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SAMENVATTING

Paddenstoelen vormen een belangrijke bron van voedingstoffen voor en zijn bovendien van medici-
nale waarde voor ons. B-glucanen zijn één van de bioactieve componenten in medicinale paddenstoe-
len. Schizophyllum commune produceert en scheidt schizophyllan (SPG) uit wanneer de schimmel op-
gegroeid wordt in een schudculture. SPG is een B-1,3-1,6-glucan waaraan verschillende bioactieve ei-
genschappen worden toegewezen. Zo wordt er geclaimd dat het een immunomodulator en een tumor-
suppressor is en dat het huidverjongend werkt. Ook is aangetoond dat S. commune extracten antioxi-
dantactiviteit bezitten. Welke geclaimde bioactieve eigenschappen zijn eigenlijk bewezen?

De immunomodulerende werking van SPG is afhankelijk van binding aan Dectin-1 en Toll-like
receptors. Dectin-1 herkent SPG als microbieel patroon, waarna expressie van cytokinen wordt gesti-
muleerd. Of er stimulatie optreedt blijkt afhankelijk van hoe SPG verkregen is en in welk systeem getest
wordt. Bovendien treedt er verhoogde productie van reactive oxygen species (ROS) op, waardoor fa-
gocytose wordt gestimuleerd. De anti-tumor activiteit is afhankelijk van iC3b afzetting op tumorcelen
en de activatie van de complement receptor CR3 door een B-1,3-glucan, zoals SPG. De antioxidantac-
tiviteit van S. commune is sterk gecorreleerd met zowel fenolinhoud als met de hoeveelheid aanwezige
polysacchariden in de extracten. Tot op heden ontbreekt er onderzoek naar de eventuele antioxide-
rende werking van gezuiverd SPG. Tot slot is bewezen dat SPG de biosynthese van huidcellen en colla-
geen stimuleert, melanine-vorming remt en in staat is het herstel van een beschadigde huid te bevor-
deren. De werkingsmechanismen hierachter zijn nog niet in kaart gebracht. Deze opsomming van de
(mogelijke) bioactieve eigenschappen van SPG laat zien dat het interessant is om toepassing van de
stof in farmaceutische context, maar ook op het gebied van preventieve gezondheidszorg, verder te
ontwikkelen.
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INLEIDING

Paddenstoelen voorzien de mensheid al honderden jaren van voedingsstoffen en zijn bovendien van
medicinale waarde voor ons. Vooral de paddenstoelen van hogere Basidiomyceten zoals Letinus edo-
des (shiitake), Ganoderma lucidum, in China ling zhi genoemd wat ‘paddenstoel van onsterfelijkheid’
betekent, Schizophyllum commune en Trametes versicolor bezitten verschillende immunologische en
antitumor eigenschappen (Sullivan et al., 2006). Hedendaags onderzoek is bezig veel van de oude ken-
nis over medicinale paddenstoelen te documenteren en de valideren. Het gaat hierbij voornamelijk
om het onderzoek naar de unieke eigenschappen van verbindingen, die in de loop van de laatste drie
decennia uit een reeks van paddenstoelensoorten zijn geéxtraheerd (Gargano et al., 2017). Een op-
somming van de bioactieve kwaliteiten die tot op heden bekend zijn over medicinale paddenstoelen,
doet beseffen dat verder onderzoek hiernaar van grote waarde is. Zo staan bovengenoemde soorten
inmiddels bekend om hun brede scala aan farmacologische activiteiten zoals antibacteriéle, antischim-
mel, antivirale, cytotoxische, immunomodulerende, antioxidatieve, anti-inflammatoire, antidiabeti-
sche, spijsvertering stimulerende en neuroprotectieve werking (Gargano et al., 2017).

Schizophyllum commune wordt zoals velen van de medicinale paddenstoelen al honderden
jaren gebruikt in de Oosterse geneeskunde (Hobbs, 2005). S. commune komt voor in het rijtje ‘meest
bestudeerd’ en er wordt nota bene beweerd dat het één van de ‘most potent’ paddenstoelen is als het
gaat om de toepassing als medicinale paddenstoel (Hobbs, 2005). De laatste jaren is er veel interesse
in het onderzoek naar deze schimmel en in het bijzonder interesseert men zich voor de bioactieve
component schizophyllan (SPG). Deze aandacht is onder andere te wijden aan de veelzijdige en bo-
venal veelbelovende toepassingsmogelijkheden van de stof. Het gaat daarbij om toepassingen die de
mens zouden kunnen helpen op het gebied van gezondheid, maar ook vanuit industrieel oogpunt. Zo
wordt SPG gebruikt bij petroleumwinning, als verdikkingsmiddel in cosmetische lotions, kan het een
film vormen dat gebruikt wordt als zuurstofbarriere voor het behoud van voedsel en heeft de stof een
hoge farmaceutische waarde (Zhang, Kong, Fang, Nishinari, & Phillips, 2013).

‘Commune’ betekent veelvoorkomend. Gewoon. Alledaags. De schimmel heeft zijn naam dan
ook te danken aan de mate waarop hijin de wereld voorkomt. Het enige continent waar het niet groeit
is Antarctica (Hobbs, 2005; Klaus et al., 2011). Deze wijdverbreide beschikbaarheid draagt bij aan de
waarde van onderzoek dat naar de schimmel gedaan wordt. In het bijzonder als het gaat om onderzoek
dat focust op de toepassingen waarvoor de schimmel gebruikt kan worden, aangezien het geen exclu-
sief te verkrijgen soort is. S. commune behoort tot de Basidiomyceten en kan een pathogeen zijn voor
bomen en ook voor de mens, hoewel hij in de meeste gevallen leeft op hout van loofbomen of afge-
broken takken, waaruit het lignocellulose kan afbreken en white-rot veroorzaakt op het materiaal
(Ohm et al., 2010).

De groep polysacchariden waaraan een groot deel van de voordelige eigenschappen van me-
dicinale padddenstoelen wordt toegewezen, zijn de B-D-glucanen. Deze groep natuurlijke macromole-
culen komen voor in de celwanden van schimmels, maar ook in die van planten, graangewassen, bac-
terién en algen. Ze kunnen ook als exopolysaccharide uitgescheiden worden door filamenteuze schim-
mels. De verbindingen zijn opgebouwd uit D-glucose monomeren en zijn aaneen gekoppeld middels
een B-1,3-glycosidische verbinding. Aan deze hoofdketen kunnen vertakkingen met een B-1,6-verbin-
ding of B-1,4-verbinding gekoppeld zitten (Dalonso, Goldman, & Gern, 2015).

SPG van Schizophyllum commune is een wateroplosbaar B-glucan. Deze homoglucan heeft een
vertakking aan iedere derde monomeer van de B-1,3-keten. Deze vertakking bestaat uit één enkel glu-
cose molecuul dat aan de hoofdketen is gekoppeld met een B-1,6-verbinding (Figuur 1A) (Lee, Tae, &
Ki, 2017; Zhang et al., 2013). De stof wordt door verschillende Japanse farmaceuten geproduceerd. Er



worden daardoor verschillende commerciéle namen gebruikt naast SPG, namelijk: sizofiran, sonifilan
en sizofilan (Hobbs, 2005; Zhang et al., 2013). Het gemiddelde molecuulgewicht van SPG bedraagt on-
geveer 5 * 108 Da (Smirnou et al., 2017). De B-1,3- glucan keten met de B-1,6- glucosyl zijgroep vormen
een drievoudige helixstructuur (Figuur 1B). Deze structuur zorgt voor stevigheid in de celwand en heeft
een lengte tussen 150 en 200 nm (Hobbs, 2005; Kony, Damm, Stoll, van Gunsteren, & Hlinenberger,
2007). Deze helixstructuur zorgt ervoor dat SPG steviger is dan een belangrijke component van onze
huid, dat ook een drievoudige helixstructuur heeft, namelijk het eiwit collageen (Hobbs, 2005). Verder
wordt SPG veelal vergeleken met een andere B-1,3- glucan: scleroglucan (SCG). SCG wordt geprodu-
ceerd door een andere schimmel Sclerotium rolfsii. De structuur van beide stoffen is in feite identiek.
Wel is er een verschil in de mate van vertakking en het moleculair gewicht. Desalniettemin tonen SCG
en SPG geen duidelijke verschillen in fysicochemische eigenschappen. SPG is bovendien ongewoon re-
sistent tegen hitte. De drie strengen waaruit de helix wordt gevormd, dissociéren pas bij een tempera-
tuur van 135 °C (Zhang et al., 2013)
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Figuur 1. Structuur van schizophyllan. A) De repeterende eenheid van SPG met een vertakking per 3 momomeren. B) Het
model van de drievoudige helix van SPG, de bolletjes representeren de zijketens (Bae et al., 2004).

SPG wordt uitgescheiden door S. commune wanneer de schimmel gekweekt wordt in een
schudculture. Het gel-vormende glucan zorgt er voor dat het medium visceus wordt. SPG wordt over
het algemeen verkregen door S. commune te laten groeien in ‘submerged culture fermentation’ waar-
bij glucose als koolstofbron wordt gebruikt (Sutivisedsak, Leathers, Nunnally, Price, & Biresaw, 2013).
In 1992 rapporteerden Rau et al. de stam S. commune NRCM die, in vergelijking met 3 andere stam-
men, de grootste opbrengst van 1,62 g/l SPG oplevert. S. commune NRCM groeit van oorsprong in het
bos en er wordt verondersteld dat een hoge mate van uitscheiding van SPG verantwoordelijk is voor



goede resistentie tegen stress van buitenaf (Kumari, Survase, & Singhal, 2008). Om SPG productie te
optimaliseren werd geéxperimenteerd met koolstof- en stikstofbronnen. Hierdoor waren Kumari et al.
(2008) in staat de maximale productie SPG te verhogen van 1,06 g/l naar 8,06 g/l. Hierbij gebruikten
zij de stam S. commune NRCM. Met de toenemende interesse voor schizophyllan is er steeds meer
aandacht voor het optimaliseren en verduurzamen van de productieproces (Sutivisedsak et al., 2013)

Op dit moment springt de relevantie van onderzoek naar SPG steeds meer in het oog. Aller-
eerst gezien de biologische actieve eigenschappen die aan B-glucanen en daarmee aan SPG toegedicht
worden. De grote variatie tussen B-1,3- glucanen in paddenstoelen, in commercieel gebruikte extrac-
ten en tussen verschillende soorten, maakt het moeilijk om conclusies te trekken over de relatie tussen
structuur en functie van B-1,3- glucanen. Het is belangrijk dat hier meer onderzoek naar gedaan wordt
(Hobbs, 2005). Daarnaast worden op dit moment steeds meer biotechnologische toepassingen gevon-
den, waarin SPG de hoofdrol speelt. Bijvoorbeeld als drug delivery system, waarbij de drievoudige-helix
structuur een mogelijkheid biedt om nanostructuren in te kapselen en het vrij te laten op de juiste
plek. Hierbij worden de farmacologische en structuur-vormende capaciteiten van 1,3-B-glucanen ge-
combineerd, aangezien de B-glucan tegelijkertijd functioneert als antigen carrier en als immunuosti-
mulant (Lehtovaara & Gu, 2011). Een andere techniek die tot op heden nog in ontwikkeling is, gebruikt
SPG als helper in het opwekken van een antigen-specifieke immuunreactie tegen, in dit geval, het he-
patitis B virus (Ito et al., 2017). Bovendien is er steeds meer duidelijk over de immunomodulerende
werking, maar lijkt er nog geen aandacht te zijn besteed aan het scheppen van een overzichtelijk beeld
hiervan. Verder blijft de vermoedde antioxiderende werking van de stof tot op heden onderbelicht.
Daarnaast wordt in de literatuur meerdere malen aangegeven dat het product in cosmetische pro-
ducten gebruikt wordt. Een zoektocht in de patentdatabase laat zien dat men claimt dat het aanbren-
gen van SPG de aanmaak van nieuwe huidcellen bevordert, waardoor de stof huid-verjongend zou
werken (Park et al., 1999). Een duidelijk en zo compleet mogelijk beeld van de biologisch actieve ei-
genschappen van SPG, en de mechanismen hierachter, is noodzakelijk om de verschillende (farmaceu-
tische) toepassingen verder te ontwikkelen en te verfijnen.

Er zijn veel claims aangaande bioactieve eigenschappen van SPG. De vraag die ik mij heb ge-
steld is “Wat zijn nu eigenlijk de bewezen bioactieve eigenschappen van schizophyllan?”. Allereerst zal
ingegaan worden op de immunomodulerende werking van SPG. Welke interactie tussen SPG en hu-
mane cellen zorgt voor immunomodaulatie in de mens? In het verlengde van deze vraag zal ingegaan
worden op de tumorgroei onderdrukkende werking van de stof. Vervolgens wordt de antioxiderende
eigenschap van B-1,3- glucanen, en in het bijzonder SPG, onder de loep genomen. Tenslotte wordt de
werking van SPG op huidcellen besproken. Het behandelen van deze onderwerpen zal inzicht bieden
in de bioactieve eigenschappen van SPG. Dit zal een beeld geven van wat de waarde is van SPG in de
huidige manier van toepassen. Bovendien zal dit handvaten bieden in de verdere verbetering of ont-
wikkeling van het gebruik van SPG door de men:s.



1. IMMUNOMODULERENDE ACTIVITEIT VAN SCHIZOPHYLLAN

Een groot deel van de kankerpatiénten wereldwijd gebruikt kruiden-extracten ter aanvulling van de
conventionele behandeling. Verondersteld wordt dat er twee mechanismen kunnen zijn die zorgen
voor de antitumor activiteit van een extract dat aanvullend gebruikt wordt. Het ene mechanisme gaat
uit van een direct cytotoxisch effect, terwijl het andere mechanisme indirect een antitumor effect
heeft, doordat de stof immunomodulerend werkt. De actieve component in veel van deze extracten,
is B-glucan. Voor zover bekend zijn deze componenten niet toxisch, maar hebben zij voordelige effec-
ten voor kankerpatiénten doordat ze het immuunsysteem stimuleren (Chan, Chan, & Sze, 2009). Klini-
sche studies met SPG, in combinatie met conventionele chemo- en radiotherapie lieten gunstige ef-
fecten zien bij de applicatie van de polysaccharide in maag-, hoofd- en baarmoederhalskanker (Zhang
et al., 2013). De immunomodulerende eigenschappen hangen onder andere af van de mate van ver-
takking, het molecuulgewicht (Mw) en de tertiaire structuur van de verbinding. Er is dan ook veel on-
derzoek naar de relatie tussen de structuur en de biologische activiteit van de verschillende poly-
sacchariden (Bohn & BeMiiller, 1995; Falch, Espevik, Ryan, & Stokke, 2000). Het heersende idee is dat
een hogere mate van complexiteit gerelateerd is aan een sterkere immunomodulerende werking. In
oplossing vormen B-glucanen een drievoudige-helixstructuur, een enkele helixstructuur of willekeurige
spoelstructuren (Chan et al., 2009). B-1,3-glucanen met weinig tot geen B-1,6-vertakkingen vormen
vooral een enkele helixstructuur. Wanneer ze een hogere mate van B-1,6-zijtakken hebben, vormen
zij een drievoudige-helixstructuur als tertiaire structuur (Figuur 1B)(Nitschke et al., 2011). De degree
of branching (DB) van SPG is 0,33. De glucanen met een DB tussen 0,20 en 0,33 lijken de hoogste bio-
logische activiteit te hebben (Bohn & BeMiller, 1995).

Wanneer onderzoek gedaan wordt naar de relatie tussen structuur en immunomodulerende
activiteit van B-glucanen, wordt vaak de mate van stimulatie op cytokineafgifte als maatstaf gebruikt.
Zo ook in het onderzoek van Falch et al. (2000). Zij onderzochten de invloed van het molecuulgewicht
en van de tertiaire structuur van B-glucanen op de stimulatie van humane monocyten in vitro en ge-
bruikten hiervoor de B-1,3-1,6-glucan SCG. Om de mate van stimulatie te testen, werd er getest op de
productie van één bepaalde cytokine, namelijk tumor necrosis factor-a (TNF-a). De resultaten laten
zien dat de monsters met een lineaire, ‘wormvormige’ drievoudige-helixstructuur met een Mw van
minder dan 50 x 10* g/mol of meer dan 110 x 10* g/mol de monocyten efficiénter stimuleren dan
monsters met een Mw tussen 67-110 10* g/mol. De denaturatie van de drievoudige helices door NaOH
(>0,25 M) leverde enkele helix structuren op. Deze conformatieverandering was gecorreleerd met een
reductie van de cytokine inducerende activiteit in vergelijking met onbehandeld SCG (Falch et al.,
2000). Net als SCG vormt SPG een drievoudige helix in water en dissociéren de helices na behandeling
met NaOH (Hobbs, 2005). Deze conformatieverandering treedt ook op wanneer SPG in dimethylsul-
foxide (DMSO) opgelost wordt (Zhang et al., 2013).

Recentelijk wordt er veel onderzoek gedaan naar het verkleinen van de -glucan macromole-
culen, zodat toepassing ervan gemakkelijker wordt. Dit kan bereikt worden door ultrasone technologie
te gebruiken. Toepassing van SPG met een hoog molecuulgewicht is vaak problematisch vanwege de
viscositeit van zijn waterige oplossingen (Smirnou et al., 2017). Behandeling van SPG met ultrasone
straling resulteert in uSPG dat een klein molecuulgewicht heeft en lage viscositeit. Ook uSPG bezit
immunomodulerende activiteit (Smirnou et al., 2017; Zhong et al., 2015). Smirnou et al. (2017) onder-
zochten de invloed van de tertiaire structuur van uSPG op de immunomodulerende werking. uSPG
behoudt de oorspronkelijke drievoudige helixstructuur van SPG. Wanneer uSPG vervolgens behandeld
wordt met NaOH denatureert deze tertiaire structuur. Zowel uSPG als gedenatureerd uSPG zijn in staat



een significante cytokineproductie stimulatie op te wekken in human whole blood cultures. uSPG dat
de drievoudige helixstructuur behouden heeft, stimuleert de afgifte van cytokinen en chemokinen ech-
ter significant sterker dan de gedenatureerde vorm (Smirnou et al., 2017).

1.1 IMMUNOMODULATIE EN VERANTWOORDELIKE RECEPTOREN

De structuur is zo bepalend voor de immunomodulerende potentie van een B-glucan, omdat de stof
moet kunnen binden aan receptoren die aanwezig zijn op immuun cellen. De mate waarop de stof kan
binden, bepaald of de receptor geactiveerd wordt door zijn ligand. Een belangrijke receptor die de
stimulerende werking van SPG mogelijk maakt, is dectin-1. Het is een type Il transmembraan-eiwit dat
B-1,3 en B-1,6 glucanen bindt en is aanwezig op macrofagen, monocyten, neutrofielen, dendrieten en
T-cellen (Chen et al., 2007). Brown et al. (2002) stellen dat dectin-1 de belangrijkste #-1,3-glucan re-
ceptor op marcofagen is en daardoor een prominente rol speelt in het herkennen van schimmels die
indringen in dieren, waaronder de mens. Nader onderzoek heeft aangetoond dat SPG daadwerkelijk
aan dectin-1 bindt (Adachi et al., 2004). B-glucanen zijn sterk geconserveerde bestanddelen van de
celwanden van schimmels en worden niet geproduceerd door dieren. Het dierlijk lichaam wordt daar-
door gealarmeerd voor potentiéle indringers en de aangeboren immuunrespons wordt geinitieerd
(Chan et al., 2009; Hobbs, 2005). Binding van SPG aan dectin-1 zorgt voor fagocytose, de productie van
zuurstofradicalen en de inductie van inflammatoire cytokinen (Tabel 1)(Chen et al., 2007).

Hoe het immuunsysteem precies geactiveerd wordt door B-glucanen, bleef lange tijd onduide-
lijk. Vandaag de dag wordt er uitgegaan van een model dat voor het eerst door Gantner, Simmons,
Canavera, Akira, & Underhill (2003) werd voorgesteld. Het model begint met het omschrijven van het
mechanisme achter de stimulatie van het aangeboren immuunsysteem. Dit model is in eerste instantie
gebaseerd op de werking van een onoplosbare B-glucan, geéxtraheerd uit Saccharomyces cerevisiae,
namelijk Zymosan. Uiteindelijk is dit model overgenomen voor zowel onoplosbare als oplosbare B-1,3-
glucanen, zoals SPG (Chan et al., 2009). Dectin -1 speelt in dit model een hoofdrol. Naast dectin-1 wordt
er in het model uitgegaan van nog een belangrijk type receptor dat -1,3-glucanen herkent, namelijk
de toll-like receptors (TLRs).

Allereerst worden B-glucanen ‘gevangen’ door macrofagen, doordat ze binden aan dectin-1 en
TLRs. De TLRs induceren de genexpressie van de nucleaire transcriptiefactor kB (NF-kB). Deze tran-
scriptiefactor zet aan tot de verhoogde genexpressie en productie van cytokines, zoals interleukine 12
(IL-12) en de tumornecrosefactor (TNF-a) (Tabel 1) (Gantner et al., 2003). Cytokines, ook wel local
immunomodulators genoemd, activeren op hun beurt het adaptieve immuunsysteem door T-cell dif-
ferentiatie te initiéren, waarbij T-cellen differentiéren naar helper T-cellen 1 en 2 (Chen et al., 2007).
Bovendien stimuleert binding aan dectin-1 de productie van reactive oxygen species (ROS), waardoor
fagocytose wordt gestimuleerd. Verhoging van de ROS productie na het toedienen van SPG is onder-
zocht en vastgesteld door Kumae, Saburi, & Nasu (1997). Verhoogde ROS productie draagt bij aan het
doden van invasieve micro-organismen. De stimulatie van het aangeboren immuunsysteem door SPG
is met name relevant voor mensen waarvan het verdedigend vermogen van het immuunsysteem ver-
minderd is. Bijvoorbeeld bij kankerpatiénten waar, door de behandeling met chemotherapie en radi-
ologie, het immuunsysteem onderdrukt wordt en zij vatbaarder zijn voor infecties.



Tabel 1. Dectin-1 en TLR: receptoren voor 8-glucanen en activatie van immuunrespons na binding (Chen et al., 2007).

Receptor  Expresserende cellen Effect op immuunrespons
Dectin-1 Monocyten Fagocytose
Macrofagen Endocytose
Neutrofielen ROS-productie
Dendritische cellen Cytokinen
T-cellen
TLR Macrofagen Cytokinen via NFkB

Dendritische cellen
Lymfocyten
Epitheel cellen

1.2 STIMULATIE VAN CYTOKINE AFGIFTE

Sinds de ontdekking van de immunomodulerende werking van SPG zijn er meerdere onderzoeken ge-
weest die deze eigenschap onderzochten door te testen op de al dan niet verhoogde productie van
cytokinen na incubatie van cellen met SPG. Wanneer de resultaten van verschillende onderzoeken
naast elkaar gelegd worden, blijkt er nog geen eenduidig antwoord te zijn op de vraag of SPG cytokine
productie stimuleert. Te beginnen met het onderzoek van Kubala et al. (2003), waarin ze het effect van
twee B-1,3-glucanen op humane leukocyten in vitro testten en de werking van SPG en carboxymethyl-
glucan (CMG) werd vergeleken. Zowel SPG als CMG activeren bloedfagocyten en lymfocyten. Deze
conclusie werd getrokken op basis van de volgende resultaten: 1) de verhoogde ROS productie in het
bloed; 2) verhoogde productie van pro-inflammatoire cytokinen IL-6, IL-8 en TNF-a; 3) verhoogde ex-
pressie van CD69 op het celoppervlak van lymfocyten en 4) veranderde expressie van CD11b en CD62L
op polymorfonucleaire leukocyten en monocyten. SPG bleek een significant sterkere stimulerende
werking te hebben op fagocyten en op de productie van de geteste pro-inflammatoire cytokinen dan
CMG.

Vier jaar later rapporteerden Tada et al. (2007) ook over de immunomodulerende werking van
SPG en SCG. Ook hier ging het om een in vitro experiment, waarbij dendritische cellen, verkregen uit
het beenmerg van muizen gestimuleerd werden met ofwel 100 pg/ml SCG ofwel 100 pg/ml SPG. Na
incubatie voor 48 uur werd het supernatant verzameld en getest op de aanwezigheid van IL-6 en TNF-
o middels ELISA. De resultaten lieten zien dat de productie van IL-6 en TNF-a significant verhoogd was
door SCG. In tegenstelling tot Kubala et al. werd in dit experiment echter geen significant verhoogde
cytokineafgifte gemeten na incubatie met SPG (Tada et al., 2007).

Noss et al. (2013) concludeerden dat tot dusver nog geen onderzoek was gedaan naar de pro-
inflammatoire eigenschappen van verschillende B-glucanen binnen één en hetzelfde onderzoeksmo-
del. Daarom hebben zij de potentie getest van 13 verschillende glucanen om cytokineproductie te in-
duceren. Er werd getest op al dan niet verhoogde productie van IL-1B, IL-6, IL-8 en TNF-a in menselijke
bloedculturen. De sterkste stimulatoren waren postulan (B-1,6-glucan), lichenan (B-1,3-1,4-glucan),
xyloglucan (B-1,4-glucan) en pullulan (a-1,4-1,6-glucan). Matig tot sterke stimulatie van cytokinepro-
ductie werd waargenomen voor curdlan (B- 1,3 —glucan), glucan uit bakkersgist (B-1,3-1,6-glucan) en
gerstglucan (B-1,3-1,4—glucan). Echter, alle andere glucanen, waaronder SPG, induceerden zeer lage
tot geen detecteerbare niveaus van cytokinen. Ook hier ging het om een in vitro experiment, waarbij
human whole blood cultures gebruikt werden om de cytokine respons te onderzoeken. Hun belangrijk-



ste conclusie was dat blijkbaar niet alleen B-1,3-1,6-glucanen een hoge potentie hebben voor immuno-
modulatie, maar ook de glucanen die opgebouwd zijn uit andere a- of B-verbinden tussen suikermo-
nomeren (Noss, Doekes, Thorne, Heederik, & Wouters, 2013).

Inmiddels wordt er steeds verder ‘geknutseld’ aan SPG. In welke vorm is de stof, vanuit men-
selijk oogpunt, op zijn best? Zo hebben Zhong et al. (2015) ultrasone technologie gebruikt om het ma-
cromolecuul op te knippen, waardoor een kleine variant ontstaat (uSPG). De bioactieve eigenschappen
van uSPG werden door Zhong et al. onderzocht. Hierbij werd een vergelijking gemaakt met onbehan-
deld SPG, om zo conclusies te kunnen trekken over mogelijke verschillen in immunomodulerende wer-
king. Er werd getest op de al dan niet veranderende afgifte van IL-2 en TNF-a door humane miltlymfo-
cyten in vitro. De afgifte van IL-2- en TNF-a na behandeling met SPG of uSPG nam in beide gevallen
significant toe in vergelijking met de negatieve controlegroep, waarbij de lymfocyten niet waren be-
handeld met SPG of uSPG. Een significant verschil tussen beide vormen werd echter niet gevonden
(Zhong et al., 2015).

Het gebruik van SPG ter aanvulling op een vaccinatie wordt steeds vaker geopperd. Om de
effectiviteit hiervan te beoordelen, wordt ook hierbij vaak de afgifte van cytokinen bestudeerd. Zo
hebben Smirnou et al. (2017) SPG als mogelijke aanvulling op het vaccin tegen het hepatitis B virus
(HBV) onder de loep genomen. Een aanhoudende HBV infectie is het gevolg van een zwakke immuun-
respons. Het vaccin tegen dit virus bestaat uit het HBV oppervlakte antigen, HBsAg, waarbij een oligo-
deoxynucleotide (K3) als aanvulling wordt gebruikt. Immunisatie door HBsAg en K3-SPG blijkt echter
effectiever in het induceren van de antigeen-specifieke immuunrespons dan immunisatie met alleen
HBsAg+ K3. De afgifte van IL-12b, IL-18 verbeterden significant wanneer muizen werden gevaccineerd
met HBsAg + K3-SPG. Ook werd verhoogde mRNA expressie van IL-4, van de migratie remmende factor
(MIF) en de chemokine CXCL10 waargenomen. De verhoogde expressie zou betrokken kunnen zijn bij
de verbetering van de specifieke cellulaire immuunrespons door K3-SPG (Smirnou et al., 2017). In Tabel
2 zijn de resultaten met betrekking tot cytokine-afgifte uit bovengenoemde studies weergegeven.

Tabel 2. Stimulatie van cytokine afgifte na behandeling met SPG

Onderzoek Experimenteel Onderzochte cy-  Significant Hoe is SPG verkregen?
model tokinen verhoogde
afgifte?
(Kubala et al., In vitro: geiso- IL-6, IL-8 en TNF-  Ja: IL-6 en SPG geproduceerd als
2003) leerde leukocy- a IL-8 een extracellulair pro-
ten Nee: TNF-a  duct door S. com-
mune, gekweekt on-
der standaard kweek
condities
(Tada et al., In vitro: BMDC IL-6 en TNF-a Nee SPG gekocht van Ka-
2007) (bone-marrow ken Pharmaceutical
derived cells) Co., Ltd, Tokio.
(Noss et al., In vitro: Human IL-1B, IL-6, IL-8 Nee Gekregen van Dr U.
2013) whole blood cul-  and TNF-a Rau, Departement

tures

Biotechnologie, TU
Braunschweig, Duits-
land, SPGin 0,05 M
NaOH opgelost



(Zhong et al., In vitro: milt lym-  In beide model- Ja Stam gebruikt: Schizo-

2015) focyten enin len: IL-2 en TNF-a phyllum commune Fr.
vivo: muizen ACCC51174, Potato
(oraal) dextrose agar (PDA)

werd gebruikt als
groeimedium

(ltoetal., 2017)  Invivo: WT-muis  IL-4, IL-12ben IL- Ja K3 verpakt door SPG
en HBV-trans- 18 (K3-SPG) werden ver-
gene muis: on- schaft door Ken J. Ishii.

derhuids inge-
spoten

In de studie van Zhong et al. werd naast cytokine productie ook stikstofoxide (NO) productie van ma-
crofagen, de mate van proliferatie van lymfocyten onder invloed van (u)SPG getest. Er werd geen sig-
nificant NO-niveau waargenomen in de SPG-groep (p > 0,05), terwijl drie verschillende uSPG fragmen-
ten allemaal de macrofagen sterk stimuleerden tot NO-productie. Er werd 25-400 pg/ml NO in het
medium gemeten. De lymphocyte proliferation rates (LPR) van SPG en uSPG werden getest, waarbij
verschillende concentraties van SPG en uSPG werden gebruikt. SPG liet zwakke proliferatie zien met
een LPR van 11 % met een SPG concentratie van 150 ug/ml. Vergeleken met SPG, had uSPG een ster-
kere invloed op proliferatie. Die verschillende uSPG fracties werden getest waarbij ook verschillende
concentraties werden gehanteerd en hadden een LPR van 45.69% (uSPG40, 150 ug/ml), 68.67%
(uSPG60, 50 pg/ml) en 59.11% (uSPG60, 300 pug/m) (Zhong et al., 2015).

1.3 ANTITUMOR ACTIVITEIT

In de huidige literatuur wordt niet alleen dectin-1 als belangrijke B-1,3-glucan receptor beschouwd.
Inmiddels worden dectin-1 en de complement receptor 3 (CR3) in één adem genoemd als het gaat om
de interactie tussen humane cellen en B-glucanen (Dalonso et al., 2015; Hong et al., 2004). CR3 is een
receptor van het complement systeem en is de drijvende kracht achter de claim dat B-1,3-glucanen,
zoals SPG, antitumor activiteit bezitten. Wat is het mechanisme achter deze activiteit?

Kwaadaardige cellen genereren een humorale immuunrespons. Deze respons is echter inef-
fectief in het daadwerkelijk vernietigen van kwaadaardige cellen. Het oppervlak van tumorcellen kan
bedekt zijn met antigenen, zoals IgM en IgG (Vetvicka, Thornton, Wieman, & Ross, 1997). De antilicha-
men die binden aan deze antigenen op het celoppervlak van tumorcellen, activeren de klassieke pa-
thway van het complement systeem. Allereerst wordt C1 van het complement systeem geactiveerd.
Dit gebeurt doordat C1 het complex herkent van een antilichaam dat is gebonden aan een antigen.
Door activatie van C1 wordt C4 geknipt wat resulteert in complement componenten C4a en C4b. Bo-
vendien wordt ook C2 geknipt door activatie van C1, wat resulteert in C2a en C2b. De combinatie van
C4b en C2b vormen C3 convertase. Dit is een enzym dat ervoor zorgt dat complement component C3
geknipt wordt in C3a en C3b. In de context van de antitumor eigenschappen van SPG en andere B-
glucanen staat C3b in het middelpunt. Deze component wordt namelijk afgezet op het celoppervlak
van de tumorcel als gevolg van de bovengenoemde cascade van het complement systeem. De cel is
geopsoniseerd door C3b en dit stimuleert fagocytose en cytotoxisch doden door het complement sys-
teem (Rogers, Veeramani, & Weiner, 2014). De opsonisatie wordt echter teniet gedaan doordat mem-
braan regulatoren van lichaamseigen cellen de tumorcel beschermen tegen cytotoxische activiteit. C3-



46 is één van deze regulatoren en zorgt ervoor dat C3b wordt omgezet naar zijn inactieve vorm iC3b,
waardoor de complement receptor van C3b de opsonisatie niet meer zal herkennen(Cunnion, Hair, &
Buescher, 2004). Dit om activatie van het complement systeem tegen een lichaamseigen cel te voor-
komen. CR3 herkent deze inactieve vorm wel, maar is alleen in staat om macrofagen en natural killer
cellen (NK-cellen) te activeren wanneer de receptor bindt aan iC3b dat afgezet is op schimmel of gist-
cellen die het lichaam zijn binnengedrongen. Uniek aan CR3 is dat het twee aparte bindingsdomeinen
heeft. Voor CR3-dependent cellulair cytotoxicity (CR3-DCC) is niet alleen de binding van CR3 aan iCb3
nodig, maar ook de interactie tussen CR3 en B-glucan (Gelderman, Tomlinson, Ross, & Gorter, 2004;
Hong et al., 2004) De cascade is weergegeven in Figuur 2.

Antigen-antilichaam complex Tumorcel opsonisatie
op tumorcel pre— C3-46
C3b — iCc3b | + B-glucan

!

Activatie C1 l
l l Activatie CR3
C2 c4 l
a/ \b / \b CR3-DCC
a

\ /

C3 convertase

v

C3
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Figuur 2. Weergave van de complement cascade naar aanleiding van antigen-antilichaam complex op tumorcellen. Het
complex op de tumorcel leidt tot activatie van C1, wat met tussenkomst van het knippen van C2 en C4 in C2a, C2b, C4a en
C4b, ervoor zorgt dat C3b op tumorcellen wordt afgezet. Om lichaamseigen cellen te beschermen wordt C3b omgezet tot iC3b
door onder andere C3-46. CR3 kan alleen de cytotoxische cascade activeren zodra iC3b én een 8-glucan binden.

Naast dat CR3 een belangrijke rol speelt in de antitumor activiteit van -1,3-glucanen, speelt
ook hier dectin-1 een rol. Hong et al. (2004) laten zien dat oraal en intraveneus toegediend B-1,3-
glucan volgens eenzelfde mechanisme functioneren. Het verschil is hoe ze op ‘plaats van bestemming’
aankomen. Hoewel oplosbare, intraveneus toegediende B-1,3-glucanen direct terecht komen bij CR3
op circulerende granulocyten, worden B-1,3-glucanen die oraal worden toegediend eerst opgenomen
door macrofagen, via dectin-1. Vervolgens wordt de polysaccharide gefragmenteerd binnenin de ma-
crofaag, waarna de kleinere suikerverbindingen naar het beenmerg en het endotheel reticulaire sys-
teem worden vervoerd. Hier wordt vervolgens CR3 geactiveerd door iC3b en de B-glucan fragmenten
(Figuur 3), waarna CR3-DCC geactiveerd wordt tegen iC3b geopsoniseerde tumorcellen (Chan et al.,
2009; Hong et al., 2004). Figuur 2 laat zien welke rol het complementsysteem speelt vanaf het herken-
nen van het antigen-antilichaam complex door C1 tot en met het moment van CR3 activatie door iC3b
en B-glucan.

Vetvicka et al. (1997) onderzochten borsttumoren op de aanwezigheid van IgM, 1gG en C3.
Deze componenten waren inderdaad op het celoppervlak aanwezig. Het serum van deze patiénten



bevatte antilichamen tegen IgM en IgG. Borsttumor cellijnen die geincubeerd werden met normaal
serum van AB+ individuen raakten bedekt met C3, maar werden niet gedood wanneer deze blootge-
steld werden aan NK-cellen. Nadat NK-cellen waren geincubeerd met kleine, oplosbare gist B-gluca-
nen, werd CR3-DCC geactiveerd, waarna de cellen van dezelfde borsttumor cellijn wel gedood werden.
Alleen tumorweefsel bezit cel gebonden iC3b. Dit maakt CR3-gemedieerde tumorsuppressie, met sti-
mulatie door B-glucanen, een doelgerichte therapie tegen kanker. Normaal weefsel rond de kwaad-
aardige cellen blijft gespaard door toepassing van deze methode. Bovendien is iC3b opsonisatie niet
uniek voor borstkankercellen en kan daardoor breder toegepast worden op tumoren in ander orgaan-
weefsel (Vetvicka et al., 1997).

B-Glucans

W Monoclonal

Antibody
with iC3b

Tumor
Specific

B-Glucan B-Glucans
fragment bind
CR3

ex v 0

£ £ Granulocytes
Macrophages B-Glucan Fragments
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Figuur 3 De activatie van macrofagen en het complementsysteem ten gevolge van 8-glucan, verkregen uit Chan et al.,
(2009). 8-glucan bindt aan dectin-1 en TLR. Na internalisatie en fragmentatie in de macrofaag activeren de fragmenten CR3.
Deze activatie zorgt ervoor dat granulocyten, monocyten en macrofagen die CR3 expresseren op het celopperviak de
geopsoniseerde tumorcellen herkennen en de immuunrespons optreedt. Een van de responsen is het fagocyteren van de
kwaadaardige doelcel (Chan et al., 2009).
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2. ANTIOXIDERENDE WERKING

Ontoereikende nutriénteninname, als gevolg van onze moderne levensstijl en het toenemen van de
gemiddelde levensduur zijn de twee belangrijkste redenen voor de groeiende incidentie van ziekte
over de hele wereld. Beide redenen zijn gerelateerd aan oxidatieve stress. Oxidatieve stress kan resul-
teren in een reeks aandoeningen. Met name metabolische ziekten, hart- en vaatziekten, ernstige neu-
ronale aandoeningen zoals Alzheimer en Parkinson, (vroegtijdige) veroudering en sommige vormen
van kanker worden gerelateerd aan een overmaat van zuurstofradicalen. Toch zijn ROS onlosmakelijk
verbonden met het functioneren van ons lichaam. Zo is 90% van de endogeen geproduceerde ROS
afkomstig van mitochondrién (Kozarski et al., 2015). Deze productie is een resultaat van oxidatiepro-
cessen, die essentieel zijn voor het produceren en gebruiken van energie. Oxidatie is namelijk nodig
om energie te kunnen halen uit koolhydraten, vetten en eiwitten. Bovendien is endogene ROS produc-
tie inherent aan de werking van ons immuunsysteem, zoals het stimuleren van fagocytose (Kozarski et
al., 2015; Sanchez, 2017).

Tijdens oxidatieve processen worden ROS in beperkte mate geproduceerd. Bovendien heeft
ons endogene antioxidantsysteem de capaciteit om ROS-niveaus daadwerkelijk laag te houden en zo
schadelijke effecten te voorkomen. Wanneer de balans echter omslaat en ROS-waarden zo hoog wor-
den dat het endogene systeem de levels niet meer voldoende kan controleren, kunnen ze schade aan-
richten aan bijvoorbeeld lipiden, eiwitten en DNA (Klaus et al., 2015; Sdnchez, 2017). Bovendien neemt
de bescherming tegen ROS, geboden door endogene antioxidanten, af naarmate leeftijd vordert (Klaus
et al., 2011). Daar komt nog bij dat we in aanraking met bijvoorbeeld ultraviolet licht, ioniserende
straling, sigarettenrook, bepaalde voedingsmiddelen en drugs, die zorgen voor de generatie van ROS
(Figuur 3A) (Kozarski et al., 2015; Sanchez, 2017).

Het lichaam is in staat om ROS te neutraliseren, waardoor ze hun schadelijke karakter verlie-
zen. Dit is echter niet de enige bron van bescherming. Via voedselinname kunnen antioxidanten wor-
den ingenomen die op hun beurt kunnen helpen om oxidatieve schade te voorkomen. Hiermee wordt
de beschermende capaciteit van het lichaam tegen ROS verhoogd. Er is dan ook veel aandacht vanuit
de gezondheidszorg en cosmetica voor supplementaire antioxidanten. Bovendien groeit de vraag naar
antioxidanten die vanuit een natuurlijke bron verkregen worden, aangezien synthetisch verkregen an-
tioxidanten mutageen zouden kunnen zijn. Bevolkingsgroei en de toenemende uitgaven voor gezond-
heidszorg hebben geleid tot een steeds groter wordende vraag naar antioxidantproducten. De wereld-
wijde markt voor antioxidanten groeit snel en zal naar verwachting meer dan verdubbelen van 103,6
miljoen dollar in 2011 tot 246,1 miljoen dollar in 2018 (Kozarski et al., 2015).

Antioxidanten neutraliseren vrije radicalen doordat ze één van hun eigen elektronen doneren.
Hierdoor zijn de radicalen niet meer reactief en stelen op dat moment geen elektron meer van een
stabiele verbinding uit hun buurt. Antioxidanten veranderen, ondanks het afstaan van een elektron,
niet in een vrij radicaal. Dit komt doordat ze stabiel zijn in beide vormen. Door het stabiliseren van
reactieve zuurstofverbindingen, wordt oxidatieve stress voorkomen, (Figuur 3B) (Somanjana, Snigdha,
& Krishnendu, 2013).
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Figuur 4. Schadelijke ROS-levels en bescherming tegen vrije radicalen, aangepast uit Sdnchez, 2017. A) Samenvatting van
de schadelijke effecten van te hoge ROS-levels in het lichaam en de ziekten die hiermee in verband worden gebracht. B) Visu-
ele weergave van het neutraliseren van de vrije radicaal door een antioxidant, door het doneren van een elektron aan de
vrije radicaal. Dit kan worden gedaan door zowel endogeen verkregen antioxidanten en door antioxidanten die via voedsel-
inname verkregen kunnen worden.

2.1 DE NIEUWE GENERATIE ANTIOXIDANTEN

Bepaalde schimmels worden beschouwd als natuurlijke bron van antioxidanten. Van een hele reeks
aan stoffen die verkregen worden uit de vruchtlichamen, het mycelium of extracellulaire uitscheiding
wordt verondersteld dat ze als antioxidant werken, waaronder fenolen, flavonoiden, glycosiden, poly-
sacchariden, tocoferolen, ergothioneine, carotenoiden en ascorbinezuur (Kozarski et al., 2015;
Somanjana et al., 2013). Meerdere onderzoeken hebben aangetoond dat polysaccharide-extracten
van verschillende medicinale paddenstoelen bescherming bieden tegen bijvoorbeeld lipide-peroxida-
tie. Deze beschermende capaciteit is onder andere aangetoond voor de polysaccharide-extracten van
S. Commune, Laetiporus sulphureus, Ganoderma applanatum, Ganoderma lucidum, Lentinus edodes,
Trametes versicolor, Agaricus bisporus, Agaricus brasiliensis, Phellinus linteus, Grifola frondosa en Aga-
ricus brasiliensis (Klaus et al., 2011, 2013, 2015, Kozarski et al., 2011, 2012, 2014). Een belangrijke
component dat te vinden is in sommige van deze polysaccharide-extracten zijn fenolen, maar fenolen
komen niet in alle extracten voor. In 2014 hebben Kozarski et al. Bijvoorbeeld aangetoond dat poly-
saccharide-extracten van A. Brasiliensis, die vrij waren van fenolen of andere eiwitten, antioxiderende
activiteit bezaten.

S. commune wordt in het rijtje van ‘schimmels met antioxiderende capaciteiten’ geplaatst (Klaus
et al., 2011; Kozarski et al., 2015; Kozarski et al., 2014; Sanchez, 2017). Ik vraag mij af of schizophyllan
ook hier de actieve component is en zorgt het voor de antioxiderende eigenschap. Bezit deze B-1,3-
1,6-glucan twee tegengestelde eigenschappen als enerzijds een promotor van ROS-productie en an-
derzijds antioxidant?

2.2 BEPALING VAN ANTIOXIDANT ACTIVITEIT

Polysacchariden verkregen uit schimmels, kunnen op verschillende wijzen antioxiderende activiteit be-
werkstelligen. Daarom is het van belang om verschillende assays te gebruiken wanneer onderzoek
gedaan wordt naar de antioxidantactiviteit van een component, zodat iedere mogelijke wijze getest
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wordt (Abdullah, Ismail, Aminudin, Shuib, & Lau, 2012). De belangrijkste methoden zijn DPPH- scave-
ning assay, superoxide anion scavening activity assay, reducing power method, ferrous ion chelationg
assay, inhibition of lipidperoxidatie assay en inhibition of 8-carotene bleaching assay (Abdullah et al.,
2012; Sanchez, 2017). De DPPH- assay is bijvoorbeeld gebaseerd op het neutraliseren van de paarsge-
kleurde radicaal 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH:) door antioxidanten, waardoor de stof zijn kleur
verliest. Het kleurverlies dat al dan niet optreedt, wordt gemeten aan de hand van de afname van
lichtabsorptie bij 515 nm. De mate van antioxiderende activiteit wordt uitgedrukt in de ECso waarde.
Deze waarde verwijst naar de hoeveelheid die van de onderzochte antioxidant nodig is om de initiéle
concentratie van het reactieve DPPH- voor 50% te verlagen (Sanchez, 2017). In veel van deze assays
wordt het resultaat aangeduid met een ECso waarde, waaruit blijkt welke concentratie antioxidant no-
dig is om de helft van de reactiviteit van een bepaalde stof weg te nemen.

Naast dat er verschillende methoden gebruikt moeten worden om te testen op verschillende
werkingsmechanismen, moet er ook rekening gehouden worden met het feit dat het zuiveren van po-
lysacchariden antioxidantactiviteit significant kan beinvloeden. Resultaten lieten zien dat ongezui-
verde polysacchariden een betere antioxidantactiviteit bezaten dan gezuiverde polysacchariden
(Somanjana et al., 2013). Er moet daarom rekening gehouden worden met eventuele andere verbin-
dingen die bijdragen aan antioxiderende eigenschappen van glucanen.

2.3 ANTIOXIDERENDE WERKING VAN S. COMMUNE EXTRACTEN

Tot op heden is er weinig onderzoek gedaan naar de aanwezigheid van fenolen in schizophyllan en de
mogelijke bijdrage die deze verbindingen leveren aan de antioxiderende activiteit. Klaus et al. (2011)
merkten het gebrek hieraan op en hebben vervolgens onderzoek gedaan naar antioxiderende eigen-
schappen van S. Commune. Ze onderzochten de antioxiderende eigenschappen van extracten verkre-
gen uit de vruchtlichamen van de schimmel. Het ging om de volgende drie extracten: heet water ex-
tracten (HWE), heet water geéxtraheerde polysacchariden (HWP) en hot alkali geéxtraheerde poly-
sacchariden (HWAE). Allereerst werd per sample de hoeveelheid polysacchariden vastgesteld, waarna
ook de concentratie a-glucanen en B-glucanen werd bepaald. Bovendien werden de extracten ge-
screend op de aanwezigheid van fenolen. Ook hiervan werd de concentratie bepaald. De resultaten
van deze analyse zijn inzichtelijk in Tabel 3.

Tabel 3. Resultaten uit Klaus et al. (2011), polysaccharide, glucan en fenol inhoud. Data representeert het gemiddelde ge-
wicht (g/100g drooggewicht) van 3 samples. De waarde achter + laat de standaarddeviatie zien. De waarden van HWE, HWP
en HWEA verschillen significant bij p < 0.05 ten opzichte van elkaar. Totale fenol inhoud van HWE en HWP zijn hierop een
uitzondering. Deze waarden verschillen niet significant van elkaar.

S. commune Polysaccharide | Glucan in- | a B Fenol inhoud
inhoud totaal houd totaal (g/100g)
(g/100g) (g/100 g)

HWE 29011 26919 1,7+0,1 25,1+,20 0,9+0,1

HWP 41,7+ 1,6 23,4+ 1,6 1,3+0,1 222+13 1,0+0,1

HWAE 24014 2,70+0,1 0,6+0,0 2,1+0,1 0,2+0,1

Met verschillende assays werd de ECso waarde bepaald per extract voor antioxidantactiviteit, het ver-
mogen op DPPH- op te ruimen, reducing power en chelating abilities on ferrous ions. Zo hebben zij
bijvoorbeeld kunnen concluderen dat de ECso waarden voor antioxidantactiviteit van HWE, HWP en
HWAE respectievelijk 8,3+0,1,6,9+0,0 en 8,9 + 0,1 mg/ml waren. Correlatie tussen ECsp waarden van
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de antioxidantactiviteit en de totale polysaccharide-inhoud van alle monsters was zeer sterk en signi-
ficant (r =-0,99, p <0,05). Ook was correlatie tussen antioxidantactiviteit en totaal fenolgehalte sterk
en significant (r = -0,82, p < 0,05). De ECso waarden voor DPPH- scavening en reducing power waren
ook sterk en significant gecorreleerd met de totale polysaccharide-inhoud en totaal fenol-gehalte van
de extracten. Bovendien werd voor de ECso waarde van de reducing power assays bepaald of er een
correlatie bestond tussen deze waarde en de totale B-glucan inhoud van de extracten. Hieruit bleek
dat er een sterke, significantie correlatie was (r =-0,998, p < 0,05) (Klaus et al., 2011).

Kort na het onderzoek van Klaus et al. publiceerden Abdullah et al. Hun bevindingen over de
antioxiderende componenten in S. commune. De antioxiderende werking van de HWE van het vrucht-
lichaam werd hier met vijf verschillende assays onderzocht. Drie assays lieten een nauw verband zien
tussen de totale hoeveelheid fenolen en antioxidant capaciteit. Naar aanleiding van deze uitkomst was
het aanlokkelijk om te concluderen dat fenolen de belangrijkste antioxiderende componenten zijn in
S. commune. Twee andere assays waarbij getest werd op inhibitie van lipide peroxidatie en inhibitie
op het bleken van B-caroteen, lieten echter zien dat fenolen onder de omstandigheden van deze me-
thoden mogelijk niet de actieve antioxiderende componenten zijn. Zij toonden aan dat het totale fenol
gehalte in S. commune extracten laag was, maar dat de extracten desondanks een sterke inhibitie te-
gen het bleken van B-caroteen lieten zien. Abdullah et al. Wijzen daarom op het feit dat er in de ex-
tracten andere componenten moeten zitten die antioxiderende activiteit bezitten. Zij opperen dat po-
lysacchariden in de HWE mogelijk zorgen voor de reducerende capaciteit. Identificatie van bioactieve
verbindingen met antioxidantactiviteit zou in hun ogen nuttig zijn aangezien zuivere verbindingen een
hogere antioxidantactiviteit zouden kunnen tonen. Bovendien bestaat de mogelijkheid dat verschil-
lende verbindingen op een synergistische manier werken. In dat geval zijn extracten waarin alle ‘sa-
menwerkende’ verbindingen bij elkaar zitten van grotere waarde dan geisoleerde bestanddelen
(Abdullah et al., 2012). De resultaten uit de verschillende assays kunnen gecombineerd worden tot één
percentage dat duidt op de mate van antioxiderende activiteit van verschillende paddenstoelen. Deze
waarde wordt de Antioxidant Index (Al) genoemd. De gemiddelde antioxiderende activiteit van iedere
schimmel, in iedere afzonderlijke assay, werd vergeleken met de activiteit van quercetine, een antioxi-
dant die in alle assays excellente antioxiderende activiteit liet zien. Abudullah et al. Concluderen dat
G. lucidum de hoogste relatieve antioxidantactiviteit liet zien (30,1%) gevolgd door S. commune met
een percentage van 27,6%.

Uiteindelijk concluderen zowel Klaus et al. Als Abdullah et al. Dat aanwezigheid van polysaccha-
riden en fenolen beide sterk gecorreleerd zijn met de antioxiderende werking van S. commune extrac-
ten. Ook overwegen ze beide dat het om een synergistische werking tussen fenolen en polysacchari-
den zou gaan, waarbij de verbindingen mogelijk een complex vormen (Abdullah et al., 2012; Klaus et
al., 2011).
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3. ACTIVITEIT VAN SPG OP DE HUID

Op het gebied van cosmetica heeft SPG inmiddels al terrein gewonnen. De stof wordt gebruikt in pro-
ducten als lotions en dagcrémes verdikkingsmiddel, maar ook als actieve component (Du, Bian, & Xu,
2014). Het eerder genoemde patent van Park et al., (1999) claimt dat het aanbrengen van SPG op de
huid zorgt voor 1) verhoogde proliferatie van de huidcellen, 2) verhoogde biosynthese van collageen,
3) inhibitie van melanine aanmaak 4) het bevorderen van het helen van de huid bij schade door Uv-
licht en 5) het verminderen van rimpels. Deze claims worden onderbouwd met vijf verschillende ex-
perimenten waarin de activiteit van SPG vergeleken wordt met de negatieve controle (onbehandelde
cellen) en met GluCare©, een B-glucan verkregen uit gist dat gebruikt wordt in zonnebrandcrémes,
anti-verouderingsproducten en producten voor de gevoelige huid. Er werd onder andere gemeten of
SPG een blekend effect had op de huid. Na aanbrengen van 2 weken SPG op de huid werd er inder-
daad een verschil gemeten in het effect van GluCare© en SPG, waarin SPG zorgde voor een sterkere
bleking van de huid. In onderstaande tabel zijn de resultaten uiteen gezet van de verdere experimen-
ten die uitgevoerd zijn om bovenstaande claims te onderbouwen (Tabel 4).

Tabel 1. Uiteenzetting van de resultaten uit het onderzoek van Park et al. (1999). Hiermee onderbouwen zij de gestelde

claims. Het percentage in de GluCare© en SPG zijn de hoogst gemeten percentages ten opzichte van de negatieve controle.
Met deze percentages wordt de mate van activiteit wordt aangegeven.

Claim GluCare® 5SPG
Proliferatie 7% 40%
huidcellen

Collageen 5% 32%
biosynthese

Helende 5,56% 22,35%
werking

beschadigde

huid

Vermindering 3.142.2%  15+4.1%
van rimpels
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4. DISCUSSIE

4.1 IMMUNOMODULERENDE WERKING EN ANTITUMOR ACTIVITEIT

De bioactieve eigenschappen van SPG waar tot op heden het meeste onderzoek naar is gedaan zijn de
immuno-modulerende en anti-tumor eigenschappen. Deze twee eigenschappen blijken beide te dan-
ken te zijn aan de interactie van B-1,3-1,6-glucan met Dectin-1 en CR3 receptoren van het humane
immuunsysteem die het als microbieel patroon herkennen. Inmiddels zijn er voor beide bioactieve
eigenschappen twee afzonderlijke modellen opgesteld. Integratie van beide modellen is mijns inziens
mogelijk, omdat Dectin-1 zorgt voor internalisatie en fragmentatie van SPG dat vervolgens zorgt voor
de twee verschillende cascades die leiden tot immunomodulatie of antitumor activiteit. De immuno-
modulerende werking is gebaseerd op binding aan Dectin-1 en TLRs waarna NF-kB verhoogd tot ex-
pressie komt. Dit zet aan tot de productie van cytokinen die het adaptieve immuunsysteem activeren
door T-cell differentiatie te initiéren. Bovendien stimuleert binding aan Dectin-1 de productie van re-
active oxygen species (ROS), waardoor fagocytose wordt gestimuleerd. Antitumor activiteit begint dus
ook bij binding aan Dectin-1, maar werkt vervolgens via de cascade van het complementsysteem,
waarbij tumorcellen geopsoniseerd moeten zijn met iC3b. iC3b kan binden aan het ene bindingsdo-
mein van CR3, maar hiermee wordt de CR3-DCC nog niet geactiveerd. Pas als een B-glucan aan het
tweede domein van CR3 bindt, wordt CR3-DCC in gang gezet waardoor de geopsoniseerde kankercel-
len gedood kunnen worden.

Om de immunomodulerende werking te onderzoeken, wordt er vaak getest op de veranderde
afgifte van cytokinen nadat een systeem geincubeerd is met B-glucan. Verschillende studies die deze
methode gebruikten om de immunomodulerende werking van SPG te onderzoeken, laten tegenge-
stelde resultaten zien. Zo concludeerden Tada et al. (2007) en Noss et al. (2013) dat SPG niet zorgde
voor significant verhoogde afgifte van de geteste cytokinen, terwijl in de overige onderzoeken wel
stimulatie van cytokine afgifte vastgesteld werd (Tabel 2, Hoofdstuk 3) .lk veronderstel dat er een aan-
tal factoren bijdragen aan deze discrepantie. De drievoudige helixstructuur speelt bijvoorbeeld een
belangrijke rol als het gaat om de bioactieve eigenschappen van SPG (Falch et al., 2000; Smirnou et al.,
2017). Het is dan ook opvallend dat Noss et al. (2013) ervoor hebben gekozen om SPG op te lossen in
0,5 M NaOH. Eerder is namelijk aangetoond dat SPG hierdoor zijn drievoudige helixstructuur verliest
(Hobbs, 2005). Dit kan een verklaring zijn voor het ontbreken van de stimulatie van cytokine afgifte
door SPG in het onderzoek van hen. Dergelijke informatie is niet bekend over het gebruikte SPG door
Tada et al. (2007). Het is niet duidelijk of zij het hebben opgelost in een vloeistof die de drievoudige
helix structuur verstoord. Bovendien worden andere details over het verkregen SGP achterwege gela-
ten. Mogelijke oorzaken van verschillen in bioactiviteit van één dezelfde stof, in dit geval SPG, zijn
bijvoorbeeld verschil in het medium waarop S. Commune opgegroeid is, de stam die gebruikt is en de
leeftijd van de gebruikte stam. In Tabel X is bovendien te zien dat in ieder onderzoek een ander in vitro
systeem gebruikt werd waarin de activiteit van SPG werd getest. Dit zou kunnen verklaren waarom
afgifte van verschillende cytokinen wel in het ene systeem gestimuleerd wordt, maar niet in het ander.
De resultaten betreffende de stimulatie van TNF-a afgifte stroken bijvoorbeeld niet met elkaar. Zo
concludeerden Kubala et al. (2003) dat TNF-a niet significant verhoogd was na incubatie van geiso-
leerde leukocyten met SPG, terwijl Zhong et al. (2015) het tegendeel concluderen na het testen van de
stimulerende activiteit van SPG zowel in vitro in milt-lymfocyten als in vivo in muizen na orale toedie-
ning. Het verschil zou in dit geval ook weer te wijten kunnen zijn aan verschillen in het opgroeien van
S. commune en verschil in de gebruikte stam. Zhong et al. Zijn compleet in het verstrekken van de
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informatie over deze factoren. Ze noemen de stam die gebruikt is en op welk medium deze gegroeid
is (Tabel 2). In de publicatie van Kubala et al. Wordt slechts vermeld dat S. commune opgegroeid is
onder standaard kweekcondities. Dit maakt vergelijking van de resultaten erg moeilijk. Om daadwer-
kelijk de stimulerende activiteit van SPG op cytokine afgifte in kaart te brengen, is er mijns inziens
onderzoek nodig dat met elkaar te vergeleken kan worden. De groeicondities, stammen en leeftijd van
de stammen moeten gedocumenteerd worden en vergelijkend onderzoek kan alleen gedaan worden
als deze factoren gestandaardiseerd worden. Het is belangrijk dat er dan steeds slechts één variabele
is, om zo te onderzoeken wat de optimale omstandigheden zijn waaronder cytokine afgifte wordt ge-
stimuleerd in een bepaald experimenteel model.

4.2 SPG ALS ANTIOXIDANT?

De antioxiderende activiteit van SPG blijkt een veel minder extensief onderzocht onderwerp vergele-
ken met de immuno-modulerende en anti-tumor activiteit. Het is belangrijk om te realiseren dat in de
onderzoeken van Abdullah et al. (2012) en Klaus et al. (2011) gewerkt is met extracten van de vrucht-
lichamen van S. commune. Hoewel Klaus et al. In hun artikel noemen dat er weinig bekend is over de
aanwezigheid van fenolen in SPG, stappen ze vervolgens over naar fenol en a- en B-glucan inhoud in
HWE, HWP en HWAE van de vruchtlichamen van de schimmel. Hier wordt SPG als exopolysaccharide
niet meer in acht genomen. Klaus et al. Maken onderscheid tussen de inhoud van a-glucanen en B-
glucanen en uit hun resultaten wordt duidelijk dat de polysaccharide-inhoud van de extracten voor het
grootste deel bestaat uit B-glucanen. Er werden vier experimenten gedaan en opvallend genoeg werd
met de resultaten van slechts één van deze experimenten de correlatie tussen de totale B-glucan in-
houd en antioxiderende activiteit bepaald. Er werd een sterke, significante correlatie iaangetoond.
Met de andere ECso waarden hebben zij deze analyse voor B-glucanen niet uitgevoerd. Abdullah et al.
Hebben het alleen over polysacchariden van S. commune en maken geen onderscheid in a- en/of B-
glucanen. Het komt er in beide onderzoeken op neer dat alle polysacchariden in de analyses samen in
één pool worden geplaatst. De aanwezigheid van de B-1,3-1,6-glucan wordt niet apart besproken.

De antioxiderende activiteit van de polysaccharide-extracten van S. commune werd in beide
studies aangetoond. De conclusie die op dit moment getrokken kan worden is dat de aanwezigheid
van polysacchariden en fenolen beide sterk gecorreleerd zijn met de antioxiderende werking van de S.
vommune polysaccharide-extracten. Om een compleet beeld te krijgen van de bioactieve eigenschap-
pen van SPG zou er onderzoek gedaan moeten worden naar de eventuele bijdrage die SPG levert in de
antioxiderende werking van de schimmel. Vervolgonderzoek zou dit gat kunnen dichten.

Onderzoek naar de antioxiderende werking van SPG is niet alleen van belang om de toepassing
van de B-1,3-1,6-glucan voldoende op waarde te kunnen schatten voor de mens. In het geval dat SPG
daadwerkelijk antioxiderende activiteit zou bezitten, levert dat nieuwe vragen op ten opzichte van de
relatie tussen SPG en S. commune. Veel uitscheiding van SPG door de stam NRCM werd in verband
gebracht met hogere resistentie tegen stress vanuit de omgeving (Kumari et al., 2008). Naar mijn we-
ten is echter nooit experimenteel onderzoek gedaan de relatie tussen opgroeien onder stressvolle om-
standigheden en het uitscheiden van SPG. Het zou interessant zijn hier onderzoek naar te doen, om zo
ook een stap dichter bij het antwoord te komen op de fundamentele vraag wat het uitscheiden van
SPG eigenlijk voor S. commune zelf betekent. De extracellulaire gel zou kunnen fungeren als bescherm-
laag tegen uitdroging, als opslag van suikers voor overleving, als bioflim of misschien als antioxidant.
Een interessant gegeven is dat de sporen van de schimmel geen pigment bevatten. Dit zou als gevolg
kunnen hebben dat de sporen minder resistent zijn tegen stress van buitenaf, bijvoorbeeld Uv-licht.
Heft de paddenstoel deze kwetsbaarheid zelf op door zijn nieuwe generatie sporen te beschermen
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met uitgescheiden SPG? Experimenteel onderzoek waarbij de regeneratie van sporen in aan- en afwe-
zigheid van zuurstofradicalen en van SPG onderzocht wordt, zou hier meer duidelijkheid kunnen ver-
schaffen.

4.3 SPG OP ONZE HUID

Park et al., (2001) concluderen dat applicatie van SPG op de huid 1) melaninevorming kan remmen, 2)
biosynthese van huidcellen en collageen bevordert en 3) de genezing van de huid stimuleert wanneer
het beschadigd is door overmatige blootstelling aan zonlicht. Naast Park et al. Die de claims in hun
patent hebben gebaseerd op deze onderzoeken, zijn er geen andere studies bij mij bekend die deze
conclusies bevestigen. De bioactieve eigenschappen van SPG die door Park et al. Zijn aangetoond bie-
den echter wel handvaten voor verder onderzoek. Het biedt namelijk kansen om SPG niet alleen in
cosmetica te gebruiken, maar bijvoorbeeld ook als bevorderende component bij bijvoorbeeld wond-
genezing. Hoe SPG de biosynthese van huidcellen en collageen bevordert, is nog niet aan het licht
gebracht. Werken hier twee mechanismen naast elkaar of zijn de twee eigenschappen inherent aan
elkaar? Eén van de mogelijkheden zou kunnen zijn dat SPG de genexpressie van een bepaalde groei-
factor verhoogd. Onderzoek hiernaar draagt bij aan het ontwikkelen van zo optimaal mogelijke toe-
passing van SPG.

De eigenschap uit het onderzoek van Park et al. Die mij opvalt, is de remmende werking op melanine-
vorming in humane cellen na blootstelling aan Uv-licht. De sporen van S. Commune bevatten geen
pigment en ik vraag mij af of deze bioactieve eigenschap iets over de relatie tussen S. Commune en
SPG ontrafelt. Wellicht remt SPG de melaninevorming in de sporen van S. Commune volgens hetzelfde
mechanisme als in humane huidcellen en blijkt SPG de oorzaak achter de pigment loze sporen.

Het blijft tot op heden speculatief welke rol(len) de exopolysaccharide speelt bij de ontwikke-
ling en overleving van S. Commune. Onderzoek naar de bioactieve eigenschappen en de werkingsme-
chanismen achter de eigenschappen bevordert niet alleen de ontwikkeling van de toepassing van SPG
voor de mens, maar biedt ook nieuwe perspectieven op de relatie tussen SPG en S. commune.
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5. CONCLUSIE

Schizophyllan, de stof die men in het laboratorium soms liever kwijt dan rijk is, klinkt desondanks veel-
belovend. Immunomodulerend, tumor onderdrukkend, antioxiderend en huid verjongend: al die acti-
viteiten afkomstig van één stof? Ik vroeg het me af. Mijn hoofdvraag was dan ook: “Wat zijn nu eigenlijk
de bewezen bioactieve eigenschappen van SPG?”.

De immunomodulerende werking en de anti-tumoractiviteit van de stof zijn beide intensief
bestudeerd in de laatste 3 decennia. Van deze twee eigenschappen is bewezen dat SPG ze bezit en
voor beide is er consensus over de opgestelde modellen die het werkingsmechanisme weergeven.
Desalniettemin bleek dat de immunomodulerende werking van de p-1,3-1,6-glucan niet onder alle om-
standigheden viel aan te tonen als er gekeken werd naar de stimulatie van cytokine afgifte. Dit duidt
erop dat de activiteit van de stof afhankelijk is van bijvoorbeeld het medium waarop S. commune werd
opgegroeid, de stam, de leeftijd van de stam en van de drievoudige helixstructuur van de stof. Tot op
heden is nog niet bepaald in welke mate de verschillende factoren invloed hebben op de activiteit.

De anti-tumor activiteit blijkt afhankelijk te zijn van de opsonisatie van tumorcellen met iC3b
en de activatie van de complement receptor CR3 door een B-glucan. De anti-tumor werking van SPG is
onder andere onderzocht in maag-, hoofd- en baarmoederhalstumoren, waarbij SPG een gunstig effect
liet zien. De expressie van iC3b is niet weefselafhankelijk, waardoor de behandeling met SPG in ver-
schillend tumorweefsel kan leiden tot tumorsupressie.

De antioxiderende werking van polysaccharide-extracten van S. commune is sterk gecorreleerd
met zowel fenolinhoud als met de hoeveelheid aanwezige polysacchariden. Het zou om een synergis-
tische werking tussen fenolen en polysacchariden kunnen gaan. Zuivering van de verschillende com-
ponenten en het bepalen van de antioxiderende activiteit van de afzonderlijke componenten kan daar
uitsluitsel over geven. Tot op heden ontbreekt er onderzoek naar de eventuele antioxiderende werking
van gezuiverd SPG dat door S. commune wordt uitgescheiden.

Tot slot is bewezen dat SPG de biosynthese van huidcellen en collageen stimuleert, melanine-
vorming remt en in staat is het herstel van een beschadigde huid te bevorderen. Deze eigenschappen
hebben er al toe geleid dat SPG wordt gebruikt in dagcremes en lotions, waarmee het aangebracht
wordt op de huid. Het blijft nog onduidelijk wat het werkingsmechanisme achter deze bioactieve ei-
genschappen is.

De paddenstoel die ook wel ‘het waaiertje’ wordt genoemd, doet zijn naam eer aan met de
productie van SPG, de stof die een uitgebreid palet vol met bioactieve eigenschappen bezit.
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