Krebswirksame Pilzinbaltsstoffe

Hartmut Laatsch

Schon lange ist bekannt, daf} bakterielle In-
fektionen durch Verstirkung der Immunant-
wort das Wachstum von Tumoren verlangsa-
men kénnen. Es hat sich gezeigt, daff auch be-
stimmte Inhaltsstoffe aus Pilzen und hoheren
Pflanzen ihnlich wirken, das Immunsystem
amloch weit stirker als bakterielle Antigene
~rvieren und dadurch ein neues Therapie-
prinzip ergeben konnen.

Wahrend Medikamente aus Mistel und Son-
nenhut bereits Fingang in die abendlandische
Medizin gefunden haben, sind Priparate aus
hoheren Pilzen bei uns noch weitgehend un-
bekannt. In der orientalischen Volksmedizin
besitzen verschiedene Pilzarten dagegen eine
lange Tradition in der Tumorbehandlung.

Neben einer beeindruckenden cancerostati-
schen Potenz wurden den Wirkstoffen aus
Pilzen namentlich in der asiatischen Literatur
und Patentliteratur gerade in neuester Zeit
cine Vielzahl weiterer pharmakologischer Ak-
tivitaten zugeschrieben: Sie zeigen angeblich
antthypertensive, vasodilatatorische, antidia-
betische, antithrombotische, blutplittchen-
4mlihicrende, thrombolytische, antihyper-
Wamische, antiarrhythmische, antiinflam-
matorische, analgetisch-antipyretische und
antirheumatische Eigenschaften. Weiterhin
sollen Extrakte aus gewissen Pilzen Kompli-
kationen bei Staroperationen verringern, die
Deformierbarkeit der Erythrocyten erhohen,

Proteinaemie und Proteinurie sowie andere

Nierenstorungen gunstig beeinflussen und
die Bildung von Granulomen inhibieren.
Pilzextrakte induzieren die Knochenneubil-
dung nach Briichen, zeigen in vivo antiparasi-
tische, antibakterielle und antivirale Eigen-
schaften; sie verstirken angeblich nicht nur
die Wirkung von 3’-Azido-3’-deoxythymidin
auf die Replikation des Human Immunodefi-
ciency Virus in verschiedenen menschlichen
blutbildenden Zellinien, sondern werden
auch bereits fir die klinische HIV-Therapic
erprobt.

Bei derart herausragenden pharmakologi-
schen Figenschaften ist es verstandlich, daf}
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Polysaccharide mit Antitumor-
Akuivitdt aus Pilzen

die Wirkstoffe aus Pilzen sehr intensiv unter-
sucht wurden: Vor allem Lentinan [1] aus
dem japanischen Speisepilz Shiitake (Lenti-
nus edodes) sowie Schizophyllan [2] aus dem
ungenieflbaren Spaltblittling (Schizophyllum
commune) gelten als besonders aktiv und be-
finden sich in Japan seit Jahren im klinischen
Einsatz. Unverstindlich bleibt daher, warum
diese Untersuchungen nicht auch in Europa
zu entsprechenden Anwendungen geftihrt
haben. Was weify man also iber Struktur und
Wirkung der sogenannten Pilzglucanc?

Isolierung

Secit dem ersten Nachweis von Wirkstoffen
mit Antitumor-Aktivitat in Pilzen (Boletus
edulis) wurden Tausende von Basidiomyceten
untersucht. Zwischen 14 % und 63 % der
wiflrigen Extrakte aus Fruchtkérpern von
mehr als 1000 getesteten Spezies zeigten tu-

morhemmende Eigenschaften, und sogar ent--

sprechend gereinigte Extrakte aus dem Knol-
lenblitterpilz  (Amanita phalloides) waren
aktiv. Einige dieser Wirkstotfe waren nieder-
molekulare Verbindungen oder Proteine (z. B.
Poricin). Obwohl nicht alle Resultate zugang-
lich sind, sind aber offenbar die meisten Ex-
traktstoffe Glycoproteine oder Polysaccharide
mit Molmassen zwischen 10* und 10° Dalton;
Verbindungen mit dhnlichen Strukturen und
Aktivitdten sind als Bestandteile der Zellwand
vieler Pflanzen und Mikroorganismen und als
Reservepolysaccharide bekannt.

Allein aus Glucose aufgebaute Polymere die-
ses Typs werden als Polyglucane oder cinfa-
cher als Glucane (mit anderen Zuckern allge-
meiner als Glycane) bezeichnet. Die meisten
sind in Wasser nur mifig loslich, besser dage-
gen — allerdings unter Anderung der Sekun-
darstruktur ~ in verdiinnter Natronlauge.
Obwohl hoch gereinigte Polysaccharide wie
Lentinan, Schizophyllan, Pachyman (aus Po-
ria cocos) oder das Glycan aus Aleurodiscus
amorphus stickstofffrei sind, enthalten die
meisten der in der Literatur beschriebenen
Extraktstoffe 4 bis 65 % Protein. Einige da-
von sind moglicherweise noch Mischungen
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gewesen, aber zumindest fiir einen Fall (Co-
riolus wersicolor) wurde eine kovalente Pep-
tid-Zucker-Bindung  durch
chromatographische und enzymatische Me-
thoden nachgewiesen. Mit der Ausnahme
von PSK (,Polysaccharid Kureha®, Krestin
aus Coriolus versicolor) sind diese Glyco-
peptide in der Immuntherapie bislang von
untergeordneter Bedeutung und werden in
dieser Zusammenfassung nur am Rande
erwahnt.

verschiedene

Struktur

Das 1969 von Chihara entdeckte Lentinan
wird aus den HeifSwasserextrakten des Shiita-
ke-Pilzes durch eine Folge fraktionierter Fal-
lungen und chromatographischer Schritte ge-
wonnen. Auf dhnliche Weise wurden antitu-
moraktve Polysaccharide in Ausbeuten von
ca. 5 g/kg aus den Fruchtkorpern oder Fliis-
sig-Kulturen vieler anderer Spezies isoliert.

Periodat-Oxidation, Smith-Abbau, Analyse
der nach Permethylierung und Hydrolyse er-
haltenen Glucose-methylether sowie Bio-
assay haben gezeigt, dafl Lentinan cin Gertist
(1-3)-B-verkniipfter Glucosceinhciten be-
sitzt, das an jedem flinften Glucopyranosyl-
rest durch (1-3)-B- und (1-6)-B-verkntipftc
Glucosereste verzweigt ist (mittlere Mol-
masse 4 - 10°-8 - 10°). Eine ebenfalls aktive
weitere Polysaccharid-Fraktion aus Lentinus
edodes wurde als unverzweigtes lineares
(1-3)-B-Glucan identifiziert, wahrend in-
aktive Fraktionen (1—4)-B- und (1—6)-B-
verknupft sind.

Das von Schizophyllum commune extrazel-
luldr produzierte Schizophyllan ist Poly[3—
[O-B-D-glucopyranosyl-(1-3)-O-[B-D-glu-
copyranosyl-(1-3)-O-B-D-glucopyranosyl]
]} mit einer (1-6)-B-verknilipften D-Glu-
cose-Seitenkette an jedem dritten Glucoserest
in der Hauptkette (mittlere Molmasse
450 000); es bildet weifle bis blafigelbe, ge-
schmack- und geruchlose Plittchen und 16st
sich leicht in Dimethylsulfoxid und Wasser,
schwer in Methanol oder Aceton.
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WDie Struktur von Pachyman aus Poria cocos
st der des Lentinans ihnlich, wihrend das
peptidgebundene Polysaccharid PSK  ein
(1-4)-B-Glucan mit (1—-6-B-Glucopyran-
osyl-Verzweigungen an jeder vierten Gluco-
seeinheit ist; das aus dem Kulturfiltrat dieses
Pilzes erhaltene Coriolan soll dagegen eine an
C—6 mit D-Glucopyranose verzweigte (1-3)-
D-Glucopyranosyl-Kette besitzen.

Nach PC-NMR-Messungen besitzen alle an-
titumoraktiven Polyglucane eine regulire,
meist helikale Struktur, wihrend die inakti-
ven niedermolekularen Glucane vorzugswei-
se in einer statistisch ungeordneten Form vor-
liegen.

Nach Rontgenstrukturanalysen und theoreti-
schen Modellen sind fiir Lentinan nur zwei
spiegelbildliche Tripelhelix-Modelle plausi-
bel, in denen jeweils drei Polysaccharidketten
durch Wasserstoffbriicken stabilisiert werden;
davon ist in Analogie zu der bekannten

Struktur der (1—-3)-B-D-Xylane die rechts-
hindige Tripethelix (Abbildung 3a, b) die

wahrscheinlichere.

Schizophyllan besitzt eine ahnliche helikale
Struktur mit einer Steigung von 0,9 nm. Auf
der Basis von Drehwerten und der Messung
von Wirmekapazitit und Viskositat wurde
abgeleitet, dafl die Seitenketten einer Schrau-
benlinie folgen, wie Abbildung 3b andeutet.

Drei solcher Ketten umgeben die innere Helix
als Zwischenschicht und tragen dadurch zur
Versteifung der stabformigen Tripelhelix bet.

Wie sich zeigt, tritt die Antitumor-Aktivitdt
der Glucane erst bei Molmassen oberhalb von
50 000 auf und ist streng mit der Tertidrstruk-
tur verbunden. In Wasser schmelzen die Heli-
ces, bilden beim Abkiihlen jedoch erneut Ag-
gregate. Die Fahigkeit der Selbstorganisation
—und parallel dazu auch die Antitumor-Wir-
kung — geht jedech oberhalb von ca. 150 °C

irreversibel verloren; auch das aus Pachyman
durch Periodatoxidation und Smith-Abbau
erhaltene einstringige Pachymaran ist nahezu
inaktiv. Versuche, dic Antitumoraktivitit der
Glucane durch Partialhydrolyse oder chemi-
sche Derivatisierungen zu erhéhen, hatten
ebentfalls nur sehr begrenzten Erfolg.

Die Wirkung der Polyglucane auf
das Immunsystem ist vorwiegend
durch ihre T-Zell-adjuvante Akti-
vitat bedingt

Anders als bei Lipopolysacchariden ist dic
Adjuvans-Aktivitit der Glucane auf die Im-
munantwort mehr auf die T-Zellen als auf die
B-Zellen orientiert. Der Antitumoreffekt des
Lentinans wird deshalb durch Hydrocortison
inhibiert, das die Reifung der T-Zellen unter-
driickt: Lentinan und einige andere antitu-
morwirksame Polysaccharide verstirken bei
Miusen T-Zell-abhingige Reaktionen, Poly-
saccharide ohne tumor-regredierende Akti-
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Abb. 1. Analyse eines verzweigten Glucans
durch Permethylierung nach Hakomori:
Durch Hydrolyse erhilt man ein Gemisch
unterschiedlicher Glucose-methylether, das
durch gekoppelte Gaschromatographie/
Massenspektrometrie identifiziert
Qualitative und quantitative Zusammen-
setzung erlauben Riickschliisse auf die
Primirstruktur des Glucans.

wird.

Abb. 2. Primirstruktur wichtiger (153)-B-
D-Glucane [3]. Lentinan besitzt ein Geriist
(1—-3)-B-verkniipfter Glucoseeinheiten, das
an jedem fiinften Glucopyranosylrest
durch (1-3)-- und (1->6)-B-verkniipfte
4 cosereste verzweigt ist (n = 3, mittlere
MImasse 4 - 10° — 8 - 10%). Die Struktur von
Pachyman (n = 50) aus Poria cocos ist der
des Lentinans dhnlich. Schizophyllan ist ein
Poly[3—[O-B-D-glucopyranosyl-(1—3)-O-
[B-D-glucopyranosyl-(1—-3)-O-B-p-gluco-
pyranosyl}>1]} mit einer (1—6)-B-ver-
kniipften D-Glucose-Seitenkette an jedem
dritten Glucoserest in der Hauptkette (n =
1, mittlere Molmasse 450 000).

Abb. 3. a) Projektion jeweils der ersten bei-
den Zuckerreste der Lentinan-Tripelhelix
(nach Bluhm [4]).

Abb. 3. b) Tripel-Helix von Schizophyllan.
Der Helix-Kern wird durch den inneren
Zylinder, die Seitenketten aus D-Glucose-
molekiilen werden durch schraffierte Schei-
ben dargestellt.

vitit, mehrere Immunpotentiatoren wie BCG
(Bacillus Calmette-Guerin, ein Stamm von
Mycobacterium bovis), Lipopolysaccharide,

Dextransulfat oder Concanavalin A und ~

chemische  Entziindungsmediatoren  wie
Histamin, Serotonin oder Prostaglandin E,

dagegen nicht.

Vor allem wird die in tumortragenden Wirten
herabgesetzte Aktivitit der T-Helferzellen
wiederhergestellt, woraus (bei Miusen) eine
verstirkte Induktion alloreaktiver cytotoxi-
scher T-Lymphocyten und eine verstirkte
Freisetzung von Kolonie-stimulierendem
Faktor (CSF) durch T-Zellen resultiert.

Im Alter von 5-8 Wochen haben Maiuse und
Ratten eine hohe Aktivitit Natiirlicher
Killerzellen (NK-Zellen), wihrend bei Tie-
ren, die alter als 12 Wochen sind, gewdhnlich
keine Aktivitit mehr gefunden wird. Wie mit
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der *'Cr-Methode gemessen wurde, bewirk-
ten 100 pg Lentinan/Maus jedoch auch bei er-
wachsenen CBA/] und BALB/c-Miusen eine
signifikante Verstirkung der NK-Akuvitit.
Die ausgezeichnete Wirkung von Lentinan
auf die NK-Aktivitit bei Krebspatienten legt
etnen dhnlichen Mechanismus am Menschen
nahe.

Die fiir die NK-Akuvierung erforderliche
Lentinan-Dosis ist allerdings deutlich hoher
als die fur die Antitumoraktivitit oder andere
immunologische Reaktionen erforderliche.
Daher ist der Anteil der NK-Zellen an der
des derzeit

Antitumoraktivitit Lentinans

noch ungewifi.

Makrophagen und B-Zell-
Aktivierungsfaktoren

Lentinan verstirkt nicht nur die antigenspezi-
fische humorale und zellulire Immunant-
wort, sondern ist auch in der Lage, anti-

genunspezifische
neoplastische Zellen auszulosen. Man hat

Immunantworten gegen

beobachtet, daf§ Lentinan und seine antitu-
moraktiven Analoga cytotoxische peritoneale
Makrophagen nach intraperitonealer oder in-
traventser Injektion induzieren konnen,
withrend die inaktiven Polyglucane allenfalls
eine schwache Aktivierung bewirken. Wic-
derum werden peritoneale Exsudat-Zellen
(PEC) durch Lentinan und andere Glucane
aus Pilzen nur unter i vivo-Bedingungen
cytotoxisch, wihrend die meisten anderen
Immunpotentiatoren dies auch # virro be-
wirken. Dies ist allerdings von der durch
Lentinan erhohten Reaktivitit der Makro-
phagen auf den Makrophagen-Aktivierungs-
faktor (MAF, Interferon) zu trennen, die in
vivo zu einer erthohten Bildung cytostatischer
und cytotoxischer Makrophagen fuhrt. /n
vitro besaflen mit Lentinan behandelte Ma-
krophagen zwar ebenfalls erhohte Reaktivitat
gegen MAF, waren jedoch weder cytotoxisch
noch cytostatisch.

161



Krebswirksame Pilzinhaltsstoffe

H

Komplement— > Lytischer
Komponente C3 Komplex
CSF-1 -
Makrophagen . Aktivierte
MAF Makrophagen

IL-1,48

A Antikérper

v L

—_—

B-Lymphocyten Plasma-~—Zellen

_ Tumor—Antigen

Antiksrper

TNF, INF

N —

Suppressor

T—Lymphocyten Killer—Zellen

aktivierte

Cytotoxische

T--Helfer—Zellen

Y

T-Lymphocyten

y—Interferon

\

S

—_—

Tumor-
Zelle

NKF, IL-2 > Natiirliche
Killerzellen
Tumor—~Nekrose—Faktor
IFN .
- LAK-Zellen
IL-3, GM-CSF aktivierte
L o Granulocyten

]

Abb. 4. Interaktion von Lentinan mit der
zelluliren und humoralen Immunabwehr.
Undifferenzierte ~ Knochenmark-Stamm-
zellen reifen unter dem Einfluf} verschiede-
ner Zytokine zu Makrophagen und Vor-
laufer-Lymphocyten. Letztere werden zu
B-Zellen und Plasmazellen (den Trigern
der humoralen Immunantwort) oder nach
einer Passage durch die Thymusdriise zu T-
Zellen. Diese differenzieren sich weiter zu
T-Helferzellen, Suppressorzellen und ver-
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schiedenen Effektorzellen. Lentinan stimu-
liert vornehmlich die T-Helferzellen, die ih-
rerseits iiber verschiedene Zytokine wie
CSF (Kolonie-stimulierender Faktor), MIF
(Migration inhibierender Faktor), NKF
(Natiirlicher Killer-Faktor), MAF (Makro-
phagen-Aktivierungsfaktor), TNF (Tumor-
Nekrose-Faktor) und verschiedene Inter-
leukine eine Kaskade von Abwehrmecha-
nismen in Gang setzen, die mit der
Zerstorung der Tumorzelle endet. Weitere

Einzelheiten iiber Zusammenhinge im Im-
munsystem findet man in Lit. [5].
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Die Eigenschaft von Polysacchariden, Ma-
krophagen dagegen in vivo cytotoxisch wer-
den zu lassen, ist moglicherweise mit ihrer
Fihigkeit verbunden, den alternativen Weg
des Komplementsystems zu aktivieren. P-
Glucane binden sich anscheinend an den glei-
chen menschlichen Monocyten-Rezeptor, der
die Phagocytose bei anderen Aktivatoren des
alternativen Komplementsystems steuert. In
Gegenwart von T-Zellen oder B-Zellen be-
wirkt dies 7z vivo oder in vitro eine Verstir-
kung der DNA-Synthese und Immunglobu-
lin-Produktion bei peripheren einkernigen
Zellen und hat durch Inhibierung der Sup-
pressor-T-Zell-Aktivitat dadurch einen Ef-
fekt auf die frithen Abwehrmechanismen des
A munsysterns.

Wirkung auf Lymphokinine,
Interferon und Prostaglandine

Neoplasmen und Infektionen werden durch
Interleukiun 2, den Natlirlichen Killerzellen-
Faktor, Makrophagen- Aktivierungsfaktor, T-
Zell-Replacing-Faktor, Kolonie-stimulieren-
den Faktor (CSF) und Interferon kontrolliert,
aber auch durch Potentiatoren der Interleukin
1-Bildung.

Anscheinend bewirkt die verstirkte Bildung
von Lymphocyten-Aktivierungsfaktor (In-
terleukin 1) eine beschleunigte Reifung von
Zellen, die auf Interleukin 2 und NK-Faktor
ansprechen. Die reifen Zellen werden in cy-
totoxische T-Lymphocyten und NK-Zellen
differenziert. Die durch Lentinan bewirkte
iaktivitit von Makrophagen auf den Ma-
Wrophagen-Aktivierungsfaktor - scheint ein
Resultat der verstirkten Bildung von Effek-
tor-Makrophagen zu sein, obwohl in witro
eine Abnahme der unspezifischen Cytotoxi-
zitit gegen Tumorzellen berichtet wurde.

In vivo-Anwendung von Lentinan oder Schi-
zophyllan verstirkte die iz vitro durch Inter-
leukin 2 ausgeldste Induktion Lymphokinin-
aktivierter Killerzellen ebenso wie die dhnlich
induzierte Aktivierung von Killerzellen gegen
einen weiten Bereich solider Tumoren bei
Miusen. Als moglicher Mechanismus der
Antitumor-Wirkung wurde eine Makropha-
gen-abhingige CTL-Reaktion vorgeschlagen
und kiirzlich auch am Menschen fiir Schizo-
phyllan bewiesen [6]: Wie durch Immunreak-
tionen festgestellt wurde, war in Lymphkno-
ten von Patienten mit Cervicalkrebs die Zahl
der Zellen mit Interleukin-2-Rezeptoren
nach einer Schizophyllanbehandlung stark
erhoht; die Reaktion lief der Zahl der Glu-
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can-Injektionen und der Schwere der Erkran-
kung parallel und war bei fortgeschritte-
nem Cervicalkrebs selbst in metastatischen
Lymphknoten nachweisbar.

Lentinan stimuliert auch die Produktion von
Interleukin 1 (Lymphocyten-Aktivierungs-
faktor) in menschlichen Monocyten oder in
Lentinan-induzierten Peritoneal-Makropha-
gen selbst in Konzentrationen von 0.1 pg/ml
in vivo und in vitro. Die Aktivierung von
Killer-T-Zellen durch Interferon-Induktion
wurde jedoch nur beschleunigt, wenn Re-
sponderzellen mit Stimulatorzellen und
gleichzeitig mit Lentinan gemischt wurden.
Die Aktivitit Natiirlicher Killerzellen peri-
pherer einkerniger Zellen war 48 Stunden
lang erhdht, und parallel dazu war der Inter-
feron-Spiegel im peripheren Blutkreislauf bei
Krebspatienten noch 12 Stunden nach der
Lentinan-Gabe erhcht, obwohl stirkere
Interferon-Induktoren wie Poly-1 : C NK-
Zellen nicht im selben Ausmaf} beeinflussen;
Patienten mit Lymphatischer Leukimie spra-
chen besonders gut auf Lentinan an. Die An-
ttumorakrivitat ist jedoch wahrscheinlich
nicht allein auf eine erhohte NK-Aktivitit
zurUckzufiihren, da die fiir eine NK-Aktivie-
rung erforderlichen Lentinan-Dosen deutlich
héher sind als die fiir die Antitumorreaktion
oder andere Immunreaktionen des Lentinans
erforderlichen.

Im Gegensatz zu verschiedenen anderen Im-
munpotentiatoren kann Lentinan zu einer
Herabsetzung  der Prostaglandin-Synthese
fihren. Da die Prostaglandine (PG) in der
Zellmembran synthetisiert werden, hat es den
Anschein, als wiirden die Polysaccharide i
vwo eine langanhaltende Modulation der
Phospholipid-Zusammensetzung der Mem-
bran bewirken und méglicherweise gleichzei-
tig zu einer verringerten Verfiigbarkeit von
Arachidonsiure und Dihomo-vy-linolensiure
fithren, Vorliufern der Prostaglandin-Bio-
synthese.

Die Wirkung auf Serum-Proteine

Erhohte Spiegel des Serumproteins LB (eines
Komplementfaktors B, der méglicherweise
mit Himopexin identisch ist) wurden als Pa-
rameter benutzt, um die Immunmodulatoren
in drei Gruppen mit schneller (1 Tag), langsa-
mer (4-10 Tage) oder fehlender Reaktion ein-
zuteilen. Lentinan erzeugte Spitzenwerte
nach 4 Tagen (Gruppe II), wihrend Stimula-
toren der Gruppe I wie bakterielle Lipopoly-
saccharide (LPS), Poly-1:C .oder Amphoteri-

cin B einen sehr schnellen Anstieg (1 d) des
Serum-LB bewirkten. Ahnliche Effekte einer
Gruppe-11-Wirkung wurden bei Krebspa-
tienten nach Behandlung mit Schizophyllan
beobachtet.

Vor einiger Zeit wurde in Miuseserum kurz
nach einer Lentinan-Gabe ein neuer Serum-
faktor entdeckt, der die Produktion der
Akutphasen-Transportproteine Haptoglobin,
Himopexin und Coeruloplasmin stimuliert.
Dieser Induktor (APPIF, Akutphasen-Trans-
portproteine induzierender Faktor) wird von
Makrophagen gebildet und reguliert mog-
licherweise die Produktion der Akutphasen-
Transportproteine in Hepatocyten. Das Auf-
treten von APPIF scheint
verstirkten Bildung vasodilatatorischer und
Himorrhagie-induzierender Faktoren sowie
Interleukin 1 eines der ersten Anzeichen fiir
das Eintreten der Lentinan-Wirkung zu sein.

neben einer

Dies ist mit Beobachtungen verwandt, daf}
die normale Lymphocytenreaktion —auf
Phytohdmagglutinine durch Zugabe von Se-
rum krebskranker Patienten zu Zellkulturen
signifikant gehemmt wird, wobei ein vom
Krankheitsverlauf abhingiger Einfluf§ beob-
achtet wird. Diese Befunde zeigen an, daf} Se-
rumfaktoren, die moglicherweise i vivo und
in vitro mit der immunsuppressiven Aktivitit
korrelieren, bei Krebspatienten erhéht sind.
Besonders ein o,-Macroglobulin (IAP, im-
munsuppressives acides Protein), das bei
gesunden Kontrollpersonen fehlt, blockiert
die Antigen-Erkennung -durch menschliche
Lymphocyten sehr effektiv.

Nach einer Tumortherapie mit Lentinan zeig-
te andererseits ein Teil der Patienten eine Ver-
minderung der immunsuppressiven Aktivitit,
begleitet von Symptomen klinischer Besse-
rung. In den Seren dieser Patienten, nicht je-
doch in denen ohne klinische Besserung, war
ein B-Globulin erhoht, das die Reaktion nor-
maler Lymphocyten auf Phytohimagglutini-
ne verstirkte und eine bemerkenswerte Inhi-
bition des Tumorwachstums bei Miusen
zeigte.

Andere Serum- oder Zellfaktoren

Der Spiegel des Kolonie-stimulierenden Fak-
tors (CSF) wurde durch eine einzige i. p. In-
jektion von PSK erhéht (wenn auch erst bei
hohen Dosen), wie an Knochenmarkszellen
der Maus gezeigt wurde. Anscheinend ist die
Erhéhung des CSE-Spiegels einer der Tumor-
abwehrmechanismen, die durch immunmo-
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dulierende Antitumorwirkstoffe i vivo in-
duziert werden.

In Ratten mit 7,12-Dimethylbenzanthracen-
induzierten Mammatumoren wurde der Spie-
gel der Ostrogenrezeptoren durch Lentinan-
Behandlung geringfiigig  herabgesetzt, der
Gehalt der Progesteron-Rezeptoren stieg
dagegen erheblich an. Die Konzentration von
Prolactin im Blut sank auf die Hilfte des
Wertes in Kontrollgruppen, was die deutliche
Suppression des Tumorwachstums unter
Lentinan erkldrt, da Prolactin als wichtigstes
Hormon fiir das Wachstum von Dimethyl-
benzanthracen-induzierten Mammatumoren
bei Ratten verantwortlich ist. Der einzige Pa-
mmeter, der durch den inhibitorischen Effekt
®on Lentinan auf Methylcholanthren-indu-
zierte transplantierbare Fibrosarcome beein-
fluflt wurde, war dagegen die Bildung des die
Zellwanderung inhibierenden Faktors (MIF).
Zellen aus regionalen Lymphknotenzellen
mit Lentinan behandelter Miuse zeigten ein
Maximum der Reaktion zu dieser Zeit,
wihrend von Zellen aus der unbehandelten
Kontrollgruppe praktisch kein MIF gebildet
wurde, im Gegensatz zu Lentinan-behandel-
ten Miusen, die die Tumoren in allen Fillen
abstieflen.

Ein weiterer Parameter ist anscheinend die In-
duktion des endogenen Tumor-Nekrose-
Faktors (TNF) durch Kombinationen von
Lentinan und einem Trigger wie OK-432 (=
Picibanil). Die TNF-Aktivitit hielt bis zu 10
Stunden nach der Lentinangabe an. Ein syn-
krgistischer Effekt von teilgereinigtem TNF
nn Kombination mit Lentinan+(und auch Che-
motherapeutica) ist mehrfach bestatigt wor-
den [7]: Dies zeigt, dafl Lentinan das thera-
peutische Potential von TNF erweitert und
bei der Vorbeugung gegen Metastasen von
Nutzen sein kann. Cyclophosphamid verrin-
gerte dagegen die Aktivitit des TNE

Synergistische Effekte im
Tiermodell

Eindrucksvoller als Resultate mit den reinen
Pilzglucanen sind die synergistischen Antitu-
moreffekte von Schizophyllan und besonders
Lentinan in Kombination mit anderen Im-
munmodulatoren oder Chemotherapeutica:
Die Kombinationstherapie von Lentinan (als
langsam wirkendem Immunmodulator) und
Lipopolysacchariden oder der Streptococcus
pyrogenes-Priparation PK-432 als schnell-
wirkendem Immunmodulator erwies sich ge-
gen zahlreiche experimentelle Tumoren als
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auflerordentlich wirksam. Auch schwach im-
munogene Tumoren liefen sich erfolgreich
bekimpfen, wenn zusitzlich OK-432 oder
Cyclophosphamid zur Verstarkung der ver-
zogerten Hypersensitivitits-Reaktion bzw.
zur Auslésung intratumoraler Entziindungs-
reaktionen verabreicht wurde. Im Gegensatz
zu emer Behandlung allein mit Glucanen
sprachen auch Lungenmetastasen auf eine
Kombination vorr Schizophyllan oder Len-
tinan mit Cyclophosphamid an. Nachweisbar
ist in vitro eine unter der Behandlung erhshte
cytolytische Aktivitit der Makrophagen im
Lungengewebe.

In Kombination mit Amphotericin B (10
mg/kg KG/Tag) ergab Lentinan (10 Tage, je
1 mg/kg KG/Tag) eine Tumorinhibition
(Ehrlich-Ascites) von 99 % und Totalremis-
sion in 7 von 8 Fillen. Ahnliche beein-
druckende Ergebnisse wurden mit Lentinan
in Kombination mit Cyclophosphamid,
Mitomycin C, 5-Fluoruracil, Cytosin-ara-
binosid, 6-Mercaptopurin, Azaserin oder
menschlichem Interleukin 2 beobachtet.

Interferon und Interferon-Induktoren spielen
anscheinend eine bedeutende Rolle bei der
Eingrenzung von Nebenwirkungen von Dro-
gen mit spezifischer Toxizitdt auf den Zellzy-
klus, ohne jedoch deren Antitumoraktivitit
zu erniedrigen: So schiitzte Interferon-Induk-
tion durch Lentinan bei 5-Fluoruracil auch
vor einer tddlichen Uberdosierung (140
mg/kg KG). Durch Cytofluorometrie von
Knochenmarkszellen wurde nachgewiesen,
dafl unter der Behandlung der Ubergang der
Zellen in die S-Phase verzogert und eine Ak-
kumulation in der G/G,-Phase wihrend der
ersten 48 Stunden bewirkt wurde. Ganz ent-
sprechend wurde auch eine Verbesserung des
Blutbildes durch Lentinan nach Bestrahlung
beobachtet.

Die Immunstimulation resultiert ebenfalls in
einem synergistischen Effekt von Lentinan
und der chirurgischen endocrinen Tumorthe-
rapie. Lentinan beschleunigt die Degenerie-
rung der Tumorzellen und induziert die Infil-
tration von Lymphocyten, Makrophagen und
inflammatorischen Zellen in die carcinomato-
sen Herde, wirkt aber wahrscheinlich auch
durch regulatorische Mechanismen iiber die
hormonale Homdostase des Wirts. Die chir-
urgische endocrine Therapie allein (Ovariec-
tomie, Adrenalectomie oder Adrenalectomie
plus Ovariectomie) resultierte in einer nur
teilweisen Hemmung des Tumorwachstums
bei Ratten mit palpablen Mammatumoren.

Die mehrfache Injektion von Lentinan vor
oder nach einer chirurgischen endocrinen
Therapie erniedrigte das Risiko der Metasta-
senbildung und bewirkte eine weit stirkere
Regression des Tumorwachstums als die
Operation allein oder auch deren Kombina-
tion mit Tamoxifen.

Die durchschnittliche Uberlebensdauer wur-
de unter einer Kombinationstherapie mit
MFC (Mitomycin C, 5-Fluoruracil und
Cytosin-arabinosid) durch Lentinan um ctwa
30 % erhoht. Auch hier sprach die Immuno-
therapie am besten an, wenn der Tumor be-
reits eine gewisse Grofie erreiche hatte.

Bei der Operation von Primartumoren konn-
ten Lungenmetastasen bei 70 % der Mause
vermieden werden, wenn Cyclophosphamid
vor der Operation, Lentinan jedoch danach
gegeben wurde. Uberhaupt erwies sich die
richtige zeitliche Abfolge der einzelnen Medi-
kamente als sehr wichtig.

Es ist erwihnenswert, dafl Lentinan und an-
dere Glucane folgerichtig auch die Wider-
standsfahigkeit gegen bakterielle Infcktionen
erhohen, die bei der Chemotherapie von Tu-
moren haufige Begleiterscheinung sind.

Die klinische Anwendung von
Lentinan

Wie die Resultate aus Tierexperimenten nahe-

legen, kann der Einsatz von Glucanen in der

Krebsbehandlung moglicherweise ein weite-
rer Schritt in Richtung einer Immuntherapic
des menschlichen Krebses, besonders in
Kombination mit Chemotherapie und der
chirurgischen Entfernung des Tumors sein;
zahlreiche vielversprechende Ergebnisse wur-
den auch von Schizophyllan berichtet. Stu-
dien tiber eine immunologische Behandlung
werden am Menschen jedoch nur in Japan in-
tensiv betrieben, obwohl die Resultate mehr-
jahriger Phase II-Studien'® mit fortgeschrit-
tenem und rezidivierendem Magen- und
Colo-rectal-Carcinom eine betrichtliche Ver-
lingerung der Uberlebensrate ergeben hatten.

Lentinan, Schizophyllan und PSX sind in Ja-
pan gebrauchsfertic kommerziell erhiltlich
[81. Gestiitzt auf die Tierversuche wurden die
klinischen Phase I und II-Versuche entweder
mit 0,5-1,0 mg Lentinan/Patient alle 4 Tage
oder mit 2 mg/Woche durchgefiihre; dies ist
die wirksamste Dosierung. In Kombination
mit 5-Fluoruracil oder Tegafur wurde eine
signifikante Verlingerung der Uberlebenszeit
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bei Patienten mit fortgeschrittenem oder rezi-
divierendem Magenkrebs, Hirntumor, Lun-
genkrebs und Uterus/Cervical-Krebs beob-
achtet.

Zur Verhiitung von Mikrometastasen nach
Tumoroperationen ist ein genauer Zeitplan
wichtig: Die besten Resultate wurden in
Kombination mit Chemotherapie beobachtet,
wenn Lentinan 1. m. 2-3 Wochen nach der
Behandlung mit z. B. Cyclophosphamid ge-
geben wurde; vorher oder nachher wurden
deutlich geringere Effekte beobachtet. Oral
sind Lentinan und fast alle anderen Pilzgluca-
ne tbrigens weit weniger wirksam.

= der Kombination mit intraarterieller In-
™®on von 250 mg 5-Fluoruracil/Tag und
tiberlagerter systematischer Therapie mit ab-
wechselnd Lentinan und Picibanil wurden
beeindruckende Resultate bei inoperablem
Magenkrebs erzielt [9]: Hevorstechendes
Merkmal waren eine Verbesserung der immu-
nologischen Parameter und ein Anstieg der
Zahl peripherer Leukocyten und Lym-
phocyten. Auch wenn ein Abfall nach der
Chemotherapie eingetreten war, erreichten
die Zahlen rasch wieder die Normwerte, wo-
bei gleichzeitig die Konzentration von Tu-
morzellen in den Kérperfliissigkeiten be-
trachtlich abnahm.

Klinische randomisiert kontrollierte Studien
[10] haben die Effektivitit und Sicherheit der
Anwendung von Lentinan bei adrenalecto-
mierten und ovariectomierten Patienten mit
sxidivierendem Brustkrebs gezeigt. Unter
W Behandlung mit Lentinan allein oder in
Kombination mit Chemotherapeutica zeigten
die Patienten lingere krankheitsfreie Interval-
le und lingere Uberlebenszeit und zu 50 %
einc Uberlebenszeit von 35 Monaten gegen-
tiber nur 12 Monaten in der Kontrollgruppe.
In einer Langzeitstudie wurde eine Uberle-
bensrate von tiber 30 % bei stark hormonab-
hingigem Brustkrebs erreicht. Schwere Ne-
benwirkungen wurden nicht beobachtet. In
Kombination mit chirurgischen Mafinahmen
gilt Lentinan in Japan daher als niitzliches
und nebenwirkungsfreies Medikament zur
Behandlung von Mammatumoren.

Multi-institutional randomisierte Kontroll-
studien iiber die Wirkung von Schizophyllan
in der Tumorbehandlung hat Furue” zusam-
mengefafit: Bei i. m. Injektion dieses Glucans
in Dosen von 2 x 20 mg/Woche iiber 7-10
Wochen in Kombination mit konventioneller
Chemotherapie erhéhte sich die 50 %-Uber-

Pharmazie in unserer Zeit / 21. Jahrg. 1992/ Nr. 4

lebenszeit von Patienten mit operablem oder
fortgeschrittenem Magenkrebs, Lungenkrebs
und vor allem Ovarialkrebs gegeniiber der
Kontrollgruppe signifikant.

Toxizitit

Die akute Toxizitit von Lentinan und Schi-
zophyllan ist sehr niedrig. Bei Miusen und
Ratten liegt die LD, bei 250-500 mg/kg (1. v;
nach anderen Berichten sogar > 4000 mg/kg).
Die hoéheren Dosen bewirken Zyanose,
Krampfe und Tod. Bei der Obduktion findet
man Vergréflerung der Milz, Nodulen in den
Nieren, Erytheme der Ohren, himorrhagi-
sche Verdnderungen in Lunge und Abdomen,
Vergroflerung der mesenterischen Lymph-
knoten und Odeme in Diaphragma und In-
testinum.

Histopathologisch waren Veranderungen im
reticuloendothelialen System wie z. B. Proli-
feration der Reticularzellen sowie Mikro-
nodulen von Epithelzellen in der Milz, der
Leber und den Lymphknoten auf die Behand-
lung zurlickzufithren; weiterhin Arteriitis in
verschiedenen Organen, besonders in Epidi-
dymis, Intestinum und Mesenterium, schlief3-
lich auch himorrhagische Verinderungen in
Lunge, Intestinum und Harnblase und Folge-
schiden wie chronische Nephropathie, Hy-
pospermatogenese, spermatische Granulome
in der Epididymis und granulomatése Ent-
ziindungen an Ohren, Schwanz und Skro-
tum.

Die Langzeiteffekte einer Uberdosierung von
Lentinan sind am Rhesus-Affen mit Schaum-
zell-Reaktionen in Lunge, Leber, Nieren,
Milz, Lymphknoten und Knochenmark ver-
bunden, in wechselndem Ausmafl auch mit
Vasculitis und damit einhergehenden Reak-
tionen. Am Beaglehund werden dhnliche Ver-
inderungen und filamentése Einschliisse in
Leber, Nieren und Milz beobachtet. Von
beiden Tierarten wurden Dosierungen von
0,5 mg/kg/Tag ohne Folgen vertragen.

Mehrere Studien befassen sich mit der Wir-
kung von Lentinan auf die pri- und postnata-
le Entwicklung bei Ratten. Es fanden sich
keinerlei Anzeichen dafiir, daf} die Behand-
lung der Eltern die Entwicklung oder die Re-
produktion des Wurfes schadigte. Auch bei
Kaninchen wurde in Dosierungen bis 1,0
mg/kg/Tag Lentinan 1. v. keine Schidigung
festgestellt.

Am Menschen wurden in klinischen Phase
I/T1-Studien mit Lentinan in 3 von 50, 17 von
185 und 58 von 1354 Fillen [11] leichte Le-
berfunktionsstorungen, Beklemmungsgefiih-
le in der Brust oder Petechien an den Beinen
beobachtet. In Kombination mit 5-Fluorura-
cil oder Tegafur wurden in 10 von 14 Fillen
die folgenden Symptome beobachtet und auf
Lentinan zuriickgefiihrt: Ubelkeit und Etbre-
chen (2 Falle), Druck in der Brust (4), Hitze-
wallungen, Hautrotung und Schwitzen (2),
Blutdruckanstieg und Kopfschmerzen (2).
Alle Vorfille waren voriibergehend und nicht
ernst.

Nach Infusion von Lentinan-Losung bei Pa-
tienten mit Magenkrebs wurde der maximale
Blutspiegel (51-73 ng/ml) nach 2 Stunden er-
reicht; danach fiel der Spiegel allmihlich ab,
Lentinan war jedoch noch nach 1 Woche
nachweisbar (5 ng/ml). Im Tierexperiment
mit *H-Methyl-Lentinan verschwand die Ra-
dioaktivitdt rasch aus Blut, Lunge und Nieren
und reicherte sich in Leber, Milz und mesen-
terischen Lymphknoten an. Ausscheidung
tiber den Urin wurde beobachtet, die Abat-
mung von Tritium war jedoch gering. Uber
die Galle oder die Milch wurden nur Spuren
ausgeschieden, auch ein Transport zum Fetus
ist ohne Bedeutung. Selektive Inkorporation
in Tumorgewebe wurde nicht beobachtet.

Da hochreine Polysaccharide keine Antigen-
eigenschaften haben, sind sie bei Anwendung
therapeutischer Dosierungen generell wenig
bedenklich. Es ist jedoch zu beachten, daf}
Lentinan die Histamin- oder Seroto-
nin-Empfindlichkeit erhéht. Adrenalecto-
mierte Miuse wurden nach 0,05 mg
Lentinan/Maus/Tag iiber mechrere Tage und
anschliefende 1. p. Injektion von 6 mg Hist-
amin im Abstand von 3-4 Tagen getétet,
nicht dagegen Miuse in der Kontrollgruppe,
die nur mit Lentinan oder Histamin bchan-
delt wurden. Dies kann bei Anwendung von
Lentinan in Kombination mit Serotonin von

Bedeutung sein.

Schluf}folgerungen

Wegen Unléslichkeit oder raschen enzymati-
schen Abbaus im Organismus durch gewisse
Glucan-Hydrolasen sind (1—54)-- (wie Cel-
lulose), (1—4)-0- (Stirke, Cyclodextrine),
oder (1-3)-0-Glucane gewdhnlich unwirk-
sam. Ebenso ist dic 0-D-Fruktose-Kette in
Inulin inaktiv, und Agarose ist nur schwach
wirksam, was zeigt, daf} Polymere aus [some-
ren oder Epimeren der Glucose in der o/p-
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Galactan-Konfiguration den alternativen Weg
des Immunsystems nicht nennenswert stimu-
lieren. Offenbar tritt Antitumor-Aktivitat
nur dann auf, wenn gewisse strukturelle
Voraussetzungen erfiillt werden: Erforder-
lich sind offenbar (1—3)-B-Verkniipfungen
mit (1-6)-B-Verzweigungen oder ein (1—6)-
B-Geriist mit (3—1)-B-Verzweigungen, was
zu C-6-verzweigten (1—3)-B-D-glucopyra-
osyl-(1—-3)-B-D-glucopyranosyl-Resten  als
der kleinsten gemeinsamen Einheit fithrt.

Ebenso wichtig fir die Antitumor-Aktivitit
wic die Monosaccharid-Zusammensetzung
und (1-3)-B-Verzweigung sind die moleku-
lare Konformation und supramolekulare
wrrukturen. Laminaran und Pachymaran ha-
Wen zwar eine (1—53)-B-Verkniipfung, die
Stringe sind jedoch monohelical und zeigen
deshalb keine oder nur schwache Wirkung.
Entsprechend zeigt das hochaktive (1—3)-B-
glucosidische Lentinan fast keine Wirkung
mehr gegen Sarcoma-Ascites-Tumoren bei
Mausen, wenn durch Zusatz von Harnstoff
die Tertidrstruktur verindert wird.

Je linger die Kette ist, um so hoher ist die Ak-
tivitdt. Da die Verbindungen jedoch noch eine
gewisse Loslichkeit aufweisen missen, sind in
Wasser unlésliche Glucane (z. B. Pachyman)
wiederum inaktiv.

Unter den verschiedenen Antitumor-Gluca-
nen ist Gber Lentinan am meisten bekannt.
Obwohl nicht direkt cytotoxisch, stellt es
nach zahlreichen Untersuchungen einen der
wirksamsten Immunpotentiatoren tiberhaupt
'dar. Es unterscheidet sich von anderen Im-
munpotentiatoren wie BCG, C. parvum, Zy-
mosan oder Endotoxinen dadurch, daff es 1.
ein T-Zell-orientiertes Adjuvans bzw. ein T-
Helferzellen-Stimulator ist (dessen Effekt der
Produktion von T-Zell-Wachstumsfaktor
verwandt ist). Es verstirkt 2. die Aktivitat der
Natiirlichen Killerzellen, die unspezifische
Cytotoxizitit der Makrophagen und 3. die
humorale antikorperabhingige zellvermittelte
Immunantwort (ohne Toxizitit gegen den
Wirt zu zeigen): Lentinan verstirkt dagegen
nicht die Phagocytoseaktivitit der Makro-
phagen und induziert keine Suppressorlym-
phocyten.

Wahrscheinlich ist die rasche Regression von
Tumoren ein Phinomen, das bei allen Antitu-
mor-Polysacchariden einem gemeinsamen
Mechanismus gehorcht. Erster Schritt in
einer Sequenz von Ereignissen kdnnte eine
gesteigerte Effizienz der Vermehrung von
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Lentinan jedoch durch die erhohy
verfugbaren CTL-P-Zellen. Digs lost eine
‘verstirkte Produktion versc

Vorlaufern cytotoxischer —T-Lymphocyten
(CTL-P) scin, g€ grofiere Empfindlichkeit
der CTL-P-Zellen gegen Interleukihy 2 oder
eine indirekte Wirkung auf der Eben¢ von T-
Helferzellen; am wahrscheinlichstgn wirkt

Zahl der

icdener bioakti-
ver Serumfaktoren aus, di€ in eine komplexe
Stimulition—des—T-Zell-abhingigen Pfades
einmindet und mit der Zerstérung der
Tumorzellen endet. Weitere Einzelheiten sind
bei Chihara, Akiyama, Levy und Furth nach-
zulesen.

Lentinan und Zhnliche Polysaccharide aus
Pilzen sind besonders effektiv in der Kombi-
nation mit Chemotherapie oder Chirurgie bei
Dosierungen von 1 mg Lentinan/Patient alle
vier Tage (sehr viel hohere Dosen sind un-
wirksam oder sogar Tumor-férdernd). Die
Effizienz dieses Konzepts wurde in mehreren

"Doppelblindstudien und nach 4 und mehr

Jahren in Phase III-Folgestudien [12] bewie-
sen. Offensichtlich haben Schizophyllan,
PSK und Lentinan bei niedriger Dosierung
nur geringe oder keine Nebenwirkungen, er-
hohen jedoch die Uberlebenszeit selbst bei
Patienten mit fortgeschrittenem Carcinom,
teilweise mit bemerkenswert hohen Uberle-
bensraten (iiber 30 %). Besonders die Verhii-
tung von Mikrometastasen nach der chirurgi-
schen Resektion von Tumoren ist eine Domi-
ne von Lentinan und dhnlichen Glucanen.

Der mangelnden Selektivitit der konventio-
nellen Chemotherapie, ihren Nebenwirkun-
gen und der unvermeidbaren Suppression des
Immunsystems konnte eine Behandlung mit
Pilzglucanen wirksam entgegensteuern. Ob-
wohl die Glucane in Europa bisher tberwie-
gend kritisch beurteilt werden, erscheint es
dennoch lohnend, diesen Naturstoffen be-
sonders in der Tumortherapie zukinftig
mehr Beachtung zu schenken.
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