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Projekt zakladat zbadanie aktywnosci cytotoksycznej ekstraktu otrzymanego na drodze maceracji suchej biomasy rozpuszczalnikiem z wrosniaka garbatego
(Trametes gibbosa) w pilotazowe] hodowli in vitro ludzkich komorek raka jelita grubego (HCT-116). Dzieki obiecujacym wynikom rozpoczelismy kolejng serie
badan, ktéra zaktada zbadanie wtasciwosci ekstraktu otrzymanego na skutek laboratoryjnej hodowli grzyba. W toku dalszych badan przypuszczamy, ze ekstrakt

lub znajdujace sie w grzybie zwigzki mogtyby znalez¢ zastosowanie jako potencjalny srodek przeciwnowotworowy.

Mykologia w ogromnym stopniu pozostaje niedoceniona w cywilizacji kultury zachodniej,
dlatego, czerpigc z doniesien z Azji Wschodniej, ktora od dawna inspirowata sie bogactwem
natury w kontekscie ludzkiego zdrowia, podjeto decyzje o przebadaniu gatunku Trametes
gibbosa ze wzgledu na przypuszczenia o cytotoksycznosci ze wzgledu na nalezenie do
rodzaju Trametes, sposrod ktérego gatunek Trametes versicolor jest uzywany klinicznie w
leczeniu nowotworow (Krestin).

Grafika: Wptyw stezenia ekstraktu z wrosniaka garbatego na
cytotoksycznos¢ wzgledem linii komorkowej HCT-116 wyrazone] w
procencie martwych komorek.
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W naszych badaniach wykazalismy, ze ekstrakt z wrosniaka garbatego charakteryzuje sie
aktywnoscig cytotoksyczng wzgledem komorek raka jelita grubego. Badania na komorkach
nowotworowych wykazaty zaleznosC miedzy dawkg (stezeniem) a zywotnoscig komorek —
najwieksze stezenie ekstraktu (1000 ul) przyczynito sie do sSmierci wiekszej ilosci komorek
(75%), zgodnie z hipotezg zaobserwowaliSmy roznice miedzy dziataniem ekstraktu w
okresach czasowych — wiekszg skutecznosC zmierzylismy w ekspozycji dobowej, jednak w
ekspozycji jednogodzinnej rowniez zanotowalismy znaczgce dziatanie antykancerogenne.
Nasze badania rzucajg nowe swiatto na radzenie sobie z problemami zdrowotnymi: dziatanie
cytotoksyczne wobec HCT-116 sugeruje, ze w toku dalszych badan ekstrakt lub substancje w
nim zawarte mozna bytoby wdrozy¢ jako potencjalny lek przeciwnowotworowy. Wykluczono
DMSO jako jedyng przyczyne cytotoksycznosci w toku analizy statystycznej (t-test). Bardzo
obiecujgce wyniki spowodowaty, ze dale] rozwijamy projekt przez badanie ekstraktu z
grzybow wyhodowanych w bioreaktorach we wspotpracy z Uniwersytetem Jagiellonskim, by
porownac dziatanie | sktad chemiczny ekstraktu z ekstraktem otrzymywanym z okazow ze
stanowisk naturalnych. Planujemy rozszerzenie badan na inne linie komorkowe oraz w toku
dalszych badan sprawdzenie mechanizmu smierci komorek.
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Wrosniak garbaty (Trametes gibbosa)

Do wykonania ekstraktu wykorzystano zmielone owocniki okazow zebranych na pniu
bukowym. Wyizolowano polisacharydy oraz kompleksy biatkowo-polisacharydowe poprzez
potraktowanie gorgcg wodg wysuszonych, sproszkowanych owocnikow, precypitacje etanolem
| oczyszczeniu przez dialize. Podzniej nastgpita maceracja w mieszaninie trzech
rozpuszczalnikow (proporcja 1:1:1), byly to DCM, aceton oraz izopropanol. Nadmiar
rozpuszczalnikow usunieto na wyparce prozniowej. 10 mg ekstraktu zawieszone byto w 2.5 ml
DMSO, rozcienczane medium, do uzyskania zamierzonych stezen. We wspotpracy z
Zaktadem Fizjologii Zwierzat Wydziatu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego, w ktorym pod
opiekg dr Marty Polanskie] zostaty przeprowadzone badania na komorkach nowotworowych
linii HCT116 (komorki raka jelita grubego) przy zachowaniu petnej sterylnosci. Linia HCT-116
to komorki nowotworowe, nabtonkowe z jelita grubego, adherentne. Hodowane przy uzyciu
medium McCoy 5A + 10% FBS w temperaturze 37 C i 5% objetosci CO,. Do oceny
cytotoksycznosci zostato uzyta metoda barwienia komorek btekitem trypanu. Barwienie
pozwala okresli¢ ilos¢ martwych komorek, wykorzystujgc uszkodzenia btony komorkowej przez
przenikanie barwnika do ich wnetrza i ich wybarwienie.

Badania zawieraty dwa czasy ekspozycji ekstraktu na komorki: jednogodzinng i
dobowag, oraz r6zne stezenia ekstraktu (100ul/ml, 200ul/ml, 500ul/ml oraz 1000 ul/ml),
by oceniC w jakim stopniu dziatanie ekstraktu jest zalezne od dawki. W badaniu
uwzglednilismy rowniez dwie kontrole negatywne, by wykluczy¢ wytgczng
cytotoksycznos¢ DMSO. W toku przeprowadzonej analizy chemicznej przy
zastosowaniu chromatografii gazowe] dzieki Pomorskiemu Parkowi Naukowo-
Technologicznemu, zostaty wytypowane zwigzki bioaktywne potencjalnie o dziataniu
cytotoksycznym wzgledem komorek nowotworowych. Z wagi probki 6 mg
bioaktywnymi o najwiekszej zawartosci sg miedzy innymi: kwas pentadekanowy
(4,20% 0,252 mgq), cis-9-heksadekenal (4,39% 0,2634 mg), (Z)-9-Oktadekanamid
(34,44% 2,0664 mg), heksadekanamid (1,32% 0,0792 mg). Zgodnie z najnowszymi
doniesieniami  literaturowymi  kwas  pentadekanowy  wykazuje  dziatanie
antykancerogenne wzgledem innych linii komorek nowotworowych —indukcje aresztu
cyklu komoérkowego w fazie sub-G1 oraz apoptoze zalezng od kaspaz w linii MCF-
71SC (To et al., 2020).
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