrade-
kanoilo-13-acetylo-forbol (ang. tetradecanoylphorbol acetate).
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