Adres do korespondencji

Eliza Malinowska,

Katedra i Zaktad
Technologii Srodkéw
Leczniczych,

Wydziat Farmaceutyczny,
Akademia Medyczna,

ul. Banacha 1,

02-097 Warszawa,

e-mail:

eliza malinowska(@am.edu.pl

PRACE PRZEGLADOWE

biotechnologia
1 (80) 109-121 2008

Pozyskiwanie, budowa i dzialanie
biologiczne polisacharydow
grzybowych na przykladzie soplowki
jeiowatej (Hericium erinaceum)

Eliza Malinowska, Wojciech Krzyczkowski, Franciszek Herold

Katedra i Zaklad Technologii Srodkéw Leczniczych,
Wydziat Farmaceutyczny, Akademia Medyczna, Warszawa

Isolation, composition and biological activities of mushroom polysac-
charides on the example of Hericium erinaceum

Summary

In recent years mushroom polysaccharides have been extensively investi-
gated according to their unique biological activity. Among them polysaccha-
rides from Hericium erinaceum (Hydnaceae) are well known as anti-tumor and
cholesterol reducing agents as well as growth and differentiation of adrenal
nerve cells stimulators. In Poland, H. erinaceum is restricted only to several areas
and is considered endangered species. Thus mycelium and culture broth ob-
tained from submerged in vitro culture could be an excellent source of polysac-
charides.

The review describes methods of isolation, purification and analysis of
mushroom polysaccharides and summarizes data about biological activities of
Hericium erinaceum polysaccharides.

Key words:
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1. Wstep

Soplowka jezowata Hericium erinaceum (Bull.: Fr.) Pers. (syn.
H. erinaceus, Clavaria erinaceus, Dryodon erinaceus, Hydnum erinaceus,
Hydnum caput-medusae) jest przedstawicielem klasy podstawcza-
kéw (Basidiomycetes), w wiekszosci krajow objetym ochrong
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Rys. 1 Owocnik soplowki jezowatej, fot. Marcin S. Wilga.

prawna i umieszczonym na tamtejszych ,,Czerwonych listach”. Grzyb ten ma w Pol-
sce status gatunku wymierajacego i poddano go ochronie $cistej (1-3).

Hodowla sopléwki prowadzona w warunkach laboratoryjnych stwarza mozli-
wosc¢ pozyskiwania licznych substancji bioaktywnych, w tym polisacharydéw o wie-
lokierunkowym dziataniu, a takze cytotoksycznych hericenonéw, neurotropowych
erinacyn, przeciwbakteryjnych pochodnych orcynolu, oraz innych zwiazkéw biolo-
gicznie czynnych (4-25). Dobér warunkéw bioprocesu poprzez zmiane jego podsta-
wowych parametrow (temperatura, odczyn pH, czas hodowli) lub skfadu pozywki
pozwala uzyska¢ biomase o pozadanym sktadzie.

2. Metody otrzymywania polisacharydow

Polisacharydy sg strukturalnymi sktadnikami $ciany komoérkowej grzybow. Wy-
roznia sie dwa gléwne typy polisacharydow $ciany komorkowej: sztywne wiokien-
kowe polimery chitynowe lub celulozowe, oraz wypetniajace wolne przestrzenie -
i a-glukany i glikoproteiny. Polisacharydy luZzno zwiazane z zewnetrzna warstwa
Sciany komérkowej stawiajg opor cisnieniu zewnetrznemu i jako rozpuszczalne
w wodzie mogg by¢ wydzielane poza komoérke (26).
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Stopien rozpuszczalno$ci polisacharydéow w wodzie i roztworach alkaliéw deter-
minuje wybor metody ich ekstrakcji. Mizuno opracowal podstawowa procedure izo-
lagji i frakcjonowania polisacharydéw z owocnikéw lub grzybni uzyskanej w hodow-
li gtebinowej (27). Metoda ta opiera sie na eliminacji substancji niskoczgsteczko-
wych z surowca za pomoca 85% etanolu, a nastepnie trzech ekstrakcji wrzaca woda,
2% roztworem szczawianu amonu w 100°C i 5% roztworem NaOH w 80°C. Ekstrakcja
wodna pozwala uzyska¢ polisacharydy rozpuszczalne w wodzie, a dalsze ekstrakcje
— polisacharydy nierozpuszczalne w wodzie. Szczegdly metody ekstrakcji moga
rozni¢ sie w zaleznosci od struktury wielocukréw i ich rozpuszczalnosci, jednak
podstawowa zasada jest rozerwanie $ciany komorkowej tak, aby wydoby¢ polisa-
charydy z gtebszych jej warstw poprzez zaostrzenie warunkéw ekstrakeji (pH i tem-
peratura) (26).

Wyekstrahowane polisacharydy mogg by¢ nastepnie oczyszczane za pomoca
roéznych technik, takich jak wytrgcanie etanolem, kwasem octowym lub innym czyn-
nikiem frakcjonujagcym, chromatografia jonowymienna (IEC, ang. lon Exchange Chro-
matography), filtracja zelowa (GFC, ang. Gel Filtration Chromatography) i chromatogra-
fia powinowactwa (AC, ang. Affinity Chromatography).

Stracanie polisacharydéw etanolem umozliwia usuniecie zanieczyszczen pozo-
stajacych w roztworze. Rozdzial polisacharydéw kwasnych i neutralnych moze by¢
osiggniety dzieki chromatografii kolumnowej na ztozach jonowymiennych, takich
jak DEAE-Cellulose lub DEAE-Sephadex. Polisacharydy neutralne sa eluowane jako
pierwsze, kwasne natomiast opuszczaja zloze podczas zwiekszenia ilosci NaCl
w eluencie. Neutralne polisacharydy mogg by¢ nastepnie réznicowane na o- i B-glu-
kany za pomoca chromatografii powinowactwa opartej na procesie selektywnej ad-
sorpgcji, a nastepnie stopniowego odzyskiwania zaadsorbowanego skfadnika z unie-
ruchomionego ligandu. Ostatnim etapem frakcjonowania polisacharydéw, jest ich
rozdzial na podstawie mas czgsteczkowych za pomocg filtracji zelowej (26,27).

Mizuno opracowujac tréjstopniowg metode ekstrakcji poprzedzajaca frakcjono-
wanie z zastosowaniem chromatografii kolumnowej (DEAE-Cellulose, Toyopearl
HW-65F oraz Con A-AF-Toyopearl 650) doprowadzit do uzyskania pieciu frakcji poli-
sacharydowych H. erinaceum dziatajgcych przeciwnowotworowo (tab. 2) (27,28).

Li i wsp. przeprowadzili badania skfadu i struktury polisacharydéw z grzybni
Hericium erinaceum uzyskanej z hodowli in vitro. Do oczyszczenia polisacharydéw
uzywano chromatografii na ztozach DEAE-Cellulose i DEAE-Sephadex. Homogen-
nos¢ frakeji sprawdzono przy uzyciu chromatografii kolumnowej (Sephadex) i elek-
troforezy na zelu agarozowym. Mase czgsteczkowg oszacowano za pomocg filtracji
zelowej (29).

Z kolei przy uzyciu chromatografii na ztozu Sepharose CL-6B uzyskano dwie
frakcje polisacharydowe nazwane HPA i HPB (30).

W badaniach innych autoréw surowa frakcje polisacharydowa CPW uzyskang
z owocnikow sopléwki poddano deproteinacji i oczyszczaniu chromatograficznemu
na kolumnie DEAE-Cellulose. Eluat wodny byl nastepnie rozdzielany na kolumnie
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napetnionej zelem Sephadex G-200, prowadzgc do uzyskania gtoéwnej frakcji HEP-1
(31).

Izolacji rozpuszczalnych w NaOH frakgji polisacharydowych z H. erinaceum pod-
jeli sie Dong i wsp. Do oczyszczenia surowego polisacharydu CPB1 zastosowano
chromatografie jonowymienng (DEAE-Celullose). Uzyskano homogenng frakcje
HEP3 o masie powyzej 1 mln Da oszacowanej przy uzyciu HPGPC (wysoko sprawna
chromatografia zelowo-permeacyjna) z kolumna napetniong ztozem Ultrahydrogel
(32).

Polisacharydy uwalniane do podioza podczas hodowli giebinowej grzybni so-
plowki byly obiektem badan Parka i wsp. oraz Yanga i wsp. W niezaleznych pracach
obu autoréw opisane sg dwa rozpuszczalne w wodzie polisacharydy, odpowiednio
EPS (egzopolisacharyd) wytracony acetonem i oczyszczany za pomocg IEC
(DEAE-Cellulose), a nastepnie na ztozu Sephadex CL-5B, oraz EBP (egzobiopolimer)
wytracony etanolem (33,34).

3. Whasciwosci strukturalne i fizyczne polisacharydéw grzybowych oraz
metody ich badania. Budowa polisacharydéw Hericium erinaceum

Polisacharydy naleza do zréznicowanej klasy makromolekut, ktorych reszty mo-
nosacharydowe sg potaczone za pomocg wiazan glikozydowych. W przeciwienstwie
do nukleotydéw w kwasach nukleinowych i aminokwaséw w biatkach, ktére moga
by¢ potaczone miedzy sobg wytacznie liniowo, monosacharydowe jednostki w poli-
sacharydach mogg faczy¢ sie pomiedzy sobg w kilku miejscach, tworzac zaréwno
proste tancuchy, jak i rozgatezione struktury (26,35).

Do monomerow tworzgcych czasteczke polisacharydu nalezy zaliczy¢ gluko-
ze, galaktoze, mannoze, ksyloze, arabinoze, fukoze lub kwas glukuronowy.
U niektorych gatunkow grzybéw wielocukry sg potaczone z biatkami lub pepty-
dami (36).

Glukany s3 czasteczkami o budowie liniowej lub rozgatezionej utworzonymi
przez reszty glukozy potgczone wiazaniami a- lub p-glikozydowymi. Niektore z nich
posiadajg przytaczone w réznych pozycjach tancuchy boczne, zawierajace molekuty
monosacharydéw potfaczone w r6znych kombinacjach. Inng, duza grupe polisacha-
rydéw biologicznie czynnych stanowig heteroglikany, ktére dzieli sie na galaktany,
fukany, ksylany i mannany na podstawie sktadnikéw cukrowych tworzacych ich
szkielet. Lancuchy boczne heteroglikanéw moga zawiera¢ arabinoze, mannoze, fu-
koze, galaktoze, ksyloze, kwas glukuronowy i glukoze jako gtéwne skiadniki po-
taczone ze sobg w rézny sposéb. Wystepowanie w czasteczkach polisacharydow
wielu mozliwych konfiguracji wigzania glikozydowego utrudnia ustalenie uniwersal-
nego sposobu ich analizy i klasyfikagcji.

Pierwszorzedowa strukture polisacharydéw mozna opisa¢ przez sktad monosa-
charydowy, konfiguracje i pozycje wigzan glikozydowych, sekwencje monosachary-
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Rys. 2. Budowa gléwnych monomeréw polisacharydow grzybowych (38).

dow, jak rowniez poprzez charakter, liczbe i potozenie dodatkowych grup niewe-
glowodanowych.

Analiza monosacharydéw umozliwia okreslenie stosunku molowego poszczegol-
nych cukréw, moze tez sugerowac obecnos¢ specyficznych klas oligosacharydow,
takich jak N- i O-glikany. Sktad polisacharydu okresla sie po uprzedniej hydrolizie
wszystkich wigzan glikozydowych, a nastepnie rozdziale powstalych produktéow
i ich oznaczeniu jako$Sciowemu i iloSciowemu po derywatyzacji monosacharydu
z odpowiednim odczynnikiem. Tradycyjnie stosowang do analizy monosacharydéw
chromatografie cienkowarstwowa, zastepuja ostatnio HPLC lub HPEC pozwalajace
na oznaczenie nawet femtomolowych (10-1°) ilo$ci cukrow. Potozenie wigzan gliko-
zydowych moze by¢ okreslane poprzez analize produktow trawienia enzymatyczne-
go, analize produktéw metylowania i spektroskopie NMR. Metoda trawienia zew-
netrznych polgczen glikozydowych (ang. egzoglicosidic digestion method) jest ograni-
czona do kilku enzyméw o wysokiej specyficznosci. W analizie produktéw metylo-
wania polisacharydy sg najpierw przeksztalcane w czesciowo metylowane octany al-
ditoli (alkoholi cukrowych), a nastepnie analizowane za pomoca chromatografii ga-
zowej (GC-MS) i identyfikowane na podstawie czas6w retencji i widma masowego.
Na podstawie tej analizy mozna ustali¢ konicowe reszty monosacharydowe oraz spo-
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sob taczenia sie ze soba poszczegoblnych monomeréw i miejsca rozgatezien fancu-
cha. Badanie produktow metylowania nie daje jednak informacji o sekwencji sktad-
nikéw oraz o rodzaju konfiguracji przy chiralnym atomie wegla. Anomeria wigzan (o
lub B) moze by¢ wyznaczona za pomoca spektroskopii 'H-NMR. Techniki dwuwy-
miarowego NMR, w szczego6lnosci HMBC, COSY, TOCSY lub HSQC dostarczaja bar-
dziej szczegélowych informacji na temat budowy polisacharydéw. Analiza komplek-
sow glikozydowych jest do tej pory bardzo stabo udokumentowana (26,39-41).

Tabela 1
Budowa polisacharydéw Hericium erinaceum
Nazwa Masa Catkowita Caikow% Typ i rodzaj
. Sktad cukrowy | zawarto$¢ L .
frakeji czast. , zawarto$¢ ) wigzaf Literatura
polisacharydowej | (kDa) (stosunck molowy cukréw) cukru (%) bl(i/ﬂ)(a glikozydowych
1 2 3 4 5 6 7
Fly-a 118 Gle:Xyl:Man:Gal 53,4 34,2 B-(1,3), (28)
(100:333:34:4) B-(1,6)
Fly-a-at 89 Xyl:Man 40,5 51,5 B-(1,3), (28)
(100:4) B-(1,6)
Fly-a-B3 175 Glc:Xyl:Man:Gal 89,7 42 B-(1,3), (28)
(100:104:10:15) B-(1,6)
Fly-b 565 | Glc:Xyl:Man:Gal 71,4 22,1 B-(1,3), (28)
(100:104:10:15) B-(1,6)
FII-1 155 Gle:Xyl:Gal 91,4 57 B-(1,3), (28)
(100:179:17) B-(1,6)
FIII-2-b 30 Gle:Xyl:Gal 75,7 20,2 B-(1,3), (28)
(100:51:32) B-(1,6)
HEPA1L 62 heteropolisacharyd b.d. b.d. o (29)
zawierajacy glownie glukoze
HEPA4 26 kompleks heteropolisachary- b.d. b.d. o (29)
dowo-peptydowy
HEPB2 12 heteropolisacharyd b.d. b.d. o (29)
zawierajacy gléwnie glukoze
b.d. >100 | gléwnie glukoza b.d. b.d. b.d. (41)
HPA 50 Glc:Gal:Fuc 100 - por. rys. 3. (30)
(1:2,11:0,423)
HPB 30 Gal:Glc 85 13,5 por. 1ys. 4. (30)
(1:11,529)
HEP-1 18 Rha:Glc:Gal b.d. b.d. faficuch gtéwny (31)
(1,19:3,81:1,00) zbud.
z (1-6)-0-D-Gal,
tafic. boczne przyt.
do 0-2 zbud.
z Rha i Glc
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1 2 3 4 5 6 7
HEP3 >1000 | Glc b.d. b.d. B-(1—3) z bocz- (32)
nymi faiic. 0-6
w przyblizeniu co
3 jednostki
w faiicuchu
por. 1ys. 5.
HEPF3 19 Fuc:Gal b.d b.d faricuch gtéwny (37)
(1:4,12)) zbud.
z (1—6)-0-D-Gal,
tafic. boczne przyt.
do 0-2 zbud.
z o-L-Fuc
por. 1ys. 6.
EPS 1000 Glc:Gal:Xyl:Man:Fru b.d. b.d. b.d. (33)
(1,5:1,7:1,2:0,6:0,9)
EBP 40 Man:Gal:Fuc:Gle:Ara:Xyl:Rib 91,2 8,8 b.d. (34)
(35,4:34,1:20,1:8,4:1,5:0,3:0,2)

—6)-Gal-(1—6)-Gal-(1—6)-Gal-(1—6)-Gal-(1—6)-Gal-(1—6)-Gal-(1—6) -Gal-(1—6)-Gal-(1—6)-Gal- (1—

2 2 2

0 0 )

1 1 1
Gal-(1—4)-Fuc Gle-(1—3)-Glc, Gal-(1—>6)-Glcs

Rys. 3. Budowa frakgcji polisacharydowej HPA (30).
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Rys. 4. Budowa frakgcji polisacharydowej HPB (30).
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Rys. 5. Budowa frakgcji polisacharydowej HEP3 (32).
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Rys. 6. Budowa frakgji polisacharydowej HEPF3 (37).

4. Zaleino$¢ pomiedzy strukturg polisachacharydéw a ich aktywnoscig
przeciwnowotworowa

Roéznice w aktywnosci przeciwnowotworowej polisacharydow grzybowych wyni-
kajg z wielkoSci czgsteczki i stopnia jej rozgatezienia oraz rozpuszczalnosci w wo-
dzie.

Waznymi czynnikami wplywajacymi na aktywno$¢ przeciwnowotworowg sa
obecno$¢ w glukanie zaréwno wiazan B-(1—3)-glikozydowych, jak i punktow roz-
gatezienia B-(1—6). B-glukany zawierajgce gtownie wigzania 1—-6 wykazuja stabszg
aktywnos¢, prawdopodobnie z powodu gietkosci ich czasteczek i mozliwosci przyj-
mowania zbyt wielu réznych konformagji. Istniejg jednak dowody, ze polisacharydy
grzybowe z praktycznie wszystkimi mozliwymi typami wiazan glikozydowych wyka-
zujg dziafanie przeciwnowotworowe (41).

Rodzaj monomeréow tworzacych fancuch polisacharydu takze wptywa na aktyw-
nos¢ przeciwnowotworowa makroczgsteczki. Lombard stwierdzil, ze obecnos¢
w ludzkich makrofagach receptoréw specyficznych dla glukozy i mannozy jest praw-
dopodobng przyczyng silniejszego dziatania przeciwnowotworowego polisachary-
dow zbudowanych gtownie z tych cukrow (43).

Podczas gdy niektére homopolisacharydy np. B-(1—3)-glukany o duzych czgstecz-
kach (od 500 do 2000 kDa) dziatajg silniej od tych o matej masie, wtasciwosci przeciw-
nowotworowe pewnych heteropolisacharydéw, takich jak np. a-(1—3)-glukuronoksy-
lomannany nie sg tak silnie zalezne od masy czgsteczkowej (44).

Polisacharydy moga przyjmowac konformacje potrojnej lub pojedynczej helisy,
jak rowniez przypadkowego zwoju. Uwaza sie, ze konformacja potréjnej helisy
B-(1—>3)-glukanéw jest istotna dla ich aktywnos$ci immunostymulujgcej (26,45).

5. Mechanizm dzialania przeciwnowotworowego polisacharydéw.
Dziatanie przeciwnowotworowe polisacharydéw sopléwki jezowatej

Polisacharydy grzybowe dzialaja przeciwnowotworowo gtéwnie poprzez akty-
wacje odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Substancje te uwazane sg za biolo-
giczne modyfikatory odpowiedzi (BMO, ang. biological response modifiers, BRMs)
(41,46).
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W przeciwienstwie do tradycyjnych lekéw przeciwnowotworowych polisachary-
dy nie wywolujg istotnych dziafan niepozadanych (46). Wiasciwo$¢ ta umozliwia za-
stosowanie polisacharydéw nie tylko w terapii monolekowej, ale réowniez jako
srodki wspomagajace chemioterapie.

Tabela 2

Aktywno$¢ przeciwnowotworowa polisacharydéw Hericium erinacewm w badaniach na myszach obcigzonych
guzem litym Sarcoma 180

Polisacharyd Inhibicja (%) Czas przezycia (T/K) Catkowita regresja Smiertelnosé
Kontrola (K) 0 1,00 0/10 10/10
Flp-a 40,3 1,54 1/7 3/7
Flp-a-a 65,9 1,78 3/7 2/7
Fly-a-B 73,0 1,86 477 177
Fly-b 63,8 1,71 2/7 3/7
FII-1 67,9 1,81 1/7 1/7
FIII-2-b 75,9 1,75 3/7 0/7
Objasnienie:

Dawki polisacharydéw 10 mg/kg dootrzewnowo przez 10 kolejnych dni; wielkos¢ guza mierzono po 28 dniach, a czas prze-
zycia i Smiertelnos¢ po 61 dniach od podskornej implantacji guza (28).

Wielokierunkowy mechanizm dziatania polisacharydéow grzybowych obejmuje
bezposrednie indukowanie apoptozy komorek guza, a takze zapobieganie onkoge-
nezie i przerzutowaniu, zwigzane z ich aktywnoscig immunostymulujaca (26,47).
Zwiazki te nie zabijaja bezposrednio komorek rakowych, lecz wywierajg niespecy-
ficzne dziatanie na organizm, pomagajac mu przezwyciezy¢ chorobe. Przeciwnowo-
tworowe dziatanie wielocukrow wymaga obecnos$ci komoérek T i jest oparte na gra-
sicozaleznym mechanizmie odpornosci (48).

Antyproliferacyjng aktywnos¢ polisacharydéw (bezposrednia aktywno$¢ hamu-
jaca rozwoj guza) nalezy ttumaczy¢ tym, ze polisacharydy zmieniajg ekspresje sy-
gnatow w komérkach nowotworowych, co moze powodowac zatrzymanie cyklu ko-
mérkowego w fazie S i indukcje apoptozy. Polisacharydy moga takze bezposrednio
indukowac¢ apoptoze komoérek nowotworowych przez zwiekszanie ekspresji pro-
apoptycznego biatka Bax, zmniejszenie ekspresji cyklin D1, E i B1 oraz zwiekszenie
ekspresji genu p21 dziafajacego jako regulator przejscia komorki w faze G1 (49).

Na podstawie badan z uzyciem linii komérkowej szczurzych makrofagéw RAW
264.7 poznano mechanizm aktywacji odpowiedzi immnunologicznej przez B-glukan
obecny w wodnym wyciagu z H. erinaceum (WEHE). Wykazano, ze zachodzi on po-
przez indukgcje jednej z izoform syntazy tlenku azotu (iNOS), co prowadzi do zwiek-
szenia produkcji NO odgrywajacego giéwng role w procesach odpornosciowych
i przeciwnowotworowych.
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Wyciagg wodny z soplowki jezowatej powoduje rowniez zwiekszenie ilosci jadro-
wego czynnika kB (NF-kB), ktory jest regulatorem transkrypcyjnym nie tylko genu
iNOS, ale réwniez wielu innych genéw kodujacych cytokiny (IL-1f, TNF-o oraz IL-6),
czynniki regulujace cykl komoérkowy (cykliny D i E) oraz czynniki proapoptyczne, ta-
kie jak p53 supresor guzow (50,51).

6. Dziatanie stymulujace wzrost komérek nerwowych

Niska skuteczno$¢ w walce z chorobami degeneracyjnymi uktadu nerwowego,
takimi jak choroba Parkinsona czy Alzheimera stworzyta koniecznos$¢ poszukiwania
substancji neuroprotekcyjnych. W badaniach in vitro wykorzystuje sie r6zne rodzaje
komorek nerwowych, wiaczajac w to pierwotne komoérki zarodkowe, wymagajace
stymulacji za pomoca réznych czynnikéw wzrostowych. Czynniki wzrostu nerwéw
sg biatkami wydzielanymi przez komorke, ktére pobudzajg te lub inne komérki do
podziatu lub réznicowania sie. NajczeSciej stosuje sie czynnik wzrostu nerwow
(NGF, ang. Nerve Growth Factor) i czynnik neurotroficzny pochodzenia mézgowego
(BDNF, ang. Brain-Derived Nerve Factor).

W eksperymencie przeprowadzonym na linii komérek PC12 wywodzacej sie
z guza chromochtonnego nadnerczy szczuréw wykazano, ze uzyskany z hodowli
gtebinowej H. erinaceum egzopolisacharyd (EPS, ang. exo-polysaccharide) przyspiesza
wzrost komorek, a takze zwieksza rozwdj neurytéw. Jego efektywnos$c¢ jest wyzsza
niz NGF oraz BDNF. W hodowli kontrolnej po osiggnieciu maksymalnej gestos¢ ko-
morek nastepuje zahamowanie wydtuzania sie neurytéw, natomiast dodatek EPS do
hodowli powoduje dalszg elongacje neurytéw i powstawanie zakonczen nerwowych
nawet, wtedy gdy wzrost samych komérek zostaje zatrzymany. Stwierdzono, ze EPS
w pierwszej kolejnosci wydtuza neuryty juz istniejagce w komoérkach, nastepnie
zwieksza liczbe komérek i tworzenie nowych aksonow. Egzopolisacharyd efektyw-
niej opéznia apoptoze komoérek PC12 niz badane czynniki wzrostu nerwow, utrzy-
mujac ilo§¢ apoptujacych komorek na poziomie 20% w stosunku do 51% apop-
tujgcych komérek w hodowli poréwnawczej (33).

7. Dzialanie hipolipidemiczne

Waznym kierunkiem dziafania polisacharydéw soplowki jezowatej jest zdolno$¢
do obnizania poziomu cholesterolu i lipidow we krwi.

Egzobiopolimer (EBP) uzyskany z hodowli glebinowej Hericium erinaceum uzyto
w badaniach efektu hipolipidemicznego (cholesterol catkowity i LDL) i aktywnosci
reduktazy HMG-CoA na szczurach. EBP znaczaco obnizyt poziom catkowitego chole-
sterolu i frakcji lipoprotein LDL proporcjonalnie do zastosowanej dawki. Zasugero-
wano, ze efekt ten moze by¢ zwiazany z rosnacg lepkoscia frakgji polisacharydowe;.
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Prawdopodobnie dzieki tej wtasciwosci EBP moze obniza¢ wchtianianie tréjglicery-
dow i cholesterolu poprzez hamowanie tworzenia miceli w jelicie cienkim oraz po-
przez zmiane wlasciwosci fizycznych $luzéwki jelita. Redukcja poziomu cholestero-
lu catkowitego (TC) oraz frakcji LDL moze by¢ takze wynikiem zmniejszonej syntezy
cholesterolu przez watrobe poprzez hamowanie reduktazy HMG-CoA i/lub spraw-
niejszego usuwania lipoprotein. EBP podwyzsza zawarto$s¢ HDL (,dobry choleste-
rol”) w surowicy krwi i jednoczesnie obniza indeks aterogenny (stosunek LDL/HDL),
poziom triglicerydow i fosfolipidow poprzez zwiekszenie aktywnosci LPL (lipazy li-
poproteinowej).

W badaniach na zwierzetach nie wykazano jakiejkolwiek toksycznos$ci zwigzanej
z podawaniem EBP (34).

8. Podsumowanie

Wozrastajgca liczba zachorowan na nowotwory zlosliwe stwarza konieczno$¢ po-
szukiwania naturalnych substancji przeciwnowotworowych i immunostymulujgcych,
bezpieczniejszych i tanszych od lekow powszechnie stosowanych w chemioterapii.
Od ponad 30 lat trwaja intensywne badania nad polisacharydami grzybowymi, spo-
srod ktorych kilka zostalo juz zarejestrowanych jako leki (lentinan, schizophyllan,
grifon-D, krestin) (26,39,40).

W artykule tym przyblizamy metody izolacji i analizy polisacharydéw pozyskiwa-
nych z grzybéw wyzszych oraz podsumowujemy aktualny stan wiedzy na temat bu-
dowy i dzialania wielocukréw soplowki jezowatej. Ograniczony zasieg wystepowa-
nia soplowki na terenie Polski i wpisanie tego grzyba na liste gatunkéow wymie-
rajgcych niesie ze sobg potrzebe prowadzenia hodowli w warunkach laboratoryj-
nych. Odpowiednio przeprowadzony proces biosyntezy pozwala otrzymac z dobra
wydajnoscig produkt o pozadanych wtasciwosciach.

Stosowane skréty:

Ara — arabinoza, b.d. — brak danych, BDNF — czynnik neurotroficzny pochodzenia mézgowego,
BRMs — biologiczne modyfikatory odpowiedzi, COSY — homojadrowa spektroskopia korelacyjna,
DEAE - dietyloaminoetyl, EBP — egzobiopolimer, EPS — egzopolisacharyd, Fru — fruktoza, Fuc —
fukoza, Gal — galaktoza, GC-MS - chromatografia gazowa ze spektroskopig mas, GFC - filtracja zelo-
wa, Glc - glukoza, HDL - lipoproteiny o duzej gestosci, HMBC — heterojadrowa korelacja dalekiego
zasiaggu, HMG-CoA — 3-hydroksy-3-metylo-glutarylo-koenzym A, HMQC - wielokrotna heterojadrowa
koherencja kwantowa, HPEC — wysoko sprawna elektroforeza, HPGPC — wysoko sprawna chromato-
grafia zelowo-permeacyjna, HPLC — wysoko sprawna chromatografia cieczowa, IEC — chromatografia
jonowymienna, IL — interleukina, iNOS - indukowana syntaza tlenku azotu, LDL — lipoproteiny o ma-
fej gestosci, LPL — lipaza lipoproteinowa, Man — mannoza, NGF — czynnik wzrostu nerwéw, NMR —
magnetyczny rezonans jadrowy, Rha — ramnoza, Rib — ryboza, TC — cholesterol catkowity, TNF —
czynnik martwicy nowotworu, TOCSY — spektroskopia korelacji catkowitej, Xyl — ksyloza.
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