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SAMMENDRAG

Bakgrunn: Sopp er kjent over hele verden pa grunn av sine ernzringsmessige og
farmasgytiske (antitumor, antioksidative, hypotensive, leverprotektive, kolesterolsenkende,
antifibrotiske, antidiabetiske, antimikrobiele, antivirale og anty-inflomatoriske) egenskaper.
Bioaktive forbindelser fra sopp med antitumor egenskaper er spesielt interessante. Disse
egenskapene relateres vanligvis til beta-(1—3)(1—6)-bundne-glukaner. De virker via binding
til beta-glukan-spesifikke reseptorer pa makrofager, noe som farer til aktivering av adaptiv

immunitet.

Albatrellus ovinus (faresopp) er rik pa celleveggmateriale, men lite studert fra fgr. En
beslektet art av Al. ovinus (Confluent polypore) inneholder polysakkarider med antitumor
aktivitet. Dermed er faresopp en god kandidat til isolering av mulige bioaktive polysakkarider
(inkludert beta-glukaner), karakterisering av deres struktur og undersgkelse av deres effekt pa

legumainaktivitet i RAW 264.7 makrofager.

Legumain er en asparginylendopeptidase som spalter spesifikt proteinsubstrater.
Overekspresjon av legumain har blitt rapportert i flere krefttyper. Pa grunn av hgye
konsentrasjoner av legumain i svulstens mikromiljg, kan pavirkning av legumain veere en
mulig strategi for behandling av kreft. Derfor ble det testet i hvilken grad de isolerte

polysakkarider fra A. ovinus pavirker legumainaktiviteten.

Metoder: Monosakkaridsammensetning, bindingsforhold og molekylvekt til vannekstrakt
WAO0 (WAOoF1 og WAOF»), samt alkaliekstraker AAoSw og AAolw ble bestemt ved
metanolyse, NMR, GC MS, SEC kromatografi og affinitetskromatografi. For & forbedre
lgselighet av vannulgselig AAolw ble det forsgkt partiell syre hydrolyse. Begge alkali
fraksjonene ble behandlet med alfa-amylase for a fjerne fra beta-glukaner alfa-(1—4)-bundne
— D- glukoseenheter som ble oppdaget under strukruroppklaring. 1 tillegg ble WAOoF1,
AAolw, AAoSw og deres alfa-amylase behandlede fraksjoner videre testet i hvilken grad de
kan pavirke legumainaktivitet i RAW 264.7-makrofager som produserer legumain og
utrykker overflatereseptor Dectin-1, som spiler en viktig rolle i cellular respons for

karbohydrater.

Resultater: Eksklusjonskromatografi av WAGo viste to topper: WAoF: (Mw 251,0 kDa) som
bestod av en alfa-(1 — 6)-bundet - D-galaktan med alfa-L-fukose i posisjon 2 pa hver 3.
galaktoseenhet og WAO0OF, (Mw 12,0 kDa) som inneholdt rester av fukogalaktan, beta - (1—
3) -bundet D-glukan og alfa - (1— 4)-bindet -D- glukan med forgreningene i posisjon 6. Det
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vannlgselige fukogalaktanet gav nesten ingen hemming av legumainaktivitet i dosen 1 mg/mL
sammenlignet med kontroll, men 41,5 % hemming av legumainaktivitet i dose-responsforsgk
uten dose-respons, noe som kan tyde pa forurensing av de analyserte prgvene med LPS.
WAOF; ble ikke testet pa biologisk aktivitet.

Vannlgselig alkaliekstrakt AAoSw (Mw 324,5 og 16,7 kDa) hovedsakelig bestod av en beta-
(1— 3) bundet -D- glukan med enkle glukoseenheter (eller sidekjeder) pa hver 5.
glukoseenhet. Samtidig ble det oppdaget sma mengder av alfa-(1— 4)(1— 6) -bundet -D-
glukan. Vannlgselig beta - (1—3)(1—6)-bundet -D- glukan gav nesten ingen hemming av
legumainaktivitet sammenlignet med kontroll og ble derfor ikke testet videre i dose-
responsforsgk. Samtidig ble det funnet at amylasebehandlet beta-glukan hemmet
legumainaktivitet sammenlignet med kontroll, men uten dose-respons. Dette kan tyde pa at
polysakkarider i prgven ble forurenset med LPS. Tilstedeveerelse av potente LPS gav ingen
doserespons i dose-responsforsgk.

Vannulgselig alkaiekstrakt AAolw (Mw 285,5 kDa og 15,9 kDa) bestod av vannulgselig beta
- (1—3)-bundet -D- glukan med enkle glukoseenheter (eller sidekjeder) pa hver 8.
glukoseenhet. Samtidig ble det oppdaget nesten like store mengder av alfa-(1—4) -bundet -D-
glukan med forgreninger (enkle glukoseenheter eller sidekjeder) i pasisjon 6 pa hver 18.
glukoseenhet. AAolw gav 22,5 % hemming av legumainaktivitet sammenlignet med kontroll,
sterst hemming av legumainaktivitet mellom de ra - ekstraktene. Samtidig ble det funnet at
amylasebehandlet beta-glukan fra AAolw hemmet legumainaktivitet sammenlignet med
kontroll, men uten dose-respons. Alt dette kan tyde pa at polysakkarider i prgven ble

forurenset med LPS.

Konklusjon: Pa basis av de utferte analysene var det foreslatt at celleveggen pa faresopp

bestar av:

> alfa-(1 — 6)-bundet - D-galaktan med alfa- L- fukose i posisjon 2 pa hver 3.
galaktoseenhet

iR 1 . 18 - -
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» beta-(1—3) bundet-D-glukan med enkle glukoseenheteter (eller sidekjeder) i posisjon
6 pa hver 5. glukoseenhet. Sidekjeder ikke vist.

» beta-(1—3) (1—6) bundet-D-glukan med enkle glukoseenheter (eller sidekjeder) i
posisjon 6 pa hver 8. glukoseenhet. Sidekjeder ikke vist.

» alfa-(1—4) (1—6) bundet -D-glukan med enkle glukoseenheter (eller sidekjeder) i
posisjon 6 pa hver 18. glukoseenhet. Sidekjeder ikke vist.

Det var nesten umulig a pavise i hvilken grad disse polysakkaridene fra A. ovinus kan pavirke
legumainaktivitet i RAW 264.7-makrofager pa grunn av mulig LPS kontaminasjon av

analyserte progver.
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1. FORKORTELSER

AA0SW Alkali Albatrellus ovinus Soluble water extract

AAolw Vannlugselig alkali ekstrakt av A.ovinus

AA0SWAB Alfa amylase behandlet fraksjon av AAoSw (bunnfall)

AAOSWAS Alfa amylase behandlet fraksjon av AAoSw (supernatant)

AA0IWAB Alfa amylase behandlet fraksjon av AAolw (bunnfall)

AAOIWAS Alfa amylase behandlet fraksjon av AAolw (supernatant)

AAolw 1-1 Partiell hydrolysert AAolw etter 1 time

AAo0Sw 1-1 Partiell hydrolysert AAoSw etter 1 time (lgselig og ulgselig
fraksjonene)

AG-II Type Il arabinogalaktan

Akt Proteinkinase B

A.ovinus Albatrellus ovinus

AEP Asparginylendopeptidase

AHCC Aktiv heksose korrelerte forbindeler

BSA Bovin serum albumin

BRMs Biological response modifiers

CD Klaster av differensiering

CR1 Komplement reseptor 1

CR3 Komplement reseptor 3

CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate
hydrate

Con A Concanavalin

CTL Cytotoksiske T-lymfocytter

DCM Diklormetan

DMSO Dimetylsulfoksid

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle medium

DTT Ditiotretiol

EAo Et etanolekstakt av A.ovinus

EtOH Etanol

ERK Y2 Ekstracellulere signalregulert kinase %2

FID Flammeionisasjonsdetektor

Fuc Fukose
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FBS Fetal bovint serum

Gal Galaktose

Gsk3 Glykogensyntase kinase 3-

GM-CSF Granulocytt-makrofag koloni stimulerende faktor
GC Gasskromatografi

GC-MS Gasskromatografi-massespektrometri

Glc Glukose

GL (1,3)(1,4)-p-Glukan ; Molecular Weight Standarts
HPLC High pressure liquid chromatography (vaeskekromatografi)
H202 Hydrogenperoksid

IFN-y Interferon y

IFN-c Interferon c

IL Interleukin

Is Internstandart

JNK c-Jun N-terminal kinase

JNK 1/2 Jun N-terminal kinase %2

kv Kolonnevolum

LAF-benk Benk med vertikal laminer luftstrgm

LPS Lipopolysakkarid

Man Mannose

Mp Toppmolekylvekt

Mw Molekylvekt (sterrelsen av polysakkaridkjeder), Da
Mn Molekylvekt (Iengden av polysakkaridkjeder), Da
M-CSF Makrofag koloni stimulerende faktor

M1 makrofager

Klassisk aktiverte makrofager

M2 makrofager

Makrofager som involvert i stimulering av tumor utvikling

(alternative aktiverte)

MAPK p38mitogenaktivert protein kinase

MHC II Major histocomptibility complex klasse Il
MMP Matrix metalloproteinase

NMR Nuclear magnetic resonance
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NFkappaB Nuklear faktor — kB

PGE> Prostaglandin E;

PMB Polymyxin B

PAK p21-aktivert kinase

PI3K Phosphatidylinositol-3 kinase

PAMPs Pathogen-associated molecular patterns
PTK Protein-tyrosin-kinase

P20s Fosfor(V)pentoksid

PS Fosphatidylserine reseptor

PRR Pattern recognition receptor

PBS Natrium fosfat buffer

Pd Polydespersitetsindeks

PL Pullulanstandarder

PMAA Partially methylated alditol acetates

P/S Penicillin Streptomycin

ROS Reaktive oksygen species

Rac 1 Ras-relaterte C3 botulinum toxin substrat 1
Rpm Runder per minutt

ROS Reaktive oksygen species

SEC Size-exclusion chromatography, eksklusjonskromatogfi
SR4 Scavenger respetor 4

Src Proto-onkogen protein kinase

TMS Trimetylsilyll

TLR Toll- like reseptor

TFA Trifluoreddiksyre

TSP Trimetylsilyl propanylsyre

TNF-alfa Tumor nekrosefaktor alfa

VEGF Vaskuler endotelial vekstfaktor

WA©O Water extract Albatrellus ovinus

WAOF, Water extract Albatrellus ovinus Fraction 1
WAOF Water extract Albatrellus ovinus Fraction 2
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WAOF,AB Water extract Albatrellus ovinus Fraction 2 Amylase treated
(sediment)

WAOF,AS Water extract Albatrellus ovinus Fraction 2 (supernatant)

WAO0AB Water extract Albatrellus ovinus Amylase treated (sediment)

WAO0AS Water extract Albatrellus ovinus Amylase treated (supernatant)

Xyl Xylose
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2. INNLEDNING

2.1. SOPP
Det er anslatt at det finnes rundt 140 000 sopparter pa Jorden og bare 10 % av dem er studert
(Hawksworth, 2001; Wasser, 2002).

Sopp, eller Fungi (Mycota) er et rike av heterotrofe eukaryote organismer som er avhengig av
organisk nering og mangler klorofyll. Mange av dem er bygget opp av hyfer. Hyfeveggen
bestar normalt av kitin og glukan. Glykogen er oftest opplagsnering. Hyfemasse danner ofte

mycel (et forgrenet nettverk) (Dey et al., 1996).

Ifalge utviklingshistorikken har soppriket felles rot med dyreriket. Det finnes noen likheter
mellom sopp og dyr. Et eksempel glykogen (stivelse hos dyr) som opplagsnering og Kitin
som strukturelt element i soppcelleveggen (Rayner et al., 1987; Fambrough, 1994). Kollagen

(et strukturprotein) er funnet bade i sopp og i dyreriket (Celerin et al., 1996).

Utrykket «sopp» i biologien inkluderer ikke bare storsopp, men ogsa mugg, mikrosporidier,
gjer, alge-, koblings- og tradsoresopp. Utrykket «sopp», som det brukes i det vanlige liv, er
ikke en biologisk definisjon. | fglge Chang og Miles kan sopp defineres som makrofungi med
karakteristiske fruktlegemer som kan vere epigeous (fruktlegemer over bakken) eller
hypogeous (underjordiske fruktlegemer) og godt synlige for det blotte gye for a bli plukket for
hand (Chang & Miles, 1992). Makrofungi med karakteristiske fruktlegemer harer vanligvis til
klassen av  Basidiomyceter  (stilksporesopper) o0g noen ganger Ascomyceter

(sekksporesopper).

Sopp har lenge veert en svart velsmakende og naringsrik mat i mange samfunn over hele
verden. For de gamle kinesere var sopp «livets eliksir». De gamle romerne betraktet sopp som
«mat fra Guder» og de tidligere egypterne gav sopp navnet «Gave fra Gud Osiris». Mange
gamle samfunn brukte de hallusinogene egenskapene fra enklere sopper (Amanita muscaria
og Psilocybe spp.) i sin religigse praksis (Samorini, 2001; Rogers, 2011). | vare dager
benyttes sopp fortsatt som mat i ulike deler av verden pa grunn av sitt innehold av
karbohydrater, aminosyrer, mineraler og proteiner (Elsayed et al., 2014; Hyde et al., 2010;
Kalag, 2013; Wang & Marcone, 2011).

Mange sopp brukes fortsatt i folkemedisin, spesielt i Kina, Japan, Afrika og Russland, siden
de inneholder mange bioaktive metabolitter med hgy medisinsk verdi (polysakkarider,

proteoglukaner, terpenoider, fenoliske forbindelser, steroider og lektiner) (Hobbs, 1995;
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Rogers, 2011; He et al., 2012). Ekstrakter av sopp har blitt brukt i medisin pa grunn av sine
egenskaper: i) immunomodulatoriske (Enshasy, 2011; Yamanaka et al., 2012; Han et al.,
2011; El Enshasy & Hatti-Kaul, 2013; Lee et al., 2004; Chanput et al., 2012; Leung et al.,
2006), i) antitumor (Sliva et al., 2012; Zong et al., 2012; Moradali et al., 2007; Zhang et al.,
2007; Meng et al., 2016; Singdevsachan et al., 2016; Borchers et al., 1999; Reshetnikov &
Tan, 2001; Ren et al., 2012), iii) antidiabetiske (Kim et al., 2005), iv) antioksidative (Kao et
al., 2012; Mu et al., 2012), v)antimikrobielle og antivirale (Janakat et al., 2004) og vi)
kolesterolsenkende (Guillamoén et al., 2010). Pa grunn av disse egenskapene brukes fortsatt
sopp som en viktig komponent i mange tradisjonelle kinesiske medisiner og etter dem ble

begrepet «medisinsk sopp» kjent over hele verden.

2.1.1. Medisinske sopp og deres virkestoffer

Kreft er en av hovedarsakene til ded over hele verden. Sopp som er effektive i behandlingen
av kreft tilhgrer klassen Basydiomyceter, og noen ganger Ascomyceter. Mest kjente av dem
er Ganoderma lucidum, Griflola frondosa, Lentinus edodes, Coriolus versicolor (Trametes
versicolor, C. versicolor, T. versicolor), Pleurotus Ostreatus (P. ostreatus), Agaricus blazei

Murrill, Flammulina velutiper og Inonotus obliquus.

Polysakkarider representerer den stgrste klassen av bioaktive forbindelser med antitumor
egenskaper som finnes i sopp (Wasser, 2002; Reshetnikov & Tan, 2001). Modulering av
immunforsvaret skjer gjennom aktivering av makrofager og T-celler som farer til produksjon
av cytokiner inkludert interleukiner, som for eksempel tumornekrosefaktor-alfa (TNF-alfa)
(Elsayed et al., 2014; Zambonelli & Bonito, 2013; Borchers et al., 1999).

Polysakkarider fra G. lucidum har forebyggende virkning mot kolon adenom,
kolonadenokarsinom (Kashimoto et al., 2006). Grifolan, som ble isolert fra G. frondosa,
utviser antitumoraktivitet i gastrointestinale, lunge-, lever- og brystkreft (Kodama et al., 2002;
Poucheret et al., 2006). Grifolan aktiverer makrofager og forsterker dermed
cytokinproduksjon. 1 tillegg gker grifolan uttrykket av IL-6, IL-1 og TNF-alfa av makrofager
(Adachi et al., 1994). En annen viktig antitumor polysakkarid som er kjent i hele verden er
letinan. Letinan ble isolert fra L. edodes. Letinan viser en sterk anti-kreft aktivitet via

aktivering av det humane immunforsvaret (Zhang et al., 2011).

Schizophyllan, som ble isolert fra S. commune, virker mot S-180-svulster og forlenger

overlevelse hos pasienter med hodekreft (Komatsu et al., 1969; Borchers et al., 1999).
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Sekundzre metabolitter fra sopp som laktoner, terpenoider, alkaloider og
metallkelateringsmidler er ogsa viktige for organismenes immunfunksjon. 1 tillegg inneholder
medisinske sopp et antall enzymer som spiller en viktig rolle i kreftbehandling ved a forhindre

oksidativt stress og ved & hemme cellevekst (Zaidman et al., 2005)

2.1.2. Polysakkarider i soppcelleveggen

| sopp befinner starstedelen av polysakkaridene seg i celleveggen. Soppcelleveggen er et
fysisk stivt lag som har en hovedfunksjon & beskytte soppcellen fra patogener og andre
miljgfaktorer, mediere celle-interaksjon og danne cellens form (Fontaine et al., 2000;
Bowman & Free, 2006).

Soppceleveggen bestar av glykoproteiner (mannoproteiner) og polysakkarider (glukan og
kitin). Glukankomponenten bestar av lange lineere kjeder beta-(1 — 3) - bundne
glukoseenheter (65 %) med noe beta-(1 — 6) -bundet glukose til stede. Kitin bestéar av (1 —
4) beta bundet N-acetylglukosaminenheter og finnes i celleveggen i mindre grad enn glukan
eller glykoprotein. Sammensetningen av celleveggen varierer for forskjellige sopparter og
vekstfaser (Dalonso et al., 2015; Bowman & Free, 2006; Zhang et al., 2007).

Quter wall
u mannan

cell wall proteins

Inner wall

B,1-3 glucan
chitin

Figur 1. Oppbygging av Candida albicans celleveggen (Gow et al., 2011)

Figur 1 viser at det ytre laget av celleveggen i Candida albicans bestar av O- og N-bundne
mannoproteiner. Det indre laget bestar av  polysakkaridnettverket og  kitin.
Polysakkaridnettverket inneholder beta-(1 — 3) - bundne glukoseenheter og en del av
heteroglykaner (mannaner, galaktaner, xylaner med forskjellige monosakkarider i
forgreninger) (Wasser, 2011; Zhang et al., 2007). Disse lagene kobles sammen ved hjelp av
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fleksible beta-(1—6) glukaner (Gow et al., 2011; Hardison & Brown, 2012; Lee & Kim,
2014).

Det var ogsa rapportert om tilstedeverelse av glykogen i cellevegg av Saccharomyces
cerevisiae (Arvindekar & Patil, 2002). Glykogen er en alfa-glukan som bestar av alfa (1— 4)-
0g (1— 6) bundne - D- glukoseenheter. Den kan vere vannlgselig og vannulgselig avhengig
av ekstraksjonsmetode (Trevelyan & Harrison, 1952). Vannulgselig glykogen er ulgselig i
vann pa grunn av sin kovalente binding til beta-(1—3)-bundet-D-glukan i soppcellevegg
gjennom beta- (1— 6) bindingen. Dermed vil beta-(1—3)-bundet-D-glukan i soppcellevegg
spille en rolle som basal matriks som holder kitin (Hartland et al., 1994), mannan (Van

Rinsum et al., 1991) og glykogen gjennom kovalente bindinger (Arvindekar & Patil, 2002).

2.1.3. Polysakkarider i sopp
Polysakkarider er kondenserte polymerer hvor et stort antall monosakkarider er bundet
sammen gjennom O-glykosid-bindinger (Ren et al., 2012).

De viktige bioaktive polysakkarider i sopp er glukaner. Glukaner fra sopp er strukturelt
forskjellige polymerer av D-glukopyranose (D-Glcp). Soppcelleveggen i mycel, fruktlegemer
og andre deler av mikro- og makromycetter bestar av glukaner. Det finnes mange forskjellige
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Figur 2. Struktur til glukaner fra sopp: a) (I — 3)-a-D-glukan; b) (I — 4)-a-D-glukan;
c)(1 — 6)-a-D-glukan; d)blandede bundet(1 — 3) (1 — 4)-a-D-glukan; ¢) forgrenet (1 —
4) (1 — 4)-a-D-glukan; f) (1 — 3)-p-D-glukan; g)(1 — 6)-p-D-glukan; h) blandede
bundet(l — 3) (I — 4)-f-D-glukan; forgrenet (1 — 3) (I — 6)-p-D-glukan; |) forgrenet (1
— 6) (I — 3)-f-D-glukan (Synytsya & Novak, 2013).
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glukaner med forskjellige antall og konfigurasjon av D-glukoseenheter, forgreningsgrad og
kjedekonfigurasjon og forskjellige posisjoner av glykosidbindinger langs polymerkjeden.
Forgrenede glukaner kan inneholde forskjellige sidekjeder, som bestar av en eller flere
monosakkaridenheter. Forgreningene kan vere festet pa hovedkjeden i forskjellige posisjoner.
I henhold til anomerisk struktur av glukose finnes det alfa-D glukaner, beta-D glukaner og

mikset alfa, beta-D — glukaner.
Alfa—D- glukaner fra sopp kan veere linegere og forgrenede.

Linexere alfa-D-glukaner: Linezre alfa-D-glukaner ble funnet i gjer og hayere sopp.
Linezre alfa D-glukaner kan besta av alfa (I — 3) -, (1 — 4) - eller (1 — 6) bindet -D-
glukoseenheter eller inneholde bare en kombinasjon av disse bindingene (Grin et al., 2005).
Linezr alfa-(1—3)-D-glukan (vanlig cellevegg glukan hos forskjellige sopp) ble isolert fra
mycel Aspergillus niger (Horisberger et al., 1972) (figur 2 (a)). Lineer alfa-(1—4)-D-glukan
(figur 2 (b)) ble isolert fra mycel av Penicillium chrysogenum (Wang et al., 2007),
fruktlegemer og mycel av Ganoderma tsugae og Ganoderma lucidum (Peng et al., 2005;
Chen et al., 1998), Poria cocos (Jin et al., 2004), Lentinula edodes (Wiater et al., 2011;
Unursaikhan et al., 2006). Linezr alfa (1—6)-D-glukan (HCP) (figur 2 (c)) ble isolert fra
Sarcodon aspratus (Han et al., 2011). Lineeer alfa (1 — 3) og (1 — 4)-D glukan Nigeran
(figur 2(d)) ble isolert fra mycel av Aspergillus niger og noen andre arter av Aspergillus og
Penicillium (Bock et al., 1983).

Forgrenete alfa-D glukaner: Forgrenet alfa-(1 — 4), (1 — 6) bundet -D-glukan (figur 2 (¢))
med enkelt alfa-D-glukoseenheter i forgreninger ble isolert fra forskjellige typer av sopp.
(Smiderle et al., 2010) isolerte forgrenet alfa-D-glukan fra en varmtvannekstrakt av Agaricus

bisporus. Dette polysakkaridet ble fullstendig nedbrutt av alfa-amylase.

Biologisk aktivitet: Det var rapportert om glykogenlignende polysakkarider som kan aktivere
makrofager, stimulere TNF-alfa-produksjonen og fagocytosen i RAW264.7-celler (Kojima et
al., 2010). Tidligere studier viste at den biologiske aktiviteten til alfa-glukaner var relatert til
deres molekylvekt. Glykogener med Mw mer enn 100000 Da kunne ikke fremme frigjgring
av NO ved RAW?264.7-celler, mens glykogener pa 6500 Da kunne stimulere interferon-y som
farte til forsterket NO-, TNF-alfa- og Interleukin 6 produksjonen (Kakutani et al., 2007).

Beta-D- glukaner fra sopp kan ogsa vere linezre og forgrenede.

Lineaere beta-D glukaner: Lineare beta- glukaner ble ogsa funnet i mange forskjellige sopp,
inkludert lav. Disse glukanene bestar av beta-(1 — 3) eller (1 — 6) bundne- D

21



glukoseenheter. Celluloselignende beta-(1 — 4) -D-glukaner er ikke funnet i sopp (Synytsya
& Novék, 2013). Kombinasjon av linezre beta-(1 — 4) og (1 — 3) bundet- D-glukose ble
funnet i noe lav- lignende sopp. Phachyman (figur 2 (f)) er linezr beta-(1 — 3) -D-glukan
som ble isolert fra lav Poria cocos (Hoffmann et al., 1971). Pustulan (figur 2, (0)),
vannlgselig beta-(1 — 6)-D-glukan, ble isolert fra lav Lasallia pustulata (Pereyra et al.,
2003). Lichenan (figur 2 (h)) er lineeer blandede bundet beta-(1 — 3)(1 — 4)-bundet-D-
glukan fra Cetraria islandica. Strukturen likner pa den type beta-glukan man finner i korn
(Honegger & Haisch, 2001).

Forgrenete beta-D glukaner: Forgrenete beta -D—glukaner bestar av beta-(1 — 3) 0og-(1 — 6)
bundne -D-glukoseenheter og er den mest vanlige bestanddelen i soppens cellevegg. (Chen &
Seviour, 2007; Wasser, 2002). De fleste forgrenete beta-glukaner har beta-(1 — 3) bundet—D-
glukose i hovedkjeden og beta-(1 — 6) bundet-D-glukose i forgreninger (figur 2 (i))(Chen &
Seviour, 2007). Lentinan (beta glukan fra Lentinula (Lentinus) edodes) er en av de mest
kjente polysakkaridene (Zhang et al., 2011) (figur 3).
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Figur 3. Struktur av lentinan fra Lentinula edodes (Zhang et al., 2011).

Grifolan, schizophyllan og scleroglucan er de mest kjente polysakkaridene med lignende
strukturer med litt forskjellige forgreningsratioer fra 0,25 til 0,36 (Synytsya & Novak, 2013).

Beta-glukan med lignende struktur men med hgyre forgreningsgrad ble isolert fra
Aureobasidium pullulans (Tada et al., 2008). Mange andre (1 — 3)(1 — 6)-beta-D-glukaner
med lignende struktur ble isolert fra Boletus erythropus (Chauveau et al., 1996), Hericium
erinaceum (Dong et al., 2006), Pleurotus pulmonarius (Smiderle, Olsen, Carbonero, Baggio,
et al., 2008) og mange andre kilder. I tillegg finnes beta-glukaner som bestar av beta-(1 — 6)
-bundne — D-glukoseenheter i hovedkjeden og beta-(1 — 3) -bundet—D-glukose i forgreninger
(figur 2 (j)) (Liu et al., 2012; Dong et al., 2002).

Pleuran som ble isolert fra Pleurotus ostreatus bestar av beta-(1 — 3) bundet— D-glukose i

hovedkjeden som er substituert i O-6 pa hver fjerde glukoseenhet med beta — D-Glcp som
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inneholder sma mengder av (1 — 6)- og (1 — 4)- bundne enheter i forgreningen (Karacsonyi
& Kuniak, 1994). Krestin ble isolert fra medisinsk sopp Trametes (Coriolus) og bestar av
(1—4)-beta-D-glukukose enheter i hovedkjeden med beta-(1—6)- og beta-(1—3)-bundet
sidekjede som kobles til hver fjerde glukoseenhet i hovedkjeden. 25-38 % av beta-glukanet er
kovalent bundet til forskjellige peptider (Tsukagoshi et al., 1984).

Biologisk aktivitet: Immunmodulerende effektene av sopp relateres vanligvis til beta-(1 —
3)(1 — 6)-bundet-glukaner. En mulig mekanisme for deres virkning er via binding til beta-
glukan-spesifikke reseptorer (Dectin-1, lektin-reseptorer og toll-like (TLR) reseptorene TLR-
2 og TLR-6, og CR3) pa medfadte immunceller, slik som monocytter eller makrofager, noe
som farer til pafglgende aktivering av adaptiv immunitet (Akramiene et al., 2007; Rop et al.,
2009).

Blandede alfa-, beta-D glukaner: I tillegg finnes informasjon om to lineere glukaner av sopp
som bestar bade av alfa (A)- og beta (B)- bundne glukoseenheter i hovedkjeden (figur
4)(Chakraborty et al., 2004).

Piptoporan | er en forgrenet alfa-, beta- D-glukan som ble isolert fra Piptoporus betulinus
(Olennikov et al., 2012).

— 4)-0-D-Glep-(1 — 6)-B-D-Glep-(1 —
\ B

Figur 4. Struktur til glukan som er isolert av Astraeus hygrometricus.(Chakraborty
et al., 2004)

I motsetning til beta-glukaner fra havre og bygg som er beta-(1 — 3) (1 — 4)-bundet-D-
glukaner og som senker kolesterol og blodsukker (Samuelsen, 2015), viser mange beta-
glukaner fra sopp antitumor aktivitet (Wasser, 2002).

Andre viktige bioaktive polysakkarider i sopp er galaktaner, fukaner, xylaner og mannaner
(Wasser, 2002; Synytsya & Novék, 2013; Ren et al., 2012).

2.1.4. Struktur og biologisk aktivitet av sopp polysakkarider

Mange glukaner av sopp viser biologisk aktivitet som er spesielt knytet til deres struktur og
molekylvekt. Mange linezre og forgrenede glukaner som ble beskrevet ovenfor viser
biologisk aktivitet. Novak (Novak & Vetvicka, 2008) klassifiserer beta-glukaner fra sopp som
fysiologisk aktive forbindelser og angir dem som biologisk responsmodifiserende (BRMS).

BRMS kan brukes i mange patologiske tilstander som bakterielle-, virus- eller
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protozoainfeksjoner og er potente antitumor komponenter (Novak & Vetvicka, 2008;
Rondanelli et al., 2009; Wasser, 2002; Chen & Seviour, 2007; Meng et al., 2016).

Biologisk aktivitet av polysakkarider avhengig av:

v Sukkersammensetning: Antitumor polysakkarider kan vere heteroglykaner (Gao et
al., 1996), komplekser av beta-glukoproteiner (Kawagishi et al., 1990), alfa-manno-beta-
glukaner, komplekser av alfa-glukan-proteiner (Lemieszek & Rzeski, 2012) og komplekser av
heteroglykan-proteiner (Zhuang et al., 1993; Mizuno et al., 1996). Sopp-polysakkarider som
inneholder glukose og mannose kan ogsa ha en antitumor aktivitet fordi det finnes en
polysakkarid-reseptor pa menneskelige makrofager med hgy spesifisitet for glukose og
mannose (Lombard et al., 1994).

v Molekylvekt: Glukaner med hgy molekylvekt er mer effektive enn de med lav
molekylvekt (Rop et al., 2009; Ferreira et al., 2015).

v Tertieer struktur: Trippelheliks konformasjon er ngdvendig for antitumor aktivitet
(Zhang et al., 2007).

v Leselighet i vann: Vannlgselige glukaner har starre aktivitet pa grunn av bedre opptak
I Gl (Manzi & Pizzoferrato, 2000; Zekovic et al., 2005).

v Forgreningsgrad: Den hgyeste aktiviteten har glukaner hvor verdien av
forgreningsgrad i forhold til molekylvekten er 0,20 til 0,33 (Bao et al., 2001; Tao et al., 2006;
Zhang et al., 2007)

v Tilstedeveerelse av andre ligander: Proteinligander gker antitumor aktivitet. Ligander,
som galaktose, mannose, fruktose, xylose og arabinose gker ogsa antitumor egenskaper av
polysakkarider (Lemieszek & Rzeski, 2012).

v Glykosidbindinger: beta-(1 — 3) bindinger av glukaner i hovedkjeden med beta-
(1—6) forgreininger er nodvendig for antitumor aktivitet og stimulering av immunsystemet;
B-glukaner som inneholder bare beta- (1 — 6) bindinger har mindre aktivitet (Wasser, 2002);
v Kjemisk modifisering: Kjemisk modifisering utferes ofte for a forbedre anticancer
aktivitet av polysakkarider. Dette skjer ved a gke deres vannlgselighet og tilgjengelighet for
passasje gjennom tarmveggen etter oral administrasjon (Wasser, 2002; Paulik et al., 1996).

v Partikkelstgrrelse til ulgselig polysakkarider: Partikler med 1-2 pum diameter er

optimale til fagocyttering av makrofager (Hunter et al., 2002)
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2.2. IMMUNOLOGI

2.2.1. Makrofager

Makrofager spiller en viktig rolle i det medfedte immunsystemet (Janeway & Medzhitov,
2002; Uthaisangsook et al., 2002). De representerer den farste linjen i vertens immunforsvar
og fjerner (fagocytterer) bakterier, dgde celler og fremmede partikler. De kan modulere
adaptiv immunrespons ved a presentere antigener til T-lymfocytter (Birk et al., 2001).
Makrofager er ogsa involvert i omforming av vev under embryogenesen, sarheling, fjerning
av skadede celler, hematopoese og homeostase (Sica et al., 2015; Lingen, 2001; Klimp et al.,
2002). I tillegg kan de forsvare mot mikrobiell infeksjon og gjenkjenne og drepe tumorceller.
For & delta i immunforsvar ma makrofager veere aktivert. Bakterielle celleveggkomponenter
og noen cytokiner kan aktivere makrofager til tumor cytotoksisitet. Komplement reseptor 1
(CR1), komplement reseptor 3 (CR3) og scavenger reseptor 4 (SR4), som finnes pa
makrofagenes overflate, binder seg til komplementproteiner pa bakterienes overflate, noe som
fremmer endocytose av bakterien. Makrofager har menstergjenkjennende reseptorer (PRR),
som gjenkjenner patogen-assosierte molekylaere struktur (PAMP) hos mikrobielle patogene
og fremmede partikler. De mest kjente PRR er Dectin-1, lektin-reseptorer og toll-like (TLR)
reseptorene TLR-2 og TLR-6. For eksempel lipopolysakkarid (LPS), som er den mest potente
aktivatoren av makrofager, binder seg til CD14 eller TLR-2. Aktivering av makrofager med
cytokiner som produserers av aktive T-lymfocytter (IFN-y, granulocytt- 0g
makrofagkolonistimulerendefaktor (GM-CSF) og makrofagkolonistimulerende faktor (M-
CSF) krever binding av cytokinet til en reseptor pa overflaten av makrofagene. Dette farer til
aktivering av intracellulere signalveier som til slutt fgrer til modulering av
makrofagfunksjonen (Yagisawa et al., 1999; Boehm et al., 1997). Aktiverte makrofager kan
virke direkte ved frigjgring av nitrogenmonoksid (NO), reaktive oksygenforbindelser (ROS)
og tumor-nekrosefaktor-alfa (TNF-alfa) som er skadelig for kreftceller og mikroorganismer.

De kan ogsa virke indirekte ved sekresjon av cytokiner som aktiverer immunsystemet.

Makrofager (M1) kan vere involvert i drap av kreftceller. Samtidig kan makrofager (M 2)
stimulere av kreftutvikling. Denne avhenting av hvordan de blir aktivert. Makrofager
stimuleres til M 1-makrofager av LPS og INF-y, og dette farer til frigjering av TNF-alfa,
interleukin-(IL)-6, IL-12, IL-1b, ROS og NO. Makrofager som stimuleres av IL- 4 aktiveres

til M 2-makrofager som farer til frigjering av vaskuler endotelial vekstfaktor (VEGF),
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prostaglandin E, (PGE2), IL-10, matrix metalloproteinaser (MMPs) og redusert niva av TNF-
alfa (Liu et al., 2015; Sica et al., 2015).

2.2.2. RAW 264.7

RAW 264.7-celler er en makrofaglignende, Abelson leukemivirus-transformert cellelinje fra
mus. Denne cellelinjen brukes ofte in vitro til screening av naturlige produkter for bioaktivitet
og for a forutsi deres potensielle virkning pa primeere celler in vivo.

Partikulzre beta-glukaner kan bindes til reseptor Dectin-1 som finnes pa overflaten av RAW
264.7 og redusere den cellulaere aktiviteten av legumain (Gordon & Siamon, 2001; Berven et
al., 2015).

2.2.3. Legumain

Legumain er en asparginylendopeptidase (AEP) og tilhgrer C13 familien innenfor klan CD av
cysteinproteaser. Legumain spalter proteinsubstrater spesifikt pa karboksylterminalen av
aminosyren asparagin (Asn). Denne spesifikke spaltningen er sjelden blant enzymer.
(Kembhavi et al., 1993) Denne proteasen har blitt identifisert i planter, parasitter (Dalton et
al., 1995) og pattedyr (Chen et al., 1997). Legumain er hovedsakelig et lysosomalt enzym,
men har ogsa blitt funnet ekstracellulart og i cytosol og cellekjerne ved ulike kreftsykdommer
(Dall & Brandstetter, 2016; Berven et al., 2016). Hgyt niva av legumain ble funnet pa
overflaten av tumorassosierte makrofager (TAMs), tumorceller og omkringliggende
endotelceller. Enzymaktivering skjer ved sur pH og er autokatalytisk. Hos pattedyr, spiller
legumain en viktige roller i immunsystemet. Legumain kan hindre binding av antigen og
MHC klasse Il molekyler og delta i destruksjon av T-cellers epitoper (Watts et al., 2003). |
tillegg kan legumain proteolytisk aktivere TLR- reseptorer i det medfgdte immunsystemet
(Sepulveda et al., 2009).

Legumain er involvert i patogenesen for en rekke sykdommer som multippel sklerose,
Alzheimer’s sykdom og aterosklerose. Overekspresjon av legumain har blitt rapportert i flere
krefttyper, for eksempel i tykktarmskreft, brystkreft, eggstokkreft og prostatakreft (Liu et al.,
2003; Murthy et al., 2005; Gawenda et al., 2007; Dall & Brandstetter, 2016). | tillegg
fremmer legumain cellemigrasjon, vevsinvasjon og metastase, noe som farer til darlig
prognose i forskjellige krefttyper (Liu et al., 2003; Dall & Brandstetter, 2016). Pa grunn av
hgye konsentrasjoner av legumain i svulstens mikromiljg (spesielt bundet til overflaten av

TAMs), kan pavirkning av legumain kan veare en mulig strategi for behandling av kreft.
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2.2.4. Mekanismer av antitumor og immunomodulerende aktivitet av sopp
polysakkarider.

Forskjellige polysakkarider fra sopp og deres derivater har forskjellige virkningsmekanismer
mot kreft. Disse mekanismene kan hovedsakelig fordeles til to grunnleggende mekanismer:
direkte (inhibering av tumorcellevekst og stimulering av apoptose) og indirekte
(immunstimulering) (Wasser, 2011; Tzianabos, 2000; Meng et al., 2016) (figur 5).
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Figur 5. Aktivering av immunsystemet av immunstimulerende polysakkarider via flere
molekyleere / cellulere mekanismer (Ferreira et al., 2015).

Indirekte virkning baseres pa stimulering av vertens immunsystem (aktivering av T- og B -
lymfocytter, makrofager og naturlige dreper (NK) celler. De fleste studier testet
immunstimulerende aktivitet av polysakkarider pa makrofag funksjon (Schepetkin & Quinn,
2006). Beta-glukaner fra sopp kan forbedre slike makrofager funksjoner som, for eksempel,
produksjon av reaktive oksygenspesies (ROS) og nitrogenoksid (NO), sekresjon av
proinflammatoriske cytokiner slik som av IFN-y, IL-8, IL-1p, IL-6, IL-12, TNF-alfa og andre
cytokiner (Paterson, 2006; Brown & Gordon, 2005; Wasser, 2002; Cooi & Liu, 2000). TNF er
et proinflammatorisk cytokin som aktiverer nuklearfaktor — kB (NF-kB) and c-Jun N-terminal
kinase (JNK). NF-kB er anti-apoptosisk og JNK bidrar til celledgd. | kreft, spiller TNF en
dobbel rolle. Den kan virke som endogen tumor-promoter fordi den stimulerer vekst, invasjon
og metastaseutvikling, men den kan ogsa fare til TNF-indusert apoptose av kreftcellene via
inhibering av NF-kB (Rogers, 2011).

Beta-glukaner, isolert fra sopp, fungerer som PAMPs som gjenkjennes av PRRs pa
cellemembranen av effektorsceller, noe som farer til stimulering av immunforsvaret (Brown
& Gordon, 2003). Beta-glukaner kan bindes til PRRs som scavenger, lactosyl-
ceramidereseptorene og toll-like reseptorne (TLRs) og dermed mediere en del av signalveien

som farer ogsa til aktivering avimmunrespons (Chen & Seviour, 2007; Chan et al., 2009).
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De kan ogsa binde seg til Dectin-1, som er en reseptor pa overflaten av makrofager og dermed
aktivere antimikrobiell (fagocytose, produksjon av ROS) og inflammatorisk (cytokin og
chemokin produksjon) medfadte immunsespons og pavirke utviklingen av adaptivimmunitet.
(figur 6) (Meng et al., 2016; Rogers, 2011; Chan et al., 2009; Goodridge et al., 2011).

Partikuleere beta-glukaner (ikke lgselig) blir internalisert i makrofager gjennom Dectin-1
aktivering (Goodridge et al., 2011; Berven et al., 2015), noe som farer til gkt produksjon av
TNF-alfa og redusert legumain aktiviteten (Berven et al., 2015). Beta-glukaner kan polarisere
M2 makrofager mot M1, noe som kan brukes i kreftbehandling (Liu et al., 2015).

Tumor

Dectin-1
e Specific

B-Glucans
% ; Monoclonal

QL;Q'LR -2/ Antibody
> /

with iC3b

Endosome with
B-Glucan B-Glucans
fragment bind

CR3 '\

i

Macrophages B-Glucan Fragments

Figur 6. Beta-glukaner tas opp av makrofager via Dectin-1 reseptoren med eller uten TLR- 2/6. De
store beta-glukan molekyler internaliseres og fragmenteres i mindre stgrrelse fragmenter av beta-
glukan. Disse sma beta-glukan-fragmentene kan tas opp av sirkulerende granulocytter, monocytter
eller makrofager via komplement reseptor (CR)-3, noe som farer til fagocytose av monoklonalt
antistoff-merkede kreftceller (Chan et al., 2009)

En av de viktigste beta-glukan-reseptorer er CR3-reseptor som finnes pa overflaten av
granulocytter, makrofager og naturlige dreper celler (NK celler). Binding av beta-glukaner til

den reseptoren assosieres med tumor cytotoksisitet (Lindequist et al., 2005).

Samspillet mellom partikuleer og lgselig beta -(1 — 3) -D-glukan med Dectin-1 og CR3
henholdsvis aktiverer medfadte immunforsvaret (gjennom ROS) ved & overlappe forskijellige

signalveier (figur 5) (Bose et al., 2014).

Direkte virkning baseres pa polysakkaridenes evne a hemme tumor celleproliferasjon eller
indusere ded ved apoptose (Zhang et al., 2007; Smith et al., 2002; Wang et al., 2002). Den
anti- proferative effekten av polysakkarider mot tumor celler in vitro er fortsatt uklar, men
noen studie rapporterte at inkubasjon av polysakkarider sammen med tumorceller kan
forandre signaler innen tumorceller og generere apoptose, noe som kan forklare den anti-
proferative effekten av polysakkarider in vitro (Chen & Chang, 2004; Li et al., 2004; Lin et
al., 2003).
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2.3. ALBATRELLUS OVINUS

Figur 7. Albatrellus ovinus (Wikipedia, 2016)

2.3.1. Taksonomisk klassifisering
(Dyntaxa, 2016; Wikipedia, 2016)

Tabell 1. Oversikt over taksonomisk klassifisering

Rot Biota

Rike Soppriket (fungi)

Rekke Stilksporesopper (Basidiomycota)
Underrekke Hymeniesopper (Agaricomycotina)
Klasse Ekte hymeniesopper (Agaricomycetes)
Underklasse Agaricomycetes, ordines incertae sedis
Orden Kremleordenen (Russulales)

Familie Albatrellaceae

Slekt Albatrellus

Art Faresopp (Albatrellus ovinus)

Binomialt navn: Albatrellus ovinus
Synonymer:
. Scutiger ovinus Murrill

. Polyporus ovinus Schaeff. ex Fr.(Dyntaxa, 2016)
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https://www.miljolare.no/artstre/?or_id=4170
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https://www.dyntaxa.se/Taxon/Info/4000124?changeRoot=True
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https://www.dyntaxa.se/Taxon/Info/3000389?changeRoot=True
https://www.dyntaxa.se/Taxon/Info/2002478?changeRoot=True
https://www.dyntaxa.se/Taxon/Info/1000670?changeRoot=True

Lokale navn
Tabell 2. Oversikt over lokale navn for Albtrellus ovinus (Dyntaxa, 2016; Gry et al., 2012)

Engelsk Sheep Polypore

Fransk Polypore des brebis

Polsk Naziemek bialawy

Russisk TpyroBuk oBeunii, oBeumii rpud
Tysk Echter Schafporling, Schafeuter
Tsjekkisk Krasnoporka mlynarska

Svensk Farticka

Dansk Hvidlig Fareporesvamp

Finsk Lampaankéépa

2.3.2. Botanikk og habitat

Albatrellus ovinus er en hvit sopp og har et hvitt tynt porelag nar den er ung, men eldre
eksemplarer kan fa gra, grabrune eller gulgranne flekker. Faresopp vokser i berglendt gammel
granskog. A. ovinus finnes sjelden i Danmark og finnes ikke pa Island, men den er vanlig i de
andre nordiske landene i tempererte soner og taiga (Boertmann et al., 1992). | Norge vokser
den pa @stlandet og i Trandelag, men den er ikke funnet pa Vestlandet. Det er ikke rapportert
om noen intoksikasjoner etter inntak av faresopp og derfor regnes den som den eneste
spiselige. Ved steking blir den gul, noe som er karakteristisk for den. Det er pavist at A.
ovinus inneholder en rekke bioaktive fenoliske forbindelser (Egeland et al., 2011).

2.3.3. Kjemiske forbindelser og polysakkarider

Albatrellys ovinus inneholder en rekke triprenyl (farnesyl) fenoliske forbindelser, som er
neogrifolinderivater: grifolin, scutigeral, ilicicolin B, ovinal og ovinol (Rogers, 2011; Vrko¢
et al., 1977; Dekermendjian et al., 1997; Nukata et al., 2002).

OR ‘ l |
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""7.\"’-.?\0R Gnfolin(1): R«H RO,/\":/\OR Neogrifolin (2) : RH
11 : R=Ac¢ 13 : R=Ac
12: R=M¢ 14 : R=Me¢

Figur 8. Grifolin og neogrifolin isolert fra Albatrellus ovinus (Nukata et al., 2002).
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Grifolin har vist seg a senke kolesterolnivaet hos rotter (Sugiyama et al., 1992) ved a
oppregulere ekspresjonen av gener for farnesoid X reseptoren som kontrollerer gallesyrer og

kolesterolmetabolismen (Suzuki et al., 2006).
Scutigeral kan fungere som et oralt smertestillende stoff (Dekermendjian et al., 1997).

Liu et al isolerte atte grifolin derivater som inneholder tre nye monomerer, albatrelin A-C
(figur 9, (1-3)), tre nye dimer (meroterpenoid pigmenter), albatrelins D-F (figur 9, (4-6)), og
to kjente 6a, 7,8,9,10,10a-heksahydro -3,6,9-trimetyl-6- (4-metyl-3-penten-1-yl) -1,9-epoksy-
6H-dibenzo [b, d] pyran (figur 9, (7)) og confluentin (figur 9, (8)) (Liu et al., 2013).

Ry

22 21 20 19

O 1 \
R =
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HO™4 OH Ry = » 1

2 R, = OMe, R, = Me, Ry = OH
3 R(=Me& R, =0, Ry=H
8 R, =OH, R, =Ma, Ry = H

Figur 9. Meroterpenoid pigmenter fra Basidiomycete Albatrellus ovinus(Liu et al., 2013).

A. ovinus inneholder minst tre neogrifolin derivater som har antioksidantaktivitet som er mer
potent enn alfa-tokoferol og BHA (Nukata et al., 2002). Neogrifolin og grifolin kan vise anti-
inflammatorisk aktivitet gjennom inhibering av NO produksjon.

Forskjellige tilstander, inkludert reumatoid artritt, septisk sjokk osv. er resultatet av over
produksjon av NO, noe som tyder pa at faresopp kan veere nyttig i behandlingen av disse

smertefulle sykdommene (Rogers, 2011).
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Akselson K (Axelsson & Bjorndal, 1969) isolerte fukogalaktan av fruktlegemer av A.ovinus
(figur 10)
16

—p-Gal L5 p-gal LE. p.gal 1.8 p-Gal LEs p-Gal -8 p-Gal LB p-Gal -
a a a a [13 [
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Figur 10. Mulig struktur av fukogalaktan av A.ovinus (Axelsson & Bjorndal, 1969).

2.3.4. Tidligere studier av Albatrellus ovinus

A.ovinus gitt oralt til mus (9g/kg/dag) medfarte signifikant nedgang i LDL kolesterol. Det er
ikke pavist levertoksisitet av A. ovinus etter oral administrasjon i mus. Det ble heller ikke
funnet histologiske patologiske forandringer i muskler og lever (Nieminen et al., 2006).

Det er ikke gjennomfart humane studier relatert til toksiske eller farmakologiske effekter som
falge av inntak av faresopp.
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3. OPPGAVENES MAL

Isolering av mange verdifulle polysakkarider som finnes i sopp kan anvendes i forebygging
og behandling av mange sykdommer, inkludert kreft. Faresopp (Albatrellus ovinus) er rik pa

celleveggmateriale, men er lite studert fra far.

Det var rapportert at polysakkarider fra mycel av faresopp kan inhibere Sarkoma 180 og
Ehrilich karsinoma i nesten 100 % (Shigeto Ohtsuka). En beslektet art av Albatrellus ovinus
(Confluent polypore) inneholder polysakkarider med antitumor aktivitet (Mizuno et al.,
1992). Dermed er faresopp en god kandidat til isolering bioaktive polysakkarider inkludert
beta-glukaner.

Malet med denne oppgaven er a karakterisere polysakkaridfraksjoner fra faresopp med hensyn
pa molekylvekt, monosakkaridsammensetning og bindingsforhold og & studere deres effekt pa

legumainaktivitet i RAW 264.7 makrofager.
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4. MATERIALER OG METODER

4.1. lIsolering av polysakkarider fra A.ovinus

Albatrellus ovinus
Frysetarket og pulverisert (100g)

Ekstraksjon med
diklormetan I

25 °C, 24 time (x2)

I Diklormetan ekstrakt Residuum |1 I

Ekstraksjon med etanol
-soxhlet

I Etanol ekstrakt I Residuum 11 I

Ekstraksjon med varm vann
-100°C, 6 timer (x2)

I Residuum 11 I I Vann ekstrak I
1M NaOH ekstraksjon Proteasebehandling
100 °C, 4 timer (x2) Etanolutfelling
Dialyse
| | | | | 1 |
I Residue IV I Alkaliextrakt WAOo I Supernatant I
AAo
Proteasebehandling Sephaccryl S-3000
Etanolutfelling fraksjonering
Dialyse
| 1
WAOF1 ‘ WAOF2 ‘

Figur 11. Isolering av polysakkarider fra A.ovinus. 34



Sopp ekstraksjon, opprensning av fraksjoner og fjerning av proteiner ble utfgrt av Ms. Sc
Pharm. Anna Armika Tussilago Nyman ved Avdeling for Farmakognosi, Farmasgytisk
institutt, Universitetet i Oslo i (2015-2016) (figur 11). WAo (WAoF: og WAOoF.), AAoSw og
AAolw ble videre brukt for a karakterisere disse polysakkaridfraksjoner med hensyn pa
molekylvekt, monosakkarid sammensetning og bindingsforhold og & studere deres effekt pa

legumainaktivitet i RAW 264.7 makrofager.
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4.2. GENERELLE METODER

4.2.1. Vannkvalitet

Det ble brukt renset vann til alle metodene.

Springvann renses ved omvendt osmose etterfulgt av deionisering og UV-bestraling i et Elix®
10 Essential Water Purification system EMD (Millipore).

4.2.2. Innveiing

Til innveiing ble det brukt en analysevekt og presisjonsvekt.

Utstyr:

Analysevekt: Sartorius Extend ED224S (Sartorius mechatronics)
Veieomrade 0,0001 - 220 g

Presisjonsvekt: Mettler BB2400 (Mettler Toledo)

Veieomrade 0,01g - 12kg

4.2.3. Filtrering

En preve for analytiske separasjoner som HPLC ma veere fullstendig opplast og partikkelfri.
En av de enkle pragveprepareringsteknikker som kan brukes fer HPLC er mikrofiltrering
gjennom membraner. Til mikrofiltrering brukes vanligvis membranfiltre med porestarrelse
mellom 0,1 og 0,45 um. Filtrering far HPLC kan utfagres ved hjelp av spraytefiltrering eller
med Samplicity filtreringssystem fra EMD Millipore som er et alternativ til sproytefiltre. |
sistnevnte system kan atte praver filtreres samtidig direkte HPLC-vialer ved bruk av vakuum.
Filtrering av store veeskemengder ble utfart med nutsch og vakuumsugeoppsats ved bruk av

membranfiltrer Nylon membranen 0,45 pum HNWP fra Millipore.

4.2.4. Maling av pH

Det finnes kjemiske stoffer (pH indikatorer) som kan skifte farge ved én bestemt pH-verdi.
Dette prinsippet er brukt i pH-papir som ble anvendt for grovmalinger av pH-verdier
(syrevask av gassutstyr).

Vannets elektriske ledningsevne er proporsjonal med konsentrasjon av ioner og dette
prinsippet er brukt i elektroniske pH-metere (tillaging av bufferlgsninger til
affinitetskromatografi).
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Utstyr:

pH-meter Seven Compact pH/ion-meter S220 (Mettler Toledo)
Kalibreringsutstyr:

pH buffer 4,7, 10 Hamilton Duracal Buffer (Hamilton Bonandus AG,

Sweitzerland)

pH-papir: pH-Fix 0-14 Fisherbrand (Fisher Scientific)

4.2.5. Frysetgrking

Frysetagrking er en dehydreringsmetode som utfgres ved a fryse stoffene og deretter fjerne
isen slik at den gar direkte over til vanndamp ved sublimering. Dette oppnas gjennom
nedkjeling under vakuum. Denne metoden benyttes for & gke holdbarhet, lgselighet og

oppbevaring av temperatursensitive stoffer (Martin-Christ, 2013).

Utstyr:

Metanolbad: Hetofring (Heto Birkergd, Danmark )
Frysetarker: Freeze Dryers Alpha 1-4 LD (Christ)
Vakuumpumpe: Edwards RV5 Vacuum Pump (Edwards)
Drammeglass

Parafilm

Kanyle

Peaerekolbe, overgang med glasull

Prosedyre:

Pravene i perekolber ble fryst pa forhand i metanolbad (-40°C). Deretter ble de festet pa
utsiden av frysetarker. For & feste dem ble det benyttet overgang med glassull. Praver i
drammeglass ble dekket av perforert parafilm og satt inni i apparatet.

Nar alt vann var fjernet, pravene ble tatt av og utbytte ble veid opp.
4.2.6. Sentrifugering

Laboratorie-skala sentrifuger anvendes for isolering og separasjon av suspensjoner og ikke-

blandbare vaesker. De varierer mye i hastighet, kapasitet, temperaturkontroll. Det ble brukt
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Multifuge 4 KR Heraeus 72 (VWR) som kan sentrifugere inntil 4 L av vaesker (med plass til
prever fra 1,5-1000 ml) og Spectrafuge mini (Labnet International Inc) som kan separere

inntil 9 mL (med plass til prgver 1,5 ml, 0,5 ml og 0,4 ml).

Prosedyre:

Tid og relativ sentrifugalkraft (g) varierer i forskjellige eksperimenter.

4.2.7. Inndamping av lgsninger

Vakuum rotavapor reduserer opplgsningsmidlets kokepunkt ved & skape et redusert trykk i
systemet ved hjelp av en vannstrale eller vakuumpumpe. Denne fremgangsmaten fjerner
opplasningsmidlet fra opplasningen ved en lavere temperatur for & unnga sidereaksjoner som
kan oppsta ved oppvarming av blandingen.

Stort volum av veesker ble redusert ved bruk av vakuum rotavapor med vannbad IKA RV10
basic (VWR) under trykk ved 40 °C.

4.2.8. Avgassing av lgsninger
For a fortrenge luft i lgsningene og pa den maten fjerne luft som er lgst ble de boblet med

helium i 10-20 minutter.

4.2.9. Oppbevaring av vandige lgsninger av polysakkarider

Vandige lgsninger av karbohydrater er utsatt for bakterievekst og degradering. Derfor ble
pravene oppbevart ved lav temperatur (+4°C) i lgpet av dagen.

Hvis lgsningene skal oppbevares ut over en dag, ma de helst fryses ned (-20°C).

Beta-glukan vil raskt aggregere i vandig lgsninger etter en stund. For & lgse opp slike
aggregater kan lgsningen kokes opp og/eller sonikeres.

4.2.10. Syrevask av glassutstyr
Glassutstyr kan veere forurenset med cellulose i lgpet av oppbevaringen i papiresker.
Cellulose er et polysakkarid og derfor kan pavirke analyseresultater.

For a klgyve cellulose ble alt glassutstyr vasket med konsentrert saltsyre (HCI).

Reagenser:
Saltsyre 37 % (HCI)
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Springvann

Renset vann

Utstyr:

Metyleringsrar, centrifugergr, supelco-rar, glasspipetter

Varmeskap Function line (Heraeus Instruments)
Prosedyre:

Glassutstyr ble dekket med konsentrert saltsyre og satt i avtrekkskap i 30 minutter. Etterpa ble
all saltsyre hellet forsiktig tilbake i beholderen og brukt senere til syrevask igjen. Alt utstyr
ble skylt grundig i springvann til pH 5,0 og 3 ganger med renset vann etter pa. Rent utstyr ble
satt til tark i 80°C varmeskap over natten. Ferdig tarket utstyr ble dekket med aluminiumfolie

og lagt i plastbokser.
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4.3. KVANTITATIV OG KVALITATIV MONOSAKKARID
BESTEMMELSE

4.3.1. Metanolyse og TMS-derivatisering

4.3.1.1. Metanolyse

Prinsipp:

Sammensetningen av polysakkarider ble bestemt ved metanolyse (Chambers & Clamp, 1971).
Metanolyse er en analysemetode som paviser hvilke monosakkarider polysakkaridet bestar av
ved a klgyve polysakkarider til enkelte monosakkarider.

Ved metanolyse i et vannfritt miljg blir glykosidbindingene mellom monomere i
polysakkarider spaltet til metylglykosider pa OH-gruppen ved C1 (figur 12).

Prosessen ble utfart i et surt, vannfritt miljg av 3M HCL i metanol for & unnga hydrolyse av
metylglykosidene som kan skje hvis det er noen vann tilstede.

Fer monomerene ble analysert i gasskromatografi ble de derivatisert til flyktige forbindelser

med TMS reagens.

1-O-metyl-a-D-Xylp 1-O-metyl-a-D-Glcp
CH,0H CH,0H
OH OH > OH + OH
OJ ; LO—‘ j:r LO OMe OH: OMe
oH OH oH OH OH
+ +
0. OMe CHZOHO o
ﬁ OH > ﬁ oH j
OH OH OH T
1-O-metyl-B-D-Xylp 1-O-metyl-B-D-Glcp

Figur 12. Metanolyse av et polysakkarid der kjeden bestar av et surt og et ngytralt
monosakkarid (Braunlich, 2010).

Reagenser:
3M HCI i vannfritt metanol

Intern standard (1,0 mg/mL mannitol i vannfritt metanol)
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Vannfri metanol

Utstyr:

Supelcorgr med teflonbelagt skrukork
Parafilm og kanyl

Vakuum eksikkator med P20s

Varmeskap Function line (Heraeus Instruments)
SMI-pipette 100 pL
Glasspipetter med Peleus ballong 1mL

Apparatur (nitrogengassoppsett med varmeenhet)
til terking under N2-gass:  Pierce, Reacti-Therm Il TM, Heating Module (Thermo
scientific)

Alt gassutstyr ble syrevasket.

Prosedyre:

Frysetarket polysakkarider (ca.1mg) av A. ovinus ble veid opp i syrevaskete supelcorar.
Rarene ble dekket med parafilm som ble perforert ved hjelp av en kanyle. Prgvene ble tarket i
vakuum under P2Os i ca. 24 timer i varmeskap ved 40°C. Prgvene ble tilsatt 3M HCI i
vannfritt metanol (I mL) og mannitollgsning (100 pL) som intern standart. Korkene ble satt
pa rarene og prevene ble overfart til et varmeskap ved 80 °C i 20-24 timer. Etter 10 min ble
overtrykk slept ut og korkene ble skrudd godt pa igjen for a hindre fordampning. Pravene ble
tatt ut av varmeskapet og dampet til tarrhet med N2-gass ved 40 °C. For a fjerne rester av
saltsyre ble vannfri metanol (200 pL) tilsatt hver prove og prevene ble igjen dampet pa nytt
med N2-gass. Denne prosedyren ble gjentatt to ganger til. Etterpa ble prevene dekket med
perforert parafilm og overfart til tarking i P.Os-evakuert vakuum eksikkator i minst 1 time for

a terke mer for TMS-derivatisering.

4.3.1.2. TMS-derivatisering

Prinsipp:

Forbindelsene som skal separeres med gasskromatografi (Egeland et al.) skal veere flyktige.
Monosakkarider er polare og derfor lite flyktige. Funksjonelle grupper som aminogrupper,

fenolgrupper, hydroksylgrupper, og karboksylsyregrupper nedsetter stoffenes flyktighet.
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Derfor ma man lage flyktige termisk stabile derivater av metylglykosidene og metylesterene
slik at de kan separeres pa en gasskromatografikolonne.

For a oppna sann effekt brukes det heksametyldisilazan og trimetylklorsilan (TMC) som
reagerer med de frie hydroksylgruppene pa monosakkaridene og danner flyktige og termisk
stabile pertrimetylsilyleter (TMS derivater) (figur 13). Som lgsemiddel anvendes vannfritt

pyridin. Tilstedeveerelse av vann kan fare til ufullstendig reaksjon.

COOCH3 CH,O0H COOCH3 CH,0TMC
0 T™MC
o 0 )
+ -
-
OH OH OTMCH3 OTMC
OCH, OH octh OCH, OCH,
OH o O™ OTM
OH OTMC OTMC

Metylester Metylglykosid

Figur 13. Derivatisering et metylesterer og et metylglykosider med TMS reagens for & gjare
de flyktige (Braunlich, 2010)

Reagenser:
TMS-reagens:

Trimetylklorsilan (TMCYS) 1mL

Heksametyldisilasan (HMDS) 2mL

Pyridin (vannfritt) 5SmL

Utstyr:

SMI-pipette 200pL

Minishaker: MS3 Basic (IKA)

Sentrifuge: Spectrafuge mini (Labnet International Inc)

Eppendorf-rar

Prosedyre:
TMS-reagens (200 pL) ble tilsatt til de metanolyserte prgvene og blandet godt. Far
gasskromatografisk analyse ble prgvene satt i henstand minst 30 minutter i romtemperatur.

Etterpa ble pravene overfart til eppendorfrer og sentrifugert for a fa en klar supernatant.
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4.3.1.3. Gasskromatografi

Prinsipp:

Gasskromatografi er en separasjonsmetode for stoffer i gassform.

Preven som skal analyseres introduseres ved hjelp av en sprayte og fares inn i en oppvarmet
injektor hvor den fordampes. Baregassen bringer stoffene i gassform gjennom kolonnen til
detektoren. Stoffene vil vandre gjennom kolonnen med forskjellige hastigheter som er
bestemt av deres flyktighet, interaksjon med stasjonerfase o0g temperatur.
Hastighetforskjellene vil fare til at hvert monosakkarid ble separert pa GC-kolonnen, og

separerte monosakkarider ble detektert i form av et karakteristisk mgnster av topper.

Monosakkarider kan eksistere bade i ringform og i apenform. De kan vere i pyranose-eller
furanoseform. Begge formene kan ha alfa og beta- konfigurasjon. Nar metanolyse har pagatt
er forholdet mellom alfa og beta- formene i en lgsning det samme fra gang til gang og
arealforholdene pa GC mellom de ulike anomere formene den samme (figur 12). Pa en GC
kolonne gir disse formene et ulikt menster av topper med karakteristiskretensjonstid og
arealforhold. Derfor gir GC mulighet til & utfare samtidig kvalitative og kvantitative analyser.

(Pedersen-Bjergaard & Rasmussen, 2010; Biermann & McGinnis, 1989).

o Kvalitative bestemmelse av monosakkarider i prgven
Identifisering av monosakkaridene ble basert pa standarder og deres relative retensjonstid og

arealforhold.

Monosakkaridene i hvert prgve ble identifisert ved a sammenligne relative retensjonstider til
hvert enkelte monosakkarid med relative retensjonstider til standarder, som ble kjart tidligere.

Det ble benyttet de samme forholdene og betingelsene.

Den relative retensjonstiden for hvert monosakkarid ble beregnet som forhold mellom Rt til

enkelte topp og Rt til intern standart med kjente mengde og konsentrasjon.
Beregninger (ldentifisering):
Retensjonstider: Rt

Rt (enkelte topp)

Relativ R t= Rt (Intern Standard)

| bestemmelsen av monosakkaridsammensetningen ble ogsa benyttet arealforholdene mellom

toppene for hvert monosakkarid.
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Magnster til toppene: Arealets andel til hver enkelt topp i forholdet til den starste toppen som

er satt til 1.

A(enkelte topp)

A (rel) =

A (Den stgrste toppen)
o Kvantitative bestemmelse av monosakkarider i pragven

Det kan ogsa gjares kvantitative bestemmelser ved hjelp av toppareal fra kromatogrammet,
forhands lagde standardkurver og internstandarder som korrigerer for tap under

prgveopparbeidelse.

Reagenser:

Metanol

Heksan

Utstyr:

Gasskromatograf: Focus™ GC (Thermo Scientific)

Detektor: Flammeionisasjonsdetektor (FID) med H. og luft til
flammen

Injektor: Spiltt: spilttless

Autosampler: Fisons AS- 800

Styrings software: Chromeleon 7.2 SR4

Kolonne: Rx1 SMS (Restek); “Fused silica” kapillerkolonne.

Lengde: 30m. Indre diameter: 0,32 mm. Filmtykkelse: 0,25 pm

Beeregass: Helium

Betingelser:

Flow kontroll: Konstant trykk (0,70 bar)

Injeksjon mode: Splitt
Splittforhold=1:10

Injeksjonsvolum: 1,0 ul

Injektortemperatur: 260°C

Detektortemperatur: 310°C
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Figur 14. Temperaturprogram GC.

Prosedyre:

Gass-strammen ble apnet, GC og integrator ble programmert. Sprgyten ble vasket med
heksan. Etter det ble 1,0 ul av den TMS-derivatiserte prgven injisert. Analysen av en prgve
tok ca. 50 minutter.
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4.4. STRUKTUROPPKLARING

4.4.1. Kjemisk derivatisering med fglgende reduksjon og acetylering. Indentifisering
ved GC-MS.

Metylering er en standard metode som hjelper a skille mellom hydroksylgrupper som ikke
deltar i glykosidbinding og hydroksylgrupper som inngar i glykosidbindinger. Metoden gir
dermed informasjon om polysakkariders struktur: ringform og bindingsmenster.

Analysen bestar av noen trinn: metylering, hydrolyse, reduksjon, acetylering og identifisering
og kvantifisering ved GC-MS (Pettolino et al., 2012).

4.4.1.1. Metylering
(Ciucanu & Kerek, 1984)
Prinsipp:

Polysakkarider inneholder frie OH-grupper og OH-grupper som inngar i glykosidbindinger.
Ved bruk av dimetylsulfoksid (DMSO) i sterk basisk miljg (NaOH) dannes det DMSO-
karbanion som sammen med OH-ionener deprotonerer de frie hydroksylgruppene.
Deprotonerte OH- grupper er sterke nukleofiler og reagerer med metyljodid (CHsl) med
dannelse av O-metylerte polysakkarider med O-metyl-grupper (figur 15).

CH,OH

o o NaOH/DMSO o o
OH OH - OMe OMe
0 0 0 CHsl 0 0 0
OH OH OMe OMe

Figur 15. Metylering av hydroksylgrupper i polysakkarider (Pettolino et al., 2012)

Reagenser:

Dimetylsulfoksid (DMSO)

Pellets av NaOH, vannfri, tarket i eksikkator
Metyljodid CHsl

Metanol vannfri

Diklormetan

Natriumthiosulfat

Renset vann
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Utstyr:
Metyleringsrar med teflonbelagt skrukork (store)
Metyleringsrar med teflonbelagt skrukork (sma)

Vannbad ED Heating Immersion Circulator (JULABO GmbH)
Sonikereapparat Ultrasonic cleaning baths (VWR)

Ristestativ: Vibrax VXR (IKA Labortechnik)

Minishaker: MS3 Basic (IKA)

Finnpipetter 500 pL-5 mL

Sentrifuge: Multifuge 4 KR Heraeus 72 (VWR)

Apparatur (nitrogengassoppsett med varmeenhet) til tarking under N2-gass: Pierce,

Reacti-Therm 111 TM, Heating Module (Thermo scientific)
SMI-pipette med kapillaerer (bld) 100 pl

Vakuum eksikator med P,Os

Agatmorter og pistill

Glasspipetter med gummismokk

Alt gassutstyr ble syrevasket

Prosedyre:

Frysetarked polysakkaridprgver (ca.lmg) av A. ovinus ble veid inn i syrevasked lange
metyleringsror. For & fjerne vann som kan veare tilstede ble vannfri metanol (200 pL) tilsatt
hver prave og prgvene ble dampet med N»-gass. Denne prosedyren ble gjentatt to ganger til.
Etterpa ble prevene dekket med perforert parafilm og satt pa skrd i P,Os-evakuert vakuum
eksikator over natten. For & lgse opp prgvene ble det tilsatt DMSO (300 uL) og blast med No-
gass. Etterpa ble korkene strammet og dekket med parafilm. Prgvene ble varmet i vannbad
med 80°C ca. 30 minutter, sonikert i ultralydbad 30 minutter og satt til henstand over natt i
romtemperatur. Det ble laget en NaOH/DMSO- suspensjon (2 pelleter per 1 mL DMSO til
konsentrasjonen ca. 120 mg/mL NaOH) ved & morte tgrre pelleter av NaOH i DMSO med
agatmorter med pistill. Suspensjonen av DMSO/NaOH (500 pL) ble tilsatt direkte til
polysakkaridslgsningen uten a komme i kontakt med metyleringsrarene. Alle pravene ble
blast med N2-gass og ristet 30 minutter etterpa.

Metyljodid (400 pL) ble tilsatt i porsjoner: 100 pL+ 100 pL+200 pL. Etter den farste
tilsetningen ble pravene ristet i ti minutter, etter den andre og den tredje tilsetningen ble

prgvene ristet godt i 10 minutter og 20 minutter tilsvarende. Alle rgrene ble blast med Na-
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gass. Etter at ristingen var ferdig ble til hver pragve tilsatt nylaget lgsning (10 mL) av 100
mg/mL natriumthiosulfat i vann og diklormetan (DCM) (2 mL). Det ble gjort for & vaske bort
metyljodid og NaOH. Prgvene ble mikset godt (>40 sekunder) pa minishaker. For & separere
fasene ble alle pravene sentrifugert ved 1000 g (relative sentrifugal force) i 3 minutter. Etter
sentrifugeringen ble den gverste fasen (vannfasen) fjernet ved hjelp av syrevasket
glasspipette. Den nederste fasen (DCM-fasen) ble vasket 4 ganger med 5 mL renset vann.
Hver gang for vannfasen ble fjernet ble pravene mikset godt (>40 sekunder) og sentrifugert
ved 1000 g i 3 minutter. Siste gang ble DCM-fasen overfert med ny tarr glasspipette til sma

metyleringsrar med skrukork og terket med N2-gass.

4.4.1.2. Hydrolyse
(Pettolino et al., 2012)
Prinsipp:

Syrekatalysert hydrolyse farer til spalting av glykosidbindinger mellom monomere i metylerte

polysakkaridene med dannelse av delvis metylerte monosakkarider (figur 16).

CH,OMe CH,0OMe
O 0 TFA O. 0
@ ) OMe ) - OMe OH 4 OMe OH
0 ") 0 H/H,0
{ [ OH OH
OMe OMe OMe OMe

Figur 16. Sur hydrolyse av metylerte polysakkarider (Pettolino et al., 2012)

Reagenser:
2,5 M Trifluoreddiksyre (TFA)

Utstyr:

Finnpipetter: 100pL-1 mL

Varmeskap: Function line (Heraeus Instruments)

Apparatur

(nitrogengassoppsett med varmeenhet)

til flushing med N2-gass: Pierce, Reacti-Therm 111 TM, Heating Module (Thermo
scientific)

Speed Vacuum Concentrator:
Vapornet: Savant® VN100 (Thermo Scientific)
Refrigerated vapor Trap: RVT4104
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Speed Vakum Dryer: Savant® SPD121P (Thermo Scientific)
Vacuum pump: OFP4000 OIL-FREE (Thermo Scientific)

Prosedyre:

Trifluoreddiksyre (TFA) 2,5 M (500 pL) ble tilsatt til den metylerte polysakkaridpreven.
Deretter ble praven blést med Nj-gass og satt i varmeskap (100-102°C) i 2 timer. Den
hydrolyserte prgven ble avkjglt og terket med Speed Vacuum Concentrator til gul oljeaktig
veeske.

4.4.1.3. Reduksjon
(Pettolino et al., 2012)

Prinsipp:

Etter hydrolyse ble hemiacetal gruppen pa C1 redusert til alditol med natrium-bordeuterid
(NaBDa) i basisk miljg. Det farer til at ringstrukturen brytes pa de sykliske monosakkaridene.
| tillegg koder NaBDs det anomeriske karbonet C1 med deuterium for skille mellom

hydroksylgruppene ved C1 og C6 under GC-MS analyse (figur 17).

CH,0Me NaBD, H————0Me H = OMe

O o) _

MeO —— H + MeO H
OMe OH + OMe o OH >
on - NH,OH H—— OH H = OH
OMe OMe H [ OH
CH,OH

CH,0OMe

Figur 17. Reduksjon av aldehydgruppe med NaBD4 med sukkers ringapning og dannelse av
delvis metylert aditol med markering av C1 atom med deuterium (Pettolino et al., 2012)

Reagenser:

2M NH4OH

1M NaBD4, nylaget
Iseddiksyre

5 % eddiksyre i metanol

Vannfri metanol
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Utstyr:

Finnpipetter: 100pL-1 mL

Finnpipetter: 10pL-100 mL

Minishaker: MS3 Basic (IKA)

Sonikereapparat Ultrasonic cleaning baths (VWR)

Speed Vacuum Concentrator:

Vapornet: Savant® VN100 (Thermo Scientific)
Refrigerated vapor Trap: RVT4104

Speed Pressure Dryer: Savant® SPD121P (Thermo Scientific)
Vacuum pump: OFP4000 OIL-FREE (Thermo Scientific)
Prosedyre:

Residuet av prevene (gul oljeaktig veeske) etter hydrolyse ble lgst i 2M NHsOH (500 pL).
Nylagde 1M NaBDs (500 pL) i 2M NHsOH ble tilsatt hver prave, sonikert i ultralydbad 1
minutt og satt til henstand over natten i kjgleskap (4°C). Overskudd av reduksjonsmiddel ble
destruert ved a tilsette iseddiksyre (50 pL) 3 ganger. Etter hver tilsetning av eddiksyre ble
prevene blandet godt. Aktiv bobledannelse indikerer at reduksjonen var fullstendig. Mangel
pa bobledannelse tyder pa at reduksjonen ble ikke fullstendig fullfert eller natrium-
bordeuterid var inaktiv. | slike tilfeller er det ngdvendig & redusere prgvene pa nytt.
Reduserte pravene ble terket i Speed Vakuum Dryer i ca. 3 timer (2,5 time med overheat).
Dette trinet kan ikke utsettes til neste dag pa grunn av dannelse av borat komplekser. For &
bryte komplekser med borat og dampe vekk reagenset ble det tilsatt 2 ganger til hver prave:

- 2,5 mL 5 % eddiksyre i metanol. Etter hver tilsetning ble pravene terket i Speed Vakuum
Dryer 30 min med overheat den farste gangen; 20 min med overheat den andre gangen;

- 2,5 mL metanol. Etter hver tilsetning ble prgvene tgrket 40 min uten overheat. Det er viktig

a dampe vekk borsyre siden tilstedeveerelse av borat kan gdelegge analysen pa GS-MS.

4414, Acetylering

(Pettolino et al., 2012)

Prinsipp:

Etter hydrolyse og reduksjon dannes hydroksylgrupper (som ble tidligere involvert i
glykosidbindingene). For a gjere de delvis metylerte aditolene mer flyktige til GS-MS analyse
ble disse hydroksylgrupper acetylert med eddiksyreanhydrid (figur 18).
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CDHOH

CDHOAc

DHOH "DHOACc
H———F——OMe H—7T—0M —_—  m—
e AcOAC H OMe H OMe
MeO —— H + MeO—T — H MeO —— H + MeO—7— H
H—+— OH H — OH H—F— OAc H — 71— OAc
H OH OAc
CH,0H CH,0Ac H ¢
CH,0Me CH,0Me

Figur 18. Acetylering av delvis metylerte aditoler med eddiksyreanhydrid med dannelse av
delvis metylerte aditolacetater (Pettolino et al., 2012)

Reagenser:
1-metylimidazol
Eddiksyreanhydrid
Diklormetan

Renset vann

Utstyr:

Metyleringsrar med teflonbelagt skrukork (store)

Metyleringsrar med teflonbelagt skrukork (sma)

Supelcorgr med teflonbelagt skrukork (SUPELCO)

100puL-1 mL

500pL-5 mL

1 mL, med Peleus ballong
Ultrasonic cleaning baths (VWR)
MS3 Basic (IKA)

Multifuge 4 KR Heraeus 72 (VWR)

Apparatur (nitrogengassoppsett med varmeenhet) til flushing med N2-gass:

Finnpipetter:
Finnpipetter:
Glasspipetter
Sonikereapparat
Minishaker:
Sentrifuge:
Pierce,
Reacti-Therm 111 TM, Heating Module (Thermo scientific)

Vialer til GS-MS Chromacol 03-FISV (300uL) (Thermo scientific)
Skrukork til vialer  Solid Cap with PTFE, 13mm, for 4 mL vialer (SUPELCO)

Prosedyre:

Residuet av prgvene ble lgst i 1-methylimidazole (200pL) og eddiksyreanhydrid (2 mL).
Lasningene ble blandet godt, sonikert i 5 min og deretter ble de satt til henstand i 10 minutter
ved romtemperatur. For distruere overskudd av eddiksyreanhydrid ble lgsningene overfart til

store metyleringsrer, blandet godt med renset vann (tilsatt 10 mL) og satt til henstand i 10
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minutter (prevene ble varme). De delvis metylerte alditolacetater ble ekstrahert over i
diklormetan (1mL), ristet godt (>30 sekunder) og sentrifugert ved 1000 g i 3 minutter.
Diklormetanfase ble suget opp med en glasspipette og overfart til nye sma metyleringsrar.
Prosedyren ble gjentatt. Den andre diklormetanfasen ble suget opp med glasspipet og tilsatt til
den farste diklormetanfasen i sma metyleringsrar. Samlet diklormetanfasen ble vasket ved a
tilsette renset vann (5mL), blande godt (>30 sekunder) og sentrifugere ved 1000 g 1 3
minutter. Den farste vannfasen ble fjernet og diklormetanfasen ble vasket pa nytt med de
samme betingelsene. Ny tarr glasspipette ble tatt helt ned, diklormetanfasen ble suget opp og
overfart til supelcorar. Pravene ble tarket med N2-gass og fryste ned pa kjaleskapet (-20°C).

Rett far GC-MS analysen ble residuene lgst i passende mengde av diklormetan (150-350 pL),

overfart til GC-MS analysergr og analysert.

4.4.1.5. GC-MS

Prinsipp:

Gasskromatografi massespektrometri (GC-MS) kombinerer to effektive teknikker for &
identifisere forbindelser med lave pavisningsgrenser. | Gasskromatografi (GC) blir stoffene
farst separert ved passasje gjennom en kromatografisk kolonne. Den tid det tar for en bestemt
forbindelse & passere gjennom kolonnen til en detektor kan brukes for identifikasjon i forhold
til en referanse. Detektoren gir en elektronisk respons av stoffene som bearbeider den
gjennom datamaskinen med egnet programvare til kromatogrammer.

Etterpa elueres stoffene hver pa seg inn i massespektrometeret og ioniseres (fragmenteres).
Molekylionene/ fragmentene akselereres inn i en masseanalysator hvor de blir separert etter
forholdet mellom masse og ladning (m/z). De ladede fragmentene blir detektert, og det

etterfglgende spekteret kan brukes til & identifisere molekylene (figur 19).

Figur 19. Skjemati-sk tegning av GC-MS instruFﬁ'éH\t\“(Frank M. Dunnivant 2008)
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Utstyr:

Gasskromatograf-massepektrometer:

Corporation)

Programvare: GCMS Analysis
Beeregass: Helium
Kolonne:

GC-2010 med GCMS-QP2010 (Shimadzu

Restek Rtx-5 Lengde: 30 m, indre diameter: 0,25

mm, filmtykkelse: 0,25 pm

Betingelser:

Injektor temperatur: 280 °C

Interface detektor temperatur: 280 °C

Initial flow 1 mL/min

lonekilde temperatur: 200 °C
Injeksjonssystem: Splitt (1:10)
Injeksjonsvolum: 1 pl (automatisk)
Flow-modus: Konstant trykk (77 kPa)
Temperaturprogram: Se figur 20

GC-MS solution software

350

300

250

Temperatur (°C)
= = N

u o [0 o

o o o o

o

Version 2.10 (Shimadzu Corporation).

Minutt

Figur 20. Temperaturprogram til GC MS.
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Prosedyre:
GC-MS-analysene ble utfert av Hoai Thi Nguyen Aas ved Avdeling for farmasgytisk kjemi,
Farmasgytisk institutt, Universitet i Oslo.

4.4.2. Molekylvekt bestemmelse med tillagging av standardkurver

Molekylvekt av polysakkaridene kan bli angitt som:

- Mn (antallsgjennomsnittet), som er et mal pa lengden av polysakkaridkjeder og som kan
bestemmes ved membrane osmometric, endegruppe analyse eller SEC.

- Mw (vektgjennomsnittet), som er mal pa starrelsen av polysakkaridkjeder og kan
bestemmes ved Lysspredning (SLS), Sedimentation likevekt og SEC.

-Pd (Mw/Mn) (polydespersitet), som er mal pa molekylvektsheterogenitet (Fried, 2003;
Polymer Molecular Weight Measurement, 2013).

Vektgjennomsnittet (Mw) av forskjellige fraksjoner av A.ovinus ble bestemt ved bruk av
eksklusjonskromatografi (SEC).

Prinsipp:

SEC (Size-exclusion chromatography) er en separasjonsmetode som

separerer stoffene i lgsningen etter molekylstarrelse. SEC- kolonne ble
2 brukt for HPLC.
Eksklusjonskromatografi kolonnen er pakket med porgse partikler med
% é) ¥ J bestemt porestarrelse. Separasjon skjer ved at mobilfase pumpes med
‘8 konstant hastighet gjennom kolonnen. Store molekyler ekskluderes fra
& porene og transporteres gjennom kolonnen med samme hastighet som
i mobilfasen. Detektoren gir en elektronisk respons av stoffene som
L ot bearbeider den gjennom datamaskinen med egnet programvare til

kromatogrammer (figur 22).

Figur 21. Oppbygning av SEC-kolonne (Tosoh Bioscience LLC, 2016)
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Mobilfase I:E]
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Figur 22. Oppbygning av en HPLC-systemet (Polymer Molecular Weight Measurement,
2013)

Store molekyler som ikke gar inn i porene og sma molekyler som alle gar inn i porene, kan
ikke separeres fra hverandre. Eksklusjonsvolum er volumet av mobilfase som har transportert
dem gjennom kolonnen. Sma molekyler setter seg i porene og retarderes pa kolonnen. Totale
permeasjonsvolum er volumet av mobilfase som bukes til & eluere disse molekylene ut av

kolonnen (figur 23).

Molekylstorrelset
som ekskluderes

Molekylstorrelser
100 T som separeres

Molekylstorrelser som
penetrerer porene

A

" ) | : ) y
t t t t t t t
Elueringsvolum \
Eksklusjons Totalt permeasjons-

volum volum

Figur 23. Sammenheng mellom molekylstgrrelse og volum av mobilfase som eluerer stoffene
(Pedersen-Bjergaard & Rasmussen, 2010)

Eksklusjonskromatografi kan bare separere stoffer med molekylstgrrelse som elueres
(elueringsvolum) mellom eksklusjonsvolum og det totale permeasjonsvolum. (Pedersen-
Bjergaard & Rasmussen, 2010). Elueringsvolum tilsvarer separasjonsomrade som er oppgitt

av produsenten til hver type av kolonnen.

Molekylvekts fordeling for de ulike fraksjonene ble bestemt ved hjelp av standardkurver av

standarder med kjent molekylvekt.
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Reagenser:
Renset vann
0,05M NaSO4
EtOH 20 %

Luftbobler i kolonnen kan pavirke elueringen og derfor ble lgsningene filtrert gjennom 0,45

pum og avgasset med Helium (metode 4.2.3 og metode 4.2.8).

Standarder:

Tabell 3. Beta-(1-3)(1—-4)--Glukan, Molekylvekt standarder (Megazyme)

Standarter Mp (kDa) Mw (kDa) Mn (kDa) Pd
A 667 650 481 1,35
B 375 391 307 1,27
C 247 265 192 1,38
D 160 229 187 1,44
E 67,1 70,6 56 1,26
F 33,6 35,6 30,2 1,18

Tabell 4. Pullulanstandarder (PL), Polymer Laboratories LTD

Standarder Mp (kDa) Pd

1 853 1,14

2 380 1,12

3 186 1,13

4 100 1,1

5 48 1,09

6 23,7 1,07

7 12,2 1,06

8 58 1,07
Utstyr:
HPLC: Hitachi LaChrom Elite Chrom med pumpe, autosampler og

programmvare (Hitachi High Technologies America, Inc.)

Pump: PUMP L-2130 med (Hitachi High Technologies America, Inc)
Autosampler: AUTOSAMPLER L-2200 (Hitachi High Technologies America, Inc.)
Detektor: RI Detector L-2490 EZ
Programvare: EZChrom Elite
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Kolonne:
TSK-Gel® G5000PWxL (Tosoh Bioscience LLC)

Kolonnemateriale: sferiske, hydrofile polymetakrylat kuler
Volum 14,3 mL
Partikkel stgrrelse: 10pum
Pore stgrrelse: 1000 A
7,8mmx30cm (DxL)
Max kolonnetrykk: 20 bar
Separasjonsomrade:

= Dextraner med molekylvekt 50-700 kDa
Max flow: ImL/min
e pH:2,0-12,0
e Temperatur: 80°C

TSK-Gel® G3000PWxL, (Tosoh Bioscience LLC)
Kolonnemateriale: sferiske, hydrofile polymetakrylat kuler
Volum 14,3 mL
Partikkel stgrrelse: 7 um
Pore starrelse: 200 A
7,8mmx30cm (DxL)
Max kolonnetrykk: 40 bar
Separasjonsomrade:
= Dextraner med molekylvekt <60 kDa
Max flow: ImL/min
e pH:2,0-12,0
e Temperatur: 80°C

Farkolonne:
TSK-GEL® PWx. Guardcomn Products (6,0 mm x 4,0 cm), (Tosoh
Bioscience LLC)
e Max kolonnetrykk: 40 bar
e 6,0mmx4,0cm
e Partikkel stgrrelse: 12 um
e pH:2,0-12,0
e Temperatur: 10-80°C
Mobilfase: 0,05M Na2S04 filtrert med 0,45um, avgasset med Helium
(metode 4.2.3 og metode 4.2.8.).
Flow: 0,5 mL/min
Injeksjonsvolum: 95 uL
Vortex: Lab Dancer (IKA)
Vannbad ED Heating Immersion Circulator (JULABO GmbH)
Eppendorf-rar
Falconrar
HPLC vialer: 0,3mL (BROWN)
Filter: Samplicity™ Filtration system with Milles Samlicity™

Filters,0, 45 um (EMD Muillipore)
For & beskytte HPLC kolonne fra mulige partikler som kunne tette den ble:
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o alle lgsninger filtrert gjennom 0,45 pum membranfiltre ved hjelp av SamplicityTM
Filtration system with Milles SamlicityTM Filters. Denne filtreringssystem kan brukes til a
filtrere 8 antall praver samtidig ved hjelp av en vakuumpumpe.

o systemet utstyrt med en fgrkolonne som ble plassert for SEC- kolonnen.

For & finne Mw som funksjon av Mp ble brukt programmet PSS WinGPC Scientific V6.20.
Analysen ble utfgrt ved Nofima mat i As.

Prosedyre:

Ved oppstart av analyse ble kolonnen vasket med vann 0,25 mL/min i 1 time (tilsvarer 1
kolonnevolum, kV) og etterpa 0,5 ml/min i 30 min for & vaske ut 20 % EtOH. Deretter ble
den vasket med elueringsmiddel 0,05M Na;SO4 0,5 ml/min i 1 time.

Frysetarkede polysakkarider ble veid opp i eppendorf-ragr. Prgvene ble lgst i elueringsmiddel
(0,05M NazSO4 1 mg/mL, mikset godt p& vortex og satt i vannbad (80°C) for & bli opplgst.
Fer injisering i kolonnen ble alle pravene filtrert gjennom 0,45 pum i dpne vialer. Analysen av

en prgve tok 30 minutter.

HPLC analyse ble avsluttet med & vaske kolonnen med vann 0,5 mL/min i 1 time og deretter
med 20 % EtOH i 0,25 mL/min i 2 time.

Kolonner og farkolonne skal oppbevares i 20 % EtOH.

Tillagging av standardkurver:

Molekylvekt (Mw) for de ulike fraksjonene ble bestemt ved hjelp av hgypunkt metode (peak
position method) (Cui, 2005) med tillagging av standardkurver. Standartkurver ble lagt av
standarder med kjent molekylvekt.

Standardkurver ble brukt til & estimere en regresjonslinje. Funksjonen til regresjonslinjen ble

brukt til & beregne molekylvekt for de ulike fraksjonene.

Prinsipp:

Det ble laget linezr semilogaritmisk standardkurver ved a plotte logaritmen Mp mot
retensjonstid til utvalgte beta-(1— 3)(1—4)-bundet glukan- og pullulanstandarder med
forskjellige molekylvekt.

For & bestemme molekylvekt til alle polysakkaridene i prevene ble det brukt en lineaer

regresjonsmodell.
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For & finne linjen brukes minste kvadraters metode (least-squares).
Ligningen for en rett linje  Y=aX +b
Y: Malt kromatografisk respons (retensjon tid)
X:Ln_Mp
a: Stigningstall
b: Skjeerepunkt
Bestemmelse av a og b: Kalibrerings standarder / Kalibrerings kurve

Prosedyre:
Det ble brukt standarder av beta-(1—3)(1—4)-glukaner og pullulaner med kjent molekylvekt.
Analysen av standarder skjer under de samme betingelsene som testen selv.

4.4.3. Kjernemagnetisk resonansspektroskopi
Kjernemagnetisk resonansspektroskopi (NMR, nuclear magnetic resonance) ble anvendt i

ytterligere strukturoppklaring av polysakkaridene av A. ovinus.

Principp:

(Xia et al., 2005)

Kjernemagnetisk resonansspektroskopi (NMR) er basert pa at atomkjernene har en magnetisk
egenskap (spinn). Elektromagnetisk straling i radiobglgeomradet med den rette frekvensen
kan vekselvirke med atomkjernene og gi et spekter. Spekteret viser det magnetiske
fingeravtrykket til molekylet og ogsa gir informasjon om hvilke omgivelser molekylet

befinner seq i.

Reagenser:
Deuteriom oxide, 99,9 atom % D (D.0)
5 % trimetylsilyl propanylsyre (TSP) i D,O

Utstyr:

NMR tuber til automatisk sample tube systemet

med korker: SVCP-5-178-96PK (Norell)
Lenge 178mm

Diameter 5mm
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Prosedyre:

Frysetarked polysakkaridpraver (5-10 mg) av A. ovinus av ble lgst i D2O (550 pL). Det ble
tilsatt 5 % trimetylsilyl propanylsyre (TSP) i D.O (1 pL) som referanse. H.0 kommer ved 4,8
ppm. Opptak ved 300 K.

NMR-analysene ble utfart pa et AVIII HD 800MHz Bruker instrument av professor Frode
Rise ved Avdeling for farmasgytisk kjemi, Farmasgytisk institutt, Universitet i Oslo.
Resultatene ble beregnet av veileder 1. am. Anne Berit C. Samuelsen ved bruk av TopSpin

versjon 3.2.

4.4.4. Affinitetskromatofrafi
Biomolekyler kan renses ved hjelp av spesielle opprensende teknikker som er baser pa

forskjellige bestemte egenskaper.

Prinsipp:
Affinitetskromatografi separerer polymerere pa basis av en reversibel interaksjon mellom
polymer og en spesifikk ligand koblet til en kromatografisk matrise.

Affinitetsopprensing bestar av noen trinn:

o valg av media;
o pakking av kolonne;
o aktivering av media med bindingsbuffer;

Ad2

e preparasjon av praven og applikasjon: Prgven pafgres under spesielle betingelser som
favoriserer spesifikk binding av malmolekylet til en spesifikk ligand. Da blir det
malmolekylene reversibel bundet til liganden og ubundet materiale blir vasket bort
gjennom kolonnen.

L EX
e ? °

—

e eluering: Malmolekyler elueres ved a endre betingelsene for a favorisere eluering av de
bundne molekylene. Eluering kan bli utfart spesifikt, ved hjelp av en konkurrerende
ligand, eller ikke-spesifikt, etter endring av pH-verdien, ionestyrke eller polariteten.

Malmolekyler blir samlet i en renset og konsentrert form.
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e re-aktivering av media med bindingsbuffer;

_A-r-staL\ Polysakkarider

reversibelt,

spesifikke

sukkerenheter, med en gruppe av proteiner som er lektiner. Derfor brukes lektiner sum

ligander for & isolere og separere polysakkarider.

4.4.4.1. Con A Sepharose 4B

Concanavalin A (Con A) er en tetramerisk metalloprotein isolert fra Canavalia ensiformis.
Con A binder molekyler som inneholder alfa-D-mannose, alfa-D-glukose, og sterisk
beslektede rester med tilgjengelige C3, C4 eller C5 hydroksylgrupper. Derfor brukes ConA
for binding av forgrenede mannoses, karbohydrater med terminal mannose eller glukose

(Amersham pharmacia biotech, 2016).

Con A Sepharose® 4B med immobilisert Concanavalin A er en affinitet kromatografi media

som har sterk affinitet for alfa-D-glukose (i mindre grad til alfa-D-mannose) (GE Healthcare,

2016).

Reagenser:
Con A Sepharose 4B (GE Healyhcare)

Bindingsbuffer (pH 7,4 ):

-20mM Tromethane hydrochloride (Tris-HCI)
-0,5 M Natrium Kklorid (NaClz>)

-1mM Mangan (1) klorid (MnCl>)

-1mM Kalsiumklorid (CaCly)

- Destillert vann

Elueringsbuffer (pH 7,4):

-0,1-0,5 M methyl-o-mannopyranoside
-20mM Tromethane hydrochloride (Tris-HCI)
-0,5 M Natrium klorid (NaCly)

-Destillert vann
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Rensingsbuffer

(1) pH 8,5:

-20mM Tromethane hydrochloride (Tris-HCI)
-0,5 M Natrium klorid (NaCly)

-Renset vann

(2) pH 4,5:

-0, 5 M Natrium klorid (NaCly)
-20 mM Natriumacetat (NaC2H305)
-Renset vann

Oppbevaringsbuffer (pH6):

-0,1M Natriumacetat (NaC2H305)

-1 M Natrium klorid (NaCly)

-1mM Mangan(ll)klorid (MnCly)
-1mM Kalsiumklorid (CaCly)

-1mM Magnesium(Il)klorid (MgCly)
-20% etanol

Natriumazid (NaNs)

Utstyr:

Kolonne 6 ml

Drammeglass

Eppendorfrar

Metanolysergr

Amicon® Ultra sentrifugal filter tube: Ultra-4 10K (Millipore)
Materiale

- polyethylene cap

- polypropylene tube

- Millipore Ultracel® lav binding regenerert

cellulose membraner

- konsentreringsvolum 50-100 pL

Minishaker: MS3 Basic (IKA)

Vannbad ED Heating Immersion Circulator JULABO
GmbH)
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Sentrifuge: Multifuge 4 KR Heraeus 72 (VWR)

Prosedyre:
Aktivering av kolonnemateriale og pakking av kolonnen:

Suspensjon av Con A Sepharose 4B ble overfert til et drammeglass. For a fjerne
konserveringsmiddel ble Con A Sepharose 4B vasket 10 ganger med bindingsbuffer. Etterpa
ble kolonnematerialet overfart til kolonnen med filter og outlet. Con A Sepharose 4B bgr ha
romtemperatur for pakking av kolonnen. Kolonnematerialet bar vaskes og overfares forsiktig
for & wunnga luftbobler dannelsen. Pakket kolonnen ble vasket 2 ganger til

pakkematerialehgyden i kolonnen blir konstant.
Pafaring og eluering av prave:

Frysetarkede polysakkarider (ca.15 mg) av vannekstrakt WAo av A. ovinus ble veid inn i
eppendorfrar. Prgven ble lgst i bindingsbuffer (2 mL, til ca. 5 mg/mL), mikset godt pa vortex
og satt i vannbad (80°C). Etterp& ble pravelgsningen overfart til kolonnen. Forventet
glukosefraksjon ble forst eluert med 5-10 kolonne volumer av bindingbufferen (fraksjonl).

Forventet mannose fraksjon ble deretter eluert med 5 kolonnevolumer av elueringsbuffer.
Regenerasjon og oppbevaring av kolonnematerialet:

Kolonnematerialet ble farst vasket med rensingsbuffer 1. Vaesken ble tatt bort og etterpa ble
materialet vasket med rensingsbuffer 2. Dette trinet ble gjentatt 3 ganger. Regenerert Con A

Sepharose 4B ble overfart til sluttbeholderen med oppbevaringsbuffer og satt i kjaleskapet.
Oppkonsentrering av polysakkaridsfraksjoner:

For & vaske Amicon® Ultra sentrifugal filter tube av konserveringsmiddelet (Na-azid) ble det

tilsatt 5 mL vann og sentrifugert ved 4000g i 10 min.

Farste porsjon (4mL) av forventet glukosefraksjon ble overfart til tube og sentrifugert med
4000 g i 20 min. Etter sentrifugering ble supernatant fjernet av reret og filteret ble fylt opp
med ny porsjon av fraksjon 1 inntil det ikke er mer igjen. Oppkonsentrert prgven ble vasket
med vann for a fjerne salter og ioner ved sentrifugering 40009 i 5 min. Prosedyren ble gjentatt
2 ganger. Konsentrat av fraksjon 1 ble overfgrt til metyleringsrgr, dekket av perforert

parafilm, fryst ned i kjoleskapet og frysetarket for videre bruk (metode 4.2.5.).

Amicon® Ultra sentrifugal filter tube ble vasket 3 ganger med renset vann ved & sentrifugere
med 4000g i 20 min. Etterpa ble operasjon gjentatt med fraksjon 2. Konsentrat av fraksjon 2
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ble overfart til metyleringsrar, dekket av perforert parafilm, fryst ned i kjoleskapet og
frysetarket for videre bruk (metode 4.2.5.).

Karbohydratsammensetning i begge fraksjonene ble bestemt ved metanolyse (metode 4.3.1.).

Til slutt ble Amicon® Ultra sentrifugal filter tube ble vasket 3 ganger med renset vann ved &
sentrifugere med 4000g i 20 min, fult opp med konserveringsmiddel (Na-azid) og satt i

Kjgleskapet.

4.4.5. Alfa-amylase behandling

4.45.1. Alfa-Amylase
Prinsipp:

Alfa- amylase (alfa-1,4-D-Glucan-glucanohydrolase) fra bygg malt (3.2.1.1, 1961) er et
protein enzym som hydrolyserer alfa -(1 — 4) -D-glykosidbindingene i polysakkarider som
bestar av tre eller flere alfa- (1 — 4)-bundne D-glukoseenheter. Enzymet pavirker stivelse,
glykogen og relaterte polysakkarider og oligosakkarider slik at de brytes ned i mindre enheter
pa en tilfeldig mate; reduserende grupper frigjeres i den alfa-konfigurasjon. Samtidig blir ikke
alfa -(1 — 6) bindinger hydrolysert (Sigma Aldrich Co, 2016).

Aktiviteten og stabiliteten av alfa-amylase er temperaturavhengig (MacGregor, 1978).

1 mg av pulver inneholder 1,5 U alfa-amylase (Sigma Aldrich Co, 2016).

Reagenser:
Alfa-amylase (EC 3.2.1.1):

o type VIII-A, pulver

o 1,5U a-amylase/mg stoff

o Molekylvekt 45kDa

o pH-aktivitets optimum mellom 5 og 6,1
Toluen

96 % etanol
70 % etanol

Renset vann

Utstyr:

Varmeskap Function line (Heraeus Instruments)

Vannbad ED Heating Immersion Circulator (JULABO GmbH)
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Sentrifuge: Multifuge 4 KR Heraeus 72 (VWR)

Prosedyre:

Frysetarkede polysakkarider (20-100 mg) ble veid inn i Falconrgr. Prgvene ble lgst i renset
vann (ca. 2 mg/mL). Det ble tilsatt alfa — amylase fra bygg malt (0,5U/mg polysakkarider) og
3 draper av toluen (for & hindre bakterievekst). Prgvene ble mikset godt pa vortex og satt i
varmeskap med: 20°C i 20 timer og 37°C i 2 timer. Deretter ble reaksjonen stoppet ved & koke
lasningene i 5 min (proteinet ble denaturert). Etter koking ble tilsatt til hver prgve 3 volum
etanol for felling av vannlgselig polysakkarider. Prgvene ble satt til henstand over natt i

kjzleskapet (4°C) og etterpd sentrifugert ved 2000 g i 10 minutter.

Bunnfallet:

Bunnfallet ble vasket 3 ganger med 70 % etanol for a fjerne rester av monosakkaridene.
Pravene ble sentrifugert ved 2000 g i 10 minutter mellom hver gang. Tarre stoffer ble lgst pa
nytt i renset vann (til ca.1 mg/ ml), overfart til en liten rundkolbe, fryst ned pa metanolbad og
frysetarket for videre bruk (metode 4.2.5.). Rundkolben ble veid far og etter fryseterking for a
bestemme utbytte.

Deretter ble karbohydratsammensetning og struktur bestemt ved metanolyse (metode 4.3.1),
Molekylvekt ble undersgkt ved SEC-HPLC (metode 4.4.2.). Prgvene ble ogsa testet for
biologisk aktivitet (metode 4.5.).

Alfa-glukaner i frysetarket polysakkaridfraksjon av A.ovinus kan ogsa pavises ved hjelp av

jod-jod-kalium testen (metoden 4.4.5.2).

4.45.2. Jod-jod-kalium test

Prinsipp:

Jod-jod kalium test brukes for a pavise stivelse og glykogen. Lgsning av jod-jod kalium
reagerer med alfa-glukaner og gir en merkebla farge. Uten alfa-glukaner er lgsningen fortsatt
gul (Rundle et al., 1944).

Reagenser:
Jod-jod-kalium (3,3 % jod og 6,7 % Kaliumjodid lgst i deionisert vann)
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Utstyr:

Porselensplate med flere sma brgnner
Pipetter

Rarespatel

Prosedyre:
En liten mengde av prgve ble dryppet i hver brgnn pa porselensplate og blandet med en liten
mengde av lgsning av jod-jod-kalium. Fargeendring ble notert.

4.4.6. Partiell hydrolyse

Prinsipp:

(Nyman et al., 2016; Zakaria Boual & Hadj, 2012)

Polysakkarider kan partiell hydrolyseres (uten & spalte alle bindinger til monomerer) i surt
miljg. Dette ble gjort med alkali-ekstrakter av A.ovinus for & gke lgselighet i vann (for om
mulig & fa bedre resultater ved metylering (metode 4.4.1.), NMR (metode 4.4.3.) og SEC-
HPLC (metode 4.4.2.).

Partiell syrehydrolyse ble forsgkt med 0,1M trifluoreddiksyre (TFA) etter 1 time hydrolyse
ved temperatur 100°C.

Reagenser:
Renset vann
0,1 M Trifluoreddiksyre (TFA)
96 % etanol
70 % etanol

Utstyr:

Falconrgr med skrukork

Rundkolbe 250 mL

Finnpipetter: 100pL-1 mL

Finnpipetter: 500uL-5 mL

Minishaker: MS3 Basic (IKA)

Varmeskap Function line (Heraeus Instruments)
Vakuum rotavapor med vannbad IKA RV10 basic (VWR)
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Sentrifuge: Multifuge 4 KR Heraeus 72 (VWR)

Prosedyre:

Frysetarkede polysakkarider (ca.30 mg) av alkaliekstrakten av A. ovinus ble veid inn i
Falconrgr. Prgven ble lgst i 0,1 M TFA (6 mL), mikset godt pa vortex og satt i vannbad
(100°C). Etter 1 time ble praven ble raskt avkijglt pa is for & stoppe hydrolysen.

Etter avkjeling ble prgven (6 mL) tilsatt etanol (18 mL) for felling av vannlgselig
polysakkarider. Prgven ble satt til henstand over natt i kjgleskapet og etterpa sentrifugert ved
1000 g i 10 minutter.

Bunnfallet:

Bunnfallet (blanding av vannlgselig og vannulgseling polysakkarider) ble vasket 2 ganger
med 70 % etanol (6 mL) for & fjerne TFA rester. Praven ble sentrifugert ved 1000 g i 10
minutter mellom hver gang. Tarre stoffer ble lgst pa nytt i destillertvann (30 mL, til ca.1 mg/
ml), overfart til en liten rundkolbe, fryst ned pa metanolbad og frysetgrket for videre bruk

(metode 4.2.5.). Rundkolben ble veid far og etter frysetarking for a bestemme utbytte.

Supernatant:
Supernatantene ble overfart til en liten rundkolbe og dampet inn til tarrhet pa rotavapor ved

40°C (metode 4.2.7.). Etterpa ble residuaene vasket flere ganger med etanol (5 mL) og dampet
pa nytt til TFA ble fjernet. Tarre stoffer ble lgst pa nytt i destillertvann (2 mL), overfart til et
lite drammeglass, fryst ned pa metanolbad og frysetarket (metode 4.2.5.).

Drammeglasset ble veid far og etter frysetarking for & bestemme utbytte.

Deretter ble karbohydratsammensetning og struktur bestemt ved metanolyse (metode 4.3.1.),
NMR (metode 4.4.3.). Molekylvekt ble undersgkt ved SEC-HPLC (metode 4.4.2.). Prgvene
ble ogsa testet for biologisk aktivitet (metode 4.5.).
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4.5. IMMUNOMODULERENDE AKTIVITET

4.5.1. Celleforsgk

4.5.1.1. Celledyrking

Prinsipp:

RAW 264.7 celler er en makrofaglignende leukemisk cellelinje fra mus. Disse cellene kan
dyrkes i kultur (in vitro) i et laboratorium. For & kunne dyrke celler utenfor kroppens naturlige
miljg skal cellene veere omgitt av et vekstmedium som inneholder ngdvendige naringsstoffer.
Cellene skal dyrkes ved riktig temperatur og pH. Dette oppnas ved & dyrke cellene i sterile
cellkulturflasker i en CO, inkubator med temperatur 37°C. Den riktig CO, konsentrasjon
(5 %) bidrar til & opprettholde en fysiologisk pH (ca.7,2). Vekstmedie inneholder ogsa
ngdvendige naringsstoffer som for eksempel glukose, glutmin og blodserum. 1 tillegg til
neeringsstoffer skal mediet inneholde en riktig mengde av uorganiske salter (for eksempel

natrium bikarbonat) som kan fungere som buffer og antibiotika.

Reagenser:

Dulbecco’s Modified Eagle medium (DMEM):
4,5g/L D-glukose

4mM L-glutamine

Penicillin (10 Units/mL)

Streptomycin (10 pg/mL)

Natrium bikarbonat (7,5 %)

Fatalt bovint serum (FBS)

Utstyr:

Pipetter (sterile) 509 10 mL

Vannbad SUB Aqua 12 Plus (Grant Instrument)

LAF-benk Class Il Biological Safety Cabinet Sentinel Gold
(ESCO World Glass)

Prosedyre:

Det ble laget vekstmedium ved a tilsette natrium bikarbonat (10 mL), fgtalt bovint serum
(FBS;50 mL) og penicillin (100 U/mL) /streptomycin (10 mg/mL;5 mL) til Dulbecco’s
Modified Eagle medium (DMEM).
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4.5.1.2. Splitting av celler

Prinsipp:

I kultur gjennomgar celler vanligvis 3 vekstfaser. Den farste fasen er lag-fasen (1-2 dager). |
denne fasen tilvenner cellene seg sitt nye miljg og fester seg pa bunnen av
celledyrkingsflasken. Deretter kommer en log-fase hvor cellene deler seg. Til slutt felger en
plata-fase hvor dyrkingsarealet i flasken er tilnaermet fullt. Cellene vil da ikke lenger dele seg
og det er derfor ngdvendig a splitte dem (overfare en liten mengde celler til nytt vekstmedium
(dag 4 etter inokulering).

Reagenser:
DMEM med FBS
RAW 264,7-celler (ATCC® TIB-71™)

Utstyr:

Cellekulturflaske (sterill) Corning® cell culture flasks (Corning

Incorporated, USA)

Sentrifugerar (50mL)(sterill) Corning® 50mL Centrifuge Tube (Corning Incorporated, USA)

Pipetter (sterile) 509 10 mL

Celleskraper (sterile) Cell scraper S (TPP, Sveits)

-lengde 240 mm

-svingbare blad, bredde 13 mm

Inkubator Esco CelCulture® CO, (ESCO World Glass)

LAF-benk Class Il Biological Safety Cabinet Sentinel Gold
(ESCO World Glass)

Prosedyre:

Splitting ble gjennomfart 2 ganger i uken i en LAF-benk med vertikal laminar luftstram for a
hindre kontaminasjon av cellene. Gammelt vekstmedium ble fjernet ved hjelp av en pipette.
Nytt medium (20 mL) ble tilsatt celledyrkingsflasken. Cellene ble lgsnet fra bunnen av
celledyrkingsflasken ved bruk av celleskrape. Nylaget cellesuspensjon ble suget opp og ned
10-15 ganger med en pipette for & lgse opp mulige celleaggregater. Deretter ble
cellesuspensjon (1 mL) overfart til en ny dyrkingsflaske med nytt medium (20 mL). Cellene

ble inkubert ved 37°C og 5 % COs..
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4.5.1.3. Celletelling
Celleteling er ngdvendig for & bestemme celletettheten far et celleforsgk. Cellene ble telt i en

automatisert celleteller.

Reagenser:
Tryptanblatt (0,4 %)

Utstyr:

Automatisk celleteller Countess™ (Invitrogen)
Chamber Slide (glassplate) Countess™ (Invitrogen)
Prosedyre:

Cellesuspensjon (15 pL) ble blandet med tryptanblatt (15 pL). Blandingen ble overfart til en
spesiell glassplate som ble plassert i celletelleren. Resultatet ble vist pa display som:

- Konsentrasjon av levende og dede celler pr ml

- Total cellekonsentrasjon/mL

- Mengde levende celler angitt i % av total mengde celler

4.5.1.4. Utsding av celler
Reagenser:

DMEM med FBS

RAW 264.7-cellesuspensjon

Utstyr:
6-branners cellekulturplater (sterile) Corning® cell culture plate non-pyrogenic
(Corning Incorporated, USA)

Sterile finnpipetter 100uL-1 mL
Pipetter (steril) 509 10 mL
Prosedyre:

Etter celletelling ble den opprinnelige cellesuspensjonen fortynnet med vekstmedie med
serum til cellekonsentrasjonen 1000 000 celler/mL. Nylaget cellesuspensjon ble suget opp og

ned 10-15 ganger ved hjelp av pipette for & lgse opp mulige celleaggregater. Deretter ble
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cellesuspensjon (1mL) og vekstmedie med serum (1mL) sadd ut i i 6-brgnners brett slik at
antall celler per brann ble 1000 000 celler. Cellene ble inkubert ved 37°C og 5% CO; i 24
timer.

Alle arbeidene ble utfart i LAF-benken med krav til sterilitet.

4.5.1.5. Stimulering prever med polysakkarider av A. ovinus
Reagenser:

Dulbecco’s Modified Eagle medium (DMEM):

4,5g/L D-Glukose

4mM L-glutamine

Partikuleert beta-glukan (sterilt) fra gjeer (Biotec Pharmacon, Tromsg)

Utstyr:

Sentrifugerar (steril) Fisherbrand® 15 mL Centrifuge Tube (Fisher scientific)
Finnpipetter 100pL-1mL

Pipetter (sterile) 509 10 mL

Prosedyre:

Frysetgrkede polysakkaridprever av A. ovinus ble veid inn i sentifugergr og last i serumfritt
medium til konsentrasjon 1 mg/mL. Lgsningen ble videre fortynnet til 0,5 mg/mL og 0,25
mg/mL. Gammelt veksmedie fra de inkuberte cellene ble suget av med pipette og kastet.
Cellene ble deretter vasket med serumfritt vekstmedium (1mL). Serumfritt medie var negativ
kontroll. beta-glukan fra gjeersopp (1 mg/mL) ble brukt som positiv kontroll. Opplgste praver
i forskjellige konsentrasjoner (1 mL) ble tilsatt til de andre brgnnene. Prgvesuspensjoner ble
suget opp og ned ca.3 ganger pa forhand for & lgse opp mulige polysakkaridaggregater.
Cellene ble inkubert ved 37°C og 5 % CO2 i 48 timer.

Alle arbeidene ble utfert i LAF-benken for & hindre kontaminering av cellene.

4.5.1.6. Lysering av celler
Reagenser:
Lysisbuffer (500 ml) (pH 5.8):
100 mM natriumcitrat
1 mM Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate (Na2EDTA)
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1 % (5 g) n-oktyl-p-D-glukopyranosid (detergent)
Fosfat-buffer (PBS) (pH 7,2)

Utstyr:

Eppendorf rgr 1,5 mL (Eppendorg AG)
Finnpipetter 100pL-1 mL

Pipetter (sterile) 10 mL

Sentrifugergar (sterile) Corning® 50mL Centrifuge Tube (Corning Incorparated)
Celleskraper (sterile) Cell scraper S (TPP, Sveits)
-lengde 240 mm

-svingbare blad, bredde 13 mm

Varmeblokk Dri-Block® DB-2D (Techne)
Mikrosentrifuge Fresco 21 (Thermo scientific)
Prosedyre:

Etter inkubasjon (48 timer) ble mediet pipettert av. Cellene ble vasket ved a tilsette PBS (1
mL) til hver brgnn. Brettene ble vippet litt frem og tilbake og all PBS ble tatt av. Etterpa ble
cellene tilsatt lysisbuffer (500 pL) bestdende av 1 mM Na;EDTA, 100 mM natriumcitrat og 1
% n-oktyl-pB-D-glukopyranosid. Cellene ble deretter skrapet lgs fra brennene ved bruk av
celleskrape, og lysatene ble overfart til merkede eppendorfrgr. Lysatene ble frosset ned (-
70°C) i ca.- 15 min og tint raskt opp pa varmeblokk (30°C) for & oppn& bedre lyseringsgrad.
Denne fryse-tine prosessen ble gjentatt 2 ganger. Lysatene ble s& sentrifugert ved 10 000 g
(4°C) i 10 min., og supernatante ble overfert til nye merkede eppendorfrgr. Prgvene ble
oppbevart ved - 20 °C.

45.1.7. Maling av legumainaktivitet

Prinsipp:

RAW 264.7 celler produserer cysteinproteasen legumain. Cellelysatene vil dermed inneholde
dette proteinet, og ved a tilsette en assaybuffer som inneholder reduksjonsmiddelet ditiotretiol
(DDT) vil legumain aktiveres. | tillegg tilsettes en substratlgsning som inneholder en
fluorescerende gruppe (NHMec) karboksyltterminal for asparagin (Asn) (Z-Ala-Ala-Asn-

NHMec). Da legumain spalter proteiner spesifikt etter Asn vil den fluorescerende gruppen
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frisettes nar legumain er tilstede. Fluorescensen som males i en mikroplateleser (Wallac 1420

Viktor® multilabel counter) (Johansen et al., 1999).

Reagenser:
0,9 % NaCl

Assaybuffer (pH 5,8):

Sitronsyre

Dinatriumfosfat (NazHPO4)

Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate (Na2EDTA)
3-[(3-Cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-propanesulfonate hydrate (CHAPS)
Assaybuffer skal oppbevares kjgleskap

Ditiotretiol (DTT) tilsettes rett for bruk
Brukslgsning: 10 ml assaybuffer + 20 pl 0,5 M ditiotretiol (DDT)

Substratlgsning: 200 pl 2,5 mM substrat (Z-Ala-Ala-Asn-NHMec) + 14,5 ml assaybuffer

Utstyr:

Mikroplateleser Wallac 1420 Victor® Microplate Reader (Perkin Elmer Life and
Analytical Sciences)

Programvare: Workout

96-brgnners mikroplate Corning® Costar® 96-Well Cell Culture Plates (Corning
Incorparated)

Finnpipetter

Prosedyre:

20 pL) av hver prgve ble pipettert i paralleller til en 96-brgnners mikroplate. Buffer (100 pL)
ble deretter tilsatt, og etter 10 min, umiddelbart far malingen startet, ble det tilsatt 50 pl
substratlgsning til hver brenn. Arsaken til at det matte ga minst 10 minutter fra tilsetting av
reduksjonsmiddel (DDT) til maling av legumainaktivitet var for a sikre aktivering av

enzymet. Som negativ kontroll ble 0,9 % NaCl (20 pL) brukt. Etter tilsetning av substratlgsning
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o

ble mikroplaten satt i mikroplateleseren for a male kinetikk (gkning i fluorescens per
tidsenhet; deltaF/sek.).

4.5.1.8. Maling av totalprotein
For & korrigere for eventuelle differanser i antall celler per brgnn, ble den malte

legumainaktiviteten dividert pa den totale mengden protein som ble produsert i hver brgnn.

Reagenser:
Bio-Rad Protein Assay

Dye reagent Consentratum

Utstyr:

Mikroplateleser Wallac 1420 Victor® Microplate Reader (Perkin Elmer Life and
Analytical Sciences)

Finnpipetter 10-100uL og 20-300 pL

96-brgnners microplate Nunc ™ MicroWell plate 96F PS (Thermo Scientific™)

Prosedyre:

For & male den totale mengden protein i cellelysatene ble BioRad Protein Assay benyttet. |
dette assayet vil det forekommefargeendring som en respons pa forskjellige
proteinkonsentrasjoner. Fargereagens ble laget ved a fortynne Dye Reagent Concentrate (10
mL) med 4 deler sterilt vann. Det ble brukt 7 fortynninger av en proteinstandard (Bovint
serumalbumin (BSA)) for & lage en standardkurve slik at total mengde protein i prgvene
kunne beregnes. Standarder (10uL) og cellelysat (10 pL) ble overfert i paralleller til en 96-
brgnners microplate. Fortynnet Dye Reagent Concentrate (200 uL) ble tilsatt hver prgve og
inkubert ved romtemperatur i omtrent 1 time. Absorbansen ble malt i en mikroplateleser
(Wallac 1420 Viktor® multilabel counter) ved bglgelengde 595 nm.
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S. RESULTATER

5.1. STRUKTUROPPKLARING

5.1.1. Kuvalitativ og kvantitativ monosakkaridbestemmelse

Monosakkaridsammensetning og totalt monosakkaridinnhold av vannekstrakt: WAo0, WAOF1,
WAOF-0g alkaliekstrakt: AAoSw og AAolw fra Albatrellus ovinus ble bestemt ved hjelp av

GC som ble gjennomfert etter metanolyse og TMS-derivatisering.

Kvalitativ bestemmelse av monosakkarider i prgven
Mannitol ble brukt som internstandard og den kommer ut ved 28,6 min.

Figur 24 og 25 viser eksempler pa kromatogrammene til vann (WAoF1)- og alkali (AAoSw) -

ekstrakter av A.ovinus.

Figur 24 viser at vannekstrakt av A. ovinus (WAOF1) inneholdt store mengder av Fuc
(fukose), Gal (galaktose), Glc (glukose) og Is (intern standard). De starste toppene tilsvarer
fukose (Rt 12,35 og 13,36), galaktose (Rt.21,76, 23,25 og 24,52) og glukose (Rt.25,71 og
26,74). Den siste toppen ved Rt 26,61 er fra interstandard (Is).
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Figur 24. Et eksempel pa GC-kromatogram av WAoF; fraksjon av vannekstrakt WAo.
Mannitol er interstandard.
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Figur 25. Et eksempel pa GC-kromatogram av alkaliekstrakt AAoSw. Mannitol er

interstandard.

Alkali (AAoSw og AAolw)- og vannekstrakter (WAo: WAOF: og WAOoF) fra A. ovinus

inneholdt bade glukose, galaktose, mannose, xylose, fukose og rester av glukuronsyre.

Kvantitativ bestemmelse av monosakkarider i prgven

For & kunne beregne total mengde av monosakkarider i metanolysepraver ble det tilsatt 100 pl
av (1,0 pg/ul) mannitol som en intern standard. Mannitol ble brukt som intern standard fordi
den ikke finnes naturlig i polysakkarider. Det forutsettes at internstandard oppfarer seg som

stoffet som skal bestemmes under preveopparbeidelsen. Dermed vil den Kkorrigere for

tilfeldige endringer som skjer under prgveopparbeidelsen.
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Tabell 5. Monosakkaridsammensetning i vann og alkali ra-ekstrakter; prosent av totalt

karbohydratinnhold.

Monosakkarid WAo WAOF, WAOF: AAoSw AAolw
Glc 41,1 19,1 69 78,8 77,9
Gal 40,7 99,8 22,3 2,4 0,7
Fuc 13,6 15,1 6,0 2,5 2,2
Xyl 0,8 0,7 0,4 41 6,4
Man 3,2 4,9 1,5 11,7 12,7
GIcA 0,6 0,4 0,8 0,5 -
Sum % 100 100 100 100 100

Tabell 5 viser at predominante sukkere i fraksjonen WAOF; var galaktose (58,8 %), fukose
(15,1 %) og mannose (4,9 %). Proporsjonen mellom fukose og galaktose var 1:3,9. Disse
resultatene stemmer med resultatene av analysene av vannekstrakt av Polyporus ovinus
(Allbatrellus ovinus) som allerede er beskrevet i litteraturen (Axelsson & Bjorndal, 1969).

Predominante sukkere i fraksjonen WAoF, var glukose (69 %) og galaktose (22,3 %).

Begge to alkali ekstraktene inneholdt D- glukose som predominant sukker sammen med sma

mengder av D- galaktose, D- mannose, L- fucose, D- xylose.

5.1.2. Karakterisering av bindingsforhold

Bindingsmanster ble bestemt ved gasskromatografi-massespektroskopi (GC-MS) etter
metylering (metode 4.4.1). Det var analysert ra-ekstrakter: WAo, WAoF1, WAoF2, AAolw og
AA0Sw (tabell 6); partiell hydrolyserte (1) ra-ekstrakter: AAolw 1-1 og AAoSw1-1 (tabell
36); alfa-amylase behandlet ra-ekstrakter: AAolwAB og AA0SWAB (tabell 17). Det var ogsa
analysert WAo etter separasjon pa Con A Sepharose 4B: WAo (fraksjonen 1) og WAO
(fraksjonen 2) (tabell 15).
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Tabell 6. Bindingsforhold i vann og alkali ra-ekstrakter, % av total karbohydrat

Monosakkarider og Vann ekstrakter Alkali ekstrakter
deres bidingstyper
WAO WAOF1 WAOF AAoSW AAolw

Fucp 1— 13,5 14,6 5,6 2,4 1,3
1—3 0,1 0,5 0,4 0,1 0,9

Sum % 13,6 15,1 6,0 2,5 2,2
Xylp 1— 0,6 0,5 0,30 3,3 3,2
152 0,1 0,2 - 0,6 0,8

1-3 0,1 - 0,2 2,4

0,8 0,7 0,4 4,1 4,0

Man 1— 3,2 49 15 11,7 12,7
Sum % 3,2 49 15 11,7 12,7
Gal 1— 1,5 2,2 0,3 0,2 0,1
1—-6 26,9 38,8 14,5 1,6 0,3

1-2,6 12,7 17,8 7,4 0,8 0,3

Sum % 40,7 59,8 22,3 2,4 0,7
Glcp 1— 8,7 3,0 17,6 10,6 10,8
153 6,3 6,9 6,0 35,6 37,6

1-4 16,6 1,6 24,9 14,7 22,0

1—6 2,1 1,2 51 55 1,3

13,4 1,3 0,9 0,4 2,9 1,5

1523 0,2 0,7 0,6 0,6 2,9

14,6 3,5 2,6 11,8 1,8 1,3

1—-3,6 2,1 2,6 2,5 9,6 52

Sum % 41,1 19,1 69 78,8 77,4

Tabell 6 viser at metylert WAoOF;: inneholdt 2,3,4,6-Tetra -O-Methyl -L- fukose (14,6 %)
(tilsvarer 1—), 2,3,4,6-Tetra-O — Methyl -D- galaktose (2,2 %) (tilsvarer 1—), 2,3,4- Tri -O-
Methyl- D -galaktose (38,8 %) (tilsvarer 1—6) og 3,4-Di- O-Methyl- D- galaktose (17,8 %)
(tilsvarer 1—2,6). Metanolyse avdekket at WAOF: inneholdt nermere 60 % galaktose mens
metyleringsanalyse viste at ca 2/3 av galaktoseenhetene var (1—6) bundne og i underkant av
1/3 (1—2,6)-bundne, mens bare en liten andel (2,2 % av total karbohydrat) var bundet i ikke
reduserende ende (1—).

En fullstendig reaksjon ved metylering av et forgreinet polysakkarid vil gi forholdet 1:1
mellom terminale enheter og forgreiningspunkter. Det er 59,8 % galaktoseenheter totalt. 17,8
% tilsvarer (1 — 2,6)-bundet galaktoseenheter. Det ser ut at hver tredje galaktoseenhet har
forgreninger i posisjon 2. Antall forgreiningspunkter stemmer bra med andel fukose bundet i
ikke-reduserende ende (17,8 og 14,6 %).

| tillegg ble det funnet sma mengder av 2,4-Di -O- methyl- L- Fukose (tilsvarer 1—3) og
2,3,4,6 — tetra -O-Methyl- D- mannose (tilsvarer 1—).
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Tabell 6 viser at metylert WAoF. bestod stort sett av 24,9 % av 2,3,6- Tri -O-Methyl- D -
glukose (tilsvarer 1—4) og 11,8 % av 2,3-Di- O-Methyl- D- glukose (tilsvarer 1—4,6). Den
inneholdt ogsa 17,6 % av 2,3,4,6-Tetra -O — Methyl —D- glukose (tilsvarer 1—), 6,0 % av
2,4,6- Tri -O-Methyl- D- glukose (tilsvarer 1—3). Galaktosedelen bestod av 0,3 % 2,3,4,6-
Tetra- O — Methyl D galaktose (tilsvarer 1—), 14,5 % av 2,3,4- Tri -O-Methyl- D- galaktose
(tilsvarer 1—6) og 7,4 % av 3,4-Di- O-Methyl- D- galaktose (tilsvarer 1—2,6). Det ser ut som
at WAOoF, var heterogen og inneholt en (1—4) bundet- og en (1—3)-bundet glukan med
forgreninger i poisjon 6 og i tillegg rester av fukogalaktan.

Den starste delen av den metylerte praven AAoSw (tabell 6) inneholdt glukose 78,8 % og var
hovedsakelig representert av 2,3,4,6 — Tetra -O — Methyl -D- glukose (10,6 %) (tilsvarer
1-), 2,4,6- Tri -O-Methyl- D- glukose (35,6 %) (tilsvarte 1—3), 2,3,4 Tre -O-Methyl -D
glukose (5,5 %) (tilsvarer 1—6) og 2,4-Di- O-Methyl- D- glukose (9,6 %)(tilsvarer 1—3,6).
Funn av (1— 3) og (1— 3,6) -bundne glukoseenheter indikerte innhold av et glukan med en
1— 3-bundet hovedkjede og forgreininger i posisjon 6. Det ble ogsa oppdaget 14,7 % av
2,3,6- Tri -O-Methyl- D- glukose (tilsvarer 1—4) og 1,8 % av 2,3-Di- O-Methyl- D- glukose
(tilsvarer 1—4,6). Funn av (1— 4) og (1— 4,6)-bundne glukoseenheter indikerte innhold av
mindre mengder av et glukan med en (1— 4)-bundet hovedkjede og forgreining i posisjon 6.

Den starste delen av metylert AAolw (tabell 6) inneholdt glukose 77,4 % som var
hovedsakelig representert av 2,3,4,6-Tetra-O — Methyl —D - glukose (10,8 %)(tilsvarer 1—),
2,4,6- Tri -O-Methyl- D- glukose (37,6 %)(tilsvarer 1—3), 2,3,6- Tri -O-Methyl- D glukose
(22,0 %) (tilsvarer 1—4), 2,3-Di- O-Methyl- D- glukose (1,3 %) (tilsvarer 1—4,6) og 2,4-Di-
O-Methyl- D- glukose (5,2 %)(tilsvarer 1—3,6). Funn av (1— 3) og (1— 3,6)-bundne
glukoseenheter og (1— 4) og (1— 4,6)-bundne glukoseenheter indikerte innhold av to
glukaner. Ett glukan hadde en (1— 4)-bundet hovedkjede, mens det andre hadde (1— 3)-

bundet hovedkjede. Begge glukanene hadde forgreininger i posisjon 6.
Tabell 6 viser at vannlgselig AAoSw innehold 9,6 % av (1— 3,6)-bundne glukoseenheter

mens vannulgselig AAolw innehold bare 5,2 %, noe som kan forklare bedre lgseligheten av

AAO0SW i vann.
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5.1.3. Molekylvekt bestemmelse

Biologisk aktivitet av polysakkarider er avhengig blant annet av molekylvekt (Lam & Chi-
Keung Cheung, 2013).

Vektgjennomsnittet (Mw) av forskjellige fraksjoner av A.ovinus ble bestemt ved bruk av
eksklusjonskromatografi (SEC) (metode 4.4.2).

TSK-Gel® G3000PWxL

Separasjonsomrade til kolonnen er angitt i dextraner. Pullulanstandarder og beta-
(1—3)(1—4)-glukanstandarder har annerledes hydrodynamiske karakteristiker enn dextraner.
Derfor ble det testet forskjellige pullulanstandarder og beta-(1—3)(1—4)-glukanstandarder
for & finne separasjonsomradet (angitt i pullulaner og glukaner) som kan anvendes for

tillaging av standardkurver.
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Figur 26. Kromatogram fra SEC-HPLC analyse av pullelanstandarder til SEC kolonne TSK-
Gel® G3000PWXL.
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Figur 27. Standardkurve av pullulanstandarder (1,2,3,4,5,6,7,8) til SEC kolonne TSK-Gel®
G3000PWXL.

Store molekyler (standarder 1, 2 og 3) gikk ikke inn i porene og ble ikke separert fra
hverandre. De ble eluert ut med ekslusjonsvolumet. Derfor ble det for tillaging av
standardkurver bruk en del av pullulanstandarder (4,5,6,7,8) tilsvarende standardkurvens

linesere omrade.
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Figur 28. Standardkurve av pullulanstandarter (4,5,6,7,8) til SEC kolonne TSK-Gel®
3000PWXL.

TSK-Gel® G5000PWxL
Separasjonsomradet til denne typen av kolonnen er ogsa angitt i dextraner. Derfor ble det
brukt de samme pullulanstandardene (1,2,3,4,5,6,7,8) og beta-(1—3)(1—4)-glukanstandarder
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(A, B, C,D, E) for & finne separasjonsomradet (angitt i pullulaner og glukaner) som kan

anvendes for tillaging av standardkurver.

[T

Figur 29. Kromatogram fra SEC-HPLC analyse av pullulanstandarder (1,2,3,4,5,6,7,8) til
SEC- kolonne TSK-Gel® G5000PWXL.
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Figur 30. Standardkurver av pullulanstandarder (1,2,3,4,5,6,7,8) og beta-(1-3)(1-4)--
glukanstandarder (A, B, C, D, E) til SEC kolonne TSK-Gel® G5000PWXL.

R2-verdien til pullulanstandardene er p& 0, 9969 mens R2-verdien til beta-(1—3)(1—4)-
glukanstandarder er pa 0,9439. Tilpasning for regresjonslinjen for pullulanstandarder er alsa
bedre enn for glukanstandardene. Molekylvektsfordelingen ble derfor bestemt for de ulike

fraksjonene ved hjelp av standardkurver av pullulanstandarder.

Det ma tas i betraktning at siden eksklusjonsvolum av SEC er avhengig av det

hydrodynamiske volumet mer enn My, kan bruk av kuleformede

spiral-type

82



pullulanstandarder fgre til en overestimering av Mw til polysakkarider med fleksibel

kjedekonformasjon (Putus Macromolecular Sci. & Tech. Ltd, 2009).

Bestemmelse av molekylvekt
5.1.3.1. TSK-Gel® G3000PWxL
» Vannekstrakt WAOo (fraksjon WAoF1 og WAOoF?2)

R . ];N“ﬁ%m L ;,,;";;:W AOF; . / WAOF;
(topp L)~ «———(topp 1) “

mh
(topp 2)

hinutes

Figur 31. Kromatogram fra SEC-HPLC analyse av WAo, WAOF1 og WAOF2. TSK-Gel®
G3000PWyxL.

Figur 31 viser at vannekstrakt WAo0 inneholdt to molekylvektspopulasjoner..
Polysakkaridsfraksjon 1 bestod av store molekyler som ble eluert i eksklusjonsvolum og ble
derfor ikke separert pd TSK-Gel® G3000PWx_.

Polysakkaridfraksjonene som tilsvarer topp 2 ble eluert i elueringsvolum. Derfor kunne

molekylvektfordeling til dem bli bestemt ved bruk av standardkurve (figur 28).

Polysakkaridfraksjoner som tilsvarte WAo (topp 2), WAOoF: (topp 2) ogWAOF: (topp 2), ble
transportert gjennom kolonnen nesten med samme hastighet (har nesten den samme

retensjonstid). Dette er det samme stoffet, derfor hadde det ogsa samme molekylvekt.

Fraksjon som tilsvarer WAoF: (topp 2) inneholdt bare rester av polysakkaridfraksjonen

WAOF..
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Tabell 7. Estimert molekylvektfordeling til fraksjon WAo, WAoF1 og WAOF -(topp 2)

Fraksjon Mw pullulanekvivalent, kDa Mp, kDa Pd
WAO (topp 2) 12,0 9,58 1,20
WAGOF (topp 2) 12,1 10,1 1,08
WAOGF (topp 2) 12,1 9,58 1,25

Hgy Pd indikerer starre molekylvekt distribusjon. Tabell 7 viser at WAo0F1 hadde mindre

polydispersitet enn WA0 og WAOF».
Mp viser det hgyeste topppunktet pa SEC-HPLC kurven og Mw viser gjennomsnittlig

molekylvekt av polysakkaridene i prgven.

» Vannlgselig alkaliekstrakt AAoSw

WD f 0 MRS - s

B )
== arn[u 800 Sl
3 Petsnmon e Fetention T frae

AAOSW

= «+—Htoppl)

AAOSW
(topp 2)

Mnutes

Figur 32. Kromatogram fra SEC-HPLC analyse av AAoSw. TSK-Gel® G3000PWXL.

Figur 32 viser at vannlgselig alkaliekstrakt AAoSw av A. ovinus hadde to topper pa
kromatogrammet som tilsvarte to polysakkaridfraksjoner med forskjellig molekylvekt.
Polysakkaridsfraksjonen som tilsvarte topp 1 bestod av store molekyler som ble eluert i

eksklusjonsvolum og ble derfor ikke separert pd TSK-Gel® G3000PWx..

Tabell 8. Estimert molekylvektfordeling til fraksjon AAoSw (topp 2)

Fraksjon Mw pullulanekvivalent, Mp, kDa
kDa
AAO0Sw (topp 2) 11,7 14,9
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» Vannulgselig alkaliekstrakt AAolw (den delen som inngikk i lgsningen)

nnnnnnnnnnnn

AAo0lw

(toppl)

AAolIw
(topp 2)

2.0

Figur 33. Kromatogram fra SEC-HPLC analyse av AAolw. TSK-Gel® G3000PWx.

2.0

9.5 10,0 10,5
hinutes

1o

12,5 12,0

Fzs0

Fzao

Fzzo

Fz10

Figur 33 viser at vannulgselig alkaliekstrakt AAolw av A. ovinus hadde tre topper pa

kromatogrammet som tilsvarte tre polysakkaridfraksjoner med forskjellig molekylvekt.

Polysakkaridsfraksjonen som tilsvarte topp 1 bestod av store molekyler som ble eluert i
eksklusjonsvolum og ble derfor ikke separert pd TSK-Gel® G3000PWx_.

Molekylvekten til AAolw (topp 3) Ia utenfor standardkurven, og ble dermed beregnet med

stor usikkerhet.

Tabell 9. Estimert molekylvektfordeling til fraksjon AAolw (topp 2 og 3).

Fraksjon Mw pullulanekvivalent, kDa Mp, kDa
AAolw (topp 2) 16,7 16,2
AAolw (topp 3) 2,4 2,3
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Topp 1
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AA0S

0
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Topp 3

Bh:dis)

binutes

Figur 34 .Kromatogram fra SEC-HPLC analyse av WAo0, AAolw og AAoSw. TSK-Gel®

G3000PWxL

Figur 34 viser at WAo (topp 2), WAoOF:> (topp 2) AAoSw (topp2)

polysakkaridpopulasjoner med Mw ca.12-16 kDa (tabell 7-9).

inneholdt

AAolw hadde dominerende mengde av polysakkardpopulasjoner med Mw 2,3 kDa som

tilsvarte topp 3 pd kromatogrammet (tabell 9) (denne falt utenfor standardkurven og er derfor

beheftet med stor usikkerhet).

5.1.3.2. TSK-Gel® G5000PWXL
> Vannekstrakt WAo (fraksjon WAoF1 og WAOF2)

Rl
| waR1 waF2 i
nnnnnnnnnn Time Time Time

WA©O
(topp 1)—,

e

mulige
aggt egat&r

\ 16,560

WA WAOF fe
0 ~ (topp 2) t
(topp 2« «—

WAOF;
(topp 1)

WAOF;
(topp 2)

hnutes

Figur 35. Kromatogram fra HPLC analyse av WAo, WAoF1 og WAoF». TSK-Gel®

G5000PWXL.

86



Separasjonsomradet som ble funnet med Pullulanstandarder viste at alle
polysakkaridsfraksjoner i vannekstrakt (WAo0; WAoF1 og WAOF2) kunne separeres pa TSK-
Gel® G5000PWXL og at molekylvekten til disse fraksjonene kunne bestemmes ved bruk av
standardkurven (figur 30).

Tabell 10. Estimert molekylvektfordeling til fraksjon WAo, WAoF1 og WAoF2

(Pullulanekvivalent).

Fraksjon Mw pullulanekvivalent, kDa Mp, kDa Pd
WAO(topp 1) 224.5 225,2 1,07
WAO (topp 2) 12,2 10,4 1,15

WAOF (topp 1) 251,0 248,4 1,07
WAOF (topp 2) 15,6 16,1 1,05
WAOGF (topp 1) 2372 236,1 1,10
WAOF: (topp 2) 12,4 10,5 1,18

Tabell 7 og 10 viser at topp 2 til alle fraksjonene hadde hagyre polydispersitet. Pd til topp 2 pa
TSK-Gel® G5000PWx. var mindre enn til TSK-Gel® G3000PWx., noe som tyder pa at topp
2 ble bedre separert pa TSK-Gel® G3000PWx..

» Vannlgselig alkaliekstrakt AAoSw

AAOSW

3 t 1 3
= (toppd) AAOSW e

Mulige
aggregater

§
60:
. \
ZEI’

15
hinutes

Figur 36. Kromatogram fra SEC-HPLC analyse av AAoSw. TSK-Gel® G5000PWXL.
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Tabell 11. Estimert molekylvektfordeling til fraksjon AAoSw (Pullulanekvivalent).

Fraksjon Mw pullulanekvivalent, kDa Mp, kDa
AAO0Sw (topp 1) 324,5 299,8
AAO0Sw (topp 2) 16,7 17,2

» Vannulgselig alkaliekstrakt AAolw (den delen som inngikk i lgsningen)

W
= uann I} Anot
Rétention Tme Fetention Time

" AAolw AAolw -
_ (topp2) -
mulige (topp 1) \E
aggregater &E d

\

||||||||

Figur 37. Kromatogram fra SEC-HPLC analyse av AAolw. TSK-Gel® G5000PWx_.

Det var problematisk a male Mp for AAolw pa grunn darlig lgselighet i vann, noe som gir
begrenset verdi av mélingen. AAolw (topp 3) ble bedre separert pd TSK-Gel® G3000PWx.

(figur 33).

Tabell 12. Estimert molekylvektfordeling til fraksjon AAoSw (Pullulanekvivalent).

Fraksjon Mw pullulanekvivalent, kDa Mp, kDa
AAolw (topp 1) 286,5 239,6
AAolw (topp 2) 15,9 15,75
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Figur 38. Kromatogram fra HPLC analyse av WAo, AAoSw og AAolw. TSK-Gel®
G5000PWxL

Figur 38 viser at WAo0, AAoSw og AAolw inneholdt i hovedsak to polysakkaridpopulasjoner
hver..

Topp 1 fra WAo0, AAoSw og AAolw tilsvarte Mw 200-250 kDa mens topp 2 inneholdt mer
lavmolekylaere polysakkarider i omradet ca.10-16 kDa (tabell 10-12).

AAolw hadde dominerende mengde av polysakkaridfraksjoner med Mw 2,3 kDa som
tilsvarte topp 3 p& kromatogrammet (figur 33) etter separasjon p& TSK-Gel® G3000PWx(,
men den ble darlig separert pd TSK-Gel® G5000PWx(.

Tabell 13. Estimert molekylvektfordeling til fraksjoner AAoSw og AAolw

(Pullulanekvivalent).

Mw, pullulanekvivalent, kDa AAolw AAOSW
Topp 1 286,5 324,5
Topp 2 15,9 16,7

Det sa ut som at begge to ra- alkaliekstraktene bestod av to polysakkaridfraksjoner med
nesten lik molekylvekt.
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5.1.4. Affinitetskromatografi

5.14.1. Con A Sepharose 4B

Metanolyseresultater av vannekstrakt av A. ovinus (WAO) viste relativ mye innehold av
(1—4) - og (1—4,6)-bindete glukoseenheter (henholdsvis 16,6 % og 3,5 %) (tabell 6). Det ble
benyttet affinitetskromatografi kolonne med Con A Sepharose® 4B (metode 4.4.4.1) siden
immobilisert Concanavalin A har sterk affinitet for alfa-D-glukose og i mindre grad alfa- D-
mannose (GE Healthcare, 2016). Derfor kunne vi undersgke om glukose i WAo0 hadde alfa-
konfigurasjon.

Det ble samlet to fraksjoner (fraksjon 1 og fraksjon 2). Fraksjon 1 inneholdt molekyler som
ikke ble bundet til kolonnen, mens fraksjon 2 bestod av molekyler som festet seg pa
kolonnen. Monosakkaridsammensetning og totalt monosakkaridinnhold ble bestemt ved GC
etter metanolyse og TMS-derivatisering (metode 6.5.1) (tabell 14).

Det var samtidig separert alfa-(1 — 6)-mannan og beta-glukan fra fruktlegemer fra
Cantharellus cibarius. Alfa -(1 — 6)-mannan ble festet pa kolonnen og eluert som andre

fraksjon (resultatene ikke vist). Dette bekrefet at kolonnen virket som den skal.

o Kvantitativ bestemmelse av monosakkarider i prgven

Tabell 14. Monosakkaridsammensetning i vannekstrakt WAo etter separering pa Con A
Sepharose 4 B; prosent av totalt karbohydratinnhold.

Monosakkarid Opprinelig WAO0 Fraksjon 1 WA0 Fraksjon 2
WAO
Glc 41,1 30,1 77,6
Gal 40,7 49,8 15,7
Fuc 13,6 13,71 45
Xyl 0,8 1,7 0,4
Man 3,2 4,7 1,6
Sum % 100 100 100

Tabell 14 viser at fraksjon 2 inneholdt mer glukose (77,6 %) enn fraksjon 1 (30,1 %), mens
fraksjon 1 inneholdt mer galaktose, fukose, mannose og xylose enn fraksjon 2. Dette kan vere
pa grunn av at glukose i fraksjon 2 kunne ha alfa-konfigurasjon (dette ble ogsa bekreftet ved
NMR), mens glukose i fraksjon 1 kunne ha beta-konfigurasjon. Mannose kunne tenkes a vere

lite tilgjengelig for binding til kolonnen, men det er ogsa sveert lite av den (sees ikke pa NMR
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spekteret). Mannose kunne veare en del av total polymer som hadde beta-glukose i
hovedkjeden som ble eluert i farste fraksjon.

| literaturen er det tidligere beskrevet mannaner fra bade Ascomycota og Basidiomycota med
alfa konfigurasjon: galaktomannaner fra Aspergillus-arter (Gomez-Miranda et al., 2003),
glucogalactomannan fra Cordyceps militaris (Smiderle et al., 2013), alfa-mannaner fra
cellevegg i gjer (Krizkova et al., 2001; Kogan et al., 1990), xylomannan fra Flammulina
velutipes (Smiderle et al., 2013) og glucuronoxylomannan fra Tremella mesenterica
(Vinogradov & Wasser, 2005).

Tabell 15. Bindingsforhold i WAO etter separasjon pa Con A Sepharose 4B: fraksjon 1WAo
og fraksjon 2 WAo.

Monosakkarider og deres Con A Sepharose 4B
bidingstyper
WA fraksjon 1 WAO fraksjon 2

Fuc Terminal 11,2 2,6
1—3 2,5 1,9
Sum % 13,7 4,5
Xyl Terminal 1,7 0,2
1-2p - 0,1
1—-3p - 0,1
Sum % 1,7 0,4
Man Terminal 4,7 1,6
4,7 1,6
Gal Terminal 4,1 7,3
1—6 32,5 8,4

12,6 13,2 -
Sum % 49,8 15,7
Glc Terminal 2,5 2,2
1-3 15,8 2,5
1—-4 2,6 46,3
1—6 1,4 57
1-34p 1,0 3,6
1-2,3 1,0 0,1
14,6 0,3 11,9
1-3,6 55 53
Sum % 30,1 77,6

Tabell 15 viser at fraksjon 1 WAo inneholdte mer (1— 3)- (1— 3,6)-bundne glukoseenheter
enn fraksjon 2 WAo0, mens fraksjon 2 WAo inneholdt mer (1 — 4)- (1— 4,6)- bundne

glukoseenheter. Man kan forutsi at det kunne veere alfa (1 — 4)- glukose siden Con A
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Sepharose® 4B med immobilisert Concanavalin A har sterk affinitet for alfa-D-glukose. (GE
Healthcare, 2016).

5.1.5. Alfa-amylase behandling

Det var undersgkt at fraksjonene WAo0, WAo0F,;, AAoSw og AAolw har en del (1—4)
glukoseenheter (henholdigvis 16,6 %; 24,9 %; 14,7 % og 22,0 %) (metode 4.4.1). Separasjon
av WAo pd Con A Sepharose 4B har vist mulig tilstedeveerelse av glukose i alfa-
konfigurasjon i fraksjon WAo0 (metode 4.4.4.1).

Figur 39. Jod-jod-kalium-test (metode 4.4.5.2) viser
tilstedeveerelse av alfa-(1 — 4)-bundne -glukoseenheter i
analyserte pragver: AAolw, AAclwAB og AAoSw.

Det var ogsa pavist med jod-jod-kalium-test (metode 4.4.5.2) at det var alfa-(1—4) bundne --
glukoseenheter i polysakkaridfraksjoner AAoSw, AAcIwAB og det meste i AAolw.

NMR har ogsa vist tilstedeveerelse av alfa-glukose enheter i AAolw, AAcIWAB og AA0SW.

For & isolere mest mulig rene beta-(1 — 3)-glukaner ved & fjerne alfa-glukose fra prever, ble
de behandlet med alfa-amylase. | tillegg ble det undersgkt hvordan de endringene som skjer i
en karbohydratprgve under varierende betingelser (20°C i 20 timer og 37°C i 2 timer) av

enzymatisk degradering pavirker biologisk aktivitet.

Monosakkaridsammensetning og totalt monosakkaridinnhold av amylase-behandlete
vannekstrakter (20°C): WA0AB, WAOF.AB, -og alkali- ekstrakt: AAoSWAB og AAoIwAB
av A. ovinus ble bestemt ved hjelp av GC som ble gjennomfart etter metanolyse og TMS-

derivatisering (metode 4.3).
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Tabell 16. Monosakkaridsammensetning i vannekstrakter WAo og WAoF (far og etter alfa-

amylase behandling); prosent av totalt karbohydratinnhold.

Monosakkarid WA©o WAO0AB WAOF WAOF.AB
Glc 41,1 29,6 69,0 65,8
Gal 40,7 50,7 22,3 24,0
Fuc 13,6 15,41 6,0 7,0
Xyl 08 0,4 0,4 3
Man 3,2 3,9 1,5 2,1
GlcA 0,6 spor 0,8 spor
Sum % 100 100 100 100

Det var observert nedgang i inneholdt av glukose i fraksjon WAo (fra 41,1 % til 29,6 %) og i
fraksjon WAOF. (fra 69,0 til 65,8 %). Grunnen til dette kan vere at begge fraksjonene
inneholdt alfa-(1 — 4)-glykosidbindingene som ble brutt ned. De mindre glukoseenhetene ble

vasket bort med 70 % etanol, noe som farte til reduksjon av glukoseinnholdet.

Jod-jod-kalium testen paviste ikke tilstedeveerelse av alfa-glukaner i fraksjonene WAO,
WAOF1 og WAOoF,. En forklaring kan vere at delen av alfa-(1 — 4) — glukose i disse

fraksjonene var ubetydelig.

Tabell 17. Monosakkaridsammensetning i alkali ekstrakter AAoSw og AAolw (fer og etter

alfa- amylase behandling); prosent av totalt karbohydratinnhold.

Monosakkarid AAoSw AA0SWAB AAolw AAo0IwAB
Glc 78,8 67,8 77,9 77,9
Gal 2,4 3,1 0,7 0,7
Fuc 2,5 41 2,2 2,6
Xyl 41 7,4 6,6 1,7
Man 11,7 17,6 12,7 111
Sum % 100 100 100 100

Det var observert nedgang i innehold av glukose (fra 78,8 % til 67,8 %) bare i fraksjon
AAo0Sw. Monosakkaridsammensetning i fraksjon AAolw har ikke vist noen forandring etter
behandlig med alfa-amylase. Grunnen til dette kan vere at amylase kan ha hatt begrenset

virkning pa fraksjonen som har begrenset lgselighet i vann.
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Bindingsmenster i de alfa —amylase behandlete fraksjonene ble bestemt ved
gasskromatografi-massespektroskopi (GC-MS) etter karboksylsyre-reduksjon, metylering,
hydrolyse, reduksjon og acetylering (metode 4.4.1).

Tabell 18. Bindingsforhold i alkali ekstraktene far og etter alfa-amylasebehandling: AAoSw,
AAolw, AAoSWAB og AAoIWAB.

Monosakkarider og | Fer alfa-amylasebehandling Etter alfa-amylasebehandling
deres bidingstyper
AA0OSW AAolw AA0OSWAB AAOCIWAB
Fuc Terminal 2,4 1,3 41 2,6
1—-3p 0,1 0,9 - -
2,5 2,2 4,1 2,6
Xyl Terminal 3,3 3,2 7,4 4,0
1-2p 0,6 0,8 - 0,9
1-3p 0,2 2,4 - 2,9
4,1 4,0 7,4 7,7
Man Terminal 11,7 12,7 17,6 11,1
11,7 12,7 17,6 11,1
Gal Terminal 0,2 0,1 0,4
1-6 1,6 0,3 1,0 0,2
12,6 0,8 0,3 1,7 0,5
2,4 0,7 3,1 0,7
Glc Terminal 10,6 10,8 7,6 9,2
1-3 35,6 37,6 35,6 36,6
1—-4 14,7 22,0 75 8,1
1-6 55 1,3 1,5 1,9
1-34p 2,9 1,5 2,7 15
1-2,3 0,6 2,9 2,2 2,1
14,6 1,8 1,3 2,7 1,6
1-3,6 9,6 52 8,0 15,1
78,8 77,4 67,8 77,9

Tabell 18 viser at AAoSw og AAolw hadde (1 — 4) bundne glukoseenheter.

Det ble observert en stor nedgang av (1—4) bundne glukoseenheter i begge alkaliekstraktene
AAIWAB (13,9 %) og AAOSWAB (7,2 %), noe som kan tyde pa tilstedeveerelse av (1— 4)-
alfa — glykosidbindinger i begge ekstraktene. Slike glykogen -type glukaner er blitt pavist i en
rekke Basidiomyceter og gjer, og er anerkjent som komponenter av celleveggen i sopp (Usui
et al., 1983; Misaki et al., 1986; Smiderle et al., 2010).
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Molekylvekt (Mw) av alfa-amylase behandlete vannekstrakter: WA0AB, WAO0F2AB, -0g
alkali- ekstrakt: AA0SWAB og AAoIwAB av Albatrellus ovinus ble bestemt ved
eksklusjonskromatografi (SEC) (metode 4.4.2).

5.15.1. TSK-Gel® G3000PWxL
» Alfa-amylase behandlet WAo (bunnfall WaoAB og supernatant WAO0AS)

m wiboaBi Waoa gl
nienTine  Retention Time — Retestion Time

 WAOAB
: . toppl
4 (toppd) WAOAB  WAOAS
(topp2) (topp2)
WAO0AS
(toppl)

hinutes

Figur 40. Kromatogram fra SEC-HPLC analyse av alfa-amylase behandlet WAo (bunfall
WAO0AB og supernatant WA0AS).

Tabell 19. Estimert molekylvektfordeling til fraksjon WAOAB.

Fraksjon Mw pullulanekvivalent, kDa Mp, kDa
WAOAB (topp 2) 15,3 15,7
WAOAS (topp 2) 4,1 4,2

Molekylvekten til WAOAS (topp 2) Ia utenfor standardkurven, og ble dermed beregnet med

stor usikkerhet.

Molekylvekt av WAO (far alfa-amylase behandling) var nesten lik molekylvekt av WA0AB
(etter alfa-amylase behandling). | tillegg ble det funnet lavmolekylaere polysakkarider
(oligosakkarider) i supernatanten. Dette kan forklares med tilstedeveeresle av alfa-(1 — 4) -
glykosidbindingene som ble brutt ned i mindre glukoseenheter, noe som kan pavise

tilstedeverelse av alfa-glukaner.
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» Alfa-amylase behandlet WAoF2 (bunnfall WAo0F2AB og supernatant WAO0F2AS)

Rl RI Rl
F29Bk F2a5
Reterrtion Tim e Eetentioh Time Retention Time

WAOF,AS
(topp 2) :
WAOF,AS i
(toppl)
\% WAOF,AB
J\ (topp 2)
WAOF,AB
(toppl)

Winutes

Figur 41. Kromatogram fra SEC-HPLC analyse av WAoF2.

WAOF,AB (topp 1) og WAOF,AS (topp 1) tilsvarte molekyler som ikke gar inn i porene
ogble eluert i eksklusjonsvolum og ble derfor ikke separert pd TSK-Gel® G3000PWx(.

Tabell 20. Estimert molekylvektfordeling til fraksjon WAoF2 (bunnfall WAoF.AB og
supernatant WAoF2AS)

Fraksjon Mw pullulanekvivalent, kDa Mp, kDa
WAOF,AB (topp2) 10,3 9,7
WAOF2AS (topp 2) 6,8 6,5

Figurer 40-41 viser at WAo0 og WAGOF; inneholdt alfa-(1 — 4) -glykosidbindingene som ble

brutt ned i mindre glukoseenheter pa en tilfeldig mate.
WAOAB (topp 2) og WAOF2AB (topp 2) bestod av polysakkarider med Mw 10-16 kDa, mens

supernatant inneholder polysakkarider med Mw 4,1-6,8 kDa.
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» Alfa-amylase behandlet AAoSw (bunnfall AAoSWAB og supernatant AAOSWAS)

a0

o

(topp 1)
/ AA0SWAB AAGS Ams
(topp,2) WA
. \g (topp 2)
7
AAOSWAB
(topp 1)

20 83 a0 a5 10,0 05 1.0 15

Figur 42. Kromatogram fra SEC-HPLC analyse av AAOSWAB.

AA0SWAB (topp 1) og AA0SWAS (topp 1) tilsvarte molekyler som ikke gar inn i porene og
ble eluert i eksklusjonsvolum og ble derfor ikke separert pd TSK-Gel® G3000PWx.

Tabell 21. Estimert molekylvektfordeling til fraksjon AAOSWA.

Fraksjon Mw pullulanekvivalent, kDa Mp, kDa
AAO0SWAB (topp 2) 18,1 17,4
AAO0SWAS (topp 2) 6,8 6,5
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» Alfa-amylase behandlet AAolw (bunnfall AAolwAB og behandlet supernatant
AaolwAS)

3 Rl
wann 1l LY -H Ao TS

Retention Tim ¢ tention Time Retention [Fime

AAOIWAB

(topp 1)
AAOIWAB AAO0IWAS

(topp ) (topp 3) Ew

opp 1) AAOIWAS
(topp 2)

hirutes

Figur 43. Kromatogram fra SEC-HPLC analyse av AAolwA.

AAOCIWAB (topp 1) og AACIWAS (topp 1) tilsvarte molekyler som ikke gar inn i porene og
ble eluert i eksklusjonsvolum og ble derfor ikke separert pd TSK-Gel® G3000PWx.

Tabell 22. Estimert molekylvektfordeling til fraksjon AAolwA.

Fraksjon Mw pullulanekvivalent, kDa Mp, kDa
AAO0IWAB (topp 2) 18,1 17,4
AaolwAS (topp 2) 15,3 15,7
AaolwAS (topp 3) 2,5 2,3

Figurer 40-43 viser at det ble funnet lavmolekylare polysakkarider (oligosakkarider) i
suppernatanten etter alfa-amylase behandlingen av WAo0, WAoF2, AAoSw og AAolw.

Molekylvekt av topp 2 til WAo0, WAO0OF2> og AAoSw far alfa-amylase behandlingen ble nesten
lik molekylvekt av disse ekstraktene etter alfa-amylase behandling, men dette kunne skje ogsa
pa grun av aggregat dannelse. Lavmolekyleare polysakkarider i supernatanten tyder pa at alfa-
(1 — 4)-glykosidbindingene finnes i alle ekstraktene. Polysakkaridfraksjonen som tilsvarte
topp 3 (beregnet med stor usikkerhet) til AAolw (2,3-2,5 kDa) ble funnet helt i

suppernatanten. Dette kan tyde pa at topp 3 i AAolw bestod av lavmolekylare alfa- glukaner.
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Figur 44. Kromatogram fra SEC-HPLC analyse av WA0AB, WAoF2AB, AAolwAB og

AAOIWOAS.

Figur 44 viser at vann- og alkaliekstraker av A. ovinus hadde to topper pa kromatogrammet

etter behandling med alfa-amylase. Disse toppene tilsvarte to polysakkaridfraksjoner med

forskjellig molekylvekt..

Polysakkaridfraksjonene som tilsvarte topp 2 ble transportert gjennom kolonnen nesten med

den samme hastighet (hadde den samme retensjonstid), hadde nesten lik molekylvekt 10-20

kDa, men hadde forskjellig molekylvektfordeling.

Polysakkaridfraksjonen med Mw ca. 10-20 kDa var dominerende hos WAO0AB (topp 2) og

WAOF,AB og nesten lik hos AAolwaB og AAoSwaB.

Tabell 23. Estimert molekylvektfordeling til fraksjon WAo etter alfa-amylase behandling.

Polysakkaridfraksjonen WAO WAOAB WAOAS
(topp 2) (topp 2) (topp 2)
Mw pullulanekvivalent, kDa 11,9 15,3 4,1
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Tabell 24. Estimert molekylvektfordeling til fraksjon WAoF etter alfa-amylase behandling.

Polysakkaridfraksjonen WAOF; WAOF,AB WAOFAS
(topp 2) (topp 2) (topp 2)
Mw pullulanekvivalent, kDa 12,1 10,3 6,8

Tabell 25. Estimert molekylvektfordeling til fraksjon AAoSw etter alfa-amylase behandling.

Polysakkaridfraksjonen AA0OSW AA0SWAB AAOSWAS
(topp 2) (topp 2) (topp 2)
Mw pullulanekvivalent, kDa 11,7 18,1 6,8

Tabell 26. Estimert molekylvektfordeling til fraksjon AAolw etter alfa-amylase behandling.

Polysakkaridfraksjonen |  AAolw AAolw AAoIWAB | AAoIWAS | AAolw
(topp2) | (topp 3) (topp 2) (topp 2) AS
(topp
3)
Mw pullulanekvivalent, 16,7 2,4 18,1 2,5
kDa

Tabeller 23-26 viser at Mw til alle ekstraktene far alfa-amylase behandlingen var hgyere enn i

de opprinnelige ekstraktene. Grunnen til dette kan veere:

v Alle ekstraktene inneholdt bare en del alfa-(1 — 4) -glykosidbindinger som ble spaltet

etter alfa- amylase behandlingen og den andre delen bestod fortsatt av opprinnelige molekyler

som aggregerte med spaltede monosakkarider.

v Forskjellen i Mw far alfa-amylase behandling og etter var ikke signifikant.

v Lavmolekylaere mono-og oligo-polysakkarider dannet aggregater med hgyre Mw.

v Mulige aggregater som er lgst opp.
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5.1.5.2. TSK-Gel® G5000PWXL

Alfa-amylase behandlet WAo (bunnfall WA0AB og supernatant WA0AS)

Rl Rl

Mulige
agregater

a1 Wloa B
ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ Eetention Time Retention T}

Rl
Waoag

WAO0AB %
(topp1)

14,990

WAOAS
(topp2)

5

‘%As

(toppl)

1 12

Figur 45. Kromatogram fra SEC-HPLC analyse av WAOA.

13 14 135 16
binues

17

Molekylvekten til WAO0AS (topp 2) & utenfor standardkurven, og ble dermed beregnet med

stor usikkerhet.

Tabell 27. Estimert molekylvektfordeling til fraksjon WAoA (Pullulanekvivalent).

Fraksjon Mw pullulanekvivalent, kDa Mp, kDa
WAOAB (topp 1) 238,1 236,1
WAOAB (topp 2) 15,0 16,9
WAOAS (topp 1) 225,0 226,1
WAOAS (topp 2) 4,4 4,51
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» Alfa-amylasebehandlet WAoF2 (bunnfall WAoF2AB og supernatant WAoF2AS)

e WAORA g Lo
(topp2) -
WAOoFAB
(toppl)
X ¢
WAonA/S/ WA/onAS
(toppl) (topp2)

Minutes

Figur 46. Kromatogram fra SEC-HPLC analyse av WAoF2A.

Tabell 28. Estimert molekylvektfordeling til fraksjon WAoF2A (Pullulanekvivalent).

Fraksjon Mw pullulanekvivalent, kDa Mp, kDa
WAOFAB (topp 1) 226,1 226,3
WAOF,AB (topp 2) 12,4 10,3
WAOFAS (topp 1) 299,6 280,1
WAOF2AS (topp 2) 8,4 79

» Alfa amylase behandlet AAoSw (bunnfall AAoSWAB og supernatant AAoSWAS)

nnnnnn T Ratantisw Time Fetention Time AAOSWAS AAOSWAS i F24
(topp 1) (topp2) T

AAOSWAS o
mulige
aggregater

—
e ]

AAOSWAB
(topp 1) AAOSWAB
(topp 2)

ez

Figur 47. Kromatogram fra SEC-HPLC analyse av AAOSWA.
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Tabell 29. Estimert molekylvektfordeling til fraksjon AAoSwA (Pullulanekvivalent).

Fraksjon Mw pullulanekvivalent, kDa Mp, kDa
AAO0SWAB (topp 1) 328,6 293,6
AAO0SWAB (topp 2) 18,1 17,9
AAOSWAS (topp 1) 339,4 336,1
AAO0SWAS (topp 2) 9,4 8,5

» Alfa amylase behandlet AAolw (bunnfall AAolwAB og supernatant AAoIWAS)

R Rl
22 “ann 11 Bhcls

o luz s

E
Fotnfion Tms Featentyon Time  Retentlon Time

AAOCIWAB
(toppl)

A
\ 15,563

AAoclwAB
(topp2)

ﬁ

1z - __/,J—-—-——_/
AAOIWAS AAO0IWAS
(toppl) (topp2)

Figur 48. Kromatogram fra SEC-HPLC analyse av AAoIwA.

Tabell 30. Estimert molekylvektfordeling til fraksjon AAolwA (Pullulanekvivalent).

inutes

Fraksjon Mw pullulanekvivalent, kDa Mp, kDa
AAOIWAB (topp 1) 198,2 1915
AAO0IWAB (topp 2) 15,0 16,9
AAOIWAS (topp 1) 278,9 231,6
AAO0IWAS (topp 2) 14,8 16,6
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Figur 49. Kromatogram fra SEC-HPLC analyse av AAolwAB, AAoSWAB og WAOAB.

Figur 49 viser at bunnfall av vann (WA0AB)- og vannlgselig alkali (AAoSWAB)- ekstraker
etter alfa-amylase behandling hadde to topper pa kromatogrammet som tilsvarte to
polysakkaridfraksjoner med forskjellig molekylvekt. Det ser ut til at sma molekyler som ble
spaltet av opprinnelige ekstrakter kunne aggregere i aggregater med hgy Mw.

Vannulgselig alkali ekstrakt (AAolwAB) fikk bedre lgselighet etter alfa-amylase behandling
(dannet suspensjoner). Den hadde ogsa to topper pa kromatogrammet med dominerende topp
2 som tilsvarer Mw 15kDa. Det ser ut til at sma partikler i AAolwAB med lav Mw, som ble
dannet etter alfa-amylase behandlingen, aggregerte seg i store aggregater med hgy Mw. Det
stemmer med tidligere studier som har vist at partikler av beta-glukaner kan danne aggregater

nar de er suspendert i vandige medier (Hunter et al., 2002).

Topp 1 med Mw ca. 200-300 kDa var dominerende hos WA0OAB. Topp 2 var dominerende
hos AAolw og AAoSw, noe som kan ogsa forklares med at polysakkarider i prgven ble
degradert av bakterier. Alfa-amylasen som ble brukt var ikke steril, noe som kunne fare til

bakteriell kontaminasjon av behandlede praver.
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Tabell 31. Estimert molekylvektfordeling til fraksjon WAo etter alga-amylase behandling.

Polysakkarid WA©O WA©O WAO0AB | WAOAB | WAOAS | WAOAS
fraksjonen (topp 1) | (topp 2) (topp 1) (topp2) | (topp 1) | (topp2)
Mw PL, kDa 224,5 12,2 238,1 15,0 225,0 4,4

Tabell 31 viser at Mw til WA0AB (238,1 kDa) var hgyre en i opprinnelig (22,4 kDa) AAolw

fraksjonen. Det kan veere av den samme grunn som ble nevnt far.

Tabell 32. Estimert molekylvektfordeling til fraksjon WAOF etter alfa-amylase behandling.

Polysakkarid | WAoF2 | WAoOF. | WAOF,AB | WAOF,AB | WAOF2AS | WA0OF2AS
fraksjonen (topp 1) | (topp 2) (topp 1) (topp 2) (topp 1) (topp 2)
Mw PL, kDa | 237,2 12,1 226,1 12,4 299,6 8,4

Tabell 33. Estimert molekylvektfordeling til fraksjon AAoSw etter alfa-amylase behandling.

Polysakkarid | AAoSw | AAoSw | AAOSWAB | AAOSWAB | AAOSWAS | AAoSw

fraksjonen (topp 1) | (topp 2) (topp 1) (topp 2) (topp 1) AS
(topp 2)

Mw PL, kDa | 324,5 16,7 328,6 18,1 339,4 18,3

Tabell 33 viser at Mw AA0SWAB (328,6kDa) var hgyre en i opprinnelig (324,5 kDa) AAoSw
fraksjon. Grunnen til dette kan veere:

v Det var mest mulig at alfa-(1 — 4)-glukose befant seg i polysakkaridfraksjonen som
tilsvarer topp 1, siden Mw til AAoSw (topp2), AAoSWAB (topp 2) og AAOSWAS (topp 2) er

nesten like. Bare AAoSw (topp 2) kunne kommet seg i lgsningen nesten uforandret.
v Forskjellen i Mw mellom AAoSw og AA0SWAB var ikke signifikant.

v Lavmolekylaere mono-og oligo-polysakkarider dannet aggregater med hgyre Mw.
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Tabell 34. Estimert molekylvektfordeling til fraksjon AAolw etter alfa-amylase behandling.

Polysakkarid AAolw | AAolw | AAolwAB | AAolwA | AAoIwWAS | AA0IWAS

fraksjonen (topp 1) | (topp 2) | (topp 1) B (topp 1) (topp 2)
(topp 2)

Mw PL, kDa 286,5 15,9 198,2 15,0 278,9 14,8

Tabell 39 viser at AAolw (286,5kDa) ble spaltet til AAolwAB (198,2 kDa) som hadde lavere
Mw. Det var stgrst forandring i Mw for alle de fire enzymdegraderte ra- ekstraktene som ble
analysert. Signifikant nedgang i molekylvekt kan vare en av de ukjente arsakene som farte til

forandring etter ensymdegradering i de fysikalske egenskapene til AAolw (gkt lgselighet).

Mw til AAolw (topp2), AAoIWAB (topp 2) og AACIWAS (topp 2) er nesten like. Bare
AAolw (topp 2) kunne komme seg i lgsningen nesten uforandret. Det kan tyde pa alfa-(1 —

4) bundet-glukose befant seg i fraksjonen som tilsvarer AAolw (toppl).

5.1.6. Partiell hydrolyse

Delvis nedbrytning av polysakkarider ved partiell syre hydrolyse baseres pd at noen
glykosidbindinger er mer labile for syre enn andre. Det er kjent at beta-(1 — 3) -glukaner med
en hgy grad av polymerisering (DP> 100) er helt uopplgselige i vann. Pa grunn av
polymerkjedekonformasjon blir det sterkere interaksjoner mellom kjedene enn mellom
kjedene og vannmolekyler. Lgseligheten gker nar graden av polymerisering av beta-(1 — 3) -
-glukaner og deres molekylvekt senkes. Derfor ble det bestemt & utfgre partiell syre hydrolyse
av vannulgselige alkali ekstrakt AAolw fra av A.ovinus for & gke lgseligheten.

I tillegg ble vanulgselig alkali ekstrakt partiell hydrolysert for om mulig & fa bedre resultater
ved metylering (metode 5.6.1), NMR, SEC-HPLC (metode 5.6.3). Partiell syrehydrolyse ble
forsgkt med 0,1M trifluoreddiksyre (TFA) etter 1 time hydrolyse ved temperatur 100°C. TFA
er en sterk syre som er flyktig og derfor er det ikke ngdvendig med ngytralisering av den.
Syren kan fjernes ved fordampning.

Monosakkaridsammensetning og totalt monosakkaridinnhold av partiell hydrolyserte
alkaliekstraker (AA0SW og AAolw) (metode 4.4.6.1) av Albatrellus ovinus ble bestemt ved

GC som ble gjennomfert etter metanolyse og TMS-derivatisering (metode 4.3).
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Tabell 35. Monosakkaridsammensetning i alkaliekstraktr AAoSw og AAolw fgr og etter

partiell hydrolyse; prosent av totalt karbohydratinnhold.

Monosakkarid AA0OSW AAoSw 1-1 AAolw AAolw 1-1
Glc 78,8 74,1 77,9 77,26
Gal 2,4 2,5 0,7 0,95
Fuc 2,5 1,0 2,2 1,27
Xyl 41 5,2 6,6 7,04
Man 11,7 17,2 12,7 13,48
Sum % 100 100 100 100

Siden det ikke ble foretatt en fraksjonering etter hydrolysen, endret ikke innholdet av

monosakkaridsammensetning seg i de to alkali ekstraktene, som forventet.

Bindingsmenster ble bestemt ved gasskromatografi-massespektroskopi (GC-MS) etter

metylering (metode 4.4.1).

Tabell 36. Bindingsforhold i AAoSw og AAolw far og etter partiell hydrolyse .

Monosakkarider og Ra- alkali ekstrakter Partiell hydrolysert
deres bidingstyper
AA0SW AAolw AA0Sw1-1 AAolwl-1
Fuc Terminal 2,4 1,3 1,9 1,5
1—-3p 0,1 0,9 0,6 0,5
2,5 2,2 1,0 1,3
Xyl Terminal 3,3 3,2 3,5 34
1-2p 0,6 0,8 0,2 0,2
1-3p 0,2 2,4 0,4 0,4
4,1 4,0 5,2 7,0
Man Terminal 11,7 12,7 11,2 8
11,7 12,7 11,2 8
Gal Terminal 0,2 0,1 0,2 0,2
1-6 1,6 0,3 1,9 0,7
1-2,6 0,8 0,3 0,4 0,1
2,4 0,7 2,5 1
Glc Terminal 10,6 10,8 8,4 8,9
1-3 35,6 37,6 30,5 34,9
1-4 14,7 22,0 13,9 8,0
1-6 55 1,3 54 3,4
1-34p 2,9 1,5 3,2 4,2
1-2,3 0,6 2,9 6,4 9,0
1-4,6 1,8 1,3 1,4 0,5
1-3,6 9,6 5,2 12,5 15,2
78,8 77,4 74,1 77,3
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Ingen store endringer i bindingsforhold til (1—3)- bundne glukoseenheter ble observert.
Loseligheten av AAoSw ble forverret. Det skulle kanskje vert forsgkt med hardere
betingelser, for eksempel kunne man forsgkt med et enzym som bryter ned noe av det mist
laselige materialet, nemlig beta-(1—3) -bundet-glukan.

Loseligheten til AAolw ble ikke forbedret og det ble observert en stor nedgang i (1—4)-
(1—4,6)- bundne glukoseenheter. Noe som tydet pa at mulige bindinger mellom (1—3)- og

(1—4)- kjeder ble brutt ned og en del av (1—4)-glukoseenheter ble vasket bort med etanol.

Vektgjennomsnittet (Mw) av alkaliekstrakter av Albatrellus ovinus etter partiell hydrolyse
(AAoSw1-1 og AAolwl-1) ble bestemt med eksklusjonskromatografi (SEC) (metode 4.4.2).

5.16.1. TSK-Gel® G5000PWXL

1754 AAOSW Fies
1504 (topp l) i AAOSWl'l (150
1254 \g (topp 1 Fizs
100 % ]
y
AAoSw1-1
(topp 1)

nnnnnnn

Figur 50. Kromatogram fra SEC-HPLC analyse av AAoSw (1-1) (bunfall)) partiell
hydrolysert og AAoSw. TSK-Gel® G5000PWx..

Figur 50 viser at AAoSw er delvis degradert. Det er litt diffust hva som er toppunktet
ettersom denne har svert bred Mw fordeling med hgy polydipersitet (Pd 1,7). Etter partiell
hydrolyse ble lgseligheten av AAoSw verre.

Forgrenede polysakkarider har vanligvis god vannopplgselighet. Vanligvis vil eventuelle

strukturer som inneholder spesielt fleksible enheter som (1 — 6) forgreninger fare til lettere
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oppleselighet i vann. Nedgang i lgseligheten til vannlgselig alkaliekstrakt kan forklares med

tilstedeveerelse av slike (1 — 6) forgreninger som ble delvis tatt bort etter hydrolyse.

Tabell 37. Estimert molekylvektfordeling til fraksjon AAoSw fgr og etter partiell hydrolyse.
TSK-Gel® G5000PWXL. (Pullulanekvivalent).

Polysakkarid AA0SW AA0SW AA0SwW1-1
fraksjonen (topp 1) (topp 2) (topp 1)
Mw PL, kDa 3245 16,7 29,3

Tabell 37 viser at opprinnelige polysakkaridfraksjoner av AAoSw med hgy Mw (324,5 kDa)
ble nesten helt hydrolysert til polysakkarider med lav Mw (29,3 kDa). Det ser ut til at den
hgymolekylere delen av prgven ble hydrolysert. For & finne dette kunne en fraksjonere
opprinnelige ekstrakter til fraksjonen (toppl) og (topp2) farst, sa utfere en partiellhydrolyse
pa hver en av dem og sa undersgke nedgangen i molekylvekt.

Det er kjent at polymerkjedene er tverrbundet via kovalente eller ikke kovalente bindinger slik
at de danner et tredimensjonal polymernetverk som inneholder vannmolekyler. For & danne
gel ma polysakkaridene forstyrre de fleste hydrogenbindingene i den faste tilstanden (redusere
intramolekylaere og gke intermolekylare interaksjoner). Dette kan for eksempel skje med
forandring av pH eller hydrolyse av store polymerkjeder (Cui, 2005). Det kan tenkes at
polysakkarider i AAoSw 1-1 med lav molekylvekt (29,3 kDa) delvis dannet gel pa grunn av
gkte intermolekyleere interaksjoner.

109



» AAolwl-1

| o ,,, AAoIw
topp-2)\
AAo0Iw (topp 2) B
(topp 1) \
/
7~
AAolw 1-1
(toppl)

Figur 51. Kromatogram fra SEC-HPLC analyse av partiell hydrolysert AAolw1-1 og AAolw.
TSK-Gel® G5000PWXL.

Det ser ut til at prgven har blitt delvis hydrolysert. Etter partiell hydrolyse var AAolw (1-1)
fortsatt ulgselig i vann.

Laseligheten av polysakkarider avhengig av deres molekylvekt og struktur. Figur 51 viser at
det ikke var nok a redusere molekylvekt av AAolw for & forbedre lgseligheten og tyder pa at
strukturen til polysakkariden kan veere ansvarlig for dette. Det kan tenkes at polysakkarider i
AAolw 1-1 med lav molekylvekt (16,5 kDa) dannet gel pa grunn av gkte intermolekylare

interaksjoner, som beskrevet ovenfor.

Tabell 38. Estimert molekylvektfordeling til fraksjon AAolw etter etter partiell hydrolyse.
TSK-Gel® G5000PWXL.

Polysakkarid AAolw AAolw AAolwl-1
Fraksjonen (topp 1) (topp 2) (topp 1)
Mw PL, kDa 286,5 15,9 16,5

Tabell 38 viser at opprinnelige polysakkaridfraksjoner av AAolw (Mw 286,5) ble nesten helt
hydrolysert til polysakkarider med lav Mw (16,5 kDa).
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Som nevnt tidligere dannet begge to polysakkaridfraksjonene (AAoSw (1-1) og AAolw(1-1))
gel etter opplgsning i vann. Geldannelse vanskeliggjorde proveforberedelsen til NMR

analyse.

Det har blitt foreslatt at lavmolekylere polysakkaridkjeder utviser hgyere mobilitet i
lgsninger, noe som gker sannsynligheten for & interagere med hverandre og dermed danne
faste strukturer (krysssoner). Disse prosessene kan til slutt fare til dannelsen av gel (Béhm &
Kulicke, 1999; Vaikousi et al., 2004; Lazaridou & Biliaderis, 2004; Tosh et al., 2004).

5.1.7. Kjernemagnetisk resonansspektroskopi
Den anomerisk struktur (alfa eller beta) til hver sukkerenhet kan bli bestemt ved NMR

spektroskopi.

]
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H/C-6 a-Gal(1,6)
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- _— /
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Figur 52. HSQC spekter av WAOF.

Figur 52 viser at H/C krysspunkter i det anomeriske omradet nederst til venstre inneholder tre
signaler tilsvarende alfa-(1—6)-galaktose, alfa-(1—2,6)-galaktose og alfa-(1—) fukose.
Fukose, som er et 6-deoksysukker, har en metylgruppe i C-6, og krysspunkt for denne sees
gverst til hgyre i spekteret. Spekteret viser ingen signaler fra mannose eller beta-glukaner.
HMBC-spekteret av WAOF; viser kobling mellom H1 i fukose og C2 i (1—2,6)-bundet

galaktose. Dette bekrefter at fukose er bundet til posisjon 2 pa galaktose.
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Figur 53. HSQC NMR spekter av AAOIWAB.

Figur 53 viser at prgven inneholder noe alfa-glukaner ogsa etter behandling med amylase;
signalet tilsvarende H/C-1 av alfa-(1—4)-glukose sees nedest til venstre i figuren.
Identifikasjonen av denne er gjort ved sammenligning med tilsvarende spekter fra stivelse
(ABCS). H/C-1-signalene fra reduserende ender av alfa-glukaner tyder pa at disse er brutt
mye ned. Slike signaler sees ogsa fra beta-glukan. Spekteret viser ogsa signaler fra H/C-1 fra

beta-(1—3)- og beta-(1—6)-glukaner.

NMR analyse viste ogsa tilstedeveerelse av:
» beta-(1— 3) bundne-glukoseenheter og alfa-(1— 4) bundne-D-glukoseenheter i
WAOF (figurene ikke vist).

» alfa-(1— 4) bundne-D-glukoseenheter i AAoSw (figuren ikke vist).
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52. IMMUNOMODULERENDE AKTIVITET

| denne undersgkelsen ble RAW 264.7- celler brukt til screening av A.ovinus polysakkarider
for bioaktivitet in vito.

De polysakkaridfraksjonene som viste reduksjon av legumainaktivitet ved konsentrasjon 1

mg/mL ble videre testet ved lavere konsentrasjoner (Img/mL; 0,5 mg/mL og 0,25 mg/mL).

Dessverre er det imidlertid ikke mulig & kartlegge et forhold mellom struktur og aktivitet av
analyserte polysakkarider siden undersgkelsene ble gjennomfart ved anvendelse av

polykomponente polysakkaridfraksjoner.

5.2.1. Stimulering av RAW 246.7-celler og maling av legumain aktivitet.

For & undersgke i hvilken grad forskjellige polysakkaridfraksjoner fra A. ovinus kan pavirke
legumainaktivitet ble RAW 264.7-makrofager stimulert med ra-ekstrakter (WAoF1, AAolw
og AAoSw) og alfa- amylasebehandlete ra-ekstrakter (AAoIwAB og AA0SWAB).

For & kontrollere at RAW 264.7 utrykker legumain slik det skal, ble det brukt en negativ
kontroll som kun bestod av serumfritt medium og positiv kontroll av betaglukan fra gjeersopp

(1 mg/mL) om er vist & hemme legumainaktivitet (Berven et al., 2015).

300

250

200

Lallin

KontrollBeta glukan WAoF1  AAoSw AAoSWAB AAolw AAolwAB

av kontroll
(B
()]
o

Legumain aktivitet (dF/s) prosent

Figur 54. Legumainaktivitet malt i cellelysater etter stimulering med WAoF1, AAolw og
AAoSw, alfa-amylasedegraderte prgver AAolwAB og AAOSWAB. Forsgket ble utfgrt 3 ganger,
og figuren viser resultater fra ett representativt forsgk.
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Figur 54 viser at vannlgselige vann (WAOF1)- og alkali (AAoSw)- ekstrakter gav nesten ingen
hemming av legumainaktiviteten sammenlignet med kontroll (henholdsvis 3,2 % og 0 %).
Vannulgselig alkali ekstrakt AAolw gav henholdsvis 22,5 % sammenlignet med kontroll. Den
starste hemming av legumainaktivitet var observert hos alfa-amylasebehandlete
alkaliekstraker AAOSWAB (49,6 %) og AAoIWAB (43,1 %) sammenlignet med kontroll.

Det var rapportert at aktiviteten og stabiliteten av alfa-amylase er temperaturavhengig
(aktiviteten gker med temperatur mens stabiliteten senkes)(MacGregor, 1978). Behandling
med alfa-amylase ble gjennomfart for & isolere mest mulig rene beta-glukaner og separere
dem fra alfa-glukaner. Det var derfor interessant & undersgke i hvilken grad forskjellige
tilstander av enzymatisk degradering av alkaliekstrakter (20°C i 20 timer og 37°C i 2 timer)
(metode 4.4.5) kan pavirke legumainaktivitet i RAW 264.7-makrofager som ble stimulert med
AA0IWAB og AA0SWAB behandlet med alfa-amylase ved de to ulike betingelsene.
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Figur 55. Legumainaktivitet malt i cellelysater etter enzymatisk degradering av AAolw og
AA0Sw ved 20°C 20 timer og 37°C 2 timer.

Det ble observert 92,9 % hemming av legumainaktivitet etter stimulering av RAW 264.7 med
AAOIWAB 20°c i 20 timer 09 28,8 % hemming av legumainaktivitet etter stimulering av RAW
264.7 med AAOIWAB 37% i 2 iimer Sammenlignet med kontroll. Hemming av legumainaktivitet
etter stimulering av RAW 264.7 med AA0OSWAB 2c i 20 timer ble 92,3 % og 73,2 %
legumainaktivitet etter stimulering av RAW 264.7 med AA0SWA 37% i 2 timer SaMmmenlignet

med kontroll.
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Resultatene viste at enzymatisk degradering av alkali ekstrakter av A.ovinus med alfa-amylase
gav best og nesten lik hemming av legumainaktivitet i de langvarige eksponerte (20°C i 20
timer) prevene. | tillegg viste den vannlgselige AAoSw som ble behandlet med alfa-amylase
37°C i 2 timer bedre hemming av ligumainaktivitet enn den vannulgselig AAolw etter

behandling med de samme betingelsene.

Det var rapportert at fukogalaktaner kan aktivere makrofager (Samanta et al., 2015), men
mekanismen er ikke kartlagt (Ruthes et al., 2012; Moradali et al., 2007; Mizuno et al., 2000).
Siden strukturoppklaring av WAOF; tyder pa tilstedeverelse av fukogalaktan i den analyserte
preven ble det det bestemt & teste videre WAOF1, selv om den gav nesten ingen hemming av

legumainaktivitet (3,2 %).

P& bakgrunn av disse resultatene ble polysakkaridfraksjonene WAO0F1, AAOIWAB 20°¢ i 20 timer
0g AAOSWAB 20°c i 20 timer Videre testet i synkende konsentrasjoner (0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL

og 1mg/mL) for & undersgke om disse gav dose-respons.

Dose-responsforsgk ble utfert for & studere sammenheng mellom legumainaktivitet og
konsentrasjon av prever. Det var ogsa studert hvilke konsentrasjon av analyserte prgver som

farer til sterst hemming av legumainaktivitet.

De polysakkaridfraksjonene som viste reduksjon av legumainaktivitet ved konsentrasjon 1
mg/mL ble videre testet ved lavere konsentrasjoner (Img/mL; 0,5 mg/mL og 0,25 mg/mL)
(figur 56).
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Figur 56. Legumainaktivitet malt i cellelysater etter stimulering med WAoF1 og
enzymdegraderte prgver AAolwAB og AA0SWAB. Forsgket ble utfart 4 ganger, og figuren
viser resultater fra et representativt forsgk.

Figur 56 viser at det ikke var noen klar dose-respons i de analyserte prgvene.

115



WAOF; gav nesten lik hemming av legumainaktivitet, som var ca. 60 % sammenlignet med
kontroll. I tillegg gav den laveste dosen av WAOF: (0,25 mg/mL) stgrre hemming (58,2 %)
enn den hgyre dosen (0,5 mg/mL), som gav 52,7 % sammenlignet med kontroll. Forskjellen i
hemming av legumainaktivitet var ikke signifikant, men viste at hemming var uavhengig av

konsentrasjon.

Begge alkaliekstraktene (vannlgselig alfa-amylasebehandlet AAoSWAB og delvis vannlgselig
alfa-amylasebehandlet AAolwAB) av A.ovinus gav uvanlig hgy hemming (87 % hemming for
begge ekstraktene) av legumainaktivitet sammenlignet med kontroll. Det var ikke observert
noen signifikant forskjell i hemming av legumainaktivitet i alle konsentrasjonene og

standardavvik var ubetydelig.

WAOF; ble isolert av vannekstrakt av A.ovinus og hadde derfor gode muligheter til a
inneholdt LPS. AAoSw og AAolw var to alkaliekstrakter av A. ovinus som ble isolert etter
behandling med basiske lgsninger og skulle i utgangspunktet ikke inneholdt LPS ettersom
LPS blir brutt ned under isoleringsprosessen. AAolwAB og AA0OSWAB var fraksjoner som
ble behandlet med alfa- amylase og ble eksponerte i 20 timer med T=20°C, noe som kunne
fare til lipopolysakkarid (LPS) kontaminasjon.

LPS er hovedbestanddelen av den ytre membranen av gramnegative bakterier. Strukturen av
LPS bestar av tre regioner; lipid A, core oligosaccharide og O-antigen polysakkarid (O-PS).
Det er lipid A-delen som gker den biologiske aktiviteter i immunceller, spesielt makrofager
(Raetz, 1990; Raetz & Whitfield, 2002). Toll-like reseptor-4 pa makrofager er ansvarlige
binding av LPS (Janeway, 2001; Rang, 2003; Shimada et al., 2012).

LPS kunne kontaminere prgvene under prgveopparbeidelsen ettersom det finnes overalt, ikke
minst pa sopp og planter. Tilstedeverelse av LPS kunne fare til falske resultater. For & unnga
kontaminering av de analyserte prevene med LPS, ble folgende tiltak brukt: utstyr og
arbeidsplassen var alltid rene, alle arbeidene ble utfgrt med hansker. Alle arbeidene med
cellelinje ble utfert i LAF-benken for & hindre kontaminering. Cellene ble dyrket i sterile
cellekulturflasker med steril vekstmedie. Men amylasen som ble brukt var neppe steril,
kanskje heller ikke det utstyret som ble brukt for gvrig i denne prosessen.

Det er derfor viktig a sikre at alle reagenser og kulturmedier blir frie av endotoksiner. Gram
negativ bakterielt endotoksin eller lipopolysakkarid (LPS) kan ogsa aktivere makrofager, og
det er viktig a sikre at alle reagenser og kulturmedier blir fri av endotoksinet. Generelt kan

slik sikringe gjeres ved hjelp av Limulus Amebocyte Lysate (LAL) test. Men fordi beta -
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glukaner ogsa kan utlgse koagulering i standard LAL test, kan det brukes, for eksempel, en
LPS-spesifikk Glucospecy test (Hunter et al., 2002) eller modifisert LAL test som inneholder
beta- glukan blokker (Lonza, 2014). Blokker kan blokkere glukan sensitive G-pathway
(Morita et al., 1981; Pearson et al., 1984) og gjare testen mer spesifikk til endotoksiner. Det
var rapportert at tilsetting av polymyxin B (PMB)(et antibiotikum av bakterie Bacillius
polymyxa) kan blokkere aktiviteten av LPS gjennom binding til lipid A delen av LPS
(Morrison & Jacobs, 1976). Men det ogsa var pavist at sma mengder av LPS stimulerer
sekrejson av IL 8 mye raskere enn beta -glukaner fra korn og beta-(1 — 3)- glukan/protein
komplekser zymosan pa grunn av den manglede evne av PMB til & hemme den stimulerende
effekten av LPS (Rieder et al., 2013).
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6. DISKUSJON
6.1. WAOoF:

Vannekstrakt av A. ovinus WAo inneholdt hovedsakelig glukose (41,1 %), galaktose (40,7
%), fukose (13,6 %), mannose (3,2 %) og spor av xylose (tabell 6).

For a fjerne mannose ble WAOo separert pa kolonnen Con A Sepharose 4B. Det var funnet at
(1—4)- bundne glukoseenhetene bandt seq til kolonnen. Siden Con A har sterk affinitet for
alfa-D-glukose var det forutsatt at glukose i fraksjon 2 kunne hadde alfa-konfigurasjon. Dette
var et uventet funn, men som kan tas videre som en mulig opprensingsmetode der det er

gnskelig a isolere eller fierne alfa-1-4 glukaner fra en vandig lgsning.

Eksklusjonskromatografi viste at WAo bestod av to fraksjoner (figurer 31 og 35). For a
isolere disse fraksjonene ble det benytett SEC kromatografi pa en Sephaccryl S-300 kolonne.
Det ble isolert fraksjon WAoF1 (Mw 251 kDa) og fraksjon WAOF- (237,2 kDa).

Fraksjonen WAOF: inneholdt hovedsakelig galaktose (59,8 %), glukose (19,1 %), fukose
(15,1 %) med mindre mengder av mannose (3,2 %) og spor av xylose (tabell 5).

De fleste heterogalaktaner som er beskrevet i litteraturen har en hovedkjede bestaende av alfa-
(1 — 6) -bundne-D-Galaktopyranoseenheter med hovedsakelig fukose eller mannose i
forgreninger (Carbonero et al., 2008; Rosado et al., 2003; Smiderle, Olsen, Carbonero,
Marcon, et al., 2008; Zhang et al., 2006; Wasser, 2002).

Dersom galaktoseenhetene utgjorde et galaktan alene ville vi finne en hgyere andel (1—)
bundet galaktose, helst tilsvarende mengde vi har funnet forgreiningspunkter (1— 2,6)-bundet
galaktose. Men det ble funnet bare 2,2 % (1—) -galaktose og det kan derfor tenkes at det i
stedet kan vere en annen substituent som sitter i O-2 pa galaktose. Det ble funnet 15 % (1—)-
bundet fukose, og det er mulig at disse enhetene kan vere en del av galaktanet. HMBC-
spekteret av WAOF; (figur 52) viste kobling mellom H1 i fukose og C2 i (1—2,6)-bundet

galaktose. Dette bekrefter ogsa at fukose er bundet til posisjon 2 pa galaktose.

Det ble funnet 59,8 % galaktoseenheter totalt. 17,8 % tilsvarte (1 — 2,6)-bundet
galaktoseenheter. Det ser ut at hver tredje galaktoseenhet har forgreninger i posisjon 2. Antall
forgreiningspunkter stemmer bra med andel fukose bundet i ikke-reduserende ende (17,8 og
14,6 %).

Det er ogsa tidligere funnet slik struktur i vannekstrakt fra A.ovinus (Axelsson & Bjorndal,

1969). Lignende struktur ble ogsa funnet i vannekstrakt av Polyporus borealis (Bjoérndal &
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Wagstrom, 1969). Derfor, pa basis av de utfgrte analysene foreslas det at celleveggen pa
faresopp inneholder alfa-(1 — 6)-bundet - D-galaktan med alfa-L- fukose substituert i

posisjon 2 pa hver 3. galaktoseenhet.
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Figur 57. Mulig struktur for fukogalaktan fra Allbatrellus ovinus

Siden det var funnet sma mengder (1—3) bundet -alfa-L-fukose og (1—) bundet -D -
mannose kunne man ogsa foresla en struktur der mannose inngar som en del av et
fukomannogalaktan der sidekjedene kunne inneholde 3-O- D mannopyranosyl- L-
fukopyranosyl, -L fukopyranosyl og- D galaktopyranosyl. Fukomannogalaktan med lignende
struktur ble beskrevet i studien fra 1969 (Brorndal & Lindberg, 1969). Derfor var det

muligens at WAOF: inneholdt det samme.
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Figur 58. Mulig struktur av fukomannogalaktan fra Allbatrellus ovinus ut fra metylerings
analyse. Fukomannogalaktan med lignende struktur ble funnet i Polyporus fomentarius og
Polyporus igniarius (Brérndal & Lindberg, 1969).

Samtidig finnes det ikke NMR-data som stgtter teorien om at mannose inngar som en del av
fukogalaktanet Mannose mengden var sapass liten i forhold til forgreiningspunkter pa
galaktanet at denne sannsynligvis ikke er bundet til fukogalaktan. Det samme gjelder xylose.

Derfor er strukturen som er presentert i figur 57 mest sannsynlig.
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WAOF; inneholdt en betydelig mengde av glukose (19,1 %) i motsetning til spor av glukose
som ble rapportert av Axelsson K (Axelsson & Bjorndal, 1969). De ulike polymerene kan
veere assosiert med hverandre i celleveggen og ko-ekstrakteter kan vere ikke-fullstendig
separert. Det holder at noe glukan var vannlgselig og har blitt ekstrahert sammen med
fukogalaktanet. Dette kan ogsa sees pa kromatogram fra SEC-HPLC analyse av WAOo,
WAOF: og WAOF; (figur 31 og 35).

Tidligere studier beskriver fukomannogalaktaner isolert fra Flammulina velutipes,
Ganoderma applanatum, Laetiporus sulphureus, Coprinus comatus, Grifola Frondosa og
Lentinula edodes (Alquini et al., 2004; Mukumoto & Yamaguchi, 1977; Ramawat et al.,
2015; Carbonero et al., 2008). De fleste av disse heterogalaktanene hadde hovedkjeden alfa-(1
— 6)-bundet-D-galaktopyranose med forgreninger i O-2 med L-fukopuranose, 3-O-D-
Mannopysanose-L-Fukopyranose eller D-Mannopyranose grupper. Men det var ogsa
rapportert om fukogalaktan som ble isolert fra Agaricus bisporus (Mw 370 kDa) (Ruthes et
al., 2013) og fukogalaktan med lignende struktur som ble isolert fra Polyporus borealis
(Bjorndal & Wagstrém, 1969).

Det er tidligere rapportert om heterogalaktaner, spesielt de som inneholdt fukose, som har vist
biologisk aktivitet (Cho et al., 1998; Lu et al., 2010; Mukumoto & Yamaguchi, 1977). Det
fines bare fa studier som viser deres detaljerte struktur og biologisk aktivitet (spesielt
antitumor aktivitet)(Moradali et al., 2007). De nyeste studiene gjelder stort sett anti-
inflammatorisk og antinociceptive effekten av fucogalaktaner, fucomannogalaktaner og
mannogalactaner som ble isolert fra Agaricus brasiliensis og Agaricus bisporus. Hortensis
(Komura et al., 2010), Lentinus edodes (Carbonero et al., 2008) og Pleurotus pulmonarius

(Smiderle, Olsen, Carbonero, Marcon, et al., 2008).

Det finnes noen fa studier som viser at fukogalaktan fra Agaricus bisporus, Lactarius rufus og
Sarcodon aspratus (effektiv dose 50 pg/mL) gker TNF-alfa, NO og IL-1B (Ruthes et al.,
2012; Moradali et al., 2007; Mizuno et al., 2000). I tillegg viste vannlgselig fucogalactan
(Mw 120 kDa) av vannekstrakt av Macrolepiota dolichaula in vitro makrofagaktivering
(produksjon NO) i RAW 264,7 cellelinje (effektiv dose 100 pg/mL) (Samanta et al., 2015).
Derfor var det interessant & undersgke i hvilken grad fukogalaktan fra A. ovinus kan pavirke
legumainaktivitet i RAW 264.7-makrofager som produserer legumain og utrykker
overflatereseptor Dectin-1 som spiler en viktig rolle i celluleer respons for karbohydrater
(Brown & Gordon, 2005).
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Det var pavist at vannlgselig fukogalaktan fra A. ovinus gav nesten ingen hemming av
legumainaktivitet sammenlignet med kontroll (figur 54) men 41,5 % hemming av
legumainaktivitet i dose-responsforsgk uten dose-respons (figur 56). De fa tidligere studier
som beskriver hemming av legumainaktivitet i RAW 264.7-makrofager gjelder stort sett bare
beta- glukaner og ikke fukogalaktaner. Det var raportert at lgselig og partikulere beta-
glukaner bruker forskjellige reseptorer for & utlgse deres biologiske aktivitet. Dektin-1 var
avgjerende for partikuleere beta-glukan-medierte immunmodulerende virkning pa dendritiske
celler-aktivering, makrofag fagocytose, cytotoksisk T-lymfocytt differensiering og antitumor-
immunrespons in vivo. Laselig beta-glukan alene hadde ingen direkte stimulerende effekt pa
adaptive T-celler respons, men gkte antitumor-monoklonalt antistoff-mediert terapeutisk
effekt (figur 5). Det var pavist at denne effekten var uavhengig av Dektin-1 reseptoren, men at
den var avhengig av binding av beta-glukaner til CR-3 reseptor pa granulocytter som
effektorceller (Qi et al., 2011). Det var ogsa rapportert at bade lgselige og partikulaere beta-
glukaner kan interreagere med Dectin-1 pd makrofager, men bare partikulere beta-glukaner
(ikke lgselig) bandt seg til Dectin-1 og ble internalisert av makrofager gjennom Dektin-1
aktivering (Goodridge et al., 2011; Berven et al., 2015), noe som farte til gkt produksjon av
TNF-alfa og redusert legumain aktivitet (Berven et al., 2015). | en tidligere masterstudie som
studerte effekt av beta-glukaner fra gjeer pd legumainaktivitet var det konkludert at bare
partikulere og delvis lgselig beta-glukaner gir hemming av legumainaktivitet i RAW-264.7
cellelinje (Zubaidi, 2013).

Derfor kan det tenkes at vannlgselig fukogalaktanet ikke var istand til & binde seg til og
aktivere Dectin-1 slik ble observert. Hemming av legumainaktiviteten i dose-responsforsgket
(41,5 %) kunne tyde i liten grad pa tilstedevaerelse av ulgselig partikulare beta-glukaner (det
var funnet 6,9 % av (1 — 3)- og 2,6 % av (1 — 3,6)-bundne glukoseenheter i WAOF (tabell
7)), men det er nesten usannsynlig siden det ikke var observert noen synlige partikler i

lasninger av WAOF:.

Det var mer sannsynlig at hemming av legumainaktivitet skjedde pa grunn av tilstedeverelse
av LPS. Siden LPS er veldig potente stimulatorer av makrofager var det ikke observert noen
doserespons i dose-responsforsgk. Pa bakgrunn av disse resultatene kan vi ikke si med
sikkerhet at det var fukogalaktan som fgrte til hemming av legumainaktivitet i de utfgrte

forsgkene.
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6.2. WAOF:

Fraksjonen WAOF; inneholdt hovedsakelig glukose (69,0 %), galaktose (22,3 %), fukose (6,0
%) med mindre mengder av mannose (1,5 %) og spor av xylose (tabell 6).

Resultater av strukturell analyse viste at WAoF, (Mw 12,0 kDa) inneholdt rester av
fukogalaktan (beskrevet ovenfor) som ikke ble fullt separert fra WAOF1. Tilstedeveerelse av
flere ulike glykosidbindinger ((1 — 4)-, (1 — 3)-, (1 — 3,6)- og (I — 4,6)-) indikerer
heterogenitet av glukaner i denne fraksjonen. Dette kan muligens henge sammen med at
fraksjonen inneholder en blanding av flere polysakkarider.

Funn av (1— 3) og (1— 3,6)-bundne glukoseenheter (henholdsvis 6,0 og 2,5 %) indikerte
innhold av et glukan med en 1— 3-bundet hovedkjede og forgreininger i posisjon 6. (1— 6)
bundet glukose kan ogsa vare en del av dette, f.eks. som sidekjede. NMR analyse viste
tilstedeveerelse av beta-(1— 3) bundne-glukoseenheter.

Funn av (1— 4) og (1— 4,6)-bundne glukoseenheter (henholdsvis 24,9 og 11,8 %) indikerte

innhold av et glukan med en (1— 4)-bundet hovedkjede og forgreining i posisjon 6.

Terminal glukose (17,6 %) kunne fordele seg slik: 11,8 % pa (1 — 4) glukan og 5,1 % pa (1

— 3) glukan 1 posisjon 6.

NMR analyse viste at det var alfa-(1— 4) bundet-D-glukan (fuguren er ikke vist). Seperasjon
pa Con A Sepharose 4 B viste tilstedevaerelse av glukose i alfa-konfigurasjon i WAo (tabell
15). Jod-jod-kalium-test gav negativ resultat (figur 39), men det var ogsa rapportert at alfa-(1
— 4) bundet-gukan (glykogen) i Agaricus bisporus gav negativ resultat med jod-jod-kalium
testen (Kojima et al., 2010). Samtidig farte behandling med alfa -amylase til reduksjon av
Mw fra 12,1 til 10,3 kDa (tabell 20 og 28). Dette kan bekrefte at WAOF; inneholdt alfa-(1 —
4)-D-glykosidbindinger som ble brutt ned i mindre glukoseenheter.

Det finnes informasjon i litteraturen om glykogenliknende polysakkarider fra sopp med
tilsvarende struktur (Kojima et al., 2010).

WAOF, bestod av lavmolekylar fraksjon (Mw 12,0kDa) og det sa ut som at det var rester
etter isolering av fukogalaktan (WAoF1) fra vannekstrakt av A.ovinus. Minimal Mw for en
stabil trippelheliks konformasjon er 25-40 kDa og under denne verdien eksisterer bare
enkeltrader i vanlig lgsninger (Synytsya & Novak, 2013). Det var pavist at trippelheliks
konformasjon er ngdvendig for antitumor aktivitet (Zhang et al., 2007). I tillegg var det povist
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at WAOF; innehold en blanding av polysakkarider og derfor var det ikke interessant a

undersgke i hvilken grad WAOF; kan pavirke legumainaktivitet i RAW 264.7-makrofager.

123



6.3. AA0Sw

Vannlgselig alkaiekstrakt fra A.ovinus (AAoSw) inneholdt hovedsakelig glukose (78,8 %) og
mannose (11,7 %) med mindre mengder av xylose (4,1 %), fukose (2,5 %) og galaktose (2,4
%)(tabell 6). Eksklusjonskromatografi viste at AAoSw bestod av en hgymolekyler fraksjon
med Mw 324,5 kDa og en lavmolekyler fraksjon med Mw 16,7 kDa (tabell 8 og figur 11).

Funn av (1— 3) og (1— 3,6)-bundne glukoseenheter (henholdsvis 35,6 og 9,6 %) indikerte
dominerende innhold av et glukan med en (1— 3)-bundet hovedkjede og forgreininger i
posisjon 6. (1— 6) bundet glukose kan ogsa vaere del av dette, for eksempel som sidekjede.

Disse forgreningene kunne inneholdt D-mannopuranosyl eller D-glukopyranosyl. NMR

analyse viste tilstedeveerelse av (1— 3) bundne -beta- glukoseenheter (figuren ikke vist).

Mengdeforholdet mellom (1—3) og (1—3,6) bindinger var 45:9. Det sa ut at hver 5.
glukoseenhet hadde forgreninger i posisjon 6.

Forgrenet (1— 3) (1— 6) -beta- glukaner er en av de viktigste vanlige bestanddelene i
soppcellevegg. Derfor pa basis av de utfgrte analysene var det foreslatt at celleveggen pa
faresopp inneholder ogsa beta-(1—3) (1—6) bundet-D-glukan med enkle glukoseenheter

(eller sidekjeder) i posisjon 6 pa hver 5. glukoseenhet i hovedkjede.
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Figur 59. Struktur til vannlgselig beta-(71—3) bundet-D-glukan med enkle glukoseenheter i
posisjon 6 pa hver 5. glukoseenhet i hovedkjede (Synytsya & Novak, 2013). Sidekjeder i
posisjon 6 ikke vist.

Funn av mindre mengder (1— 4) og (1— 4,6)-bundne glukoseenheter (henholdsvis 14,7 og
0,8 %) indikerte innhold av et glukan med en (1— 4)-bundet hovedkjede og sma antall
forgreininger i posisjon 6. NMR analyse viste at det var alfa-(1— 4) bundet-D-glukan
(figuren ikke vist). Jod-jod-kalium-test viste et svakt positivt resultat (figur 39) og behandling
med alfa-amylase forte til reduksjon i andel av (1— 4) bundne glukoseenheter (tabell 17).
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Dette stemte med Mw som ble nesten det samme etter alfa-amylase behandlingen (tabell 21
og 29). Dette var noe som kan indikere at mengden av alfa-(1— 4) bundet-D-glukan var
ubetydelig. 1 tillegg kunne den glykogenliknende polysakkariden veere lgselig i vann
(Arvindekar & Patil, 2002) uten & danne kovalente bindinger med hovedfraksjonen som
bestod av beta- (1— 3) (1—6)-bundet- glukan.

Resultater av strukturell analyse viste at AAoSw inneholdt rester av fukogalaktan (beskrevet

ovenfor) som ikke ble fullt separert.

Det var rapportert at biologisk aktive beta-glukaner har struktur som ligner pa den som ble
observert i AAoSw (Chen & Seviour, 2007; Novak & Vetvicka, 2008). Derfor var det
interessant a undersgke i hvilken grad beta-glukan (AAoSw) fra A. ovinus kan pavirke

legumainaktivitet i RAW 264.7-makrofager.

Vannlgselig beta- glukan fra A. ovinus gav nesten ingen hemming av legumainaktivitet
sammenlignet med kontroll (figur 54) og ble derfor ikke testet videre i dose-responsforsgk.
Det er vist at vannlgselig beta-glukan ikke kunne aktivere RAW-264.7 makrofager gjennom
binding til Dectin-1.

Samtidig var det undersgkt i hvilken grad opprenset beta-glukan (alfa-amylase behandlet
AAO0SWAB.c i 20 imer) Kan pavirke legumainaktiviteten. Dose-respons ble ogsa studert. Det var
pavist at AAoSWAB betydelig hemmet legumainaktivitet (49,6 %) sammenlignet med
kontroll (figur 56). Hemming av legumainaktiviteten i dose-responsforsgket var ogsa
betydelig (ca.87 %) uten noen dose-respons. Alle disse resultatene motsier de molekylaere
mekanismene som foregar under aktivering av 264.7 makrofager og som ble beskrevet

ovenfor.

Vi kan spekulere at hemming av legumainaktiviteten kunne skje pa grunn av tilstedeverelse
av ulgselig partikuleer beta-glukaner men det var lite sannsynlig siden det ikke var observert
noen synlig partikler i lgsninger av AAoSw og AA0SWAB20c i 20 timer. | tillegg viser figur 55
at prevene som ble behandlet med alfa-amylase i 20 timer ved T=20°C gav 92 % hemming av
legumainaktivitet ssmmenlignet med kontroll (mot 73,2 % i praver som ble behandlet 37°C i
2 timer). Reduksjon av molekylvekt under langvarig alfa-amylase behandlingen og hgy
hemming av legumainaktivitet kan tyde pa at polysakkarider i prgven kan ha hatt

bakterievekst under enzymbehandlingen og dermed forurenset med LPS.

Tilstedeveerelse av potente LPS gav ingen doserespons i dose-responsforsgk.
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6.4. AAolw

Vannulgselig alkaiekstrakt fra A.ovinus AAolw inneholdt hovedsakelig glukose (77,9 %) og
mannose (12,7 %) med mindre mengder av xylose (6,4 %), fukose (2,2 %) og spor av
galaktose (tabell 6). Eksklusjonskromatografi viste at AAolw bestod av en hgymolekylar
fraksjon med Mw 285,5 kDa og en lavmolekyler fraksjon med Mw 15,9 kDa (tabell 9, 12 og
figur 33, 37).

Funn av (1— 3) og (1— 3,6)-bundne glukoseenheter (henholdsvis 37,6 og 5,2 %) indikerte
innhold av et glukan med en (1— 3)-bundet hovedkjede og forgreininger i posisjon 6. NMR

analyse viste tilstedevarelse av (1— 3)- og (1— 6)- bundne beta- glukoseenheter (figur 53).

Funn av 42,8 % glukoseenheter totalt som hgrer til (1— 3) (1— 6)- glukan og 5,2 % (1 —
3,6)-bundet glukoseenheter tydet pa at hver 8. glukoseenhet hadde forgreninger i posisjon 6.

Pa basis av disse resultatene kan det tenkes at AAolw kunne inneholdt beta-glukan med
lignende struktur:

. &
5 -0
HO
HO
OH
4 & .
HO™ \ 2

Figur 60. Struktur til vannulgselig beta-(7/—3) bundet-D-glukan med enkle glukoseenheter i
posisjon 6 pa hver 8. glukoseenhet i hovedkjede (Synytsya & Novak, 2013). Sidekjeder i
posisjon 6 ikke vist.

Det var mulig at ulgseligheten av  AAolw kunne bestemmes av mengden av (1 — 6)
forgreninger i beta-(1—3) (1—6) bundet-D-glukan. Det er kjent at beta-(1 — 3)-glukaner
med en hgy grad av polymerisering (DP> 100) er helt ulgselig i vann. Pa grunn av
polymerkjedekonformasjon blir det sterkere interaksjoner mellom kjedene enn mellom
kjedene og vannmolekyler. Lgseligheten gker nar grad av polymerisering av beta-(1 — 3)-
glukaner avtar. | tillegg avhenger lgseligheten av forgreninger som forstyrrer interaksjoner
mellom beta-(1 — 3)-bundet-glukan kjedene. Det er Kkjent at polysakkarider med hgy
molekylvekt og lavt antall (1 — 6) forgreninger er ulgselig i vann (Fleet & Manners, 1976).
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Analyse av bindingsforhold ved GC-MS viste at det finnes en strukturell forskjell mellom
vannlgselig (AAoSw) og vannulgselig(AAolw) beta-glukaner. Beta -glukan i AAoSw som
var vannlgselig inneholdt en mer forgrenet struktur (35,6 % av (1 — 3) -, 9,6 % av (1 —3, 6)
-bundne glukoseenheter) men mindre vannlgselig beta-glukan i AAolw inneholdt 37,6 % av
(1 = 3)0g5,2% av (1 — 3,6)- bundne glukoseenheter.

Funn av store mengder (1— 4) og (1— 4,6)-bundne glukoseenheter (henholdsvis 22,0 og 0,3
%) indikerte innhold av et glukan med en (1— 4)-bundet hovedkjede og et lite antall
forgreininger i posisjon 6. Topp 3 (figur 34 og 43) med Mw 2,3 kDa forsvant etter amylase-

behandlingen og mulig innehold rester av alfa-(1— 4)-bundne glukoseenheter.

Fullstendig metylering vil gi terminal/forgreninsratio 1:1. Et lite antal av (1— 4,6)-bundne
glukoseenheter kunne skje pa grunn av undermetylering. NMR analyse viste ogsa at det var
alfa-(1— 4)- bundne-D-glukoseenheter. Jod-jod-kalium-test gav positiv resultat (figur 39).
Behandling med alfa-amylase farte til reduksjon av Mw fra 286,5 kDa (tabell 12) til 198,2
kDa (tabell 30) og en stor nedgang av (1—4)- bundne glukoseenheter (fra 22 til 8,1 %) (tabell

17), noe som kan ogsa vise tilstedevarelse av alfa-(1 — 4)-glykosidbindinger.

Mengdeforholdet mellom (1—4) og (1—4,6) bindinger var 23:1,3. Det sa ut at hver 18.
glukoseenhet hadde forgreninger i posisjon 6.

I tillegg var det funnet 5,2 % av (1— 3,6)- og bare 0,3 % av (1— 4,6)-bundne glukoseenheter.
Da funn av alfa- og beta-glukoseenheter med reduserende ende etter alfa-amylase
behandlingen (NMR) kan tyde pa mulig tilstedevearelse av blandet alfa-, beta-D glukan med
beta -bundet sidekjede. Pramanik, Chakraborty, Mondal og Islam (Pramanik et al., 2007)
beskrev vannlgselig blandet alfa-, beta-glukan fra fruklegemer fra Pleurotus sajor-caju. Det

finnes fa studier som rapporterer om blandede alfa-, beta-glukaner.

Samtidig tilstedeveerelse av alfa-og beta-glukoseenheter med reduserende ende etter alfa-
amylase behandlingen kan med starre sikkerhet forklares som polysakkriddegradering av
bakterier under lang (20 timer) eksponering av den analyserte pragven ved T=20°C i tilfelle de

ble kontaminert.

Det var ogsa rapportert om hgymolekylar alfa-glukan fra Acaricus bisporus som dannet
komplekser med en lavmolekylar galaktan (Smiderle et al., 2010). Alfa-(1—4)-bundet-D-
glukan med forgreninger i posisjon 6 ble funnet i Flammulina velutipes (1:7)(Pang et al.,
2007), Acaricus bisporus (ratio 1:8), Cordyceps sinensis (1:10)(Pang et al., 2007).
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Derfor pa basis av de utfgrte analysene var det foreslatt AAolw innehold ogsa alfa-(1—4)
(1—6) bundet-D-glukan med enkle glukoseenheter (eller sidekjeder) i posisjon 6 pa hver 18.
glukoseenhet i hovedkjede

Figur 61. Struktur til alfa-(7—4) bundet-D-glukan med enkle glukoseenheter i posisjon 6 pa
hver 18. glukoseenhet i hovedkjede (Synytsya & Novak, 2013). Siderkjeder ikke vist.

De stgrste forandringene i molekylvekten skjedde i den haymolekylaere fraksjonen. Alle disse
resultatene kan bekrefte tilstedeveerelse av alfa-(1— 4) bundet-D-glukan i AAolw.

Siden det var rapportert at spesielt partikulzere beta-glukaner kan binde seg til Dectin-1 og ble
internalisert av makrofager gjennom Dektin-1 aktivering (Goodridge et al., 2011; Berven et
al., 2015), var det interessant & undersgke i hvilken grad vannulgselig (ikke pa partikel form)

beta-glukan (AAolw) fra A. ovinus kan pavirke legumainaktivitet i RAW 264.7-makrofager.

Det var pavist at vannulgselig AAolw (tenkes at det var vannulgselig beta-glukan) fra A.
ovinus gav 22,5 % hemming av legumainaktivitet sammenlignet med kontroll (figur 54),
starste hemming av legumainaktivitet mellom de ubehandlede fraksjonene. Dette kan
forklares med molekyleer mekanismen av makrofagaktivering gjennom Dectin-1 som ble
beskrevet for. | tillegg var det rapportert at beta-glukaner med partikkelstagrrelse 1-2 pum
diameter er optimale til fagocyttering av makrofager, mens store ulgselige aggregater ikke er
egnet til & interreagere med makrofager og fremme fagocytose (Tabata & lkada, 1988).
AAolw var ikke lgselig i vann, men allikevel ikke pa partikkelform, og derfor antagelig ikke

egnet helt for fagocytose pa grunn av det.

Samtidig alfa-amylase behandlet AAOIWAB’c i 20 imer (SOM ble delvis lgselig i vann) gav enda
sterre hemming av legumainaktivitet sammenlignet med kontroll (43,1 %). Derfor ble
AAOIWAB i 20 amer Videre testet ved lavere konsentrasjoner (Img/mL; 0,5 mg/mL og 0,25
mg/mL). Hemming av legumainaktiviteten i dose-responsforkgket var ogsa betydelig (ca.86,7
%) uten noen dose-respons. Figuren 55 viser at AAolw som ble behandlet med alfa-
amylase(AAoIWAB) i 20 timer ved T=20°C gav 93 % hemming av legumainaktivitet
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sammenlignet med kontroll mot 28,8 % i praver som ble behandlet 37°C i 2 timer. Dette
(som det ogsa ble beskrevet for AAoSWAB) kan skyldes kontaminering med LPS tilfgrt under
enzymbehandling.
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1. KONKLUSJON

Malet med denne oppgaven var a karakterisere polysakkaridfraksjoner (WAo (WAoF; og
WAOF;), AAoSw og AAolw) isolert fra faresopp (Albatrellus ovinus) med hensyn pa
molekylvekt, monosakkaridsammensetning og bindingsforhold, og a studere deres effekt pa

legumainaktivitet i RAW 264.7 makrofager.

Det ble funnet at faresopp inneholder fire ulike typer polysakkarider: fukogalaktanet, to ulike

typer beta-glukan med ulik lgselighet og alfa-glukan.

Analyser av vannekstraktet WAO viste at dette inneholdt et fukogalaktan (WAoF1) med Mw
251 kDa. Fukogalaktanet bestod av alfa-(1 — 6)-bundet - D-galaktan med alfa-L- fukose
substituert i posisjon 2 pa hver 3. galaktoseenhet. Det ble pavist at fukogalaktanet ikke hadde
noen effekt pa legumainaktivitet. Betydelig reduksjon av legumainaktivitet i dose respons-
forsgk uten dose-respons tydet pa at polysakkarider i prgven ble forurenset av bakterier som

farte til LPS kontaminasjon.

Det ble ogsa funnet at vannlgselig alkaliekstrakt AAoSw (Mw 324,5 og 16, 7 kDa) inneholdt
vannlgselig beta-(1—3) bundet-D-glukan med forgreninger i posisjon 6 pa hver 5.
glukoseenhet i hovedkjede. 1 tillegg inneholdt AAoSw rester av fukogalaktan og alfa-(1— 4)
bundet-D-glukan med sma antall forgreninger i posisjon 6. AAoSw hadde ikke noen effekt pa

legumainaktivitet.

Beta-glukanet i det vannulgselige alkaliekstraktet AAolw bestod av (1—3) bundet-D-glukan

med enkle glukoseenheter (eller sidekjeder) i posisjon 6 pa hver 8. glukoseenhet i hovedkjede.

Alfa - glukanet bestod av (1—4) bundet-D-glukan med forgreniner (enkle glukoseenheter
eller sidekjeder) i posisjon 6 pa hver 18. glukoseenhet i hovedkjede. AAolw gav 22,5 %

hemming av legumainaktivitet sammenlignet med kontroll.

Alfa-amylase behandlet AAoSw og AAolw viste betydelig reduksjon av legumainaktivitet i
dose respons-forsgk uten dose-respons. Det ble konkludert med at prgvene muligens var

kontaminert med LPS.

Vannekstrakt WAoF, (Mw 12,0 kDa) bestod av rester av fukogalaktan, beta- og alfa-glukan
og ble ikke testet for biologisk aktivitet.

I tillegg var det funnet ut at affinitetskromatografi med ConA Sepharose 4B kan egne seqg til &

fjerne alfa-glukan fra vannlgselig soppekstrakter.
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8. MULIGHET TIL VIDERE STUDIER

AA0Sw og AAolw bestar henholdsvis av alfa-(1 — 4)(1 — 6)-bundet-D-glukan og beta-(1 —
3)(1 — 6)-bundet-D-glukan. For a fa bedre resultater med strukturoppklaring og
aktivitetforsgk kan det vaere nyttig & separere disse glukanene (for eksempel pa Con A

Shepharose 4 B) fra hverandre og gjenta undersgkelsene med mest mulig rene stoffer.

Det kan ogsa veare interessant & bruke de andre metodene, for eksempel
komplementfikseringstest eller maling av NO, TNF-alfa sekresjon fra makrofager til lgselige
fraksjoner, for & pavise biologisk aktivitet av analyserte polysakkaridfraksjoner som blir

isolert fra A.ovinus.

Aktivitet av makrofager henger ngye sammen med polysakkariders lgselighet og fysikalske
form. Partikuleere beta -glukaner induserer proinflatatorisk cytokin sekresjon gjennom
aktivering av Dectin-1, mens lgselige beta-glukaner binder seg til CR3 reseptoren (Hong et
al., 2003). Fordi beta-glukanene ma passe til reseptorene pa effektorceller, er deres starrelse
viktig. Forskning tyder pa at partikler med 1-2 um diameter er optimale til fagocyttering av
makrofager, mens store ulgselige aggregater ikke er egnet til & interreagere med makrofager
og fremme fagocytose (Tabata & lkada, 1988). Tillaging av homogene, ikke-aggregerte og
dermed immunologisk aktive mikropartikler av beta-glukan kan lgse problemet. Det finnes
teknologier som farer til homogen fremstilling av 1-2 um beta-glukan partikler ved bruk av
spray-terking av sonikerte alkali — og syre lgselig celleveggmateriale. | tillegg kan den
metoden unnga problemet med aggregering av beta-glukan-mikropartikler i vandige medier
(det som fant sted i denne studien med alle fraksjonene nar lavmolekyleare polysakkarider

aggregerte til hgymolekylere klasterne). (Hunter et al., 2002).
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9. REAGENSELISTE

Reagenser

Produsent

Ammoniakk (NH3)

VWR

A- Amylase (from Barley malt)

Sigma

Beta-glukan

M-Gard®, Biotec betaglucans

Bio-Rad Protein Assay Dye reagent

Consentratum

BIO-RAD

Bovin serum albumin (BSA)

Thermo Scientific

D-Mannitol Sigma- Aldrish
Di-Natiumhydrogensulfat (Na>,SO.) Merck

Diklormetan Merck

Ditiotretiol (DDT) Thermo Fisher Scientific
DMSO Sigma- Aldrish
Deuteriom oxide Sigma- Aldrish

Dulbecco’s Modified Eagle medium
(DMEM)

Gibco® by Life technologies

Dinatrium fosfat (Na2HPOg) Sigma- Aldrish
Eddiksyre 100 % Merck
Eddiksyreanhydrid Merck
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]- | Sigma- Aldrish
1-propanesulfonate hydrate (CHAPS)
Ethylenediaminetetraacetic acid disodium Sigma

salt dihydrate (Na2;EDTA)

(1,3)(L,4)-B-Glukan

Megazyme, Irland

Fetal bovine serum

Gibco® by Life technologies

Etanol Sigma- Aldrish
Heksan Sigma
Kalsiumklorid (CaCl») Merck
Metanol vannfri Merck

Metanolisk HCI 3M

Supelco analytical, USA

Metiljodid

Fluka

Methyl- a-D-mannopyranoside Sigma
1-Methylimidazole Fluka
Mangan(Il)klorid (MnCly) Merck
Magnesium klorid (MgCl,) Sigma- Aldrish
Natriumacetat (NaC,Hz0>) Merck
Natriumhydroksyd Merck
Natriumthiosulfat Merck
Natrium-bordeuterid Sigma- Aldrish
Natrium Klorid VWE Chemicals
Natriumazid (NaNs) Sigma- Aldrish
Natrium bilarbonat (7,5 %) Gibco® by Life technologies
Natrrium citrar Sigma- Aldrish

Natrium fosfat buffer (PBS)

Gibco® by Life technologies
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https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/15140122

N-oktyl-B-D-glukopyranosid

Sigma

Penicillin Streptomycin (P/S)

Thermo Fisher Scientific

Pullulaner

Polymer Laboratories LTD

Pen Strep Gibco® by Life technologies
Saltsyre 37 % VWR Prolabo

Sitron syre Sigma

Toluene Sigma- Aldrish

Tromethane hydrochloride (Tris-HCI) Merck

Trifluoreddiksyre (TFA) Merck

Trimetylsilyl propanylsyre (TSP) Sigma- Aldrish

Tryptanblatt 0,4 % Life technologies

Vannfri metanol Sigma

Z-Ala-Ala-Asn-NHMec

Thermo Fisher Scientific
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