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STRESZCZENIE

Liczne gatunki grzybow nalezacych do klasy Basidiomycetes posiadaja zdolnos¢ biosyntezy biologicznie ak-
tywnych zwiazkéw, w tym o dziataniu przeciwnowotworowym. Zwiazki te izolowane sa z owocnikdw, grzybni,
kultur mycelialnych i podtozy hodowlanych. Lentinula edodes (Berk.) Pegl., jest jednym z najszerzej wyko-
rzystywanych grzybéw leczniczych. Jest on zrodtem dwdch zarejestrowanych w niektorych krajach lekow.
Obydwa preparaty wykazuja dziatanie immunomodulacyjne i sa stosowane w terapii nowotworow. L. edodes
biosyntezuje réwniez zwiazki o dziataniu m. in. przeciwbakteryjnym, przeciwwirusowym, obnizajacym po-
ziom cholesterolu, przeciwzakrzepowym. Izolowane z podtoza hodowlanego L. edodes rozpuszczalne w wo-
dzie ligniny sa testowane jako potencjalne leki w terapii hepatitis B i AIDS. Biatka L. edodes sktadaja sie z 18
aminokwasow, w tym wszystkich egzogennych, wystepujacych w proporcjach najbardziej wskazanych dla
cztowieka. Owocniki tego gatunku zawierajg znaczne ilosci witamin C, B4, B;, PP, By, i D. Izolowane z L. edo-
des polisacharydy o dziataniu immunomodulacyjnym sa stosowane w chemoprewencji i wspomagajaco w te-
rapii nowotworow, wraz z chemoterapia, tagodzac jej efekty niepozadane. Ten niezwykle ciekawy grzyb jest
rowniez wykorzystywany do otrzymywania suplementow diety.

SLOWA KLUCZOWE: Lentinula edodes, kultury mycelialne, selen, immunomodulacja, suplementy diety

ABSTRACT
FUNGAL BIOTECHNOLOGY. APPLICATIONS IN PHARMACY AND SUPPLEMENTATION

Many Basidiomycetes mushrooms have the ability to synthesize bioactive compounds, including anticancer
agents that can be isolated from fruit bodies, mycelial cultures, or culture media. Lentinula edodes (Berk.)
Pegl. is one of the most widely used medicinal mushrooms. This mushroom is the source of two drugs ap-
proved in several countries. Both drugs are immunomodulators and are used in cancer therapy. In addition, L.
edodes forms compounds with antibacterial, antiviral, cholesterol lowering, and anticoagulant activities. Wa-
ter-soluble lignans derived from L. edodes culture medium are being tested as potential drugs for the treat-
ment of hepatitis B and AIDS. L. edodes protein is made up of 18 amino acids, including all essential amino
acids, in ratios appropriate for humans. The fruit bodies of the mushroom contain considerable amounts of vi-
tamins C, B4, B;, PP, By; and D. Immunomodulatory polysaccharides isolated from L. edodes are being used in
chemoprevention and as adjuvants in cancer treatment because of their ability to alleviate undesirable side
effects of such therapies. This valuable mushroom is also used to produce dietary supplements.

KEYWORDS: Lentinula edodes, mycelial cultures, selenium, immunomodulation, dietary supplements

1. Grzyby lecznicze

Wsrdd opisanych do chwili obecnej okoto 116 tysiecy
gatunkow grzybow, stanowiacych aktualnie oddzielne kro-
lestwo (aczkolwiek niektorzy autorzy podaja liczbe réowna
45, 72, 80 czy 105 tysiecy [1-3,9]), istnieje dos¢ liczna gru-
pa posiadajaca zdolnos¢ biosyntezy zwigzkéw o silnym
dziataniu farmakologicznym. Grzyby wytwarzajace zwiazki
o najsilniejszym i najciekawszym, co do kierunku, dziataniu
naleza do podkrolestwa Dikarya, do typu Ascomycota (wor-
kowce), klasy Ascomycetes (workowce wtasciwe) lub do
typu Basidiomycota (grzyby podstawkowe), klasy Basidio-
mycetes (podstawczaki).

Bardzo waznymi dla biotechnologii farmaceutycznej, a
scislej mowiac dla przemystu farmaceutycznego, przedsta-
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wicielami pierwszej z wymienionych klas (Ascomycetes) sa
tzw. grzyby strzepkowe. Przedstawiciele rodzajow Penicil-
lium, Cephalosporium, Aspergillus czy Fusidium sa produ-
centami antybiotykow, witamin, enzymow czy kwasow or-
ganicznych (cytrynowego, itakonowego, fusarowego czy
glukonowego). Mozna uznac, ze znaczenie grzybow klasy
Ascomycetes w biotechnologii farmaceutycznej jest w petni
doceniane. Przyczyna jest prosta: antybiotyki ciagle jesz-
cze stanowia w stuzbie zdrowia okoto 1/3 rynku produktow
biotechnologicznych, a grzyby strzepkowe, obok promie-
niowcow, sa najlepszymi producentami antybiotykow.
Inaczej ma sie sprawa z grzybami klasy Basidiomycetes
- ich potencjalne znaczenie w lecznictwie jest doceniane w
krajach azjatyckich, ze wzgledu na liczaca kilka tysiecy lat
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tradycje stosowania preparatow pochodzenia grzybowego
w terapii roznych choroéb. Kultura Zachodu odnosi sie jed-
nak do grzybow, jako do surowca leczniczego, ze spora do-
za nieufnosci.

Do klasy Basidiomycetes naleza miedzy innymi tzw.
grzyby wyzsze. Stanowia one okoto 10% wszystkich gatun-
kow grzybow. Okoto 700 sposrod nich biosyntezuje metabo-
lity o dziataniu farmakologicznym, bardzo czesto (651 ga-
tunkéw) przeciwnowotworowym i immunostymulujacym.
To wtasnie dla tych grzybow zarezerwowane jest okresle-
nie ,grzyby lecznicze”, bedace ttumaczeniem uzywanego
w pismiennictwie anglojezycznym okreslenia ,medicinal
mushroom”. Wsrod mykologow, fitochemikow i - coraz cze-
sciej - biotechnologow jest dos¢ liczna grupa zajmujaca
sie badaniami naukowymi tych organizmoéow. Od dziesieciu
lat istnieje wydawane przez wydawnictwo Begell House
czasopismo naukowe o miedzynarodowym zasiegu, zajmu-
jace sie wytacznie grzybami leczniczymi - International
Journal of Medicinal Mushroom. Do najwazniejszych spo-
srod aktualnie znanych i opisanych grzybéw leczniczych
nalezy okoto 30 gatunkow. Biosyntezuja one zwiazki o dzia-
taniu  przeciwnowotworowym,  immunomodulacyjnym,
przeciwwirusowym (w tym przeciw HIV), przeciwbakteryj-
nym, przeciwzapalnym, przeciwgrzybicznym, przeciwcu-
krzycowym, hepatoprotekcyjnym, nerwotonicznym, obni-
zajacym cisnienie krwi oraz poziom cholesterolu i triglice-
rydow we krwi.

Zestawienie najwazniejszych gatunkow grzybow leczni-
czych wraz z ich dziataniem farmakologicznym przedstawia
Tabela 1, cytowana wedtug Wasser i Weiss [4]. Z cytowanej
ponizej tabeli wynika, ze do gatunkow najcenniejszych z
punktu widzenia zaréwno aktywnosci farmakologicznej jak
i jej wykorzystania w istniejacych juz preparatach naleza:
Lentinula edodes, Ganoderma lucidum, Trametes versico-
lor, Schizophyllum communae, Hericium erinaceus i Grifo-
la frondosa.

Istnieja cztery preparaty (zarejestrowane w niektorych
krajach jako leki) stosowane w terapii nowotworow, izolo-
wane z owocnikow lub grzybni grzybow klasy Basidiomyce-
tes:

- Lentinan - frakcja polisacharydowa izolowana z Lenti-
nula edodes;

- Schizofylan (SPG, sonifilan, sizofilan) - frakcja polisa-
charydowa izolowana z Schizophyllum commune;

- Grifolan - frakcja polisacharydowa izolowana z Grifola
frondosa;

- Krestin (PSK - polisacharyd i PSP - kompleks wielocu-
kier-biatko) izolowany z Trametes versicolor.

Dos¢ powszechnie stosowane sa w wielu krajach (w
wiekszosci krajow azjatyckich, USA, Nowej Zelandii, Au-
stralii czy wreszcie, coraz czesciej, w Europie) preparaty
ztozone o dziataniu immunostymulacyjnym, bedace eks-
traktami z owocnikow i grzybni grzybow leczniczych. Rynek
tych preparatow byt pod koniec lat dziewiecdziesigtych
dwudziestego wieku oceniany przez FDA na okoto 6,5 mi-
liardow dolaréw - i od tej pory stale rosnie [5].

Trwajace od kilkunastu lat badania fitochemiczne grzy-
bow leczniczych doprowadzity do identyfikacji wielu
zwiazkow chemicznych odpowiedzialnych za poszczegodlne
kierunki dziatania farmakologicznego. Badania tego typu
prowadzone sa w dalszym ciagu bardzo intensywnie, gtow-
nie w Japonii, Korei Potudniowej i innych krajach azjatyc-
kich, Stanach Zjednoczonych Ameryki, Rosji i krajach eu-
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ropejskich, o czym swiadczy wysoka liczba publikacji na-
ukowych dotyczacych tej tematyki ukazujacych sie corocz-
nie. Podobnie jak w przypadku leku roslinnego, czesto pre-
paraty ztozone uzyskiwane z grzybow wykazuja wieksza
aktywnos¢ farmakologiczna od czystych, izolowanych sub-
stancji.

Jako obiekt swoich badan wybratam gatunek grzyba
leczniczego o bardzo cennych wtasciwosciach zaréwno
leczniczych jak i dietetycznych - Lentinula edodes (Berk.)
Pegler.

2. Charakterystyka gatunku Lentinula edodes

Lentinula edodes (Berk.) Pegler jest grzybem saprofi-
tycznym, zyjacym w naturalnych warunkach na drewnie
martwych drzew liSciastych z rodziny Fagaceae, wykorzy-
stujacym je jako zrodto cukrow, hemicelulozy, celulozy i
ligniny. Tworzy on owocniki o srednicy okoto 3-20 cm o
barwie od jasnobrazowej do ciemnoczerwono-brunatnej.
Pochodzi ze wschodniej Azji. Pierwotnym obszarem wyste-
powania tego gatunku jest japonska wyspa Amami [6]. L.
edodes wystepuje naturalnie na terenie Japonii, Chin, Ko-
rei, czesciowo panstw Potwyspu Indochinskiego i Indii. Ga-
tunek ten po raz pierwszy zostat opisany przez angielskiego
botanika M. J. Berkeley w 1878 roku jako Agaricus edodes.
Lentinula edodes posiada wiele nazw synonimicznych, po-
srod ktorych sa: Cortinellus shiitake P. Henn., C. berkeley-
anus Ito et Imai, C. edodes (Berk.) S. Ito et Imai, Lentinus
tonkinensis Pat., oraz najczesciej spotykana Lentinus edo-
des (Berk.) Singer. Przynaleznos¢ taksonomiczna tego ga-
tunku w réznych okresach ulegata zmianie. Grzyb ten
umieszczano w rodzajach: Armillaria, Collybia, Cortinel-
lus, Lepiota, Pleurotus, Tricholoma, oraz w réznych rodzi-
nach rzedu Agaricales [7,8].

W roku 1976 Pegler dokonat kolejnej rewizji taksono-
micznej tego gatunku [6].

Wedtug systematyki grzybow, ktora opracowali Kirk i
wsp. (2001) Lentinula edodes zalicza si¢ do rodziny twar-
dzioszkowatych - Marasmiaceae, do rzedu Agaricales - pie-
czarkowcow [9]. W roku 2007 Hibbett i wspotpracownicy
[10] dokonali kolejnej rewizji w systematyce grzybow i za-
liczyli typy Basidiomycota i Ascomycota do podkrolestwa
Dikarya, co aktualnie zamyka liste zmian w systematyce
gatunku L. edodes:

Krolestwo: Fungi (grzyby)

Podkrolestwo: Dikarya

Typ: Basidiomycota (grzyby podstawkowe)

Klasa: Basidiomycetes (podstawczaki)

Podklasa: Agaricomycetidae

Rzad: Agaricales (pieczarkowce)

Rodzina: Marasmiaceae (twardzioszkowate)

Rodzaj: Lentinula

Gatunek: Lentinula edodes (syn. Lentinus edodes) twar-
dziak jadalny.

Lentinula edodes jest tez znany pod japonska nazwa
zwyczajowq ,shiitake”. Termin shiitake lub shii-take po-
chodzi od ,,shii” lub ,shiia” - japonskiej nazwy rodzajowej
drzewa Quercus cuspidata (Passania cuspidata), na ktérym
grzyb ten wystepuje w warunkach naturalnych, oraz ,ta-
ke”, co po japonsku oznacza grzyb. W Chinach wystepuje
pod kilkoma nazwami: xianggu - shiang-ku (,,fragrant mush-
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Tabela 1. Grzyby lecznicze nalezace do klasy Basidiomycetes i ich dziatanie farmakologiczne (wg. Wasser i Weis, 1999) [1].

KIERUNEK DZIALANIA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 E S ©
[ E z L < G ¢ g\ 2 < 9]
N ] ° 2 s |2 o o = ] = g 3 IS
O £ o ~ > c c £ o 9 c > c 32 N
a © 3 ] s 9] N S 5 > ] N ] N = %
= a 2 2 g = 2 N = N = 2 [ -2 ] k=
N < ° < B 3 c o 9| L S = =z I “n ©
on y 2 a = ] ‘S S Qg S <] S © S © £
3 2 <] 2T | 2 S o2 | 9 £ 5 a ° ko) 2
5 9] g 5 2 o] 35 9 9 3 5] 2 IS) 3 IS 2]
I [ g S |2 | &=|3C c |3 = c o | 2
N N o] 3 [ = S © O = 2 <4 ] g 2
o o [ 3] N = < N N IS [} =z o} Z
= ClE |[=|% 5 |=|E T 3
~ a & o a
Auricularia auricula-judas (Bull.)Wettst. + + X X X
Tremella fucifomis Berk. + + + + + X
Tremella mesenterica Rits.i Fr. +
Schizophyllum commune Fr.fr. X X X X X X
Dendropolyporus umbellatus (Pers.:Fr.) X X X X
Grifola frondosa (Dicks.:Fr.) S.F. Gray + X X X X X X + +
Fomes fomtentarius (L.:Fr.) Fr. + + +
Fomitopsis pimicola (Schw.:Fr.) P.Karst. +
Trametes versicolor(L.:Fr.) Loyd X X X X X
Piptoporus betulinus (Bull.:Fr.) P. Karst + + +
Hericium erinaceus (Bull.:Fr.) Pers. X X X
Inonotus obliquus (Pers.:Fr.) Bond. Sing. X X X X
Lenzites betulina (L.:Fr.) Fr. +
Laetiporus sulphureus (Bull.:Fr.) Murr. + + +
Ganoderma lucidum (Curt.:Fr.) P.Karst X X X X X X X X X X X
Ganodema applanatum (Pers.) Pat. + + X +
Lentinula edodes (Berk.) Pegl. X X X X X X X X X X X
Pteurotus ostreatus (Jacq.:Fr.) Kumm. + + + +
Pteurotus pulmonarius (Fr.:Fr.) Quel + +
Flammulina velutipes (Curt.:Fr.).Karst. X X + X
Oudemansiella mucida (Schrad.:Fr.) X
Armillariella mellea (Vahl.:Fr.) P.Karst. + X X
Hypsizygus marmoreus (Peck) Bigel. X X X
Marasmius androsaceus (L.:Fr.) Fr. X
Agaricus blazei Murr. X
Agaricus bisporus (J.Lge) Imbach + X X
Votvariella volvacea (Bull.:Fr.) Sing. + + + +
Agrocybe aegerita (Brit.) Sing. + + +

X - dziatanie zbadane, wykorzystywane w lekach lub suplementach diety

+ - dziatanie znane, dotychczas brak wykorzystania

room” - grzyb aromatyczny), donggu (,,winter mushroom” -
grzyb zimowy), huagu (,,flower mushroom”). Polska nazwa
gatunkowa to twardziak jadalny. W obrebie gatunku L.
edodes istnieja 63 rasy geograficzne i szereg szczepow ho-
dowlanych [6].

Pierwsze wzmianki o hodowli twardziaka jadalnego po-
chodza z Chin z czaséw panowania dynastii Song (960-1127)
[11]. Nieco pdzniej umiejetnos¢ uprawy grzyba shiitake
przejeli Japonczycy. Ponadto od wielu wiekow uprawia sie
shiitake takze w Korei i na Tajwanie. Obecnie gatunek ten
jest hodowany na skale produkcyjna w krajach Dalekiego
Wschodu, gdzie gtdownym jego producentem jest Japonia.
Wprowadzenie intensywnych metod uprawy twardziaka ja-
ponskiego pozwolito rozszerzy¢ uprawe grzyba poza jego
naturalng strefe klimatyczna i rozpowszechni¢ go w Sta-
nach Zjednoczonych Ameryki i Europie. Obecnie twardziak
zajmuje obok pieczarek czotowe miejsce wsrod okoto 30
gatunkow grzybow uprawianych na swiecie w celach prze-
mystowych. Produkcje tego grzyba szacuje sie na ponad
200 000 ton swiezej masy owocnikow rocznie [12, 13].
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2.1. Sktad chemiczny i wartosci odzywcze Lentinula
edodes

Cytowane w tym rozdziale dane dotycza owocnikéw L.
edodes. Sktad chemiczny biomasy grzybni hodowanej me-
todami biotechnologicznymi moze w znaczacy sposob roz-
nic¢ sie od sktadu owocnikéw i - podobnie jak sktad owocni-
kow - jest zalezny od sktadu podtoza hodowlanego i warun-
kow hodowli.

Swieze owocniki twardziaka japoniskiego zawieraja 88 -
92% wody. Zawartos¢ wybranych sktadnikow w suchej ma-
sie grzyba przedstawia Tabela 2.

Sktad aminokwasowy L. edodes

W ocenie roznych badaczy zawartos¢ biatka w owocni-
kach L. edodes waha sie w granicach 18,2 - 23,9% [15] lub
13,4 - 17,5% s.m. [16]. W czesSci opracowan oceniano liczbe
aminokwasow wchodzacych w ich sktad na 17 [17]. Wedtug
pozniejszych doniesien liczba ta zostata oceniona na 20
[13]. Roznica w ocenie wynikata z metodyki oznaczen. Wy-
soka zawartos¢ aminokwasow przy stosunkowo matym u-
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Tabela 2. Sktad chemiczny owocnikéw L. edodes (wg Chang i
Miles, 2004) [14].

Sktadnik Zawartos$¢ (% suchej masy)
Biatko 13,4-17,5
Weglowodany 67,5-78,0
Witokno 7,3-8,0
Popiot 3,7-7,0
kcal/100 g s.m.
Wartos$¢ kaloryczna 387 - 392

dziale azotu ogdlnego (2,9 - 4,4%) [14] oznacza, ze owocni-
ki L. edodes zawieraja najmniej zwiazkow azotowych nie
wchodzacych w sktad biatek sposrod wszystkich dotychczas
zbadanych grzybow. Obecnos¢ tego typu substancji (np.
chityny) jest przyczyna niezbyt wysokiej strawnosci owoc-
nikow, mimo wysokiej zawartosci biatka. Wyliczony wskaz-
nik wartosci odzywczej na podstawie zawartosci amino-
kwasow, plasuje twardziaka zaraz za produktami miesny-
mi, za$ przed produktami mlecznymi [11]. W sktad owocni-
kow L. edodes wchodza wszystkie egzogenne aminokwasy.
Zawartos¢ niezbednych aminokwasow w ich catkowitej ilo-
Sci wynosi 39%. W poréwnaniu z innymi gatunkami grzybow
L. edodes charakteryzuje sie wysoka zawartoscia leucyny i
fenyloalaniny, przy niskiej zawartosci lizyny [14].

Weglowodany

Ogodlna zawartos¢ weglowodandéw w suchej masie
owocnikow twardziaka jadalnego wynosi 67,5 - 78%, z cze-
go 15,87% przypada na cukry proste [11]. Analiza chroma-
tograficzna sktadu monosacharydowego hydrolizatow L.
edodes wykazata obecnos¢ cukrow prostych: glukozy, man-
nozy, galaktozy, ksylozy, rybozy, fukozy i ramnozy. W eks-
traktach z owocnikow twardziaka wykryto takze dwucukry
- sacharoze i maltoze, oraz trisacharyd rafinoze. Wysoki
procent cukrow stanowia polisacharydy, w tym (1-3)-B-D-
glukany, ktére odpowiadaja miedzy innymi za lecznicze
wtasciwosci grzyba. W owocnikach i grzybni L. edodes, w
strukturze sciany komorkowej i wewnatrzkomorkowo wy-
stepuja zardéwno rozpuszczalne w wodzie o- i B- glukany,
galaktany, mannany, ksyloglukany, jak i nierozpuszczalne
heteroglikany, poliuronidy i -glukany [10,11].

Lipidy

Zawartos¢ lipidow w owocnikach twardziaka jadalnego
waha sie w granicach 4,8 - 8,0%. W ich sktad wchodza kwa-
sy ttuszczowe, mono-, di- oraz triglicerydy, fosfolipidy i
sterole. Az 78% przypada na ttuszcze zawierajace w swojej
strukturze nienasycone kwasy ttuszczowe. Najwigkszy
udziat w sktadzie ttuszczow ma kwas linolenowy (18:2) -
okoto 68%, kwas olejowy (18:1) 5,5%, zas z nasyconych -
kwas palmitynowy (16%) [18].

Witaminy

Owocniki L. edodes sa dobrym zrodtem witamin, gtow-
nie z grupy witamin B (Bs, Bz, B12). Szczegolnie wysoka jest
w nich zawartos¢ niacyny, kwasu foliowego oraz ryboflawi-
ny (witamina B;), ktorej ilos¢ jest wieksza niz w warzy-
wach. Wedtug Furlani i Godoy [19] zawartos¢ witaminy B,
w L. edodes jest porownywalna z zawartosciag w ziarnach
zbo6z i podobna do obecnej w owocach, natomiast wieksza
niz w jajach. Zawieraja takze witamine C. Dostepnos¢ bio-
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logiczna folianéw z biomasy L. edodes jest porownywalna
do ich przyswajalnosci z warzyw. Bardzo zadowalajacy wy-
daje sie by¢ takze fakt, ze Lentinula edodes zawiera wita-
mine By, ktora, jak sadzono do niedawna, moze by¢ biosyn-
tezowana wytacznie przez bakterie. Jest to szczegolnie
wazne dla osdb stosujacych diete wegetarianska [20].

Grzyby, obok zwierzat, sa jedynymi organizmami po-
siadajacymi zdolnos¢ biosyntezy witaminy D, (ergokalcife-
rolu) [21]. Grzyby hodowane przy dostepie swiatta stonecz-
nego zawieraja wiecej tej witaminy, gdyz przejscie ergo-
sterolu, charakterystycznego dla grzybow sterolu, sktadni-
ka miedzy innymi Sciany komodrkowej, w ergokalciferol
wymaga indukcji promieniowaniem ultrafioletowym [22].
Ergosterol spotykany jest w komorkach grzybow w stanie
wolnym, w postaci nadtlenkow, estrow z wyzszymi kwasa-
mi ttuszczowymi, glikozydow lub kompleksow z polisacha-
rydami. Owocniki L. edodes zawieraja 6,79 mg ergosterolu
w 1 g suchej masy, co stanowi 83 - 89% catkowitej zawarto-
sci steroli. [23].

Tabela 3. Zawartos¢ witamin w 100 g owocnikéw Lentinula
edodes (wedtug Matilla i wsp.) [17].

Witamina Zawartos$¢ w Zawartos$¢ w

Swiezym owocniku | suchej masie
Witamina By [mg] 0,05 26
Witamina B; [mg] 0,15 1,8
Kwas foliowy [pg] 25 300
Niacyna [mg] 2,6 31
Witamina B+, [pg] 0,07 0,8
Witamina C [mg] 2,1 25

Witamina D [pg] 0,1 1
Sucha masa [%] 8,4

Mikroelementy

Lentinula edodes, podobnie jak inne grzyby, ma duza
zdolnos¢ do kumulowania réznych pierwiastkow. Ich zawar-
tos¢ w grzybie jest zalezna od sktadu podtoza hodowlane-
go. W poréwnaniu z innymi grzybami twardziak jadalny
charakteryzuje sie bardzo duza zawartoscia wapnia, oraz w
znaczacych ilosciach zawiera potas, magnez, sod, cynk i
fosfor [14,19]. Warto rowniez zwrdci¢ uwage na charakte-
rystyczny dla L. edodes, niespotykany w zywnosci stosunek
molowy potasu do sodu, rzedu 70-90:1 [24].

Tabela 4. Zawartos¢ wybranych sktadnikow mineralnych w su-
szu Lentinula edodes wedtug Siwulski i Reguta [25], oraz * Mat-
tila i wsp. [17].

Sktadniki mineralne | Zawartos¢ [mg/kg suchej masy]

Potas 31551 + 303

Magnez 1622 + 5,09
Sod 135,6 + 1,66

Wapn 157,7 + 0,17

Cynk 125,9 + 13,0

Zelazo 39,5 + 0,45

Miedz 13,7 £ 0,74

Selen 0,039*
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Substancjami nadajacymi charakterystyczny zapach i
smak owocnikom L. edodes sa cykliczne sulfidy, z ktorych
najwieksze znaczenie ma 1,2,3,5,6pentatiepan czyli len-
tionina [26]. Ponadto w shiitake wystepuja 1,2,4-tritiolan,
1,2,4,6-tetratiepan.

2.2. Wtasciwosci lecznicze Lentinula edodes

Tradycja wykorzystania grzyba shiitake (L. edodes) w
celach leczniczych w krajach Dalekiego Wschodu (Chiny,
Japonia, Korea) liczy pare tysiecy lat. Pierwsze wzmianki
na ten temat pochodza z roku 119. Znacznie pozniej, w
czasie panowania dynastii Ming, lekarz Wu Juei napisat, ze
grzyb shiitake moze by¢ wykorzystywany jako lek na cho-
roby watroby, uktadu krazenia, uktadu oddechowego i
zmeczenie. Przypisywano shiitake tez wtasciwos¢ wzmaga-
nia sit zyciowych i hamowania procesu starzenia [27].

W okresie ostatnich trzydziestu lat L. edodes stat sie
jednym z najdoktadniej zbadanych gatunkow grzybow
leczniczych. Wyodrebniono z owocnikow i grzybni szereg
zwiazkow, ktorym mozna przypisa¢ dziatanie farmakolo-
giczne, gtownie immunomodulacyjne i przeciwnowotworo-
we. Szczegoblne znaczenie w lecznictwie maja frakcje poli-
sacharydowe (lentinan) i ekstrakty z grzybni i podtoza ho-
dowlanego (LEM, LAP, KS-2), ktore wzgledu na swoje wta-
Sciwosci stanowia surowiec do otrzymywania preparatow
leczniczych [28,29]. Obecnie zarejestrowane sa one na te-
renie krajow azjatyckich oraz Stanéw Zjednoczonych.

Z preparatow ztozonych uzyskiwanych z grzybni L. edo-
des szczegolnie istotne sa dwa:

LEM - wyciag wodny otrzymany z grzybni shiitake hodowa-
nej na podtozach statych. Sktad ekstraktu jest ztozony. Za-
wiera on aminokwasy, witaminy, polisacharydy o réznej
strukturze, glikoproteiny, polifenole, ergosterol. Do sub-
stancji czynnych tego wyciagu naleza tez rozpuszczalne w
wodzie ligniny [26,30].

LAP - nierozpuszczalna w alkoholu frakcja, uzyskiwana
przez wytracanie z wodnego wyciagu (LEM) etanolem w
stosunku objetosciowym 4:1 (etanol/woda). Ekstrakt ten
zawiera wiele réznorodnych sktadnikow m. in. lentionine i
frakcje polisacharydowe o réznej budowie.

Obydwa preparaty, LEM i LAP, stosowane zaréwno do-
ustnie, jak i w postaci iniekcji wykazuja silne dziatanie
przeciwnowotworowe, immunomodulujace jak np. indukcja
interferonu i hamowanie zakazalnosci i efektu cytopatolo-
gicznego wirusa HIV, blokuja uwolnienie wirusa Herpes
simplex typu | z tkanek; maja takze wtasciwosci bakterio-
bojcze [26-31].

Zidentyfikowane do chwili obecnej biologicznie czynne
zwiazki zawarte w owocnikach i grzybni gatunku Lentinula
edodes to:

Lentinan - rozgateziony -D-glukan o masie 400 - 800 kDa
- immunomodulator, indukuje odpowiedz immunologiczna
ustroju. Stosowany jako lek przeciwnowotworowy.

Lentinan zostat wyizolowany w 1970 r. przez G. Chihare
i wspotpracownikow na drodze frakcjonowania rozpusz-
czalnych w wodzie polisacharydéw, pochodzacych ze scia-
ny komoérkowej owocnikéw L. edodes [32,33]. Podstawowa
strukture polisacharydu stanowi tancuch B-(1-3)-D-glukanu
z dwoma bocznymi rozgatezieniami, wystepujacymi co 5
jednostek cukrowych, potaczonymi z tancuchem gtoéwnym
wigzaniami B-(1-6)-glikozydowymi (Ryc. 1) [34].
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Ryc. 1. Budowa liniowa B-glukandw, lentinan (wg. Borchers i
wsp. [35]).

Niezwykle istotna role w dziataniu biologicznym wielo-
cukrow, w tym lentinanu, odgrywa struktura przestrzenna.
Szesc wielocukrow otrzymanych z grzybow, stosowanych w
leczeniu nowotworow: schizofylan, lentinan, skleroglukan,
kurdlan, cynerean i B-(1-3)-D-ksylan przyjmuje w roztwo-
rze konformacje helikalng (Ryc. 2). Konformacja ta odgry-
wa role w dziataniu przeciwnowotworowym [36].

Ryc. 2. Helikalna struktura (1-3)-B-D-glukandéw (wg. Bluhm i
Sarko [37]).

Dziatanie przeciwnowotworowe lentinanu zwiazane jest
z aktywnoscia immunomodulacyjna. Ze wzgledu na mecha-
nizm dziatania lentinan zaliczany jest do grupy BRM (biolo-
gical response modifiers) - zwiazkow pochodzenia natural-
nego oddziatujacych na odpowiedz immunologiczng organi-
zmu. Lentinan wiazac sie¢ prawdopodobnie z receptorami
CR-1 i CR-3 komoérek gospodarza, aktywuje makrofagi, ko-
morki NK oraz wzmaga odpowiedz zalezna od limfocytow T
[38]. Prowadzi to do wzrostu stezenia interleukin (IL-1, IL-
2), TNF-a, IGF-y, ktore odpowiadaja miedzy innymi za ha-
mowanie proliferacji komorek nowotworowych oraz apop-
toze (Ryc. 3) [10,39]. W Japonii lentinan jest od lat 80-
tych XX wieku stosowany jako lek parenteralny w terapii
nowotwordow, gtownie w terapii skojarzonej z chemiotera-
pia, radioterapia oraz po chirurgicznym usunieciu guza. W
przeprowadzonych w Japonii badaniach prospektywnych
zaobserwowano prawie dwukrotne wydtuzenie czasu prze-
zycia oraz poprawe jakosci zycia w przypadku stosowania
terapii skojarzonej, w porownaniu z efektami leczenia pa-
cjentow, u ktorych stosowano wytacznie cisplatyne i tega-
fur [40,41].

Lentinan stosowany jest w leczeniu nowotworow piersi,
ptuc, jelita grubego. Wykazuje takze dziatanie przeciwwi-
rusowe, miedzy innymi dziata na wirusa HIV. W skojarzeniu
z azydotymidyna (AZT) lentinan hamuje ekspresje antyge-
nu p24 w wiekszym stopniu niz sama azydotymidyna. Pro-
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wadzone w Stanach Zjednoczonych Ameryki badania Kli-
niczne Il fazy w ktorych lentinan podawany byt wraz z di-
danozyna wskazaty natomiast jego wptyw na poziom limfo-
cytow CD4 [43]. Korzystny efekt lentinanu w terapii AIDS
jest tez zwiazany z jego wtasciwosciami immunomodula-
cyjnymi [44]. Lentinan, podobnie jak inne izolowane z L.
edodes frakcje polisacharydowe, zwieksza rowniez wytwa-
rzanie przeciwciat skierowanych przeciwko WZW B [10].

KS-2 - jest dziatajacym przeciwnowotworowo mannopep-
tydem o masie czasteczkowej 60-95 kDa, ztozonym gtownie

z tancuchdéw a-D-mannozy i niewielkiej ilosci peptydow
zawierajacych seryne, treonine, alanine, proline i Sladowe
ilosci innych aminokwasow. Zostat wyizolowany z ekstrak-
tow podtoza hodowlanego hodowli mycelialnej L. edodes,
przez wytracanie metanolem [45]. Stymuluje wydzielanie
interferonu i aktywuje makrofagi, jednak mechanizm dzia-
tania przeciwnowotworowego KS-2 nie jest catkowicie wy-
jasniony [46]. Wyodrebniono frakcje KS-2-A (wzmacnia
funkcje obronne organizmu), KS-2B i KS-2D (zwigkszaja
wydzielanie interferonu).

Ogolne wzmocnienie Anafilatoksyna
CSF odpornosci organizmu C3a
Biatka surowicy / C3b
LA, LB, LCitd.. " : ; :
Nieswoista odp. immunologiczna
Sktadnik C3
Watroba dopelniacza Makrofagl Zaktywowane
makrofagi
ADME
MAF
IL-1 IL-2 CTL ———
LENTINAN Komorki Limfo relkursorowe Limfo ocelowe
APC ThCYty imfocyty Tc TCCYty komérki DESTRUKCJA
nowotworowe
Swoista odp. immunologiczna O
53
() :
% Limfocyty Komoérki) ¥
ANTYGENY Tre K
NOWOTWOROWE 1.;;
%
Limfocyty B Przeciwciala
»{ Komoérki NK

Ryc. 3. Prawdopodobny mechanizm dziatania lentinanu (wg Chihara i wsp.[42]).

LE - kompleks polisacharydowo-biatkowy wyizolowany z
grzybni L. edodes. Jest to B-(1-3)-D-glukan z tancuchami
bocznymi B-(1-6)-D-glukozy. W czesci peptydowej LE wy-
stepuja aminokwasy jak Asp, Glu, Ala i inne. W badaniach
zauwazono, ze LE zwieksza ekspresje genow dla IL-2 i TNF-
a, co moze sugerowac¢ mechanizm indukcji odpowiedzi
immunologicznej Th [47].

L-Il - «-(1-3)-D-glukan o masie 203 kDa wyizolowany z
owocnikow L. edodes - immunomodulator, wykazuje dzia-
tanie antyoksydacyjne. Zwiazek ten powoduje stymulacje
odpowiedzi komoérek T, zwieksza wytwarzanie TNF-a, IFN-y
ale nie wptywa na IL-2. L-ll wptywa takze na wytwarzanie
NO, zwieksza aktywnosc katalazy w makrofagach (dziatanie
antyoksydacyjne). Mechanizm ten wskazuje na mozliwos¢
zastosowania L-Il w leczeniu nowotworéw. W badaniach
prowadzonych na zwierzetach potwierdzono takze, ze L-II
wptywa na zwiekszenie masy sledziony i grasicy [48].

JLS-18 - (rozpuszczalna w wodzie lignina) - blokuje nam-
nazanie wirusa Herpes simplex, hamuje replikacje HIV in
vitro, jest aktywatorem makrofagow [49]. JLS i JLS-18 sa
to wodne ekstrakty z grzybni L. edodes. JLS-18 zawiera 65
- 75% lignin, 15 - 30% polisacharydow i 10 - 20% biatek [50].

Lentin - biatko o masie 27,5 kDa. Jest to proteina wyizolo-
wana w 2003 roku z owocnikéw L. edodes przez Ngai i Ng
[51]. Swoja budowa przypomina inne odkryte wczesniej
biatka o wtasciwosciach przeciwgrzybiczych. Zwiazek ten
charakteryzuje sie wtasciwosciami przeciwgrzybiczymi,
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przeciwbakteryjnymi, hamuje odwrotna transkryptaze HIV-
1. Hamuje takze proliferacje komarek biataczki [52].

Lentionina - egzobiopolimer o masie 10 kDa, zawiera siar-
ke - dziata przeciwbakteryjnie i przeciwgrzybiczo. Wykryta
zostata w owocnikach a takze w hodowli komoérkowej.
Zwiazek ten posiada w swojej budowie siarke, ma wtasci-
wosci przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze. Silniejsza ak-
tywnoscia odznacza sie pochodna lentioniny - bis-
[(metylosulfonylo)metylo]disiarczek - ktdra dziata na bak-
terie Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis i Escherichia
coli [49].

Lentinozyna - zwiazek purynowy - dziata antybiotycznie.
Eritadenina (lentinacin) - kwas 2(R),3(R)-dihydroksy-4-(9-
adanylo)mastowy (Ryc. 4) - obniza cisnienie krwi i poziom
triglicerydow oraz wolnego cholesterolu w surowicy krwi.
Charakteryzuje sie mata toksycznoscia, przy dobrej efek-
tywnosci, pomimo, ze wchtanialnos¢ eritadeniny wynosi
zaledwie 10%. Poczatkowo przypuszczano, ze mechanizm
dziatania eritadeniny polega na hamowaniu biosyntezy cho-
lesterolu, jednakze badania na szczurach przeprowadzone
przez Sugiyama i wsp. nie potwierdzity tej hipotezy [50].
Zauwazono natomiast, ze podawanie eritadeniny szczurom
wptywa na fosfolipidy watrobowe i powoduje obnizenie
stosunku fosfatydylocholiny do fosfatydyloetanoloaminy.
Moze to sugerowac, ze eritadenina obniza poziom choleste-
rolu oddziatujac na metabolizm fosfolipidow watrobowych
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[53] przyspieszajac wydalanie oraz rozktad cholesterolu
[44,50].

Glikoproteina, (EBP) - egzobiopolimer o masie 52 kDa -
dziata przeciwcukrzycowo. Zwiazek ten wedtug doniesienia
Yang i wspotpracownikow (2002) obniza stezenie glukozy
we krwi oraz podwyzsza poziom insuliny [54].

H,N
N| | N
A

O\ OH

HO OH

Ryc. 4. D-eritadenina.

Frakcje polisacharydowe - wykazuja dziatanie ochronne
na watrobe, zwiekszaja wytwarzanie przeciwciat przeciwko
WZIW, wykazuja tez dziatanie antyoksydacyjne [10].

Lentinamycyna A i B - zwiazki o dziataniu przeciwbakte-
ryjnym, pochodne poliacetylenowe [10].

Polifenole - podobnie jak inne gatunki grzybow, Lentinula
edodes zawiera zwiazki o dziataniu antyoksydacyjnym [55].
Wyroéznia sie tu zwiazki bedace polifenolami. Obecnos¢ w
grzybie tokoferoli oraz B-karotenu moze wzmacnia¢ wta-
sciwosci przeciwutleniajace polifenoli i frakcji polisachary-
dowych [56, 57].

2.3. Zastosowanie w lecznictwie i suplementacji diety

Wiele preparatéow otrzymywanych z L. edodes , zawie-
rajacych opisywane w poprzednim rozdziale zwiazki farma-
kologicznie czynne, jest aktualnie na etapie badan klinicz-
nych. Dopuszczone w wielu krajach preparaty (nie dotyczy
to na razie Polski) sa gtownie rejestrowane jako suplemen-
ty diety. Wyjatkowy jest przypadek lentinanu - licencyjne-
go preparatu japonskiej firmy Ajinomoto [58].

Jak wspomniane zostato w poprzednim rozdziale, lenti-
nan, stosowany w niektorych krajach w terapii nowotwo-
row, jest wysoko oczyszczona frakcja polisacharydowa -
rozgatezionym B-D-glukanem. Lentinan jest podawany w
iniekcjach - raz lub dwukrotnie w tygodniu, najczesciej
réwnoczesnie z chemioterapia. Stosowany jest gtownie w
przypadkach raka przewodu pokarmowego (zotadka, jelita
grubego), ptuca i piersi. Dawka optymalna wynosi 1 mg, w
iniekcji dozylnej lub domiesniowej [59]. Wyzsze dawki (np.
10 mg) moga wptywac depresyjnie na uktad odpornosciowy
[10]. Najlepsze rezultaty notowano, gdy lentinan podawany
byt przed rozpoczeciem chemio- lub radioterapii, lub po
zabiegu operacyjnym. Notowano rowniez znaczace prze-
dtuzenie zycia w przypadku pacjentow z nieoperacyjnymi,
zaawansowanymi nowotworami [60]. Inne zastosowania
lentinanu (w terapii HIV czy WZW-B) sa testowane klinicz-
nie. Zasadnicza wada lentinanu jest jego stosunkowo wyso-
ka cena. Jest uzasadniona ztozona procedura izolacji lenti-
nanu i jej niska wydajnoscia. Wedtug Chihary 31 gramow
lentinanu jest izolowane z 200 kg swiezych owocnikow L.
edodes [30]. Inne preparaty, w tym opisywane w poprzed-
nim rozdziale ekstrakty z grzybni i podtoza hodowlanego L.
edodes (LEM, LAP) sa suplementami diety. Maja postac ta-
bletek powlekanych, kapsutek, koncentratow, sproszkowa-
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nych ekstraktow czy syropow. Wiele z nich jest standary-
zowanych i przebadanych klinicznie. Ich gtowny kierunek
dziatania to stymulacja uktadu odpornosciowego, dziatanie
przeciwnowotworowe i chemoprewencyjne. Zalecane sa
réwniez w chorobach infekcyjnych, nadcisnieniu, hipercho-
lesterolemii i hiperlipidemii, co jest uzasadnione zawarto-
Scig opisywanych w poprzednim rozdziale zwiazkow czyn-
nych. Zawieraja tez wspomniane w rozdziale 2.1. sktadniki
odzywcze. W przypadku ekstraktow z grzyba i grzybni
(LEM), w zaleznosci od jednostki chorobowej, sa stosowane
dawki rzedu 0,5-6 g/dzien [57]. Dla preparatéw otrzymy-
wanych ze sproszkowanych owocnikow shiitake dawka
dzienna wynosi 6-16 g, co odpowiada 90 g swiezych owoc-
nikow [10].

3. Biotechnologia grzybéw wyzszych - stan obecny i per-
spektywy

W 1966 roku Gregory opublikowat wyniki poszukiwan
substancji o dziataniu przeciwnowotworowym w owocni-
kach ponad 200 gatunkow grzybow nalezacych do klasy Ba-
sidiomycetes. Aktywnych farmakologicznie substancji po-
szukiwat tez w okoto 7000 pohodowlanych pozywkach ptyn-
nych, stosowanych do fermentacji wgtebnej réznych ga-
tunkow grzybow [61]. Testy dziatania przeciwnowotworo-
wego dla izolowanych substancji byty przeprowadzone na
trzech modelach gryzoni i ujawnity, ze wielocukry izolowa-
ne z owocnikow 22 gatunkow grzybow i 50 pozywek poho-
dowlanych wykazuja hamujacy wptyw na komorki guza,
wtaczajac takie rodzaje nowotwordéw jak miesak S-180,
gruczolak 755 i biataczka L-1210.

Badania Gregory’ego mozna uznac za pierwsze proby
stosowania hodowli wgtebnych grzybow wyzszych do pozy-
skiwania substancji farmakologicznie czynnych. Wspotcze-
$nie coraz czesciej mycelia lub podtoza pohodowlane, po-
chodzace z hodowli wgtebnej grzybni grzybow wyzszych sa
wykorzystywane do otrzymywania biologicznie czynnych
substancji [62-64].

Powodow zainteresowania biotechnologicznymi meto-
dami hodowli grzybéw leczniczych jest kilka:

- Ogromna zaleta jest krotki czas hodowli czystych kultur
mycelialnych w fermentorach, zaréwno na podtozach ptyn-
nych jak i statych. W poréwnaniu z czasem hodowli owoc-
nikow grzybow daje to ogromne skrdcenie czasu uzyskiwa-
nia porownywalnej biomasy.

- Hodowle mycelialne w bioreaktorach moga by¢ prowa-
dzone w wysoce powtarzalnych warunkach, co skutkuje
statym sktadem hodowanej biomasy. Utatwia to standary-
zacje preparatow leczniczych uzyskiwanych z grzybow.

- Optymalizacja sktadu podtozy hodowlanych i warunkow
fizykochemicznych hodowli umozliwia regulacje metaboli-
zmu hodowanej grzybni. W efekcie umozliwia to znaczne
podwyzszenie wydajnosci biosyntezy zwiazkow biologicznie
czynnych (np. metabolitow wtornych).

- Mozliwa jest kontrola i zachowanie biochemicznej i gene-
tycznej identycznosci hodowanej w fermentorze grzybni.

Istnieja tez powazne trudnosci ze stosowaniem tego ty-
pu metod:

- Nie wszystkie gatunki grzybow wyzszych maja zdolnos¢
efektywnego wzrostu w postaci kultur mycelialnych w bio-
reaktorze.

- W przypadku niektorych gatunkow grzybow istnieja zna-
czace roznice w sktadzie chemicznym owocnikdw grzyba i
mycelium hodowanego metodami biotechnologicznymi. Nie
zawsze roznice te sg korzystne w przypadku stosowania
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hodowli mycelialnych do otrzymywania farmakologicznie
czynnych zwiazkow.

- Szlaki metaboliczne biosyntezy wielu farmakologicznie
czynnych substancji przez grzyby wyzsze sa ciagle jeszcze -
w poréwnaniu z roslinami, czy nawet drozdzami - stabo po-
znane i opisane. Znaczaco utrudnia to projektowanie i
optymalizacje warunkow procesu biotechnologicznego, do-
bor prekursoréw biosyntezy czy promotorow wzrostu
szczepu.

Niemniej coraz czesciej producenci substancji leczni-
czych (Lentinan, LEM, Grifon, PSK, PSP) i suplementow die-
ty pochodzenia grzybowego wprowadzaja metody biotech-
nologiczne do produkcji [65]. Zgodnie ze zwyczajem sto-
sowanym od dawna w biotechnologii farmaceutycznej (np.
przez producentow antybiotykow), warunki procesu rzadko
sq opisywane w publikacjach, a czasami nie sa nawet pa-
tentowane - co utatwia zachowanie ich w tajemnicy. Ze
wzgledu na rozliczne zalety metod biotechnologicznych
zapewne tylko kwestig czasu jest rozszerzenie tego typu
metod na uzyskiwanie wigkszosci produktow leczniczych
pochodzenia grzybowego czy roslinnego.

* Prezentowana praca stanowi fragment rozprawy habilitacyj-
nej pt ,,Kultury mycelialne Lentinula edodes (Berk.) Pegler -
optymalizacja biosyntezy biologicznie czynnych produktow,
akumulacja biopierwiastkow, perspektywy aplikacyjne”.

4. Stosowane skréty

ADCC cytotoksycznosc zalezna od przeciwciat (An-
tibodies Dependent Cell Cytotoxicity)

APC komorki reprezentujace antygen

AZT azydotymidyna

BRM zwiazki pochodzenia naturalnego oddziatu-
jace na odpowiedz immunologiczna organi-
zmu (Biological Response Modifiers)

C3a, C3b anafilatoksyny

NK gtowna grupa komorek uktadu odpornoscio-
wego odpowiedzialna za zjawisko naturalnej
cytotoksycznosci (Natural Killer)

IL-1 interleukina 1 - zbiorcza nazwa, ktora okre-
$la sie cytokiny o kluczowym znaczeniu dla
procesu zapalnego i szerokim spektrum dzia-
tania

IL-2 interleukina 2 - cytokina bedaca najwazniej-
szym czynnikiem wzrostu dla limfocytow T,
zwtaszcza cytotoksycznych, oraz komarek
NK

Komorki K jednojadrzaste komorki uktadu immunolo-
gicznego (Killer Cells)

Limfocyty Tc limfocyty cytotoksyczne odpowiedzialne za
niszczenie komorek zakazonych przez drob-
noustroje oraz za niszczenie komérek nowo-
tworowych

Limfocyty Th subpopulacja limfocytow T

Limfocyty Treg limfocyty T regulatorowe

TNF-a czynnik martwicy guza, czynnik nekrozy no-

wotworow (Tumor Necrosis Factor)
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