©Borgis Post Fitoter 2023; 24(3): 80-88 DOI: https://doi.org/10.25121/PF.2024.25.3.80

*Marcin Szymanski’, Justyna Staniszewska?

Inonotus obliquus — chemizm 1 dzialanie farmakologiczne

Inonotus obliquus — chemistry and pharmacological effects

!Centrum Zaawansowanych Technologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu
Dyrektor Centrum: prof. dr hab. n. chem. Artur Stefankiewicz

’Katedra i Zaktad Farmakognozji i Biomaterialow,

Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

Kierownik Zaktadu: prof. dr hab. n. farm. Judyta Cielecka-Piontek

SUMMARY

The subcortical spinneret (Latin: Inonotus obliquus) is an arboreal species of fungus otherwise known as chaga (chaga). It is found
in areas of the northern hemisphere, in forests, and in parks in North America, Asia, and Europe. In Poland, it can be found most
often on birches and less frequently on poplars, beeches, maples, oaks, and other deciduous trees. It has been a partially protected
species in Poland since 2014.

The subcortical glossophore is a valuable source of active compounds, containing polysaccharides (e.g. B-glucans), phytosterols
(mainly lanosterols, inotodiol, and ergosterol), phenolic acids, flavonoids, tannins, triterpenes (betulin, betulinic acid), amino
acids, melanin, vitamins and mineral compounds (calcium, potassium, copper, zinc, iron). The compounds present in the fruiting
bodies of the spinneret contribute to immunomodulatory, anticancer, hypoglycaemic, hepatoprotective, antiviral, antimicrobial, and
antioxidant activities.
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STRESZCZENIE

Blyskoporek podkorowy (tac. Inonotus obliquus) jest nadrzewnym gatunkiem grzyba, inaczej nazywanym czagq (chaga). Wystepuje
na terenach potkuli pétnocnej, w lasach i parkach Ameryki Potnocnej, Azji oraz Europy. W Polsce mozna go spotkaé najczesciej
na brzozach, rzadziej wystepuje na: topolach, bukach, klonach, debach czy innych drzewach lisciastych. W Polsce od 2014 roku
Jest gatunkiem czesciowo chronionym.

Blyskoporek podkorowy stanowi cenne Zrédio zwiqzkow czynnych, zawiera polisacharydy (m.in. B-glukany), fitosterole (glownie
lanosterole, inotodiol oraz ergosterol), kwasy fenolowe, flawonoidy, garbniki, triterpeny (betulina, kwas betulinowy), aminokwasy,
melanine, witaminy oraz zwiqzki mineralne (wapn, potas, miedz, cynk, zelazo). Zwiqzki obecne w owocnikach blyskoporka przyczy-
niajq sie do dziatania immunomodulujgcego, przeciwnowotworowego, hipoglikemizujqcego, hepatoprotekcyjnego, przeciwwirusowego,
przeciwbakteryjnego i antyoksydacyjnego.

Stowa kluczowe: Inonotus obliquus, czaga, zwiazki czynne, dziatanie farmakologiczne

Wstep

Inonotus obliquus (Ach. ex Pers) Pilat — blyskopo-
rek podkorowy nalezy do rodziny Hymenochaetaceae
(Szczeciniakowate), rodzaju Hymenochaetales
(Szczeciniakowce), podklasy Incertae sedis (o nie-
pewnej pozycji), klasy Agaricomycetes (Pieczarniaki),
podgromady Agaricomycotina, gromady Basidiomycota
(Podstawczaki), krolestwa Fungi (Grzyb) (1).
Wystepuje pod polskimi nazwami: huba uko$na, huba
sko$norurkowa, czaga, czyr brzozowy, widéknouszek
ukos$ny, btyskoporek ukosny, huba brzozowa, czarna

huba, czerniak brzozy, czyren, czernidto, czarcie oko
czy czanga (2, 3).

W Polsce gatunek ten jest objety ochrong czesciowa
na podstawie Rozporzadzenia Ministra Srodowiska
z dnia 9 pazdziernika 2014 roku w sprawie ochrony
gatunkowej grzybow (Dz.U. 2014 poz. 1408).

Inonotus obliquus wystepuje najczesciej na réznych
odmianach brzéz, nalezy do grzybow pasozytujacych.
Atakuje ostabiona lub zraniona czg¢$¢ drzewa (2).

W medycynie ludowej byt stosowany w leczeniu
roznych choréb przewodu pokarmowego. Wyciagi
z chaga stosowane byly w Chinach, Korei, Rosji
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i krajach baltyckich jako lek przeciwbakteryjny, he-
patoprotekceyjny, przeciwzapalny, przeciwnowotworo-
wy i przeciwutleniajacy (4, 5). W badaniach in vitro
stwierdzono, Ze wyciagi sa nietoksyczne i dziataja
gltéwnie przeciwwirusowo (6), przeciwutleniajaco (7)
i przeciwzapalnie (8).

Wieloletnie badania ekstraktéw z owocnikow 1. obli-
quus wykazywaly ponadto dzialania: przeciwwirusowe,
przeciwpasozytnicze, hipoglikemiczne, immunosty-
mulujace, przeciwzapalne i przeciwnowotworowe (3).

Substancje aktywne pozyskuje si¢ z roznych czeSci
grzyba, najczesciej wykorzystuje sie¢ owocniki, ale tak-
ze i sklerote (czyli gruba, twardg cze$¢ grzyba, ktora
tworzy struktury przechowujace substancje odzywcze
w trudnych warunkach) i mycelium (sie¢ strzepek grzy-
boéw, z ktérych mozna izolowaé endopolisacharydy,
ro$nie pod ziemig lub w materiale organicznym, jest
to wegetatywna cze$¢ grzyba odpowiedzialna za pobie-
ranie sktadnikéw odzywczych i rozprzestrzenianie si¢).

Zwiazki biologicznie czynne wystepujace
w owocnikach I. obliquus

Zwiqzki fenolowe

W r6znych ekstraktach z btyskoporka podkorowego
wykazano obecno$¢ takich zwiazkéw fenolowych, jak:
syringol, rezorcynol, gwajakol oraz kwasy fenolowe
(szczawiowy, galusowy, protokatechowy, p-hydrok-
sybenzoesowy, syryngowy, kawowy) (5, 9), analogi
hispidyny: inonobliny A, B, C, ester metylowy kwasu
inonotowego, dawallialaktony, felligridyny: D, E, G.
Do ich syntezy dochodzi podczas dziatania stresu
oksydacyjnego (10, 11).

Oznaczono zawarto$¢ sumy polifenoli w wyciagu
wodnym na poziomie 1,85 * 0,11% w przelicze-
niu na kwas kawowy, a w wyciggu metanolowym
1,01 = 0,03%, ponadto wyciag metanolowy charak-
teryzowat sie¢ najwyzsza zawartoscia sumy kwasow
fenolowych (0,127 = 0,008% w przeliczeniu na kwas
kawowy). W wyciagu metanolowym oznaczono ponad-
to sume flawonoidéw 0,193 = 0,019% w przeliczeniu
na hiperozyd oraz sume flawonoli 0,351 = 0,012%
w przeliczeniu na rutozyd (12).

Zwiqzki triterpenowe

Triterpeny obecne w [I. obliquus to:
3B-hydroksylanosta-8,24-dien-21al, 3f,22,25-
-trihydroksyl-lanosta-8-en, lanosta-24-en-3f3,21-diol,
lanosta-79(11)-23E-trien-3p,22R,25-triol, lanosta-
-8,23E-dien-3p,22R,25-triol, 3pB,22-dihydroksy-
lanosta-7,9(11),24-trien (13), inonotusany A-C, kwas
3B-hydroksy-25,26,27-trinorlanosta-8,22E-dien-24-
-owy, kwas 3p-hydroksylanosta-7,9(11),24-trien-21-owy,

kwas betulinowy, kwas oleanolowy, kwas trametenolo-
wy, inonotsutriole A, B, D, E, inonotlenek A i B, lano-
sterol, betulina, 3p-hydroksylanosta-8,24-dien-21-al,
fuscoporianol C, 33,22-dihydroksylanosta-7,9(11),24-
-trien i 3p,22a-dihydroksylanosta-8,25-dien-24-on (14).
(22R)-Lanosta-8,24-diene-3f3,22-diol (Inotodiol)
zostat wyizolowany przez Ludwiczak i Wrzeciono
w 1962 roku. Zwiazki takie, jak inotodiol, podstawio-
ne przy weglu C-22 lanosterolu zwickszaja dziatanie
przeciwnowotworowe, natomiast kwas trametenolowy
podstawiony przy weglu C-21 lanosterolu obniza t¢
aktywnos¢ (14, 15).

Ergosterol i nadtlenek ergosterolu

Ergosterol jest biologicznym prekursorem (prowi-
taming) witaminy D,. Jest skfadnikiem $ciany komor-
kowej grzybéw. Petni t¢ sama funkcje, co cholesterol
w komorkach zwierzecych. Obecno$¢ ergosterolu
w komorkach Sciany komdrkowej grzybow i jego brak
w komorkach zwierzecych moze okazac si¢ punktem
odniesienia podczas projektowania nowych lekow
przeciwgrzybiczych (16).

Alkohol benzylowy

Wodny wyciag z owocnikéw blyskoporka poddano
hydrolizie rozcieficzonym kwasem solnym, a nastepnie
ekstrahowano octanem etylu, po czym poddano analizie
GC-MS. Stwierdzono obecno$¢ weglowodoréw, alkoho-
li, fenoli i ré6znych zwiazkow karbonylowych. W zwiazku
z obecnoscia benzaldehydu stwierdzono obecnos¢ alko-
holu benzylowego, ktdry jest metabolitem.

Polisacharydy

Mizuno i wsp. dowodza, ze rozpuszczalne w wo-
dzie polisacharydy ze skleroty to ksylogalaktoglukany
sktadajace sie z: glukozy, galaktozy, ksylozy, mannozy,
arabinozy i fukozy. Wysokoczasteczkowe B-glukany
sa czasteczkami bardziej aktywnymi niz ich niskomo-
lekularne odpowiedniki. Poziom ich aktywnoSci jest
SciSle skorelowany z ich masa czasteczkowa, wiaza-
niami wystepujacymi w czasteczce i rozpuszczalnoScia
w wodzie. Wyzsza aktywno$¢ przeciwnowotworowa
jest skorelowana z wyzsza masa molekularna, mniejsza
iloScia wiazan miedzy molekutami i lepsza rozpusz-
czalno$ciag w wodzie (17, 18).

Kompleks fenolowych pigmentow (melaniny)

Inonotus obliquus syntetyzuje wysokoczasteczkowe
pigmenty fenolowe, ktore zgodnie z ich wtasSciwoScia-
mi fizykochemicznymi przypisane zostaly do melanin.
Podczas badan wykazano, ze jony miedzi (0,008%),
pirokatechol (1,0 mM) i tyrozyna (20,0 mM) stymulo-
waly melanogeneze. Produkcja melaniny skorelowana
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byla z synteza o- i p-difenolooksydaz. Melanina grzy-
bowa miata silne dziatanie przeciwutleniajace i geno-
protekceyjne (19, 20).

Wyciag chloroformowy — analiza GC-MS

Analiza GC-MS pozwolita zidentyfikowa¢ m.in.:
izowaniling (zwigzek o silnym aromacie), santalen (se-
skwiterpen wykazujacy dziatanie antyseptyczne (21)),
a-selinen (zwiazek o udowodnionym dziataniu prze-
ciwbakteryjnym i przeciwgrzybiczym (22)), aldehyd
syryngowy (wykazujacy wlasciwosci przeciwzapalne
(23)), kwas linolowy (dziatanie przeciwmiazdzycowe,
przeciwnowotworowe (24)), tymol (dziatanie anty-
oksydacyjne, przeciwbakteryjne (25)), a-bergamoten
(dziatanie uspokajajace) i lanosterol (dziatanie prze-
ciwnowotworowe (26)) (12).

Hodowla I. obliquus w reaktorze

Komorki grzyba probowano hodowaé w reaktorze;
skutkowato to zwigkszeniem poziomu aglikonéw fla-
wonoidéw i melanin (analogdw hispidyny), ktore byly
w mniejszoSci. Efekt immunostymulujacy, ktéry udato
si¢ osiagnac poprzez stosowanie komdrek grzyba
wyhodowanego sztucznie, wynosit zaledwie 50% w po-
rownaniu z komérkami wyrostymi naturalnie (27).

Dziatanie farmakologiczne I. obliquus

Znaczenie w terapii przeciwnowotworowej

Szacuje sie, ze do kofica 2030 roku zostanie za-
rejestrowanych ponad 21 mln nowych zachorowan
na raka. Jak podaje WHO, az 13 mln 0sdb najprawdo-
podobniej umrze z tego powodu. Stosowanie chemio-
czy radioterapii wiaze si¢ z wystepowaniem licznych
dziatan niepozadanych. Odkryto, ze skuteczne w le-
czeniu choroby nowotworowej moze by¢ stosowanie
leczniczych grzybow. Wykazuja one dziatanie wspo-
magajace, a jednocze$nie nie udowodniono ich dzia-
fania toksycznego. Sa Srodkami oficjalnie uzywanymi
w Japonii jako medyczne $rodki lecznicze w terapii
przeciwnowotworowej. Gtdwna przyczyna wystapienia
choroby nowotworowej jest nieprawidlowe funkcjo-
nowanie ukltadu odpornos$ciowego. Polisacharydy
bedace gléwnymi sktadnikami grzybéw leczniczych
odpowiadaja za pobudzenie uktadu odpornosciowego
do walki z nowotworem. Udowodniono takze, ze sto-
sowanie ekstraktow etanolowych okazalo si¢ bardziej
skuteczne w dziataniu przeciwnowotworowym niz
stosowanie ekstraktow wodnych (28, 29).

Rézni autorzy prébowali okreslié¢ molekularny me-
chanizm dziatania ekstraktéw z 1. obliguus. Obecnie
pojawiaja sie¢ dwa mechanizmy dzialania ekstrak-
tow z L. obliquus. Pierwszy jest zwigzany z szerokim

wplywem na enzymy antyoksydacyjne i poziom re-
aktywnych form tlenu (ROS). Drugi jest zwiazany
z efektami peroksy — receptora aktywowanego przez
proliferator gamma (PPARY). Ten receptor moze
by¢ kluczowym czynnikiem w przeciwzapalnym, prze-
ciwutleniajacym i przeciwnowotworowym dzialaniu
ekstraktow z I. obliquus. Mozna wnioskowac, ze 1. ob-
liguus pasuje do definicji zywnosci funkcjonalnej i ma
potencjalnie pozytywny wptyw na zdrowie, wykracza-
jacy poza podstawowe odzywianie, jednak potrzebne
sa badania spelniajace kryteria medycyny opartej
na dowodach (EBM) (3).

Mechanizmy aktywnoSci
przeciwnowotworowej wyciagow
z owocnikow 1. obliquus przebiegajace
na réznych poziomach

Wplyw na aktywnos¢ enzymow

Zwiazki czynne obecne w I. obliquus wptywaja
na ekspresje informacji genetycznej w postaci synte-
tyzowanych bialek. Enzymy bedace biatkami sa struk-
turami regulujacymi funkcjonowanie komorki (30).

Redukcja indeksu mitotycznego

Jednym z czynnikéw charakteryzujacych komaorki
nowotworowe s3 nieograniczone podzialy mitotyczne.
Wymknely sie one spod kontroli bialek regulujacych
i sygnaléw miedzykomérkowych. Stosowanie wycia-
gow skutkuje u zwierzat doSwiadczalnych, u ktérych
indukowano nowotwor, zmniejszeniem masy guza (31).

Ochrona jgdrowego DNA ludzkich limfocytow
przed stresem oksydacyjnym

Reaktywne formy tlenu odgrywaja znaczaca role
w procesach degeneracyjnych i patologicznych, takich
jak: starzenie, nowotwory, choroby mig$nia sercowe-
go, choroba Alzheimera, procesy neurodegeneracyjne,
za¢ma czy miazdzyca. Nadmierna produkcja reak-
tywnych form tlenu moze prowadzi¢ do uszkodzenia
biatek, struktur DNA, ogdlnej niestabilno$ci genomu,
ktérych akumulacja jest czynnikiem prosperujacym
do wystapienia mutacji, a w dalszych skutkach rozpo-
czeciem procesu karcynogenezy. Stosowanie ekstraktu
z 1. obliquus wykazato efekt protekcyjny przeciwko
oksydacyjnym zniszczeniom DNA w ludzkich limfo-
cytach (32).

Ochrona przed nieprawidtowq komunikacjq
miedzykomorkowq

Park dowiddt, ze przyjmowanie ekstraktéw z cha-
ga moze wykazywaé dziatanie przeciwnowotworowe

(82
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i ochronne przed nieprawidlowa komunikacja miedzy-
komoérkowa przez interakcje z czynnikami ERK1/2,
p38 i kinazami MAP (33).

Indukcja programowanej smierci komorki

Suplementacja ekstraktem z I. obliquus skutkowata
znaczacym wzrostem w uwalnianiu czynnika martwicy
nowotworu a (TNF-a) przez makrofagi. Czynnik mar-
twicy nowotworu jest uwalniany takze przez komorki
NK i limfocyty T. Adekwatna doza TNF-o moze in-
dukowa¢ mediowang przez receptory programowana
$mier¢ komorki (34).

Wplyw na aktywnosé enzymow

Stosowanie ekstraktu z I. obliguus moze mie¢ wptyw
na metabolizm komoérek nowotworowych poprzez ob-
nizenie aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej, de-
hydrogenazy hydroksybutylowej, dehydrogenazy jabt-
czanowej, transpeptydazy y-glutamylowej. Podwyzsza
natomiast aktywnos$¢ katalazy (34).

Oddziatywanie ekstraktu z 1. obliquus na makrofagi

Jednymi ze struktur przebadanymi pod katem ak-
tywnosci wobec ekstraktow z I. obliquus byly ma-
krofagi. Okazato si¢, ze wykazuja one aktywnos¢
cytotoksyczna przez udzial w fagocytozie:

* bezposrednia komdrkowg cytotoksyczno$é — od-
dziatywanie komorki z komorka,

* sekrecje cytotoksycznych cytokin: (IL-1, TNF-a)

i tlenku azotu.

Aktywowane makrofagi zdaja sie by¢ waznymi
czynnikami uktadu odpornoSciowego gospodarza,
ktore biora czynny udzial w zwalczaniu wzrostu guza
nowotworowego. Efektorem dziatalno$ci makrofagéw
jest tlenek azotu. Uczestniczy nie tylko w zabijaniu ko-
morek nowotworowych, ale réwniez w obronie przed
bakteriami, grzybami i parazytami. Polisacharydy sa
molekutami, ktére stymulujg makrofagi do sekrecji
tlenku azotu (35).

Aktywnos¢ przeciwnowotworowa zwiazkow,
grup zwiazkow i wyciggow z chaga

Zwiazki czynne pochodzace z chaga wykazuja wie-
lokierunkowe dziatanie przeciwnowotworowe i immu-
nomodulujace. Majg znaczacy wplyw na funkcjono-
wanie uktadu odpornosciowego. Sa tzw. modulantami
odpowiedzi immunologicznej. Toksyczno$¢ zwigzkdw
czynnych jest znikoma, co moze si¢ okaza¢ dobra
alternatywa dla obecnie stosowanej chemioterapii.

Grzyb jest stosowany w rosyjskiej medycynie ludo-
wej w leczeniu nowotwordw, takich jak: nieoperowal-
ny rak piersi, nowotwory ust, nowotwory gastryczne,
nowotwory przytarczyc, nowotwory ptuc, nowotwory
zoladka, nowotwory skory, nowotwory odbytu, cho-
roba Hodgkina (11).

Tab. 1. Wplyw okreslonych zwiazkéw czynnych/form owocnikéw na rodzaje nowotworéw

Dziatanie farmakologiczne zwiazkow

Odnosnik
literat.

Polisacharydy

Polisacharydy pochodzace ze skleroty, ktére sktadaja sie z heteropolisacharydéw i homoglukanéw, wykazujg silny
efekt hamujgcy wzrost guza, podczas gdy polisacharydy pochodzace z mycelium nie majg takiego dziatania.
Polisacharydy charakteryzuja sie aktywnos$cia modulatoréw odpowiedzi biologicznej. Polisacharydy pochodzace

z grzyba nie wykazuja bezposredniego dziatania niszczacego komérki nowotworowe, oddziatuja raczej na zasadzie
immunostymulacji uktadu odporno$ciowego. Pozwala to organizmowi przystosowaé sie do nowych warunkéw,
komorki lepiej radzg sobie z zaistnialym stresem. Jest to oddziatywanie niespecyficzne. Wptywajg one znaczaco
na aktywacje makrofagdéw. Endopolisacharydy hamujg in vivo wzrost komdrek melanomy u myszy po doustnym

i dootrzewnowym podaniu ekstraktu, z zaznaczeniem, ze podanie dootrzewnowe jest bardziej skuteczne.

(7

Endopolisacharydy moga wptywaé na indukowang przez makrofagi ekspresje mRNA takich zapalnych cytokin,
jak: IL-1B (Interleukina 1) czy IL-6 oraz aktywnos¢ inhibitora syntazy tlenku azotu czy TNF-B (ang. tumor necrosis
factor ). Aktywnos$é polisacharyddéw pochodzacych z I. obliquus powoduje zmniejszenie stopnia ufosforylowania
zewnatrzkomdrkowego regulatora sygnatéw: c-Jun, N-terminalnej kinazy (ang. c-Jun N-terminal kinase — JNK),
mitogenu p39 (ang. mitogen-activated protein kinases — MAPK).

(36)

Badania wykazaty ze ekstrakty octanowe i eterowe znaczaco zmniejszyly generacje NO i aktywno$¢ lucyferazy
NF-xB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) w komoérkach makrofagéw RAW 264.7

(linia komdrkowa mysich makrofagdéw pochodzaca z wodobrzusza samca myszy z guzem indukowanym przez wirus
biataczki mysiej Abelsona) i wywotaty cytotoksyczno$¢ in vitro w ludzkich komérkach raka prostaty PC3 i raka piersi
MDA-MB-231.

37)

Badano wptyw polisacharydu z I. obliquus (IOP) na proliferacje, inwazje, migracje i apoptoze komoérek
kostniakomiesaka MG-63. Przeprowadzono testy CCK-8 (ang. cell counting kit-8), testy zarysowania komorek, testy
transwell i cytometrie przeptywowa. Western blot zastosowano do wykrycia ekspresji pokrewnych biatek w szlakach
sygnatowych Akt/mTOR i NF-xB. W poréwnaniu z grupg kontrolng komorki MG-63 leczone I0P 80 ug/ml, 160 ug/ml
i 320 ug/ml w grupie eksperymentalnej miaty istotnie nizsza aktywnos$¢ proliferacyjna, zmniejszong zdolno$¢ migraciji
i inwazji oraz zwigkszong szybkos$¢ apoptozy (P < 0,05). Ponadto IOP moze istotnie hamowac¢ aktywacje szlaku
sygnatowego Akt/mTOR i NF-xB (P < 0,05). Stwierdzono, ze IOP moze regulowa¢ proliferacje, migracje, inwazje

i apoptoze komorek kostniakomigsaka poprzez hamowanie aktywacji szlaku sygnatowego Akt/mTOR. Wykazano
dziatanie przeciwnowotworowe na komorki kostniakomiesaka i potencjat zastosowania klinicznego w ich leczeniu.

(38)
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Rozpuszczalny w wodzie polisacharyd (ISP2a) zostat pomysinie oczyszczony metoda chromatografii kolumnowej
DEAE-Sepharose CL-6B i Sepharose CL-6B. In vivo ISP2a nie tylko wykazat dziatanie przeciwnowotworowe, ale takze
mogt znaczaco wzmocni¢ odpowiedz immunologiczng myszy z guzami. Ponadto ISP2a znaczaco wzmocnit proliferacje (39)
limfocytéw i zwiekszyt produkcje TNF-a. Wyniki tych badan wykazaty, ze ISP2a ma potencjalne zastosowanie jako
naturalny srodek przeciwnowotworowy o dziataniu immunomodulacyjnym.

Triterpenoidy

Sposréd badanych triterpenoidéw tylko inotodiol wykazywat antyproliferacyjny efekt na badane komérki przy stezeniu
30 uM. Triterpenoidy typu lanostanu, takie jak inotodiol i kwas trametenolowy, sa gtéwnymi sktadnikami ekstraktu
chloroformowego. Wykazujg znaczacy efekt antyproliferacyjny przeciwko komérkom nowotworowym typu Walker 256.
Kiedy inotodiol zastat dostarczony in vivo w dawce 10 mg/kg m.c., okres przezywalno$ci myszy z wszczepionym wczesniej
nowotworem znacznie sie wydtuzyt, bez zaznaczajgcych sie efektéw ubocznych, takich jak: spadek masy ciata, biegunka.
Inotodiol wptywa na podziaty komoérki poprzez:

— efekt antyproliferacyjny przy stezeniu 30 ug/ml, indukuje fragmentacje DNA i aktywacje kaspazy 3/7. Kaspaza 3 (40)
jest aktywowana przez kazda z inicjujacych kaspaz: kaspazy 8, 9 czy 10 i jest uwazana za jedng z najwazniejszych
egzekutorowych kaspaz — bezposrednio aktywuje enzymy, ktére sg odpowiedzialne za fragmentacje DNA na
drodze apoptozy

- oddziatywanie na komoérki nowotworowe w fazie S, co skutkuje inhibicja syntezy biatek i redukcjg podziatéw
mitotycznych, czyli zahamowaniem podziatéw komorkowych

— znaczace zmniejszenie ekspresji Ki-67, zaleznie od dawki i czasu trwania eksperymentu. Ki-67 jest czynnikiem
zwigzanym z cyklem komérkowym i podziatami komdrkowymi.

Alkohol benzylowy

Ustalono, ze efekt antyproliferacyjny jest spowodowany przez metabolity alkoholu benzylowego. Alkohol benzylowy
jest ,uptynniaczem” btony komérkowej. Wykryto takze, ze drugi gtéwny sktadnik wyciggu (benzaldehyd) wykazuje
udokumentowane dziatanie cytotoksyczne. Benzaldehyd moze powstawac in situ z alkoholu benzylowego podczas (41)
metabolizmu lub autooksydaciji tlenowej, ktéra moze byé przyspieszana przez obecno$¢ reaktywnych form tlenu
powstatych podczas warunkéw stresu oksydacyjnego.

Ergosterol

Badania wykazaty, ze ergosterol wykazuje réwniez dziatanie przeciwnowotworowe. Nadtlenek ergosterolu jest
odpowiedzialny za zakiécenie transdukcji sygnatu przez B-katenine, co skutkuje aktywnos$cia antyproliferacyjna (42)
i proapoptotyczna. Aktywnos$¢ nadtlenku ergosterolu wigze sie takze ze wzrostem ekspresji c-Myc i cykliny D1.

Kompleks melanin

Kompleks melanin pochodzacy ze skleroty wykazuje silne dziatanie antyoksydacyjne i cytoprotekcyjne. (43)

Wyciag wodny

Wykonano do$wiadczenie majgce na celu zbadanie dziatania antyproliferacyjnego i proapoptotycznego ekstraktu wodnego
z grzyba chaga na komérki ludzkiego nowotworu watroby. Wykorzystano dwie linie komérkowe: Hep G2 i Hep 3B.
Przejscie z fazy GO do fazy G1 w cyklu komoérkowym byto skorelowane z obnizeniem ekspresji takich molekut, jak:
— biatko p53 (ang. p53 protein)
— biatko pRb (ang. retinoblastoma protein, biatko kodowane przez gen supresorowy RB1)
— biatko p27 (p27 ~ Kip1, inhibitor kinaz zaleznych od cyklin (CDK) i nalezy do rodziny Kip/Cip)
— cykliny D1, D2, E
— cykliny zalezne od kinazy: Cdk2 (ang. cyclin-dependent kinase 2), Cdk4 (ang. cyclin-dependent kinase 4), Cdk6
(ang. cyclin-dependent kinase 4).
Zauwazono zwiekszong ekspresje wszystkich zaleznych od cyklin kinaz i cyklin towarzyszacych kinazom. Jest to
aktywnos¢ typowa dla komorek nowotworowych, ktére charakteryzuja sie niekontrolowang proliferacja. Aktywnos$¢ biatek
p53 i pRb byta zmniejszona po zastosowaniu ekstraktu z chaga w zaleznosci od stosowanej dawki w komoérkach Hep (44)
G2, podobnie byto w przypadku biatka p27. Dane te wykazuja, ze stosowanie ekstraktu z chaga skutkuje selektywna
aktywnoscig cytotoksyczng w stosunku do ludzkich komérek nowotworu watroby. Przeprowadzone badania pozwolity
na sformutowanie nastepujacych wnioskéw:
— Cykliny sa pozytywnymi regulatorami progresji cyklu komérkowego i petnig funkcje jako struktura formutujaca
kompleks z zaleznymi od cyklin kinazami.
- Inhibitory kinaz zaleznych od cyklin sa negatywnymi regulatorami cyklu komérkowego. Wiazg sie do kompleksu
cyklin z kinazami zaleznymi od cyklin i hamujag aktywnos$¢ tego kompleksu.
- Kiedy biatko Rb pozostaje w formie nieufosforylowanej, czynnik transkrypcyjny E2F nie moze by¢ aktywowany
i cykl komoérkowy nie moze wejs¢ w faze S.
— Cyklina D1 i cykliny zalezne od kinazy: Cdk2 i Cdk6 sg odpowiedzialne za wigkszo$¢ zmian spowodowanych
w cyklu komérkowym po zastosowaniu wyciagu z chaga. Wszystkie te czynniki regulujace sa obnizone przy
najnizszej stosowanej dawce ekstraktu réwnej 250 ug/ml.

Badanie wptywu wyciggu z I. obliquus na ekspresje gendw Bax (ang. Bcl-2-associated X protein, Bax odgrywa kluczowg
role w regulacji apoptozy) i Bcl-2 (ang. B-cell lymphoma 2, protoonkogen kodujacy biatko antyapoptotyczne) w komérkach
Sarcoma 180 u myszy pozwolity na sformutowanie nastepujacych wnioskéw:

— antyapoptotyczne geny Bcl-2 wykazywaty nadekspresje

— ekspresja proapoptotycznych gendéw Bax byla wyciszona.
Masa Sarcoma 180 osiggneta 2,19 g po 14 dniach od transplantacji. Przyjmowanie przez myszy ekstraktu z /. obliquus
w dawce 20 mg/ kg m.c. skutkowato znaczacym wyhamowaniem ekspresji genu Bcl-2 i stymulacja ekspresji genu (45)
Bax, co miato potwierdzenie w redukcji masy guza o 27,71%. Cykl komorkowy komérek Sarcoma 180 potraktowanych
wczesdniej ekstraktem z /. obliquus zostat zbadany przy pomocy cytometrii przeptywowej. Otrzymano nastgpujace wyniki:
w komdrkach Sarcoma 180 nieoddziatujgcych z ekstraktem wiecej niz 60% komarek byto w fazie G2-M, 35% w fazie S, tylko
2,02% w fazie GO-G1, natomiast 2,06% w fazie programowanej $mierci komorki. Dla poréwnania w komoérkach Sarcoma
180 potraktowanych ekstraktem z /. obliquus w stezeniu 20 ug/ml: liczba komoérek w fazie GO-G1 znaczaco wzrosta, co
skutkowato redukcja faz G2-M i fazy S. W komérkach apoptotycznych synteza DNA zostata zablokowana w fazie GO-G1.
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W badaniach wykazano, ze stosowanie wyciagu z /. obliquus skutkowato blokowaniem mitozy komérek HelLa (komorki
nie$miertelne ze wzgledu na zdolno$¢ niekonczacych sie podziatdbw mitotycznych. Wywodzi sie z komorek raka szyjki
macicy, ktore ulegty transformacji nowotworowej na skutek zakazenia wirusem brodawczaka HPV 18), przez wzrost
liczby mitotycznych komoérek w fazie GO-G1 in vitro.

(46)

Frakcja eteru naftowego i octanu etylu

Frakcje te majg znaczacy wptyw hamujacy na produkcje NO i aktywno$¢ lucyferazy NF-jB w komérkach mysich
makrofagébw RAW 264.7 pochodzacych z wodobrzusza samca myszy z guzem indukowanym przez wirus biataczki
mysiej Abelsona oraz cytotoksyczno$¢ wobec ludzkich komérek raka prostaty PC3 (wywodza sig¢ z przerzutéw do
kosci, charakteryzujg sie duzg inwazyjnoscig (stadium 1V)) i komérek raka piersi MDA-MB-231 (pochodzg z ludzkiego
gruczolakoraka piersi, charakteryzuja sie duza agresja i inwazyjnoscia). Z tych dwoch frakcji wyizolowano sze$é gtéwnych
sktadnikow i zidentyfikowano je jako lanosterol (1), 3b-hydroksy-8,24-dien-21-al (2), ergosterol (3), inotodiol (4), nadtlenek
ergosterolu (5) i kwas trametenolowy (6). Zwigzek ergosterolu, nadtlenku ergosterolu i kwasu trametenolowego wykazat
dziatanie przeciwzapalne, a nadtlenek ergosterolu i kwas trametenolowy wykazaty wyrazng cytotoksyczno$é na komorki

(26)

ludzkiego raka prostaty PC3 i komorki raka piersi MDA-MB-231.

Inonotus obliquus jest leczniczym grzybem bogatym
w liczne zwiazki wykazujace aktywno$¢ przeciwnowo-
tworowa. W tabeli 1 przedstawiono, jak okreSlone
grupy zwiazkow czynnych wptywaja na rézne postacie
NOWOtworow.

Efekt immunomodulujqcy a dziatanie
przeciwnowotworowe

Wodny ekstrakt z I. obliquus zostat zaordynowany
doustnie, po immunizacji u myszy przez owalbumi-
ne¢; poziom IgE i IgG2a zostal znaczaco obnizony.
Przyjmowanie wodnego cieplego ekstraktu z I. ob-
liquus skutkowato obnizeniem poziomu IL-4 i pod-
niesieniem poziomu interferonu y w poréwnaniu
z grupa kontrolna. Wyniki te potwierdzaja hipoteze,
ze ekstrakt z I. obliquus wspiera odpowiedz typu Thl
(komoérkowa) in vivo i wstrzymuje odpowiedZ typu
Th2 (humoralng).

Makrofagi sa waznymi czynnikami w ukfadzie im-
munologicznym, uczestnicza w odpowiedzi immuno-
logicznej poprzez uwalnianie czynnikow zapalnych,
takich jak: tlenek azotu, prostaglandyna E2 (ang.
prostaglandin E2 — PGE2) i cyklooksygenaza indu-
kowana (ang. cyclooxygenase 2 — COX2), rowniez
prozapalnych cytokin TNF-a, IL-6, IL-1p.

Dziatanie immunomodulacyjne wodnego ekstraktu
z Inonotus obliquus zostato przetestowane na ko-
morkach szpiku kostnego myszy, z chemicznie ob-
nizona odpornoscia. Wyciag podawano codziennie
przez 24 dni myszom leczonym cyklofosfamidem
(400 mg/kg m.c.), immunosupresyjnym srodkiem alki-
lujacym. Doustne podanie wyciagu znacznie zwigkszy-
o poziom IL-6 w surowicy. Ponadto poziom TNF-a
zostat podwyzszony przez leczenie chemiczne u myszy
kontrolnych, podczas gdy u myszy leczonych ekstrak-
tem utrzymywal sie¢ na poziomie tta, co wskazuje, ze
wyciag moze skutecznie ttumi¢ stany patologiczne
zwiazane z TNF-a (47, 48). Badania pozwolily na sfor-
mutowanie nastepujacych wnioskow:

1. Liczba jednostek tworzacych kolonig granulocytow

1 makrofagéw wzrosta prawie do poziomu obser-

wowanego w probie kontrolnej do czasu 8 dni
po leczeniu.

2. Doustne podawanie ekstraktu skutkowato znacz-
nym wzrostem w surowicy pozioméw IL-6.

3. Przyjmowanie ekstraktu skutkowato indukcja pro-
liferacji splenocytow.

4. W surowicy chemicznie immunosupresowanych
myszy leczonych wodnym ekstraktem z grzyba zaob-
serwowano wzrost poziomu cytokin: IL-6 i TNF-a,
ktére stymulowatly naprawe komérek macierzystych
i regeneracj¢ hematopoetyczng po destrukcji szpiku
kostnego.

5. Wyniki badan sugeruja, ze wyciag z grzyba chaga
moze podwyzszaé w surowicy poziom chemopro-
tekcyjnych cytokin, a obniza¢ poziom chemicznie
indukowanego TNF-a.

6. Ekstrakt z I. obliquus jest w stanie modulowac
rozregulowana produkcje cytokin spowodowana
zniszczeniami przez chemioterapie¢ (11).

Dziatanie hipoglikemiczne i hipolipemiczne

Polisacharydy z micelium i skleroty pochodza-
ce z I. obliguus wykazuja dziatanie hipoglikemiczne
u myszy z wywolang cukrzyca. Aktywne sktadniki od-
powiedzialne gléwnie za dziatanie przeciwcukrzycowe
to: B-glukan, heteroglukany, kompleksy proteinowe.

Efekt hipoglikemiczny byl utrzymywany przez
3 do 48 godzin po czasie, gdy mysz otrzymata zastrzyk
z polisacharydéw oczyszczonych z ekstraktu z myce-
lium i skleroty z I. obliquus. Leczenie przy pomocy
1. obliquus doprowadzito do znaczacego spadku po-
ziomu glukozy we krwi u myszy, z indukowang allok-
sonem, cukrzyca. Stosowanie chaga znaczaco obnizylo
catkowity poziom cholesterolu w surowicy krwi, zwiek-
szajac aktywnoS¢ peroksydazy glutationowej. Frakcja
octanu etylu z metanolowego ekstraktu z I. obliquus,
podawana myszom, doprowadzita do obnizenia po-
ziomu tréjglicerydéw i malonolodialdehydu, a takze
do zwickszonego poziomu lipoprotein o zwickszonej
gestosci i zwiekszonego poziomu glikogenu w watrobie
myszy, obciazonej cukrzyca.
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Sposrod wielu zwiazkow wyizolowanych z roslin
leczniczych o aktywnoSci hipoglikemicznej, terpenoidy
i sterole maja najwiekszy potencjal w wykazywaniu
dziatania przeciwcukrzycowego. Rozpuszczalny w wo-
dzie kompleks melanin ekstrahowany z I. obliquus
poprawia odpowiedz na insuling i redukuje zawarto$¢
thuszczéw w adipocytach. Zaobserwowano to u bada-
nych myszy, u ktérych wywotano otylo$¢. W zaleznoSci
od dawki odnotowano wzrost w fosforylacji kinazy
Akt i transportera glukozy 4 (ang. glucose transpor-
ter — GT4) u myszy potraktowanych kompleksem
melanin pozyskanym z grzyba I. obliquus. Stosowanie
kompleksu melanin skutkuje zmiana w ekspres;ji kilku
lipogenicznych genéw (18, 49).

Dziatanie antywirusowe

Ichimura i wsp. dowodza, ze przyjmowanie wod-
nego ekstraktu z I. obliquus skutkowato inhibicja
aktywnosci proteazy HIV-1. Jako czynnik aktywny od-
powiedzialny za to dziatanie zostal oznaczony zwigzek
ligninowy o wysokiej masie czasteczkowej. Polifenole
o niskiej masie molowej i monomeryczne zwigzki
ligniny nie wykazywaly aktywnoSci inhibicji proteazy.
Lignina absorbuje si¢ na proteazie i unieczynnia
odwrotna transkryptaze i tym samym progresje wi-
rusa HIV-1 (50). Kukulianskaia i wsp. stwierdzili, ze
grzyb chaga zawiera duzg ilo$¢ zwiazkow fenolowych,
wlaczajac w to hispidyne i jej analogi oraz melaniny.
Zwiazki te zdaja si¢ by¢ zwigzkami aktywnymi w sto-
sunku do inhibicji replikacji wirusa HIV-1, wiruséw
grypy HIN1 i H3N2 (51).

Brandt i Piraino dowodza, ze zwiazki wykazujace
aktywnos¢ przeciwwirusowa z grzybow mozna podzie-
li¢ na dwie klasy:

* dziatajace niebezpoSrednio, ale jako modulatory
odpowiedzi biologicznej (zazwyczaj z frakcji poli-
sacharydowej)

* dzialajace bezposrednio jako inhibitory wiremii.
Inonotus obliqguus wykazuje takze inhibicyjna ak-

tywnos§¢ wobec wirusa grypy typu A i B i konskiej

grypy typu A (52).

Dziatanie immunostymulujqce

Kim i wsp. dowodza, ze endopolisacharydy pocho-
dzace od kultur I. obliquus silnie stymulowaly limfo-
cyty B i makrofagi odpowiadajace za wzmocnienie
humoralnej odpowiedzi immunologicznej. Wzmozona
proliferacja limfocytéw B i poliklonalnych immunoglo-
bulin M zostata zaobserwowana po podaniu rozpusz-
czalnych w wodzie endopolisacharydéw. Zawarto$¢é
arabinozy, galaktozy i mannozy jest podwyzszona
w polisacharydach z wysoka aktywnoS$ciag immunomo-
dulujaca. Grzyb traktowany jako idealny modulator

odpowiedzi biologicznej ma wplyw na komodrkowa
i humoralna odpowiedz immunologiczna (36).

Dziatanie antyagregacyjne

Za dziatanie antyagregacyjne najprawdopodobniej
odpowiada nowy tripeptyd sktadajacy si¢ z tryptofanu,
glicyny i cysteiny. Otrzymano go po oczyszczeniu etano-
lowego ekstraktu z I. obliquus (z czg¢$ci mycelium) (53).

Dziatanie przeciwuczuleniowe

U uczulonych myszy badano, jak ekstrakt z chaga
wplynie na poziom IgE. Okazato sie, Ze przyjmowanie
profilaktyczne ekstraktu zmniejszyto skutki szoku ana-
filaktycznego wywotanego u myszy. Zaobserwowano
znaczace zmniejszenie przeciwciat IgE i nieznaczne
zmniejszenie IgG. Ponadto zaobserwowano wzrost od-
powiedzi przez komorki T pomocnicze typu 1, poprzez
wzrost stezenia IFN-a (z ang. interferon alpha) (54).

Dxziatanie przeciwzapalne

Przyjmowanie wodnego cieptego ekstraktu z 1. ob-
liguus skutkowalo obnizeniem poziomu IL-4 i pod-
niosto poziom interferonu y w poréwnaniu z grupa
kontrolna. Wyniki te potwierdzaja hipoteze, ze eks-
trakt z I. obliquus wspiera odpowiedz typu Thl in
vivo 1 wstrzymuje odpowiedz typu Th2. Makrofagi sa
waznymi czynnikami w uktadzie immunologicznym;
uczestnicza w odpowiedzi immunologicznej poprzez
uwalnianie czynnikOw zapalnych, takich jak: tlenek
azotu, PGE2 i COX2. Réwniez prozapalnych cyto-
kin TNF-a, IL-6, IL-1B. Spozycie wodnego wyciagu
z grzyba powodowato zahamowanie sekrecji NO, ale
nie czynnika martwicy nowotworu o w stymulowanych
lipopolisacharydach (ang. lipopolisaccharides — LPS)
makrofagach ex vivo (55).

Podsumowanie

Blyskoporek podkorowy jest grzybem dobrze pozna-
nym, o szerokim zastosowaniu leczniczym. Dotychczas
oznaczono w nim m.in.: zwiazki fenolowe, kwasy
fenolowe, analogi hispidyny, ester metylowy kwasu
inonotowego, dawallialaktony, felligridyny: D, E,
G, triterpeny, inonotusany A-C, kwas 33-hydroksy-
-25,26,27-trinorlanosta-8,22E-dien-24-owy, kwas
3B-hydroksylanosta-7,9(11),24-trien-21-owy, kwas be-
tulinowy, kwas oleanolowy, kwas trametenolowy, ino-
notsutriole A, B, D, E, inonotlenek A i B, lanosteol,
betulina, 3p-hydroksylanosta-8,24-dien-21-al, fusco-
porianol C, 3B,22-dihydroksylanosta-7,9(11),24-trien
i 38,22a-dihydroksylanosta-8,25-dien-24-on, inotodiol,
ergosterol i nadtlenek ergosterolu, alkohol benzy-
lowy, polisacharydy (ksylogalaktoglukany) i kom-
pleks fenolowych pigmentéw (melaniny). Zwigzki te
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gwarantuja wysoka aktywnos¢ antyoksydacyjna oraz
wiele potencjalnych zastosowan farmakologicznych
przez udowodnione dziatanie: przeciwnowotworowe,
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