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1. Wprowadzenie

Porosty § grum niezwykle ciekawych i mato zbadanych organizmoar&vno ich wyjtko-
wa budowa, jak i zdolié do zasiedlaniasrodowisk o trudnych warunkach glebowo-
klimatycznych sprawiaze wytwarzag one szereg charakterystycznychesta niespotykanych
u innych r@lin, metabolitow wtérnych. Z tego zgpowodu zaréwno porosty, jak i ich sktadniki
chemiczne stanowiod ponad stu lat przedmiot zainteresowania nau&ewbadajcych skitad
chemiczny oraz ich aktyws6é biologiczry i farmakologiczg. llos¢ publikowanych prac doty-
czacych tej tematyki stale aie, pojawiaj sic tez artykuty przegidowe obejmujce r&ne
aspekty aktywngci metabolitow porostowych. Napisano rownielka ksiazek, poradkuja-
cych wiedz na temat chemizmu i chemicznych metod lhatygh wyjtkowych zwiazkow,
wsrdd ktorych najwaniejsze wyszty spod pidra Williama i Chicity Culsenéw czy Sigfrieda
Hunecka.

W Polsce temat ten nie jest zbyt popularny, wygtastwierdzé, ze badaniami porostéw zaj-
muja si¢ jedynie dwa é&odki - poznaski oraz krakowski. Warto tu wspomuie pionierskich
pracach prof. dr hab. Henryka Gertiga z Katedrynrfakognozji UM w Poznaniu oraz dr hab.
Marii Oswiecimskiej z Katedry Farmakognozji 6wczesnej AkadeMedycznej w Krakowie,
obecnie UJ CM, ktérzy w latach 60 i 80 ubiegtegekni zainicjowali badania nad sktadem i
aktywnaicia polskich przedstawicieli rodzaf@ladonia Ich badania, po wieloletniej przerwie,
sa obecnie kontynuowane w obydwu wspomnianych jedkaaos$t, stanowdic inspiracg i1 pod-
stawe do ich poszerzenia. Nie raga nie wspomnierowniez o dziatalnéci naukowej prof. dr
hab. Marii Olech i jej zespotu badawczego z IndtyBotaniki UJ, zajmuicych st biogeogra-
fia, taksonomy i ekologih porostéw, zwtaszcza obszaréw polarnych. Nielicapeacowania
ksiazkowe, opublikowane dotychczas w Polsce - Hanny Vikjczy Zbigniewa Tobolewskie-
go - obejmuj przede wszystkim kwestie botaniczno-ekologiczweystepowania, rozmiesz-
czenia czy ochrony krajowych gatunkéw porostowych.

Jak juz wspomniano, badania nad gatunkami porostéw epygtcych w Polsceabardzo nie-
liczne, a sktad chemiczny tych organizméwzmalegé zasadniczym zmianom w zafexci
od warunkoéw glebowo-klimatycznych. Obecna pracata proky zapoczatkowania bada
jakosciowych i ilosciowych krajowych gatunkéw z rodzaftiadoniai obejmuje porowawcza
analiz trzech metabolitéw wtérnych: kwasu usninowegoarmtryny i kwasu fumaroprotoce-
trarowego. Warto natomiast w przyssdoposzerzy ten zakres o inne zwaki, co datoby pet-
niejszy obraz skfadu chemicznego. Analizowane nuditgbbyty réwniez badane w kierunku
potencjalnej aktywn&i cytotoksycznej, co wpisujeesiv ogbéindwiatowe poszukiwania sub-
stancji pochodzenia naturalnego o spodziewanejaldci przeciwnowotworowe;.



2. Porosty
2.1. Definicja i pochodzenie nazwy

Porosty Lichene$ czyli grzyby lichenizowaneHungi lichenisati Lichenomycotpsa
organizmami rélinnymi, zbudowanymi z dwoch komponentow: cugiaenego grzyba, okre-
slanego jako mykobiont, oraz sanywvnego glonu — fotobionta, pozosieych wobec siebie w
zaleznosci symbiotycznej. Terminlichenes(gr. leichen- porosty) ayt po raz pierwszy Teo-
frast w IV w p.n.e. [Studaska 2008]. Definicja, zaproponowana w 1988 r. piderkswor-
tha i aktualnie obowzujaca, opisuje porosty jako stahilnsamowystarczainasocjagi miko-
bionta i fotobionta, w ktérej mikobiont jest partes zewrtrznym [Hawksworth 1988].

2.2. Budowa porostow

Ponad 98% grzybow, twatzych porosty, naley do workowcdw Ascomycoth pozo-
state 2 % to przedtawiciele podstawczak@®agidiomycotai grzybéw niedoskonatyctDeu-
teromycotd. Z kolei fotobionty, wchodre w skiad porostow, to albo organizmy prokario-
tyczne (sinice), albo eukariotyczne (glony). 8pd sinic w tworzeniu porostoéw bipudziat
przedstawiciele 8 rodzajévNostog GleocapsaScytonemaStigonemaChroococcusHyella,
Calothrix i Dichotrix, natomiast glony naig do trzech gromad: zieleni€florophytg, bru-
natnic Phaeophytai roznowiciowcow Kanthophytqa W ponad potowie porostow fotobion-
tem jest przedstawiciel zielenic+ebouxia[Podterob 2008].

Ciato porostu, nosze nazw plechy, mae mig€ budow homomerycza (warstwova)
lub heteromeryczn(niewarstwowi). W plechach homeomerycznych elementy grzybowei, ja
te pochodzce od glonu, srozmieszczone réwnomiernie, natomiast w plechatbrbmerycz-
nych tworz wyrazne warstwy, tworgc kore gorm (zwarte strzpki grzyba), warstw glonowg
(glony pomedzy strzpkami grzyba), warstey miazszows (luzne strzpki grzyba) oraz kar
dolmg [Wojciak 2007].

Plecha porostow mme przybieréa rozne formy: nitkowate, krzaczkowate, listkowate i
skorupiaste (Ryc. 1). Plecha porostow nitkowaty8ledgtoriaz Usned, przypomina swoim
wygladem proste lub rozgatione nitki, mogce osiagac od kilku cm do nawet 3 m diuga.
Porosty krzaczkowateP&eudeverniaCetraria) przypominag swoim wyghdem malékie
krzewinki, tworzc plecke o budowie obtych lub ptaskich odcinkéw (,gaék”), odstajca od
podiaza. Plecha porostéw listkowatych Ldbaria, Peltigerg jest splaszczona
i przypomina drobne listki, ktérych dolna stronaymzepiona jest kno do podtéa za pomog
chwytnikdéw. Porosty skorupiaste natomiastaiithorig Rhizocarpol, o powierzchni gtadkiej
lub sgkanej, przyczepionegsicisle do podtaa lub nawet w nie wrastajwojciak 2007]. U
niektoérych gatunkoéw Gladonig Stereocaulon wyksztalcity s¢ plechy dwupostaciowe: po-
czatkowo rozwijapca st plecha skorupiasta lub listkowata, z ktorej wyaagslecha wtérna w
postaci podecjéw [Wojciak 2007].



Rycina 1. Rane formy plechy porostéw: A - nitkowata, B - krzkowata,
C - listkowata, Bkorupiasta (fot. wtasna)

2.3. Rozmnaanie porostow

Porosty mog rozmnaa¢ sic wegetatywnie lub generatywnie. Rozmaie wegeta-
tywne odbywa si przez fragmentagjplechy: wyrostki i urwistki. Wyrostki (izydia) tdrobne,
cienkie wypustki na powierzchni plechy, ktére tatgio odtamup od plechy macierzystej i w
ten sposdb meagtworzy nowy organizm. Urwistki (soredia) to drobne eletyembudowane z
jednej lub kilku komorek glonu, oplecionych sfpkami grzyba, przypominge proszek. Po-
wstap one w tzw. soraliach —eRnicciach plechy, przez ktére wydostagic na zewatrz.
Fragmentacja plechy me by réwniez przypadkowa [Szwejkowska 1993]. Rozmaaie ge-
neratywne dotyczy jedynie komponentu grzybowegoéryktworzy ré&ne rodzaje owocnikéw.
Jeli grzyb, tworzicy porost, naley do workowcow, wéwczas jako owocniki twargig otocz-
nie (perytecja) lub miseczki (apotecja), w ktérymwstaj zarodniki [Wojciak 2007].

2.4. Rozpowszechnienie porostow

Porosty § organizmmami bardzo rozpowszechnionymi na kuli zkiej, wystpujacymi
na kadym kontynencie i w wikszaci formacji raglinnych. Ich pionierski charakter, mate
wymaganiasrodowiskowe oraz sanmgwnos¢ pozwolity na kolonizowanie obszaréw trudno
dostpnych dla rélin wyzszych — terenéw wysokogorskichz(do wysokdci 7400 m npm),
polarnych czytundry.

Znanych jest okoto 18 500 gatunkow porostéw [Baug005], z czego okoto 1600 wy-
stepuje w Polsce [Fattynowicz 2003]. Porosty mogysttpowa na skatach (epility), glebie
(epigeity), korze drzew (epifity),dciach ralin (epifility), mszakach (epibryofity) czy drewnie
(epiksylity) [Wajciak 2007]. Czasami nipa zaobserwowaporosty rosace na skorodowa-
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nym metalu, dachéwkach czy betonie. Ciekawym zjmiem jest wystpowanie porostow na
czaszkach ludzkich, okilanych jakoUsnea humanaJsnea Cranii HumanjiMuscus ex cra-
nio humanoczy ,mech na czaszce zmartego” (ang. moss of d dean’s skull) [Modenesi
2009].

Istnieja jednak rejony, okidane mianem pustyni porostowych, gdzie porosty fyk
nie nie wys¢puja, prawdopodobnie ze wzglu na zanieczyszczenie powietrza zalmiasta,
centra przemystowe. Trudno znaleporosty take na polach uprawnych, mokrychkach
(trzcinowiska, turzycowiska), czy miejscach stalewanych stom lub stodlkh woda [Ma-
twiejuk 2008].

2.5. ldentyfikacja gatunkéw — reakcje mikrochemizn

W celu wstpnej identyfikacji poszczegoélnych gatunkéw porostswesuje si prosty
system mikrochemicznych reakcji barwnych. Kilkagdrmdczynnika, natbonych na fragment
plechy, daje kolorow reakcg, wedtug ktérej mena zorientowa sie nie tylko co do rodzaju
czy gatunku, ale tewstpnie okréli¢ obecné¢ niektdérych metabolitow porostowych. Testy te
maozna wykorzystywa nawet w terenie, podczas zbioru surowca.

Odczynniki wywane najcgsciej do oznaczania porostéw oraz przyktadowe reakcj

barwne zebrano w Tabeli 1.

Tabela 1. Odczynniki wykorzystywane do reakujkrochemicznych [wg. Orange 2001,

Martin 1971]

SYMBOL NAZWA PRZYKLADOWE PRZYKLADOWE
CHEMICZNA REAKCJE BARWNE - REAKCJE BARWNE
METABOLITY - GATUNKI
K 10% wodny roztwén K+ zolty: K+ cytrynowazotty:
wodorotlenku potasu | atranoryna, kwas tamno-Pertusaria corallina
liowy K+ z6tty:
K+ krwistoczerwony: Cladonia polydactyla
kwas salazynowy, kwasK+ purpurowy:
norstiktowy Xanthoria parietina
C nasycony wodny roz-KC+ zolty: KC+ czerwony:
twor podchlorynu wapt kwas usninowy Cladonia merochlo-
nia, stosowany po reak-KC+ czerwony: rophea
cji z K (oznaczenie kwas gyroforowy, kwas KC+ rézowy:
KC) lekanorowy Ochrolechia androgyna
Plub Pd | 10% etanolowy roztwolP+ ciemnaoity: P+ pomaraczowy:
parafenylenodwuaminy kwas norstiktowy, kwas Parmelia sulcata, Hy-
przygotowany ex tem-| salazynowy pogymnia physodes
pore P+ ciemnoczerwony: P+ pomaraczowo-
kwas fumaroprotocetrarg-czerwony:
wy Cladonia pyxidata

+ reakcja pozytywna
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2.6. Znaczenie i zastosowanie pozalecznicze pososto

Dzieki swej wyjatkowej budowie i wynikajcej z niej niezalenosci w opanowywaniu
réznych srodowisk, oraz ciekawemu sktadowi chemicznemu, gtgronaj duze znaczenie
zaréwno w swoinsrodowisku naturalnym, jak i dla cziowieka. W przgeoe porosty $ waz-
nym elementem glebotwdrczym, odpowiadajwniez za gromadzenie wody, przez co zapew-
niaja odpowiednie funkcjonowanie zbiorowisksigch, w ktérych wysipuja. Moga ponadto
stanowé schronienie zrodio pazywienia dla niektérych zwiest, zwtaszcza bezkgowcow,
ale i reniferow. Swaj obecndécia wskazuy takze na stopig zanieczyszczeniarodowiska.
Czlowiek wykorzystywat porosty od stuleci, w celacdréwno pozamedycznych, jak i leczni-
czych. Porosty stanowityrédto pazywienia, byty take wykorzystywane jakérodki barwiace
czy utrwalacze zapachu w przedteyperfumeryjnym.

2.6.1. Wykorzystanie spgwcze

Porosty byly aywane jakozrodio paywienia w czasach gtodu, mimo swojej stosun-
kowo niskiej wartéci odzywczej. W Japonii spgywano plechy kruszownicy jadaln@ymbili-
caria esculentg na Islandii i w Laponii sproszkowane plechy pliey islandzkiej Cetraria
islandicg i makli tarniowej Evernia prunasti dodawano do wypieku chleba [Matwiejuk
2008]. Na pustynnych terenach Azji i Afryki do §ldpazywa sk plechy misecznicy jadalnej
(Lecanora esculenjaktora uwaana jest za bibligpmanre [Bystrek 1987].

2.6.2. Wykorzystanie w przerslg kosmetycznym i farbiarskim

Porosty znalazty rownieszerokie zastosowanie w przedieykosmetycznym, a zwiasz-
cza perfumeryjnym. §£one dodawane do past debow jakosrodek zapobiegagy namnaa-
niu bakterii [Ghione 1988], do antyperspirantowgakodki przeciwpotne i zapachowe [By-
strek 1987], do preparatow chracych przed nadmiernym promieniowaniem UV [Fernandez
1996]. W przemile perfumeryjnym, gtébwnie we Francji, wykorzystigie dwa gatunki, ny
klika otrgbiastego Pseudevernia furfuracgaokreslanego jako mech drzewny (ang. tree moss)
i makle tarniowa (Evernia prunastn, zwara mchem gbowym (ang. oak moss). Zycie tych
gatunkéw liczy s w tysiacach ton rocznie, a sta one jako tzw. utrwalacze zapachow oraz
zrodto zapachu kno-morskiego [Joulain 2009].

Porosty byly wykorzystywane rowrigako zrodta barwnikow. Z plech rodzafocella
i Ochrolechiaotrzymywano barwniki koloru niebieskiego, czerwgoeczy purpurowego, z
rodzajuParmelia brazowego, a z rodzajsneai Alectoria odpowiednio pomarezowego i
z0ltego [Studaiska 2008]. Rownielakmus, niebieski barwnik wykorzystywany do citamia
odczynu pH, produkowano poprzez fermentaeyciagdw z porostéw rodzajRocella[Mller
2001].
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2.6.3. Lichenoindykacja

Wickszas¢ porostow jest wrdiwa na zanieczyszczeniodowiska, zatem magone
by¢ uzywane jako tzw. bioindykatory, wskazag na stopnie skazenia srodowiska dwutlen-
kiem siarki, metalami ¢zkimi czy pierwiastkami radioaktywnymi. Najeksza wrazliwoscia
charakteryzuyj si¢ porosty o budowie nitkowatej i krzaczkowatej, zsdeza gatunki z rodzaju
brodaczka sneg, mapce dua powierzchng chtonry. Trocke bardziej odporne na zanie-
czyszczeniaggatunki o budowie listkowatej, natomiast wysadporndcia cechug si¢ poro-
sty skorupiaste. Na podstawie obserwacji ob&dngatunkow porostowych na danym obsza-
rze na przestrzeni lat tworzygsizw. mapy lichenoindykacyjne [Wojciak 2007, Stuckkia
2008]. Mazna réwnie stosowa tzw. metod transplantacji plech z terendéw czystych do
miejsc, ktorych stopieskazenia chce siokresli¢. Wykorzystuje si tu przede wszystkim ple-
chy pustuiki gcherzykowatej llypogymnia physodgsoceniagc ich zywotna¢ po pewnym
czasie od transplantacji, co wskazuje na stoganieczyszczenidrodowiska [Biataska
2005]. Wypntek stanowi misecznica proszkowataeg¢anora conizaeoidgsporost o budowie
skorupiastej, catkowicie odporny na gkaia dwutlenkiem siarki i innymi czynnikami, aqee
wymagajicy do swojego wzrostu obediwd zanieczyszcze[Huneck 1999].

2.7. Zastosowanie lecznicze porostow

Znaczenie lecznicze porostéw w chwili obecnej oz s¢ do ich zastosowania w
schorzeniach drég oddechowych, jednak w minionycekach byty one wykorzystywane
niemal jako panaceum. Porosty wykorzystywano déwedéeczniczych od bardzo dawna. W
staraytnych Chinach stosowano nalewki wykrate na bazie wyagow z brodaczekl{sneg,

a sproszkowane plechy gatunkow z tego rodzaju aategako puder na zmiany skérne i
owrzodzenia [Bystrek 1987]. W staggnym Egipcie porosty wykorzystywano do balsamowa-
nia zwtok a Hipokrates zalecat preparaty z brodaczek wrzenéach kobiecych [Matwiejuk
2008].

Lecznicze wykorzystanie porostow dredniowieczu i poniejszych wiekach wynikato
przede wszystkim z teorii sygnatur, kojgej choroby z wygldem plech porostéw.
| tak, porosty o budowie nitkowatepJ$nea Bryoria) stosowano w problemach z porostem
wilosow, listkowate plechy granicznika ptucnikaobaria pulmonarid, o specyficznej budowie
przypominagcej ptuca, zalecano w schorzeniach drog oddechowweliomiast ztotorost
scienny Kanthoria parietind ze wzgédu na swoje zabarwienie byt wskazany w leczeniwsch
rzen watroby i drégzoétciowych [Matwiejuk 2008]. Wspominane wanéej porosty rosgce na
czaszkach (gtowni&vernia spi Pseudevernia spstanowity wsredniowieczu niezwykle cen-
ny surowiec leczniczy, stosowany w leczeniu krwawldegunek, bolow gtowy czy epilepsiji.
Wchodzity take w sktad méci Unguentum Armariuprktorej lecznicze dziatanie objawiala; si
po nataeniu jej na bra, ktéra zadano raglub, rzadziej, na saqrrare [Modenesi 2009].

W wieku XIX i w pierwszej potowie XX wieku na Wysph Szetlandzkich oraz w
Meksyku i Arizonie porosty z rodzaparmeliag Xanthoparmeliaczy Ramalinabyty mieszane
Z tytoniem i palone w charakterze papierosow, &ome stymulujgcym i halucynogennym
dziataniu. Efekt ten nie zostal ostatecznie udowmuyy nie znaleziono rowniesubstancji
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wystepujacej we wszystkich tych gatunkach, ktéra mogtaby bgpowiedzialna za takie dzia-
tanie [Hawksworth 2004].

Jednym z cenniejszych gatunkéw leczniczych, stagmym podstaw wymiany han-
dlowej juz od XV w., jest ptucnica islandzk&étraria islandicg. Wbrew nazwie nie wyspu-
je ona wyhcznie na Islandii, lecz wdaie kraje skandynawskiey $ej gtbwnym eksporterem.
Surowiec leczniczy stanowiwysuszone plechy tego gatunku, ckanee jako porost islandzki
(Lichen islandicus Jest to surowiec farmakopealny, obecny w Farpek®olskiej VIII,
Farmakopei Europejskiej oraz farmakopeach wielyokvaWykorzystywany byt od dawna w
leczeniu schorzeuktadu oddechowego, zwlaszczadiay — leczony tym surowcem byt m.in.
Fryderyk Chopin [Bystrek 1987]. Ze wzglu na obecni polisacharydow zalecagsstosowa-
nie tego surowca w schorzeniach drog oddechowstto, ek ostaniajcy i tagodnie wykrztu-
$ny, a take w schorzeniach przewodu pokarmowego — niedékagai, zaburzeniach trawien-
nych — ze wzgldu na obecni@ gorzkich kwaséw porostowych [Kohiminzer 1998, Mattka
2008]. Obecnie na rynku dgpnhych jest kilka preparatow, zawiegeych wychgi z porostu
islandzkiego, m.in. ptyn wykrzémy Pectosol (Herbapol Pruszkow), pastylki do ssdsiia
(Engelhard Arzneimittel) i Dolo-Angin (Divapharmanlffinke). W ostatnim czasie pojawity
si¢ takze dwa suplementy diety, Erotic dla kobiet i Eralia nezczyzn (Gorvita), okrdane
jako ,afrodyzjaki”, zawierajce midzy innymi porost islandzki, jednak jego obe&@nhw tych
preparatach jest trudna do uzasadnienia. Ponagimagvz porostu islandzkiego mea zna-
lez¢ w wybielapcej pacie do zbow BlanX (Coswell).

2.8. Dziatania niekorzystne
2.8.1 Wywotywanie alergii

Jednym z najpowaiejszych efektow ubocznych stosowania kosmetykawieraj-
cych wychgi z porostow jest alergia kontaktowa. Zjawiskojest udokumentowane w kilku
przypadkach, zwtaszcza dotycych stosowania perfum opartych na tzw. absolu@burtt-
bowego [Hiserodt 2000, Stinchi 1997, Sheu 2006].

2.8.2. Uszkadzanie budynkow

Porosty o charakterze epilitow mpgtanowé czynnik uszkadzagy zabytkowe bu-
dowle czy pomniki. Kolonizujc kamienne powierzchnie mogowodowa ich uszkodzenie
przy pomocy swoich wtornych metabolitow, zwlaszdamasoéw porostowych. Najbardziej
znanym przyktadem takiej dziatakw jest katedra we wioskim nfieie Orvieto, ktérej tym-
panon gtéwnej fasady jest intensywnie skolonizowprgez porosty z gatunkdaematomma
ochroleucum Lecanora atraa marmurowy portal przd2irina massiliensisPowoduje to nie
tylko zmiany wyghdu ale i drobne uszkodzenia powierzchni katedryeddls¢ innych gatun-
kow z rodzajuLecanorazostata stwierdzona na wielu pomnikach z okreatosttnego Rzy-
mu. Na ré@nych zabytkach znaleziono réwnigatunki z rodzaju Candelariella, Caloplaca
czy Bagliettoa[Lisci 2003].Sciany katedry Notre Dame w I'Epine (Francja) pokrg zielo-
nymi porostami (Ryc.2Laloplaca citrinai Pheophyscia orbicularifDeruelle 1979].
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Rycina. 2. Przyktad niszczycielskiej dziatadob
porostéw - Katedra Notre Dame w I'Epine (fot. wiasn

2.9. Metabolity porostowe

Pod koniec XIX i na pocigku XX w., wraz z rozwojem metod chemii analitycgoeaz
farmakologii, zacgto badé zaréwno sktadjak i aktywnd¢ farmakologicza i biologiczra
porostéw, co doprowadzito do izolacji i oklenia struktury wielu metabolitow porostowych
oraz udokumentowania dotychczasowych kierunkoéwtalia i zastosowania porostéw [Hu-
neck 1999]. Podstawy chemicznej identyfikacji ptdas stworzyt pod koniec XIX w. Wil-
helm Zopf, niemiecki chemik, ale prawdziwym przetm byt cykl bada prowadzonych w
latach 1920-1958 przez jajmkich badaczy Yasuhiko Asahina i Shoii Shibatasaptych
kolejne struktury metabolitéw wyizolowanych zznych gatunkéw porostéw. W latach 60 i 70
XX w. ukazaty s¢ kompilacje dotycace metod badaoraz sktadu porostow autorstwa amery-
kanskiego matenstwa badaczy Williama i Chicity Culbersonéw, natastina przetomie XX i
XXI w. podobne kompilacje, uzupetnione o najnows#ermacje, opublikowat Siegfried Hu-
neck, okrélajac ilo§¢ znanych obecnie struktur metabolitéw porostowyahponad 800 [Hu-
neck 1999].

2.9.1. Podziat substancji porostowych

R&zni autorzy podchodz do zagadnienia klasyfikacji metabolitbw porostotvyc
w odmienny sposéb, co wprowadza swego rodzaju zamaime. Spoodd kilku opracowa

przeghdowych, dotyczacych podziatu substancji wygtujacych w porostach [Culberson 1979,
14



Podterob 2008, Boustie 2005, Huneck 1999, Mull€120niektorzy autorzy potraktowali te-
mat wybiorczo, przedstawig] jedynie ¢ czes¢ zwiazkow, ktora wykazuje ciekaywaktywnaé
biologiczra czy farmakologicza [Podterob 2008, Boustie 2005]. Bubardziej przejrzysty
podziat substancji porostowych, opiej sk na biogenezie tych zaikow zastosowali Cul-
berson 1979 oraz Huneck [Culberson 1979, HunecR]199arto zwrbéat uwag; takze na pra-
ce Edwardsa, ktéra nie jest opracowaniem praglvym, a jednak zawiera niezwykle ciekawy
schemat (Ryc. 3), przedstawiey nie tylko klasyfikagi metabolitdw porostowych, ale i ich
wzajemne relacje biochemiczne [Edwards 2003].

W niniejszej pracy przgjo podziat metabolitow porostowych wedtug ich biogey, w
wigkszasci opierajc sk na opracowaniach Culbersona i Hunecka, aetada schemacie poda-
wanym przez Edwardsa, z niewielkimi modyfikacjaRdziat ten przedstawiono w Tabeli 2.

Wickszas¢ substancji okrdanych jako metabolity porostowe lub kwasy porostae-
stata wyprodukowana przez komporgegtzybows, wskazug na to déwiadczenia przeprowa-
dzone na hodowlach in vitro rozdzielonych mykobémnti fotobiontow. Wyjtki stanowa
gatunki, w ktorych fotobiontergssinice, zdolne produkowaspecyficzne nostoklidy (butyro-
laktony z podstawnikiem chlorowcowym), oligopeptyely pochodne aminokwasow [Boustie
2005].

Substancje wysgpujace w porostach mima ogolnie podzietina metabolity pierwotne i
wtorne. Metabolity pierwotne spotykane w porostactukrowce, zwqzki azotowe, kwasy
karboksylowe czy witaminy -asr0wniez rozpowszechnione $so0d innych ralin. Warto zroct
uwag: na specyficzne porostowe polisacharydy - licherinzolichenirg czy zwhzek ze
wspomnianej j# grupy oligopeptyddw - pikrorocekn gdyz sa to struktury specyficzne dla
porostow.
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Tabela 2. Podziat metabolitow porostowych zgladu na ich biogenez

METABOLITY PIERWOTNE

nazwa grupy

przykiady zwigzkéw

1. produkty fotosyntezy:

- poliole/alkohole cukrowe
- monosacharydy

- oligosacharydy

- polisacharydy

rybitol, arabitol, glicerol, mannitol
arabinoza, fruktoza, glukoza, galaktoza
trehaloza, sacharoza, peltigerozyd, umbicylina

lichenina, izolichenina, pustulan

2. kwasy karboksylowe

kwasy: cytrynowy, szczawiowy, bursztynowy

3. zwigzki azotowe:
- aminy

- aminokwasy

- oligopeptydy

- enzymy

cholina, etanolamina, trimetyloamina
alanina, glutamina, leucyna, tryptofan
pikrorocelina

amylaza, katalaza, lichenaza, inwertaza

4. witaminy

biotyna, witamina C, kwas foliowy, witaming B

METABOLITY WTORNE

SZLAK ACETYLO-POLIMALONYLOWY

nazwa grupy

przyktady zwiazkow

1. wyssze kwasy
alifatyczne

rocellowy, tetrahydroksyheneikozanowy

kwasy: linolowy, protolichesterynowy, rangiformowy

karboksylowego:
A. pochodne monocykliczne

B. estry di- i triarylowe
pochodne orcynolu:

- para- i tridepsydy

2. fenolowe pochodne kwag

orcynol, montagnetol

kwasy: ewerniowy, lekanorowy, oliwetorowy

- metadepsydy kwasy: homosekikowy, ramalinowy, boninowy
- depsydony kwasy: lobarowy, alektoronowy, fyzodowy
- depsony kwas pikrolichenowy
C. estry diarylowe pochodne
B- orcynolu:
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- paradepsydy atranoryna, chloroatranoryna, kwasy: skwamatowy,
barbatowy, difraktowy

- metadepsydy kwasy: tamnoliowy, hypotamnoliowy
- depsydony kwasy: fumaroprotocetrarowy, norstiktowy, stiktowy,
psoromowy, salazynowy,
- estry benzylowe kwas barbatolowy
D. dibenzofurany kwasy: didymowy, porfyrilowy, pannarowy
3. kwasy ushinowe kwasy: (+) i (-)-usninowy, (+) i (-)-izousninowy
4. chromony kwas leprariowy, sordidon
5. ksantony artotelina, licheksanton, kwas tiofanowy
6. antrachinony chryzofanol, emodyna, endokrocinagijlina,

nefromina, parietyna, kwas rodokladoniowy

7. naftochinony naftazaryna, euplektyna

SZLAK KWASU MEWALONOWEGO

1. karotenoidy karoteny &, B, v), wiolaksantyna, ksantofil

2. sterole ergosterolB-sitosterol, fungisterol

3. terpenoidy:
A. diterpeny nefryna, (-)-1@-hydroksykauren

B. triterpeny kwas ursolowy, zeoryna, kwas pyksinowy, frydelina,
7B-acetoksy-22-hydroksyhopan

SZLAK KWASU SZIKIMOWEGO

1. terfenylochinony kwasy: poliporowy, teleforowy

2. pochodne kwasu pulwinowekalicyna, epanoryna, kwasy: wulpinowy, pulwinowizor
go karpowy

Wiekszas¢ wtornych metabolitdw porostowych powstato bioggoehie na drodze ace-
tylo-polimalonylowej i 8 to zazwyczaj struktury typowe dla porostow (tzwalsy porosto-
we), podobnie jak zwiki pochodzce ze szlaku kwasu szikimowego (pochodne kwasuipulw
nowego), podczas gdy produkty przemian szlaku kwaswalonowego (karotenoidy, sterole,
terpeny) to zwizki spotykane rowniew roslinach wyzszych. Wyjtek wsrdéd grupy szlaku
acetylo-polimalonylowego stancaviantrachinony i naftochinony, struktury spotykaaézé
wsrdd innych ralin. Ciekawym przyktadem jest zeatranoryna, &daca przedmiotem badav
tej pracy, ktorej wyspowanie, poza porostami, opisano rownieniektérych mchéw [Wang
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2005] czy przedstawicieli gbn wyzszych z rodzirDipterocarpaceadNasser 2009]0Ochna-
ceae[De Carvalho 2000, De Carvalho 2000a] EabaceagMutai 2007].

2.9.2. Znaczenie metabolitow dla porostow

Produkcja tak specyficznych zygkOw przez porosty mxe by ttumaczona w riny
sposOb. Sustancje te mplgy¢ wykorzystywane przez porosty jako swoista obrorzegwko
réznym czynnikom, zagtajacym ich wzrostowi: drobnoustrojom patogennym, premowa-
niu czy zwierztom raslinozernym [Huneck 1999]. Obrona przeciwko drobnoustrojpato-
gennym jest konieczna w przypadku porostow jak@oizmow rosacych wolno, i wynika z
przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybiczej aktywdod metabolitow porostowych [Ingolfsdottir
1985]. Niektérym z substancji porostowych udowodi@ziatanie absorbage promieniowa-
nie UV, przez co porost jest chroniony przed skumkaadmiernego promieniowania [Fernan-
dez 1995, 1998, Rancan 2002, Kohlhardt-Floehr 200@prne metabolity porostowe, takie
jak kwas usninowy, norstiktowy czy psoromowy, twpkompleksy z metalami (K, Cu, Fe) i
w ten sposob zapewniagtah obecndé¢ tych elementéw w podhu, co jest korzystne do roz-
woju porostu [Huneck 1999, Hauck 2009]. Kwasy ptoa® s rowniez toksyczne dla niekto-
rych zwierat - owadow,slimakdéw, gryzoni — i w ten sposob, dziajajjako deterenty pokar-
mowe, ochraniajporost przed zniszczeniem [Nybakken 2006, Nybakd0, P6ykkd 2005].

19



3. Charakterystyka rodzaju Cladonia
3.1. Rozpowszechnienie

Jednym z wzniejszych rodzajoéw porostéw wygtujacych w Polsce jest rodzaj chrobo-
tek (Cladonig, obejmujcy kilkadziesiat gatunkdw. Porosty z tego rodzaju wysija przede
wszystkim w suchych lasach sosnowych, tworeharakterystyczne zbiorowisk&me noszce
nazwe borow chrobotkowychQladonio-Pineturjyy gdzie wraz z mchami stanawelementy
runa lénego C. rangifering C. arbusculaC. tenuis C. impexaC. gracilis C. furcatai in.).
W miodych zagajnikach sosnowych przeéaja nieco inne gatunktladonig np.C. minor, C.
pyxidatg C. macilentaczy C. chloropheaChrobotki wchodz takze w sktad zbiorowisk okre-
slanych jako murawy szczotlichoweC@rynephoretum canescentigponadto wysipuja w
miejscach otwartych, silnie nastonecznionych, naosowiskach a tale wydmach szaryclC(
mitis, C. uncialis C. foliacea C. floerkeana C. subulatai in.). Na torfowiskach wysokich
maozna spotka Cladonia impexaC. alpestrisczy C. squamosé@lobolewski 1972].

3.2. Budowa plechy

Chrobotki maj zazwyczaj plech dwupostaciow — pierwotm, i wtorna [Wojciak
2007]. Plecha pierwotna jest zwykle skorupiastaeézkowata lub listkowata, trwata lub
wczesnie zanikajca, o budowie homeomerycznej, po gérnej stronigamkana. Podecja zwy-
kle ;3 wzniesione, mogrosra¢ pojedynczo lub w murawkowatych skupieniach (muraeti,
sa zakaiczone szydtowato, pdwato, tpo lub kieliszkowato. Magby¢ pojedyncze lub rozga-
tezione pieterkowo, widetkowato lub nieregularnie. Powierzéhpbdecjow jest zwykle gtad-
ka, pikniowata lub pokryta sorediami. Na szczytach podeajdystcpuja owocniki oraz bru-
natne lub czerwone pyknidia. W skfad plechy wchodajczsciej glony z rodzajuCystococ-
cus[Tobolewski 1972].

3.3. Ochrona gatunkowa

Spasrdd kilkudziesgéciu gatunkdéw chrobotkow wygtujacych w Polsce, dwa gatunki
sa pod ochron scista (Cladonia stellaris, C. styg)aa cztery pod ochrarczesciowa (Cladonia
arbuscula, C. ciliata, C. portentosa, C. rangifajriDziennik Ustaw 2004]. Wedtug czerwo-
nej listy gatunkow polskich, dwa gatunki chrobatkznano za regionalnie wymarte, osiem
gatunkow uzyskato status krytycznie zagnoych, siedem gatunkéw okfeno jako wymiera-
jace, jeden gatunek jest naoay i jeden bliski zagreenia [Mirek 2006]. Zestawienie gatun-
kow wciagnietych na czerwomliste przedstawia Tabela 3.
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Tabela 3. Gatunki chrobotkow zagome na terenie Polski [wg. Mirek 2006]

RODZAJ ZAGRO ZENIA | GATUNEK

Bliski zagrazenia NT Cladonia sulphurina
Narazony VU Cladonia macrocreas
Wymierapcy E Cladonia bellidiflora

Cladonia botrytes
Cladonia caespiticia
Cladonia incrassata
Cladonia parasitica
Cladonia stellaris
Cladonia turgida
Cladonia acuminata
Cladonia amaurocrea
Cladonia brevis
Cladonia carneola
Cladonia macrophylla
Cladonia peziziformis
Cladonia strepsilis
Cladonia subcervicornis
Cladonia cyanipes
Cladonia decorticata
NT (neattyeatened) — gatunek bliski zaggeaia

VU (vuladre) — gatunek natany

E (extinetgatunek wymieragy

CR (criillty endangered) — gatunek krytycznie zagryy
RE (regidly extinct) — gatunek regionalnie wymarty

3.4. Badania aktywrigi biologicznej i farmakologicznej

Gatunki rodzajlCladoniabyty badane poddtem r&nych aktywndci. Wyciagi chloro-
formowe, acetonowe, metanolowe, etanolowe i wodiyelx gatunkéw charakteryzowatyesi
aktywnaicia przeciwdrobnoustrojow [Aslan 2006, Ingolfsdottir 1985, Saenz 2006, Yiima
2004, Perry 1999, Halama 2004], cytotoksycZmgolfsdottir 2000, Bezivin 2003, Perry
1999], antymitotyczs [Oswiecimska 1979], antyoksydacyjn chemoprewencym[Ingolfsdo-
ttir 2000, Aslan 2006], przeciwzapalin przeciwbolow [Ingolfsdottir 2000, Stleyman 2002,
Maia 2002, da Costa Silva 2010], oltemno take ich dziatanie wobec innychdm [Ramaut
1976], owadow [Bomfim 2009] czlimakow [Clark 1999].

Aktywnos¢ gatunkow z rodzajCladonia ktore @ przedmiotem niniejszej pracy, zo-
stanie opisana przy omowieniu tych gatunkow.

21



4. Charakterystyka gatunkow badanych w pracy

Cladonia macilenta ssp. floerkeana

Cladonia subulata Cladonia uncialis

Rycina 4. Zgliia opisywanych gatunkow (fot. wiasna)
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4.1. Systematyka [Bystrek 1997]

Krélestwo:Grzyby Fungi)

GromadaPorosty Lichene}

Klasa: Porosty workoweA&colichenes

Rzad: chrobotkowceGladoniale$

Rodzina: chrobotkowat&C{adoniaceag

Rodzaj: chrobotekGladonig

Gatunek: chrobotek $ay (Cladonia arbuscula)
chrobotek wysmukiZ(adonia gracilig
chrobotek widlastZ{adonia furcata)
chrobotek FloerkegBlédonia macilenta ssp. floerkegna
chrobotek rogoksztattriylédonia subulata
chrobotek gwiazdkowai@ladonia unciali$

4.2. Cladonia arbusculgWallr.) Flotow [syn.C. sylvaticaauct.] — chrobotek say

4.2.1. Opis botaniczny

Plecha pierwotna skorupiasta, bardzo wnie zanikajca. Podecja puste wrodku,
wysokasci 2-10 cm, grubgci 0.7-2 mm, rozgakione 3-4 dzielnie lub widetkowato, na zako
czeniach po 2-4 gatazki, tukowato &g w jedr strore. W miejscach rozgetien otworek.
Podecja nie pokryte kero powierzchni péniowatej, koloruzéttozielonego lub szarozielone-
go, gorzkie w smaku. Na szczycie podecjowzbwe pyknidia. Na szczytach gaek, w gor-
nej czsci podecjow bardzo rzadko wypuja apotecja lecideowe (@Fmowe),srednicy 0.5-0.8
mm [Wojciak 2007, Tobolewski 1972].
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4.2.2. Wysgpowanie i identyfikacja mikrochemiczna

Gatunek pospolicie rogny w suchych borach sosnowych i lasach mieszamaimgu
I w gOrach a po pktro hal [Wojciak 2007, Tobolewski 1972]. Gatuneldpmzsciowa ochrory
[Dziennik Ustaw 2004]. Pd+ czerwone; K-

4.2.3. Sktad chemiczny

metabolity porostowe:

- kwas usninowy [Gertig 1961,$@iecimska 1987, Piercey-Normore 2007, Ingolfsddt€ies,
Nybakken 2010], (+)-usninowy, [Culberson 1979, Khiba 1997, Einarsdottir 2010, Bucar
2004]

- kwas fumaroprotocetrarowy [Culberson 1979, Pigfdermore 2007, Nybakken 2010]

pozostate metabolity:

- kwas ursolowy [Culberson 1979]

- B-karoten [Barbosa-Filho 2007]

- polisacharydy typu laminaranrD-glukany, Man:Gal:Glu 57:40:3 [Carbonero 2002]
- aminokwasy, enzymy [Culberson 1979]

- kwas askorbowy, kwas foliowy [Culberson 1979]

- Cu, Fe, Mn, Zn, Pb, Po, Ra [Culberson 1979]

4.2.4. Aktywna¢é

PlechyCladonia sylvaticagotowano przez 20 minut w wodzie wodgmwej. Uzyska-
ny ekstrakt zagszczono i badano podiem aktywnéci hamupcej wzrost korzeni w teie
Allium. Wyciag z Cladonia sylvaticasilnie hamowat wzrost korzeni cebuli, powogtugaha-
mowanie w 98 % po 24 godzinach inkubacji wzehiu 0.10 g surowca/100 éwody. Ponad-
to porownano aktywrig w tescie Allium wyciagow z plechCladonia sylvaticazebranych w
réznych lokalizacjach na terenie Polski (Orzysz, €@kk) w latach 1973-1977 oraz w Finlan-
dii w roku 1977. Nie zaobserwowano istotnyckmé w hamowaniu wzrostu korzeni pagni
dzy wycagami z plech rénych lokalizacji i zebranych w #ym czasie, wartei zahamowa-
nia migcity sic w przedziale 89.2-98%. Dodatkowo wygiwodny zCladonia sylvaticazostat
przebadany podakem aktywn@ci antymitotycznej w tecie Allium. Badany wycig charakte-
ryzowat s¢ wysoky aktywndacia, powodugc zahamowanie mitozy w 90%?zyo 4 h inkuba-
cji, oraz 100% zahamowanie po 24 h, podczas gdgtanbja referencyjna (Proresid) po 24 h
hamowata mitog w 75% [Gwiecimska 1979].

W kolejnym eksperymencie ta sama grupa autoréwstateewptyw przechowywania
wyciagdw wodnych i etanolowych €ladonia sylvaticaw réznych warunkach na ich aktyw-
nos¢ biologiczry. Wyciagi wodne byly przechowywane w temperaturze pokojqweciemno-
$ci oraz na&wietle dziennym) oraz w lodoéwce przez 31, 40, &,92, 116, 152, 365 i 426 dni,
natomiast wyecigi etanolowe przechowywano w temperaturze pokojqwegz 6 tygodni i 12
mieskcy. Obydwa rodzaje wyggdw przechowywano réwniew postaci wycigoéw suchych
przez 1, 41 6 (wodne) lub 1 i 2 (etanolowe) latywnos¢ biologiczry okreslano testenAl-
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lium. Wykazanoze aktywnd¢ hamupca wzrost korzenAllium malata wraz z przechowywa-
niem obu rodzajow wyegéw, niezalenie od warunkéw przechowywania. Natomiastalu
wigksz stabilndcia odznaczaty siwyciagi suche, ktére przechowywane nawet przez kilka lat
nie zmieniaty w istotny sposob swojej aktywoo Dodatkowo zbadano aktywséio cytotok-
syczry suchego wyeigu etanolowego na ludzkich liniach nowotworowycltoaka jamy ust-
nej KB oraz macicy HelLa. Wy ten charakteryzowateumiarkowam aktywnagcia wobec
linii HeLa oraz wysol aktywndcia wobec linii KB, wartdci EDsg wynosity odpowiednio
121-240i 6.0 pg/ml [@wiecimska 1983].

PlechyCladonia arbusculaekstrahowano kolejno benzytekka, chloroformem, ace-
tonem, etanolem, metanolem i wodJzyskane wyeigi zag:szczono i badano ich aktyw§to
przeciw szczepom 4 bakteriBtaphylococcus aureu®acillus subtilis Escherichia colii
Pseudomonas aerugingsaoraz 1 szczepu didzy (Candida albicans Zaden
z badanych wyagow nie wykazat aktywniei wobeckE. colii P. aeruginosaWyciagi benzy-
nowe i chloroformowe byly aktywne wobé&: aureusB. subtilisoraz C. albicans wyciag
acetonowy jedynie w przypadk@. albicans natomiast wyeigi etanolowe, metanolowe i
wodne nie wykazaty aktywrsoi wobeczadnego z badanych szczepow [Ingolfsdottir 1985].

PlechyCladonia arbusculakstrahowano w aparacie Soxhleta kolejno heksaneta;
nem etylu oraz metanolem. Zagczone wyeigi badano pod dtem aktywndci wobecMyco-
bacterium aurunmoraz M. tuberculosisW przypadku pierwszego szczepu wagcheksanowy
oraz octanowy wykazaty s#én aktywnaé, wartgci MIC  wynosity 4 upg/ml
i byly porownywalne z substancjeferencyjr (rifampicyna, MIC 1 pg/ml), natomiast wyg
metanolowy byt bardzo stabo aktywny (MIC 32 pg/nWobecMycobacterium tuberculosis
wyciagi heksanowy i octanowy rowrievykazaty aktywné¢ przeciwbakteryja poréwnywal-
na z substangj referencyjia, powodujac odpowiednio 96 i 99% zahamowania wzrostu przy
stezeniu 100 pg/ml, natomiast wyg metanolowy w tym skeniu hamowat wzrost bakterii o
59% [Gordien 2010].

25



4.3.Cladonia gracilis(L.) Willd. — chrobotek wysmukty

4.3.1. Opis botaniczny

tuski plechy pierwotnej drobne, wcinane lubehme, trwate lub zanikage. Podecja
wysokasci 1-6 cm, grubéci 0.5-5 mm, rosgce w murawkach (ustawione wzdem siebie
rownolegle), watleczkowate, zkowate, szydetkowate, magmie¢ zakaczenia o ksztalcie
waskiego kieliszka, pojedyncze lubaglo rozgat¢zione. Podecja o budowiegperkowej (1-5),
najnizsze pgterko wydhrzone, wyisze peterka wyrastaj z nizszych, bez otworkow i sorediow,
z tuskami lub bez. Podecja pokrytegta lub pogkam kora koloru szarego, szarozielonego,
oliwkowego lub brunatnego, na szczytachziowe pyknidia. Cgsto obecne hzowe apotecija,
srednicy 1-4 mm [Wojciak 2007, Tobolewski 1972].

4.3.2. Wyst¢powanie i identyfikacja mikrochemiczna

Gatunek pospolicie wygbujacy w lasach szpilkowych i mieszanych, na glebiespiaystej i
préchniczej, a tate w miejscach otwartych bardzo suchych oraz wilgchin na skatach i wy-
dmach [Wojciak 2007, Tobolewski 1972]. Pd+ czerwdfe

4.3.3. Sktad chemiczny

metabolity porostowe:

- kwas fumaroprotocetrarowy [Piercey-Normore 200ulberson 1979]

- atranoryna [Culberson 1979]

pozostate metabolity:

- B-karoten [Barbosa-Filho 2007]
- polisacharydy typu laminaransD-glukany, Man:Gal:Glu 38:23:45 [Carbonero 2001]
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4.3.4. Aktywna¢é

Z plech Cladonia gracilisprzygotowano wyeig metanolowy, ktéry po zagzczeniu
eluowano trzykrotnie wagda nasgpnie chloroformem. Uzyskany eluat chloroformowy éaal
pod katem aktywnéci chemoprewencyjnej (indukcja reduktazy chinongwgmowanie de-
karboksylazy ornitynowej stymulowanej estrami fdthpantyoksydacyjnej (DPPH), przeciw-
zapalnej (hamowanie COX-1), antyproliferacyjnepi@di nowotworu jelita grubego Col-2), cy-
totoksycznej (linie zwierge: glioma ASK, nowotwor jajnika zaley od taksolu Tax2-4; linie
ludzkie: nowotwor piersi BC 1, nowotwor jelita gedp Col-2, nowotwor nabtonka jamy ust-
nej KB i jego dwie odmiany oporne i nieoporne nablastyrg, nowotwor prostaty hormono-
zaleeny LNCaP, nowotwor ptuc LU 1, neuroblastoma SKNSldenocarcinoma jajnika SW
626, glioblastoma U373), stymudigej r&znicowanie komorek biataczki HL-60, aktywsu
estrogennej i antyestrogennej azalaktywndci hamujcej aromatagi sulfataz. Badany elu-
at nie wykazat aktywniwi chemoprewencyjnej w zakresiezan do 10 i 4 pg/ml odpowiednio
w tescie reduktazy chinonowej i dekarboksylazy ornityepwtymulowanej estrami forbolu.
Podobnie negatywne wyniki zaobserwowano w badaritywaosci antyoksydacyjnej
(ICs¢>200ug/ml), przeciwzapalnej (§25pg/ml), estrogennej i antyestrogennej, antyfaoli
racyjnej, cytotoksycznej oraz stymuogj r&znicowanie komorek HL-60. Badany eluat chlo-
roformowy nie hamowat aktywrsoi aromatazy, natomiast hamowat aktywhaeulfatazy o
ponad 80% [Ingolfsdottir 2000].

PlechyCladonia gracilisekstrahowano kolejno benzytekka, chloroformem, aceto-
nem, etanolem, metanolem i wpdJzyskane wyaigi zag:szczono i badano ich aktywsto
przeciw szczepom 4 bakteriBtaphylococcus aureu®acillus subtilis Escherichia colii
Pseudomonas aerugingsaraz 1 szczepu dtdzy (Candida albicany Badane wyeigi nie
wykazaty aktywnéci wobeczadnego ze szczepow [Ingolfsdottir 1985].

Perry i wsp. okrdali aktywna¢ przeciwdrobnoustrojow (Bacillus subtilis Candida
albicans Trichophyton mentagrophytesprzeciwwirusow (HSV) i cytotoksycza (P388,
BSC) wychgu etanolowego Lladonia gracilis Badany wycig wykazat stab aktywna¢
wobec badanych szczepdw bakterii i grzybéw orazsarHSV, jak rownie staky aktywna¢
cytotoksyczg [Perry 1999].

Wyciag z Cladonia gracilisw badaniach in vitro nie hamowat kietkowania nastwaz
wzrostu siewelPinus sylvestrifRamaut 1975].
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4.4.Cladonia furcata(Huds.) Schrader — chrobotek widlasty

4.4.1. Opis botaniczny

tuski plechy pierwotnej drobne, wczee zanikajce. Podecja wysokoi 2-5 cm, gru-
bosci 0.7-2 mm, wateczkowate, miejscami reta] kilkakrotnie rozgakzione w sposob widet-
kowaty lub nieregularny drzewkowaty, zwykle z otkiem w katach rozgaizien. Wzduz
grubszych gakzek dtugie szczeliny. Brak soredidw oraz tusek (ekezaici). Podecja pokryte
ciagta, popxkam lub brodawkowat kora, koloru szarego, szarozielonego, oliwkowego lub
brunatnego. Na szczytach podecjévazowe pyknidia. Apotecja esto obecne, hrowe,
srednicy 0.3-1 mm, na szczytach gyak [Wojciak 2007, Tobolewski 1972].

4.4.2. Wysgpowanie i identyfikacja mikrochemiczna

Gatunek pospolicie wygbujacy, gtdwnie na glebach piaszczystych i prochniczych
lasach szpilkowych oraz mieszanych, zmkw miejscach otwartych suchych i wilgotnych
[Wdjciak 2007, Tobolewski 1972]. Pd+ czerwone; K-

4.4.3. Sktad chemiczny

metabolity porostowe:

- kwas fumaroprotocetrarowy [Huneck 2004, Rank@@08, Culberson 1979]

- atranoryna [Huneck 2004, Culberson 1979]

- kwas protocetrarowy; kwas rangiformowy; kwas aagiformowy [Huneck 2004]

pozostate metabolity:

- polisacharydy typu licheniny, CFP1 i 2 [Lin03,nD]; polisacharydyg-D-glukany [Wora-
novicz-Barreira 1999]; polisacharydy typu laminaraf-D-glukany, Man:Gal:Glu 25:29:46
[Carbonero 2001]

- ramnoza, arabinoza, ksyloza, mannoza, galakgakoza [Sassaki 2001]
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- B-karoten [Barbosa-Filho 2007]

- kwasy tluszczowe typu 12:0,14:0, 16:0, 17:0, 18®81, 20:0, 23:0, 24:0; triglicerydy; kwas
undekanediowy, 3-hydroxy-dekanowy i 9-oxo-dekanowglicerol [Sassaki 2001];
1-metyloester kwasu dikarboksyheksadekanowego [eluR@04]

- kwas askorbowy, cynk [Culberson 1979]

4.4.4. Aktywna¢é

Z plech Cladonia furcataprzygotowano kolejno wyggi acetonowe, metanolowe
wodne, ktore nagpnie byly badane podatem aktywndci przeciwbakteryjnejBacillus myco-
ides B. subtilis Staphylococcus aureug&nterobacter cloaceadescherichia coli Klebsiella
pneumoniaki przeciwgrzybicznejAspergillus flavusA. fumigatusBotrytis cinereaCandida
albicans Fusarium oxysporumMucor mucedp Paecilomyces variottiPenicilium purpure-
scens P. verrucosumTrichoderma harsianujn Wyciag wodny nie wykazat aktywrsoi wo-
beczadnego z badanych szczepdw. Wgcacetonowy byt bardziej aktywny od wygu me-
tanolowego w przypadku badanych szczepow bakteaiz Staphylococcus aureusatomiast
w pozostatych szczepach grzybow aktysita byta wyrownana. Wargé MIC w przypadku
bakterii dla wycigu acetonowego i metanolowego wynosita odpowie@i®@-1.56 mg/ml i
3.12-6.25 mg/ml (kontrola: streptomycyna, MIC=13b25 pg/ml), natomiast w przypadku
grzybéw 6.25-25 mg/ml dla obu wygow (kontrola: ketokonazol, MIC=1.95-31.25 pg/ml)
[Rankovic 2007].

Z plech Cladonia furcataprzygotowano wyeig metanolowy, ktory po zagzczeniu
eluowano trzykrotnie wada nasgpnie chloroformem. Uzyskany eluat chloroformowy éaal
pod lkatem aktywnéci chemoprewencyjnej (indukcja reduktazy chinongwemowanie de-
karboksylazy ornitynowej stymulowanej estrami fdthpantyoksydacyjnej (DPPH), przeciw-
zapalnej (hamowanie COX-1), antyproliferacyjnei@di nowotworu jelita grubego Col-2), cy-
totoksycznej (linie zwierge: glioma ASK, nowotwor jajnika zaley od taksolu Tax2-4; linie
ludzkie: nowotwor piersi BC 1, nowotwor jelita gedp Col-2, nowotwor nabtonka jamy ust-
nej KB i jego dwie odmiany oporne i nieoporne nablastyrg, nowotwor prostaty hormono-
zaleeny LNCaP, nowotwor ptuc LU 1, neuroblastoma SKNSldenocarcinoma jajnika SW
626, glioblastoma U373), stymudigej r&znicowanie komorek biataczki HL-60, aktywsm
estrogennej i antyestrogennej azalaktywndci hamujcej aromatagi sulfataz. Badany elu-
at nie wykazat aktywniwi chemoprewencyjnej w zakresiezan do 10 i 4 pg/ml odpowiednio
w tescie reduktazy chinonowej i dekarboksylazy ornityepwtymulowanej estrami forbolu.
Podobnie negatywne wyniki zaobserwowano w badaritywaosci antyoksydacyjnej
(ICs¢>200ug/ml), przeciwzapalnej (§25pg/ml), estrogennej i antyestrogennej, antyfaoli
racyjnej, cytotoksycznej oraz stymuogj r&znicowanie komorek HL-60. Badany eluat chlo-
roformowy nie hamowat réwnieaktywnaci aromatazy oraz sulfatazy [Ingolfsdottir 2000].

PlechyCladonia furcatagotowano przez 20 minut w wodzie wodgwowej. Uzyskany
ekstrakt zagszczono i badano poditem aktywnéci hamuacej wzrost korzeni w teie Al-
lium. Badany wycig w stzeniu 0.10 g surowca/100 érwody charakteryzowat siumiarko-
wam aktywndacia, powodujc 40% zahamowanie wzrostu po 24 h inkubacgw@cimska
1979].
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Lin i wsp. wyizolowali zCladonia furcatapolisacharyd CFP-2, zbudowany z glukozy,
galaktozy i mannozy w stosunku molarnym 8:1:1. aaek ten zostal naginie przebadany
pod katem wptywu na komorki biataczki linii HL-60 oraz 3. Polisacharyd CFP-2 hamowat
zywotnas¢ komorek obu linii, w sposob zaiey od dawki (50-800 mg/L) i czasu inkubaciji (4-6
dni), powodugc obnieniezywotnasci komorek do okoto 40% w najwgzym badanym ste-
niu po 6 dniach. Nagbnie komorki poddane dziataniu CFP-2 w dawce 300Lrpgzez 5 dni
byly obserwowane pod mikroskopem elektronowym. Zaolvowano obkurczenie komorek,
kondensagj chromatyny oraz powstawanie ciatek apoptotycznycbbrebie jadra komaorko-
wego, Co sugerowalo powstawanie procesu apoptozikoMjnym zatem etapie zbadano frag-
mentacg DNA metod, elektroforezy naelu agarozowym w komorkach poddanych dziataniu
CFP-2 o sizeniu 100-300 mg/L. Analiza wskazata na ppsjace powstawanie tzw. drabinki
apoptotycznej, fragmentow DNA wielka 180-200 par zasad. Dalsze badania obejmowaty
ponadto analizilosci komoérek apoptotycznych przy pomocy cytometrueptgwowego, ana-
lize¢ Western blot pod dtem obecnéci biatek wskazujcych na apoptaz(Bcl-2, Bax, Fas i
FasL) oraz zbadanie aktywsw telomerazy. Zaobserwowano wzrostsdokomoérek apopto-
tycznych w zalenosci od stosowanego gienia CFP-2a take zwikszory ekspresj biatek
Bax, Fas i FasL, podczas gdy poziom biatka Bcl-20stet niezmienionySwiadczy to o wy-
wotywaniu apoptozy przez CFP-2 poprzez modglagajemnego stosunku biatek Bcl-2 i Bax
oraz stymulagj sciezki przkazywania sygnatow zwdanej z Fas/FasL. Dodatkowo polisacha-
ryd CFP-2 stymulowat zmniejszenie aktywootelomerazy, ktora jest nadaktywna w komor-
kach nowotworowych [Lin2003]. Ta sama grupa autopiaebadata inny polisacharyd z tego
gatunku, CFP-1, podatem wptywu nazywotnas¢, morfologe oraz stymulagj procesu apop-
tozy w komorkach biataczki K56Zywotnas¢ okreslano metod MTT, morfologie obserwo-
wano pod mikroskopem fluorescencyjnym oraz elekivoym, natomiast proces apoptozy ba-
dano metog elektroforezy naelu agarozowym oraz z wykorzystaniem cytometru pszeo-
wego. CFP-1 hamowalwotnas¢ komorek w sposéb zaley od dawki (50-800 mg/L) i czasu
inkubaciji (4-6 dni), zaobserwowano rowhiemiany w morfologii komérek — zmniejszenie i
zaoknglenie komorek, pojawieniegsciatek apoptotycznych — wskazag na proces apoptozy.
Apoptoz: potwierdzito pojawienie sidrabinki apoptotycznej w badaniu elektroforetyamnny
oraz wyniki analizy cyklu komérkowego w badaniuaysometrze przeptywowym [Lin 2001].
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4.5. Cladonia macilenta ssp. floerkeafa. [syn.C. floerkeanaFr.) Somm.] — chrobotek Flo-
erkego

4.5.1. Opis botaniczny

tuski plechy pierwotnej drobne, wcinane lub karboesatrwate lub zanikage, wcina-
ne skupione Iub rozproszone. Podecja wysoko0.5-3 cm, grubgi 0.5-1.5 mm,
o budowie wateczkowatej, czasem w gornejscz zgrubiate, pojedyncze lub gho rozgat-
zione. Podecja pokryte gtaglkorodawkowat lub pogkam kora, koloru szarooliwkowego lub
biatawego, bez sorediéw albo z izydiowymi sorediaztokalizowanymi w gornej @&ci. Pyk-
nidia czerwone, ¢xte apotecja lecideowe nankach podecjow, pojedyncze lub skupione, o
srednicy 0.5-2 mm [Wojciak 2007, Tobolewski 1972].

4.5.2. Wysg¢powanie i identyfikacja mikrochemiczna

Gatunek wysfpujacy pospolicie na glebach préchniczych i piaszcaystya drewnie i
u podstawy pni drzew, gtdbwnie w lasach szpilkowycprzy drogach l&ych,
na torfowiskach i wrzosowiskach, namii w nizszych pgtrach gor [Wojciak 2007, Tobolew-
ski 1972]. Pd-; K-
4.5.3. Sktad chemiczny
metabolity porostowe:
- kwas barbatowy [Culberson 1979]
- kwas usninowy [Culberson 1979]
- kwas rodokladoniowy [Culberson 1979]

- kwas didymowy [Culberson 1979]

pozostate metabolity:
brak danych

4.5.4. Aktywna¢é

brak danych
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4.6. Cladonia subulatgL.) Weber in Wigg. [synC. cornutoradiata(Coem.) Zopf] — chrobo-
tek rogoksztattny

4.6.1. Opis botaniczny

tuski plechy pierwotnej drobne, gdfoko podzielone lub karbowane, trwate. Podecja
wysokaci 2-7 cm, grubéci 1-2 mm, o budowie wateczkowatej, na szczytagliismvate lub
wasko kieliszkowe, agsto z szydtowatymi odgegieniami, proste lub lekko pogie, bez
otworkéw. Podecja pokryte kptylko u podstawy, koloru biatawego, szarego lubratnego,
Z tuskami lub bez, czasem pokryte w éatamaczystymi sorediami. Na szczytach podecjow
brazowe soredia, bardzo rzadko obecne apotecjgdine), osrednicy 0.4-0.8 mm [Wojciak
2007, Tobolewski 1972].

4.6.2. Wysgpowanie i identyfikacja mikrochemiczna
Gatunek pospolicie wygbujacy, zwlaszcza na #i, na glebach préchniczych
I piaszczystych, rzadko na mursggjm drewnie i mchach, w lasach szpilkowych, zwiaszc
na brzegach zagajnikéw, oraz w miejscach otwartgakhych i wilgotnych (torfowiska wy-
sokie) [Wojciak 2007, Tobolewski 1972]. Pd+ czenepK-
4.6.3. Sktad chemiczny
metabolity porostowe:
- kwas fumaroprotocetrarowy [Culberson 1979, Piefdermore 2007, Spier 2007]
- kwas homosekikaowy [Spier 2007]
pozostate metabolity
- Zn [Culberson 1979]
4.6.4. Aktywng¢:

brak danych
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4.7.Cladonia uncialigL.) Wigg. — chrobotek gwiazdkowaty

4.7.1. Opis botaniczny

tuski plechy pierwotne] bardzo wcgee zanikajce. Podecja wysokoi 1.5-5 cm,
grubasci 1-3 mm, pionowe lub poktadage s¢, rosrace w murawkach, wateczkowate, rozgat
Ziajace st widetkowato lub 3-5-dzielnie. Rozgaienia ostro zakiczone, w ktach z otwor-
kiem. Podecja bez tusek i sorediow, pokryteakmiagta lub pogkarn, koloru stomkowadite-
go, z6lttego lub szarozielonkawego. Na szczytach podedpamowe pyknidia, zawierage
czerwony galaretk. Bardzo rzadko wyspuja brazowe apotecja (ha szczytach podecjéw),
srednicy 0.3-0.8 mm. W stanie suchym bardzo tatwsldaszenia [Waojciak 2007, Tobolewski
1972].

4.7.2. Wysgpowanie i identyfikacja mikrochemiczna

Gatunek pospolicie wygbujacy w lasach szpilkowych, na glebach préchniczych
piaszczystychtakze na wydmach, wrzosowiskach, przyihoh, zwirowiskach, na rmu i w
wyzszych partiach gér [Waojciak 2007, Tobolewski 1974-; K-

4.7.3. Sktad chemiczny

metabolity porostowe:

- kwas usninowy [Gertig 1961, Piercey-Normore 20@#}usninowy [Culberson 1979, Kino-
shita 1997]

- kwas skwamatowy [Culberson 1979]

- kwas tamnoliowy [Culberson 1979]

pozostate metabolity:

- polisacharydy typu laminaransD-glukany, Man:Gal:Glu 38:27:35 [Carbonero 2001]
- kwas askorbowy [Culberson 1979]

- Mn, Fe, Zn [Culberson 1979]
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4.7.4. Aktywna¢é

PlechyCladonia uncialisgotowano przez 20 minut w wodzie wodgowej. Uzyskany
ekstrakt zagszczono i badano poditem aktywnéci hamuacej wzrost korzeni w teie Al-
lium. Wyciag z Cladonia uncialissilnie wptywat na wzrost korzeni cebuli, powosltijzaha-
mowanie w odpowiednio 94% po 24 godzinach inkubacgiezeniu 0.10 g surowca/100 ém
wody [Oswiecimska 1979].

PlechyCladonia uncialisekstrahowano kolejno benzymekka, chloroformem, aceto-
nem, etanolem, metanolem i wpdJzyskane wyaigi zag:szczono i badano ich aktywsto
przeciw szczepom 4 bakteriBtaphylococcus aureu®acillus subtilis Escherichia colii
Pseudomonas aerugingsaraz 1 szczepu dtdzy (Candida albicany Zaden z badanych wy-
ciagbw nie wykazat aktywni@i wobecE. colii P. aeruginosaWyciagi benzynowe, chloro-
formowe i metanolowe byly aktywne wob&c aureuswyciagi benzynowe i chloroformowe
wobecB. subtilis natomiast wszystkie wygji poza wodnym wobeC€. albicans[Ingolfsdottir
1985].

Z powierzchni plectCladonia uncialiszebrano gatunek grzyba z rodz&weptomyces
ktory nasgpnie hodowano w warunkach laboratoryjnych. Uzyskaondowle ekstrahowano
octanem etylu, a zagzczony wycig eluowano octanem etylu i wadFrakcg octanows
oczyszczano metadpreparatywnej chromatografii HPLC, uzyskujuncialamycyrn, nowy
antybiotyk enodiyowy. Zwizek ten wykazat aktywrio przeciwbakteryja wobec Staphylo-
coccus aureugMIC 0.0000064 pg/ml)Escherichia coli(MIC 0.002 pg/ml) i Burkholdiera
cepacia(MIC 0.001 pg/ml) [Davies 2005].
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5. Charakterystyka metabolitéw porostowych badanyctw pracy.
5.1. Kwas usninowy

Pierwsze doniesienia o kwasie usninowym dasig na rok 1844, kiedy to Knop opisat
izolack tego zwazku i jego podstawowe wiasém fizykochemiczne [Ingolfsdottir 2002]. Wy-
razny wzrost zainteresowania tym zgkiem wida& w latach 50-70 ubiegtego wieku (Ryc. 5).
Po tym okresie nagbuje zmniejszenie zainteresowania kwasem usninovagndo pocatku
lat 90, kiedy to kwas usninowy ponownie znajdugevgicentrum zainteresowania naukowcow
[Cocchietto 2002]. W 2002 roku w czasopismach Rthemistry i Naturwissenschaften poja-
wity si¢ dwa opracowania przeglowe dotyczce kwasu usninowego [Cocchietto 2002, In-
golfsdottir 2002].

1940-49 1950-53 1960-69 1970-79 1080-B5 1980

Rycina 5. llg¢ prac pdwigconych kwasowi usninowemu w latach 1940-1990
[wg. Cocchietto]

5.1.1. Wiasnéci fizykochemiczne
Kwas usninowy jest pochodn dibezofuranu: 2,6-diacetylo-7,9-dihydroksy4&,9

dimetylo-1,3(H,9H)-dibenzo-furandion, o wzorze sumarycznymgH;¢O;. Krystaliczna,
zOMa substancja, optycznie czynna, o temperatweaieénia 203-204°C [Culberson 1979].

Rycina 6. Wzor stualny kwasu usninowego

Kwas usninowy wyspuje w formie dwdch enancjomerdw,zriacych s¢ potozeniem
grupy metylowej w pozycji 9b (Ryc. 7) [Cocchiettd@2]. Absoluti konfiguracg kwasu (+)-
usninowego w pozycji 9b okilwno jako R przy pomocy analizy rentgenograficZmegolfs-
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dottir 2002]. Poza enancjomerami kwasu usninow&ggorostach wyspuja rowniez inne
izomery: kwas (+)- i (-)-izousinowy (Ryc. 7).

kwas (+)-usninowy
CH,

HO. O OH
Ry
H,C
(0] OH (0] (@]

kwas (+)-izousninowy kwas (-)-izousninowy

Rycina. 7. Enancjomery kwasu usninowego i izousnegn

Kwas usninowy rozpuszczasiobrze w benzenie, chloroformie, alkoholu amylowym
lodowatym kwasie octowym, jest stabo rozpuszczaly etanolu, eterze naftowym
I eterze dietylowym, natomiast nierozpuszczalny adaie [Podterob2008]. Stark i wsp. po-
rownywali rozpuszczalrié kwasu usninowego w z@ych rozpuszczalnikach (aceton, octan
etylu, etanol, glikol metylenowy, glikol etylenowfyrfural, alkohol furfurylowy oraz woda).
Najwyzsza  rozpuszczaln@g& kwasu usninowego zaobserwowano dla furfuralu
i alkoholu furfurylowego w 25°C (odpowiednio 7.32 #.21 g/100 ml), dobry wynik otrzyma-
no rownie dla octanu etylu, uzyskag rozpuszczalnig 0.88, 1.29 i 2.41 g/100 ml odpowied-
nio w temperaturze 25, 40 i 60°C oraz dla acetod 01.19 g/100 ml w temperaturze 25 i
40°C. Najgorsz rozpuszczaln@& kwas usninowy miat w wodzie (<0.01 g/100 ml w 25°C
[Stark 1950]. Do celéw badania aktyw#eobiologicznej i farmakologicznej in vitro nieky
autorzy wskazuj na 2-hydroksypropyl@-cyklodekstryr jako optymalny rozpuszczalnik
[Kristmundsdottir 2005].

Charakterystycznymi pasmami dla kwasu usninowegadmie w podczerwienigspa-
sma 3280, 1730, 1680, 1525, 960, 818 i 720" §Rashid1999]. W obrazie widmi4d-NMR
widoczne § charakterystyczne sygnaly dla protonédw grup hysylkvych
w pozycji 3, 7 1 9 przywy odpowiednio 18.84, 13.31 i 11.02 ppm [Kdnig 19884z dla proto-
now grup metylowych w pozycjach 10, 12, 14 i 15ypég odpowiednio 1.35, 2.07, 21.11 i
1.35 ppm [Campanella 2002], jak rowhweyrazny sygnat dla protonu aromatycznego w pozy-
cji 4 przy &y 4.56 ppm [Rashid1999]. W obrazie widrf€-NMR sygnaty dla grup metylo-
wych w pozycjach 10, 12, 14 i 15 pradyodpowiednio 32.11, 27.88, 31.27 i 7.54 ppm [Ras-
hid1999].
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5.1.2. Biogeneza

Biogenetycznie kwas usninowy wywodzi¢ske szlaku acetylo-polimalynolowego
(patrz Tabela 2.). Biosynteza tego zzkiu zostata opisana po raz pierwszy w roku 1966zrz
badaczy japhskich [Ingolfsdottir 2002]. Prekursor kwasu ushireme, metylofluoroacetofe-
non, powstaje poprzez kondensagdnej casteczki octanu i trzech ggteczek malonianu w
procesie C-metylacji a naginie cyklizacji. Kolejne kroki obejmajstereospecyficzne oksyda-
tywne sprzganie dwoch jednostek metylofloroacetofenonuacajv efekcie uwodniony kwas
usninowy. W ostatnim etapie tworzy Siiazanie eterowe poprzez proces dehydratacji [In-
golfsdottir 2002, Culberson 1979]. Schemat biossytavasu usninowego przedstawia Ryc. 8.

CH;COS5C0A - HalC — - =

Rycina 8. Schemat biosyntezy kwasu usninowego [mgplfsdottir 2002]
5.1.3. Synteza i pochodne

Syntezy kwasu usnhinowego dokonat w 1956 roku Bartwep., poprzez oksydatywne
sprzzenie metylofluoroacetofenonuzelazocyjankiem potasu. Uzyskany w ten sposob dimer
acetylowano do postaci dioctanu kwasu usninowetiy ko hydrolizie dat kwas usninowy.
Proces ten opisano dla obu enancjomerow [Barto®]1®tawranik i wsp. opisali chemoen-
zymatyczn, dwuetapow syntez kwasu usninowego poprzez metytatiporoacetofenonu, a
nastpnie utlenienie otrzymanego produktu za pomgperoksydazy chrzanowej [Hawranik
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2009]. Udowodniono rownig ze kwas usninowy jest produkowany w warunkach imovit
przez kultury tkankow€ladonia substellatfiPereira 1995].

Liczne prace opisuajrowniez syntez pochodnych kwasu usninowego, takich jak po-
chodne aminowe [Tazetdinova 2009, Bazin 2008, To@@86], oksazolowe [Luzina 2009],
estrowe [Erba 1998], polifluoroalkenylowe [Furin@®) czy octanowe [Correche 1998]. W
kilku przypadkach oceniano aktywdtobiologiczra pochodnych w poréwnaniu do zaku
wyjsciowego. Niektore pochodne aminowe i octanowe mméznacznie wisza aktywnaé
hamupjca wzrost patogennych bakterii in vitro [Tomasi 200@&rreche 1998]. Aktywnig cy-
totoksyczna niektérych pochodnych aminowych przefaa znacznie aktywdé kwasu usni-
nowego [Bazin 2008]. Zostanie to szczegétowo prizedsne w rozdziale 5.1.9.

5.1.4. Rozpowszechnienie w porostach

Kwas usninowy jest zwrzkiem zidentyfikowanym jak datl wytacznie w porostach. W
grzybach znaleziono zw#ki o strukturze zbfionej do kwasu usninowego: toksygzmyko-
usnirg w gatunkuMycosphaerella nawagsassal990] oraz cerkosporamid i amid kwasu usni-
nowego w gatunkiercosporidium henninngdiConover1992]. Kwas usninowy wygiuje w
wielu rodzinach i rodzajach porostéw, wzngch ilasciach. Najczsciej rozpowszechniony jest
w porostach z rodzajCladonig Usnea Lecanora Ramalina Evernig Parmeliai Alectoria
[Ingolfsdottir 2002]. Komercyjnie dogbny kwas (+)-usninowy jest izolowanylUsnea dasy-
poga

Zestawienie wyspowania kwasu usninowego w porostach przedstawial@ad.
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Tabela 4. Rozpowszechnienie kwasu usragawv porostach

RODZINA RODZzAJ ENANCJOMER |cytowanie
Acarosporaceae Acarospora bd Culberson 1979
Arthoniaceae Arthonia bd Culberson 1979
Cladoniaceae Cladia bd Perry 1999
Cladonia (+), () Culberson 1979
(+), () Kinoshita 1997
(+) Einarsdottir 2010
bd Yilmaz 2004
bd Ingolfsdottir 1998
bd Honda 2010
bd Falk 2008
bd Gertig 1960
bd DeCarvalho 2005
bd Kristmundsdottir 2005
bd Bucar 2004
bd Nybakken 2010
bd Oswiecimska 1987
bd Ribeiro-Costa 2004
bd Piercey-Normore 2007
Heterodea bd Shukla 2010
Lecanoraceae Haematomma| (+), (-) Culberson 1979
Lecanora (+), () Culberson 1979
bd Kdnig 1999
Ophioparma (+) Kinoshita 1997
bd Bjerke 2002
Squamarina () Culberson 1979-
Lecideaceae Catillaria “) Culberson 1979
Megalospora bd Culberson 1979
Parmeliaceae Alectoria (+), () Lauterwein 1995
Asahinea bd Culberson 1979
bd Krivoshchekova 1983
Cetraria (+), () Culberson 1979
) Kinoshita 1997
Flavocetraria (+), () Kinoshita 1997
bd Falk 2008
bd Bjerke 2002
Flavoparmelia | (+) Kinoshita 1997
Hendrickxia bd Culberson 1979
Hypogymnia bd Culberson 1979
(+) Kinoshita 1997
Nephromopsis | (-) Kinoshita 1997
Parmelia bd Culberson 1979
bd Krivoshchekova 1983
(+) Kinoshita 1997
bd Caviglia 2001
bd Kumar 1999-2
bd Garcia Rowe 1999
Parmeliopsis bd Culberson 1979
“) Kinoshita 1997
Parmotrema bd Santos 2004
Vulpicidia “) Kinoshita 1997
Xanthoparmelia| (+) Kinoshita 1997
bd Burlando 2009
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(+) Dailey 2008
bd Amo de Paz 2010
bd Rancan 2002
bd Roach 2006
bd Kohlhardt-Floehr 2010
Peltigeraceae Nephroma (+) Culberson 1979
(+) Kinoshita 1997
bd Garcia Rowe 1999
Physciaceae Buellia bd Culberson 1979
Rinodina (+) Culberson 1979
Rocellaceae Rocella bd Vijayakumar 2000
Spaerophoraceae | Acrocyphus bd Culberson 1979
Stereocaulaceae Stereocaulon bd Culberson 1979
bd Falk 2008
Stictaceae Lobaria (+), () Culberson 1979
Pseudocyphellat bd Perry 1999
ria
Usneaceae Alectoria ) Culberson 1979
“) Kinoshita 1997
) Einarsdottir 2010
) Romagni 2000
Dactylina bd Culberson 1979
Evernia (+) Culberson 1979
(+) Kinoshita 1997
bd Nybakken 2010
Everniopsis bd Culberson 1979
Himantormia bd Culberson 1979
Neuropogon bd Culberson 1979
Ramalina (+) Culberson 1979
(+) Kinoshita 1997
(+) Tay 2004
bd Stark 1950
bd Cansaran 2007
bd Grzycka 1979
Usnea (+) Culberson 1979
bd Lohezic 2007
(+) Kinoshita 1997
bd Marcano 1999
bd Correche 1998
bd Jin 2008
bd Odabasoglu 2006
bd Kreft 2001
bd Lisickov 2002
bd Safak 2009
bd Najdenova 2001
(+) Pramyothin 2004
bd Garcia Rowe 1999

(+) — kwas (+)-usninowy; (-) - kwas-(3ninowybd — brak danych
Wedtug Culbersona, kwas izousinowy znaleziony 2gstiynie w rodzajuCladonia[Culber-

son 1979]. Jednak pniejsze doniesienia wskazuja obecn& tego zwizku take w rodzaju
Alectoria, Bunodophoron, Cladina, Cladonia, Ophiapa [Kinoshita 1997].
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5.1.5. Metody ekstrakcji, izolacji i identyfikacji

W celu uzyskania kwasu usninowego wykorzystywarko jaddta porosty z rinych
gatunkdéw, w postaci sproszkowanej [Lohezic Le Dewe&t®07, Yilmaz 2004, Marcano 1999,
Burlando 2009, Correche 1998, Einarsdottir 201QinC2008, Bezivin 2004, Gertig 1960] lub
tylko rozdrobnionej [Honda 2010, Santos 2004, P&a99, Konig 1999, Kinoshita 1997, Tay
2004, Stark 1950, Jin 2008, Odabasoglu 2006, Dait®8, Bomfim 2009, Pereira 1994]. Ma-
teriat raslinny ekstrahowano najegciej w aparacie Soxhleta [Honda 2010, Lohezic Ledde
hat 2007, Perry 1999, Santos 2004, Bomfim 2009{v8e2004, Jin 2008, Odabasoglu 2006,
Correche 1998, Marcano 1999, Einarsdottir 2010yd&inchekova 1983], stosowano réwnie
ekstrakag w temperaturze pokojowej, z jednoczesnyiyiciem ultradwiekow w pocatkowej
fazie ekstrakcji [Yilmaz 2004, Kinoshital997, Burtko 2009, Tay 2004, Stark 1950, Dailey
2008, Cetin 2008], kilka doniegsieopisuje ekstrakej klasycza, w kolbie pod chtodnig
zwrotm [KOnig 1999, Correche 1998, s®iecimskal987, Pereira 1994, Gertig 1960]. Jako
rozpuszczalniki wykorzystywano naggziej heksan, chloroform, aceton, eter dietylowgr e
naftowy, benzya lekka, rzadko etanol czy metanol. W kilku przypadkachkeargystano eks-
trakci rozpuszczalnikami nagiujacymi po sobie: chloroform— aceton, etanol> heksan,
benzen— eter naftowy, eter dietylowy» aceton— metanol [Honda 2010, Santos 2004, Cor-
reche 1998, @viecimskal987, Pereira 1994].

Izolacja kwasu usninowego byta prowadzona z zastasem chromatografii kolum-
nowej lub cienkowarstwowej chromatografii prepavatgj, nazelu krzemionkowym standar-
dowym lub, rzadziej, z dodatkiem znacznika fluoegsxyjnego, w fazach ruchomych zesta-
wionych w Tabeli 6. W pojedynczych przypadkach wykstano chromatografiprézniowo-
cieczows VLC [Konig 1999] oraz preparatyvanwysokospraws chromatografi cieczovg
HPLC [Pereira 1994]. Opisano réwnigolacg kwasu usninowego z wykorzystaniem prepara-
tywnej chromatografii bibutowej [Gertig 1960]. &to kwas usninowy wypadat jako osad
podczas ochtadzania wygow, byt wowczas poddawany kilkukrotnej rekrystalig w celu
oczyszczenia [Lohezic Le Devehat 2007, Ingolfsddt€i98, Krivoshchekova 1983, Marcano
1999, Correche 1998, Einarsdottir 2010, Stark 19602008 i in.].

Uzyskany zwazek identyfikowano metodami chromatograficznymajczsciej TLC
poprzez kochromatografz substangjreferencyja, rzadziej HPLC, a tale pomiarem tempe-
ratury topnienia, skicalndici optycznej, czy metodami spektralnymi: IR, UMi-, *C-NMR,
MS.

Zestawienie warunkow ekstrakciji, izolacji i idenkgcji kwasu usninowego przedsta-
wione jest w Tabeli 5, natomiast zestawienie wylgstywanych faz ruchomych przedstawia
Tabela 6.
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Tabela 5. Warunki ekstrakciji, izolacji i idefikacji kwasu usninowego

MATERIAL EKSTRAKCJA, | IZOLACJA IDENTY- CYTOWA-
ROSLINNY ROZPUSZ- FIKACJA NIE
CZALNIK
Usnea  subcavatd,aparat Soxhleta, | CC  (SP: =zel | TLC, HPLC,| Santos 2004
Ramalina sp chloroform krzemionkowy, UV, IR, MS, | Honda 2010
rozdrobniony —aceton MP: gradientf NMR
heksan-aceton,
heksan-
chloroform, 0
wzrastagcej po-
larnasci)
Usnea articulata| aparat Soxhletd, osad wypadagy | H-, ¥C- | Lohezic Le
sproszkowany heksan podczas  ochtar NMR, Devehat2007
dzania wycigu LSIMS,
HRLSIMS
Cladonia foliacea | aceton, temperg-pTLC (SP: zel Yilmaz 2004
sproszkowany tura  pokojowa, krzemionkowy 60|
ultradzwieki F.s4, MP: toluen-
lodowaty  kwas
octowy 20:3,
toluen-dioksan-
lodowaty  kwas
octowy 36:9:1,
heksan-eter diety-
lowy-kwas
mréwkowy
24:8:4)
Cladia retiporg | aparat Soxhleta, | krystalizacja i| "H-NMR, Perry 1999
rozdrobniony eter dietylowy rekrystalizacja B¥C-NMR
CC (SP: zel
krzemionkowy
zwykly lub C-18)
Lecanora muralis| w kolbie pod| VLC (MP: gra-| IR, UV, H-, | Kénig 1999
rozdrobniony chiodnia zwrot- | dient heksan; **C-NMR
na, dichlorometan| octan etylu)
Cladonia arbuscula| aparat Soxhleta, | osad wypadagy | temperatura | Ingolfsdottir
rozdrobniony eter dietylowy podczas  ochiat topnienia, 1998
dzania wycigu IR, H-, C-
NMR
Asahinea chrysan-aparat Soxhleta,osad wypadafgy | temperatura | Krivoshche-
tha, A. scolanderij heksan podczas ochtat topnienia, kova 1983
Parmelia  birulae dzania wycigu H-c-
rozdrobniony NMR, MS
Usnea laevis| aparat Soxhleta, | osad wypadagy | temperatura | Marcano
sproszkowany eter naftowy podczas  ochiar topnienia, 1999
dzania wycigu TLC,IR, MS,
'H-NMR
Xanthoparmelia aceton, temperg-CC (SP: zel| 1D, 2D-| Burlando
somloensis sprosz-| tura pokojowa krzemionkowy, NMR 2009
kowany MP: eter naftowy-
octan etylu 1:9)
Usnea densirostra w kolbie pod osad wypadary | temperatura | Correche
sproszkowany chtodnia, podczas  ochiaf topnienia, 1998
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etanol—heksan

dzania wyagju

13

-
NMR

C-

Cladonia arbuscula
Alectoria  ochrole-
uca, sproszkowany

aparat Soxhletd
benzyna lekka

,0sad wypadary
podczas  ochia
dzania wycigu,
rekrystalizacja
osadu

temperatura
- topnienia,
HPLC,
lH-,
NMR

IR,
13-

Einarsdottir
2010

Ramalina farinacea
rozdrobniony

aceton, tempera
tura  pokojowa,
ultradzwieki

-pTLC (SP: zel
krzemionkowy

Foss, MP: toluen-
octan etylu-kwasg
mrowkowy
139:83:8)

TLC

Tay 2004

Ramalina reticulata
rozdrobniony

aceton, tempera
tura pokojowa

-osad wypadagy
po odstawieniy

wyciagu, roz-

puszczony w met

tanolu—eterze
nafto-
wym—mieszanini
e acetonu i etand
lu(10:1), rekrysta
lizacja z acetonu

pomiar ske-
calnaci

Stark 1950

Usnea longissima
sproszkowany

aparat Soxhletd

aceton

,0sad wypadary
podczas  ochia
dzania wycigu,
rekrystalizacja Z
etanolu

IR, H-, ¥C-
- NMR

Jin 2008

Usnea longissima
rozdrobniony

aparat Soxhleta
eter dietylowy

,0sad wypadagy
podczas  ochia
dzania wycigu,
CC (SP: zel
krzemionkowy,
MP: chloroform-
heksan 80:20)

uv, IR, H-,
- BC-NMR

Odabasoglu
2006

Xanthoparmelia
chlorochrog
drobniony

roz-

aceton, tempera
tura pokojowa

-elucja  wycagu
dichlorometanem
i woda, osad wy-
padajicy po odpa-
rowaniu dichlo-
rometanu

pomiar ske-
calncci

Dailey 2008

Cladonia sylvatica
sproszkowany

w  kolbie pod
chtodnia zwrot-
na, benzen

elucjia  wychgu
eterem naftowym
osad wypadary
podczas  ochia
dzania frakcji
eterowej, nasp-
nie rekrystalizacjg
z benzenu

temperatura
topnienia,
pomiar skeg-
- calnaci, IR

|

Oswiecimska
1987

Ramalina farinacea
Cladonia foliacea
sproszkowany

aceton, tempera
tura  pokojowa,
ultradzwieki

-pTLC (SP: zel
krzemionkowy,
MP: toluen-octan
etylu-kwas
mréwkowy
139:83:8)

TLC, IR,
temperatura
topnienia,
pomiar ske-
calndci

Cetin 2008

Cladonia substella

ta, rozdrobniony

aparat Soxhletd

chloroform

,0sad wypadary

-, oo,

podczas  ochia

r NMR

Bomfim
2009
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dzania wycigu,
CC (SP: zel
krzemionkowy,
MP: chloroform-
heksan 80:20)
Cladonia convoluta| aparat Soxhletd,osad wypadagy | ? Bezivin 2004
sproszkowany heksan podczas  ochiat
dzania wycigu,
rekrystalizacja 2
heksanu
Usnea fasciataroz-| w kolbie pod| HPLC (SP: RP4 HPLC Pereira 1994
drobniony chlodniay zwrot-| 18, MP: metanol-
na, woda-kwas octo
eter dietylowy- | wy 80:19:0.5)
acetor~»metanol
Usnea rubicunda| aceton, temperg-CC, pTLC (SP: TLC, tempe-| Garcia Rowe
Nephroma laevigar tura pokojowa zel krzemionko-| ratura  top-| 1999
tum Parmelia tincti- wy, MP: heksan| nienia, UV,
na, heksan-eter ety-MS
sproszkowany lowy 8:2, 515 i
2:8,
eter etylowy-
aceton 8:2, 55
2:8)
Cladonia sp., Ever; aceton, temperd-identyfikacja HPLC Kinoshita
nia sp., Flavoparmer tura pokojowa enancjomerow 1997
lia sp., Flavocetraria kwasu ushinowet
sp., Hypogymnia spj, go oraz izousnii
Nephroma sp. nowego
Ophioparma sp.
Parmelia sp., Rama-
lina sp., Usnea sp|,
Xanthoparmelia sp.,
Alectoria sp., Cetra:
ria sp., Nephro
mopsis sp., Parme-
liopsis sp., Vulpicidg
Sp.
Cladonia sylvatica| w  kolbie pod| pPC (MP: butaj TLC, UV Gertig 1960
sproszkowany chtodniea zwrot- | nol-aceton-woda
na, chloroform 5:1:2)

CC — chromatografia kolumnowa; VLC — chromaddig pré&niowo-cieczowa; pTLC - preparatywna
chromatografia cienkowarstwowa; pPC — prepana& chromatografia bibutowa; HPLC — wysokosprawna
chromatografia cieczowa; SP — faza stacjonaiia— faza ruchoma
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Tabela 6. Zestawienie faz ruchomych wykorzystywarga izolacji kwasu usninowego

faza ruchoma cytowanie
chloroform-heksan 80:20 Odabasoglu 2006

Bomfim 2009
eter etylowy-aceton 2:8 Garcia Rowe 1999
eter etylowy-aceton 5:5 Garcia Rowe 1999
eter etylowy-aceton8:2 Garcia Rowe 1999
eter naftowy-octan etylu 1:9 Burlando 2009
heksan-aceton (gradient) Honda 2010
heksan-chloroform (gradient) Santos 2004
heksan-eter dietylowy-kwas mrowkowy 24:8:4  Yilm&@02
heksan-eter etylowy 2:8 Garcia Rowe 1999
heksan-eter etylowy 5:5 Garcia Rowe 1999
heksan-eter etylowy 8:2 Garcia Rowe 1999
heksan-octan etylu (gradient) Konig 1999
toluen-dioksan-lodowaty kwas octowy 36:9:1  Yiim#&02
toluen-lodowaty kwas octowy 20:3 Yilmaz 2004
toluen-octan etylu-kwas mrowkowy 139:83:8 Tay 2004

Cetin 2008

Be Gora 2000

5.1.6. Badania ilciowe

Analiza ilosciowa kwasu usninowego w adych gatunkach byla prowadzona nejcz
sciej z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatogreéczowej HPLC [Bjerke 2002, Bjerke
2005, Caviglia 2001, Cansaran 2007, Cansaran 20§i8kov 2002, Nybakken 2006, Nybak-
ken 2010, Bezivin 2004, Toledo Marante 2003, JiS?0fradziej metody densytometrycznej
[Polonia 2001, Be Gora 2000, Be Gora 2001]. Pojedgrmprace opisajzastosowanie metody
micelarnej chromatografii kinetycznej [Falk 2008]ektroforezy kapilarnej [Kreft 2001] czy
kolorymetrycznego pomiaru ekstynkcji [Gertig 1960].

Zestawienie metod i warunkow przeprowadzania apdlgciowej przedstawione jest
w Tabeli 7.
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Tabela 7. Zestawienie metod | warunkovweprawadzania analizy goiowe]
kwasu usninowego

METODA

WARUNKI ANALIZY ¢

LYTOWANIE

micelarna chroma
tografia elektroki-
netyczna

- kapilara: @ 50 pm i.d., I=32.5 cm (24 ¢
do detektora)
napkcie +10kV, natzenie ~30 mA
MP: mieszanina 20mM tetraboranu s
dowego (pH 9.3), 60mM siarczanu d
decylu sodu i 30mMs cyklodekstryny
detekcjai=214 nm

nralk 2008

O-

kolorymetryczna,
pomiar ekstynkciji

odczynnik do reakcji barwnej: mieszar
na 1% roztworu octanu uranylu i 1
roztworu chlorkwzelaza (1:1)

filtr: Sy47

niGertig 1960
)

elektroforeza
kapilarna RP

kapilara: stopiona krzemionka (fuse
silica), @ 50 um, 1=32.5 cm (24 cm ¢
detektora)

napkcie -30kV, natzenie 41-45 pA
temperatura: 30°C

MP: mieszanina 50 mL 1 M wodneg
roztworu NaOH, 50 mL 3% metanol
wego roztworu kwasu octowego i 9
mL metanolu (pH 11.2)
detekcjai=290 nm

dKreft 2001
jo

JO
)_
DO

UPLC

kolumna: C18, 50x2.1 mm

MP: gradient woda (A)-acetonitryl (B
od 10 do 30 % B w ggu 6 min, poten
liniowo do 95% B przez 9 min, nagt
nie spadek do 10% B wagiu 5 min
temperatura: 50°C

Dailey2010

HPLC RP

kolumna: C18, 3.9x150 mm

MP: mieszanina metanolu i 1% wodne
roztworu kwasu ortofosforowego, z
wartas¢ metanolu wzrastata z 30 do 90
w ciagu 13 min

temperatura: 25°C
detekcjar=250-420 nmM}m=233 i 282
nm

Bjerke 2002,
gB005
a_

%

HPLC

kolumna: C18

MP: metanol-woda-kwas
81:14:5

detekcjai=254 nm

octow

Caviglia 2001
y

HPLC RP

kolumna: 250x4.6 mm

MP: metanol-bufor fosforanowy (p
7.4) 70:30

detekcjai=245 nm

Cansaran 2007
42008

HPLC

kolumna: C18 (250/8/4)

MP: 0.05 M roztwor wglanu amonus-
metanol 3:7

temperatura: 35°C

detekcjai=298 nm (DAD)

Lisickov 2002

HPLC

kolumna: ODS (60x4.6 mm)
MP: mieszanina 0.25% roztworu kwa
ortofosforowego i 1.5% tetrahydrofur

Nybakken 2006
shlybakken 2010
a_

nu w wodzie (A) oraz 100% metano

lu
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(B), w gradiencie poetkowo 30% B,
po 15 min. wzrost do 70% B i w kole
nych 15 min. do 100% B, naghie izo-
kratycznie 100% B przez 5 min.
temperatura: 25°C

detekcjai=245 nm (diode array)

i

HPLC

kolumna: C18 (250x4.6 mm, 5um)
MP: acetonitryl-woda-kwas tréjfluoro
octowy 70:30:0.5

detekcjai=290 nm

Bezivin 2004

HPLC

kolumna: C18

MP: kwas octowy-wodanetanol
0.4:19.6:80.0i 0.8:39.2:60.0
temperatura: 25°C

detekcjai=254 nm (uv detektor)

Toledo Marants
2003

HPLC RP

kolumna: RP18

MP: wodny 0.1% roztwor kwasu oct
wego (A) - acetonitryl (B), od 60A:40
do 10A:90B w cigu 20 min
temperatura: 30°C

detekcjai=233 nm (photodiode array)

Ji 2005

W\iJ

densytometryczna
HPTLC

MP: toluen-lodowaty kwas octowy 9:1
detekcja2=285 nm

Polonia 1991

densytometryczna

SPel krzemionkowy 60 fz,4
MP: toluen-octan etylu-kwas mréwkow
139:83:8; toluen-kwas octowy 100:15

Be Gora 2000
V2001

detekcjai=365 nm

g $rednica kapilary; | — dug@ kapilary; . — dlugac¢ fali

SP — faza stacjonarna; MP — faza ruchoma

Zawartg¢ kwasu usninowego w badanych gatunkach jest traldnporéwnania, po-
niewa poszczegolni autorzy podajos¢ tego zwazku w r&nych jednostkach. Mma jednak
przyja¢, ze zawarté¢ ta migcita sk w przedziale od 0.006% warmelia sorediangCaviglia
2001] do 5.30% wrlavocetraria nivalis[Bjerke 2005]. W obgbie zbadanych gatunkéw z ro-
dzaju Cladoniazawarté¢ kwasu usninowego mieita sk w granicach od 0.14% Wladonia
fimbriata [Cansaran 2008] do 1.083%®adina stellarisiNybakken 2010].

Zestawienie zawarfoi kwasu usninowego okilena w réznych gatunkach przedstawia
Tabela 8.

a7



Tabela 8. Zawartg kwasu usninowego w #@ych gatunkach porostow

GATUNEK ILO SC CYTOWANIE
Cladina stellaris 9.39+4.66 mg/g Falk 2008
10.83+0.90 mg/g Nybakken 2010
Cladonia arbuscula 6.81+3.45 mg/g Falk 2008
0.800 - 0.875% Gertig 1960
3.33+0.32 mg/g Nybakken 2010
Cladonia conicria nd Cansaran 2008
Cladonia convoluta 0.92% Bezivin 2004
Cladonia fimbriata 0.14% Cansaran 2008
Cladonia mitis 5.92 — 8.66 mg/ml Be Gora 2001
Cladonia rangiferina nd Falk 2008
Cladonia uncialis 0.52 mg/ml Be Gora 2001
Evernia prunastri 0.19+0.02 mg/g Nybakken 2010
Flavocetraria cuculata | 9.3924.86 mg/g Falk 2008
Flavocetraria nivalis 16.2+0.69 mg/g Falk 2008
1.0-2.6% Bjerke 2002
5.11-5.30 % Bjerke 2005
Lethariella canariensis | 0.01-0.06% wycigu Toledo Marante 2003
Parmelia caperata 1.022 - 1.125 mg/100g Caviglia 2001
Parmelia soredians 0.557 — 1.008 mg/100g Caviglia 2001
Ramalina capitata 1.25+£0.29 % Cansaran 2008
Ramalina fastigiata 3.2310.16 % Cansaran 2008
Ramalina fraxinea 0.13+0.01 % Cansaran 2008
Ramalina pollinaria 0.2240.01 % Cansaran 2008
Ramalina polymorpha | 0.27+0.02 % Cansaran 2008
Stereocaulon sp. nd Falk 2008
Usnea barbata 3.5-11,5 ug/15 mg wygiu Kreft 2001
10.33 — 56.76 % wyagu Lisickov 2002
Usnea florida 3.58-4.11 g% Polonia 1991
Xanthoparmelia chlorot 8.41+3.67 - 18.13+4.49 ug/m|  Dailey 2010
chroa

ng- nie wykrywalny
5.1.7. Wptyw czynnikdw na zawakdkwasu usninowego w porostach

W kilku pracach opisano wptyw zdych czynnikbw na zawadé kwasu usninowego
w porostach. Badania te prowadzono zaréwno w wacimkn vitro [Bjerke 2002, Be Gora
2001, Nybakken 2006], jak i wrodowisku naturalnym [Bjerke 2002, Bjerke 2005, Bera
2001, Toledo Marante 2003, Caviglia 2001], w zat8ci od okrélanego czynnika. W warun-
kach laboratoryjnych materiat dlonny poddawano riavietlaniu s$wiattem UV o r@nej inten-
sywnaci [Bjerke 2002, Be Gora 2001]. Oktano take optymala pore i miejsce zbioru poro-
stéw w celu pozyskania materialu 0 najkgzej zawartéci kwasu usninowego [Bjerke 2002,
Bjerke 2005, Be Gora 2001, Toledo Marante 2008y},jadnej z prac poréwnano wyniki anali-
zy przeprowadzonej in vitro z wynikami badanateriatu zebranego w terenie [Be Gora 2001].
Dwie prace dotycz prob okrélenia optymalnego rozpuszczalnika do ekstrakcji davasni-
nowego z materiatu §binnego [Lisickov 2002, Bezivin 2004]. Ciekawe badaprzeprowa-
dzone przez Caviglia i wsp. opisuje wptyw herbicyda zawarté¢ kwasu usninowego w
dwéch gatunkach porostow [Caviglia 2001].
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a) wptyw promieniowania UV

Bjerke i wsp. okrdéali wptyw promieniowania ultrafioletowegoéwiatta widzialnego
na zawart&¢ kwasu usninowego w plechacRklavocetraria nivalis (1 stanowisko)

i Ophioparma ventosd3 stanowiska), zebranych w Norwegii, a gpete hodowanych
w warunkach in vitro i poddawanych dwéetlaniu swiattem UV-B (4h dziennie) 4nz pozosta-
jacych pod wptywemswiatta widzialnego (8h dziennie) przez 30 dni. lm tczasie materiat
roslinny wysuszono i poddano dwukrotnej ekstrakcji tanem w temperaturze pokojowej
przez 24 h, z wytgsaniem. Podolnprocedug powtorzono z gyciem metanolu. Wyapi
acetonowe analizowano podté&m zawartéci kwasu usninowego metodHPLC (warunki -
Tabela 7). W plechachklavocetraria nivalispoddanych dziataniu UV-B po 30 dniach zaob-
serwowano znaczny wzrost ko kwasu usninowego, o 31% wszy niz w probkach wy4cio-
wych, podczas gdy probkktlace pod wptywenswiatta widzialnego miaty o 28% mniej kwa-
su usninowego. W przypadKpphioparma ventosaaobserwowano wzrost #io kwasu usni-
nowego zaréwno w prébkach poddanych dziataniu U\jaRk,i $wiatta widzialnego, jednak
roznice pomedzy obiema grupami nie byty statystycznie istotBgfke 2002].

Be Gora i Fahlset badali fotostabifiédkwasu usninowego pod wplywetwiatta UV
metod, densytometryczn Materiat rglinny (Cladonia unciali$ ekstrahowano acetonem, uzy-
skane wycigi nanoszono na piytki chromatograficziédre po rozwingciu poddawano na-
swietlaniu promieniami UV A/B, a nagtnie analizowano densytometrycznie (warunki - Tabe-
la 7). Odczyty prowadzono co 20 minut @ 240 minut catkowitego czasu analizy. Zaobser-
wowano,ze kwas usninowy osjat fotostabilné¢ dopiero po uptywie 2 h. Wynik ten naie
uwzgkdniat przy analizie densytometrycznej abaizyska wiarygodne wyniki ildciowe [Be
Gora 2000].

Ta sama grupa autorow badatasdowo wplyw nawietlania promieniami UV A
i B na zawarté¢ kwasu usninowego w plecha€tadonia uncialismetod, densytometryczn
(warunki - Tabela 7). Zaobserwowano wymg wzrost ilgci kwasu usninowego w probkach
poddanych dziataniu promieniowania UV-A o niskieyysokiej intensywnsxci, polhczonemu
ze$wiattem widzialnym, podczas gdy probki poddane pesmowaniu UV-B orazdcznie UV-

A i B nie r&nity si¢ istotnie od kontroli zawartoia kwasu usninowego [Be Gora 2001].

Nybakken i wsp. okrgali wptyw naswietlania promieniowaniem UV na stymulacj
syntezy kwasu usninowego @ladonia arbuscula C. rangiferinai C. stellarisw warunkach
laboratoryjnych. Plechy poddawano przez 4 tygod@ésvietlaniu swiattem widzialnym (wa-
runki kontrolne) przez 18 h dzienniggda swiattem widzialnym i dodatkowo UV-B przez 3 h
15 min. Po zakiaczeniu eksperymentu materiakliany wysuszono i poddano ekstrakcji ace-
tonem. Wycagi analizowano poddtem zawartéci kwasu usninowego met@dHPLC (warun-
ki - Tabela 7). W plechac@iladonia arbuscula i C. stellarigoddanych dziataniu UV-B zaob-
serwowano dwukrotny wzrost #oi kwasu usninowego w odniesieniu do warunkow kantr
nych, natomiast WZladonia rangiferinataki efekt s¢ nie pojawit [Nybakken 2006].
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b) rGzna lokalizacja i pora zbioru

Bjerke i wsp. zbadali tice w zawartéci kwasu usninowego poruzy probkami
Ophioparma ventosazebranymi w trzech piych lokalizacjach: w lesie sosnowym, gorskim
pictrze alpejskim oraz w zacienionymawozie. Najwece] kwasu usninowego zawieraty eg-
zemplarze zebrane w gorach sdda przekraczata wyfaie zawarté¢ badanego metabolitu w
plechach z pozostatych dwoch lokalizacji, ktoreznecznie tylko rénity sie miedzy sola
[Bjerke 2002].

Ten sam zespot badatztdosciowo zmiany zawartei kwasu usninowego w plechach
Flavocetraria nivalisw zalenosci od pory zbioru surowca. Materiatstmny zebrany byt w
czterech rénych lokalizacjach: w Norwegii (21 prébek, czasarhi 21.10.2000-8.08.2002),
na Spitsbergenie (12 probek, czas zbioru: 20.00-2007.2001), na Grenlandii (11 probek,
czas zbioru: 4.09.2000-20.08.2001) oraz w Chile (kdbek, czas zbioru: 30.01.2001-
30.03.2002). Zebrane probki wysuszono i przechovmpmva temperaturze pokojowej w za-
ciemnionym miejscuzado czasu analizy. Materiatdoany macerowano przez 24 h w aceto-
nie, nastpnie w mieszaninie 1:1 acetonu i metanolu i ostatiecw czystym metanolu. Wygi
gi analizowano iléciowo metod HPLC (warunki - Tabela 7frednia zawart@& kwasu usni-
nowego z poszczegoélnych lokalizacji wahaka@il 5.11-5.30%, najwcej kwasu usninowego
zawieraty probki zebrane na Grenlandii a najmnieg-Spitsbergenie. Porosty z lokalizacji w
Norwegii zawierahgrednio 5.28%, a probki z Chile 5.24%. Réce w zawartéci kwasu usni-
nowego w probkach surowcéw zebranych w kolejnyasazh zbioru bylty znaczne. Napeg)
badanego zwizku zawieraly probki zebrane @ wiosm i w lecie a najmniej w okazach z
jesieni i zimy. Wyjtkiem od tej reguty byty probki porostéw zebranywh Grenlandiiwsrod
ktérych zaobserwowano podobny poziom kwasu ushigovearowno na wiogn w lecie, jak
I pOzna jesieny i zima [Bjerke 2005].

Be Gora i Fahlset porownali zawaitdkwasu usninowego w plechaadonia mitis
zebranych w rénych porach roku: na pogtku listopada, na pogiku lutego, pod koniec
kwietnia i pod koniec lipca. Ilk& kwasu usninowego byta najggza w jesieni
i zima, odpowiednio 8.14 i 8.66 mg/ml, a nasza na wiosgii w lecie, odpowiednio 5.92
i 6.15 mg/ml. Wyniki te 8 zgodne z wczmie] opisam analizz probek néwietlanych
w laboratorium, poniewawiosrg i latem promieniowanie UV-B jest wrgze w warunkach
naturalnych ni jesieng i zima [Be Gora 2001].

Zawartg¢ kwasu usninowego w plechadlethariella canarensiszebranych latem i
zima, byta okrélona metod HPLC w badaniach Toledo-Marante i wsp. Zaobserwmmaie-
znaczny wzrost zawado kwasu usninowego w probkach zebranych latem 108.0
w ekstrakcie) w poréwnaniu do zbioru zimowego (0 ekstrakcie) [Toledo Marante 2003]

c) warunki ekstrakciji

Lisickov i wsp. przeprowadzili ekstrakckwasu usninowego Wsnea barbateza po-
moa CO, w warunkach nadkrytycznych, dla porownania przespzajc rowniez klasyczn
ekstrakag etanolem. Rozdrobniony materiakliany macerowano w 96% etanolu wzrngch
stosunkach obkjosciowych materiatu do solwentu (1:6, 1:9, 1:12 i8):przez 1.5 h w nagtu-
jacych temperaturach: 30, 40, 50 i 60°C. Ekstrakejdkrytycznym C@prowadzono przez 3 h
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przy cgnieniu 300 bar, przeptywie GQO0 kg/h i temperaturze 30, 40, 50, 60 i 80°C. Waye
ilosci kwasu usninowego ze wszystkich warunkow eksjratanolowej i nadkrytycznym CO
byly okreslane metod HPLC (warunki - Tabela 7). Zaobserwowano wiyrie wicksza wydaj-
nos¢ ekstrakcji nadkrytycznym CQ(47.94-56.76% kwasu usninowego W wagti) W porow-
naniu do ekstrakcji etanolem (10.33-27.22% kwasninasvego w wycigu). llos¢ kwasu
usninowego w wyeigu zaleata od zastosowanej temperatury ekstrakcji. Coasiek zale-
nos¢ ta byla odwrotnie proporcjonalna w przypadku eMstji nadkrytycznym C@i wprost
proporcjonalna przy ekstrakcji etanolem w zakregle30-50°C. W przypadku ekstrakcji eta-
nolem, il&¢ kwasu usninowego w ekstrakcieznita sk w zaleznosci od zastosowanego sto-
sunku obgtosciowego materiatu ginnego do rozpuszczalnika, najlepsze wyniki uzyskav
wyciagach 1:6 i 1:9 [Lisickov 2002].

Bezivin i wsp. okrélali zawarté¢ kwasu (-)-usninowego w wygach zCladonia
convoluta przygotowanych z ayciem r&nych rozpuszczalnikow. Sproszkowany materiat
roslinny ekstrahowano w aparacie Soxhleta kolejno ae&m, octanem etylu i metanolem.
Analize ilosciowa prowadzono metedHPLC (warunki - Tabela 7). Zawaktokwasu usnino-
wego w wycagu heksanowym, octanowym i metanolowym wynositacvdpdnio 66, 16 i
1.7%, co wskazuje na heksan jako optymalny rozmadaik [Bezivin 2004].

d) inne

Caviglia i wsp. badali zawarké kwasu usninowego w dwoch gatunkach rodZ2gu-
melia P. caperata P. soredianspoddanych dziataniu Paraquatu, silnego herbiaygwotu-
jacego powstawanie wolnych rodnikdw wsliaie i stres oksydacyjny. Materiat diinny byt
zebrany na wybrzel we Wioszech z kory drzew oliwnych w lipcu izpierniku (grupy kon-
trolne) oraz w padzierniku, po potraktowaniu Paraquatem w lipcu.rdely materiat byt su-
szony i przechowywany w -20°C do czasu analizytitaksj acetonem prowadzono w tempe-
raturze pokojowej przez 24 h, uzyskany ekstrakiaoowano a such pozostaté¢ rozpuszczo-
no w metanolu. Analigilosciowa prowadzono metadHPLC (warunki - Tabela 7). W gatunku
Parmelia sorediangaobserwowano znaczny (0 36.3%) wzrost zaweirtavasu usninowego
w grupie traktowanej Paraquatem stosunku do grupy kontrolnej, podczas gdy w drugi
badanym gatunku wzrost ten byt zdecydowanisay, o 13.7%. Rinice te wskazuj na od-
mienm rolg kwasu usninowego w badanych gatunkach [Cavigl@E. PO

5.1.8. Aktywnd¢ biologiczna i farmakologiczna
5.1.8.1. Aktywn@c¢ przeciwbakteryjna

Aktywnos¢ przeciwbakteryja in vitro kwasu usninowego zbadano wobec szeregu
szczepow bakterii zarowno Gram dodatni@adillus, Clostridium Enterococcus Listeria,
Mycobacterium Propionibacterium Sarcing StaphylococcysStreptococcus jak i Gram
ujemnych AeromonasBacteroides Escherichia Helicobacter Klebsiella Proteus Pseudo-
monas SalmonellaYersinig. W wigkszaci przypadkéw przedmiotem badayt enancjomer
(+) [Honda 2010, Perry 1999, Konig 1999, Ingolf4nldt998, Naté 2004, Correche 1998, Tay
2004 i in.], w jednej pracy opisano aktywéddkwasu (-)-usninowego [Yilmaz 2004], a w inngj
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poréwnano aktywn@& obu enancjomerOw [Lauterwein 1995]. ZestawienighaRosci prze-
ciwbakteryjnej kwasu usninowego przedstawia Tabela

Kwas usninowy wykazat zemicowary, od stabej po umiarkowanaktywna¢ prze-
ciwbakteryjra wobec zarowno Gram dodatnich, jak i Gram ujemnyztzepow. Aktywngt
obydwu enancjomerow byta identyczna w przypadkwegaéw Clostridium Propionibacte-
rium i Staphylococcyswobec szczepdévBacillus i Aeromonaskwas (-)-usninowy wykazat
wyzsza aktywna¢ od enancjomeru (+), natomiast w pozostatych prdigpeh kwas (+)-
usninowy byt bardziej aktywny.

Dane dotycace aktywndci kwasu (+)-usninowego wobec niektorych szczepily b
niekiedy bardzo zrmicowane lub wrgcz sprzeczne. Szczegolnie widoczne jest to
w przypadkuBacillus subtilis Escherichia coli Pseudomonas aerugingsgdzie wedtug nie-
ktorych autorow badany zwdek jest nieaktywny [Correche 1998, Perry 1999, ig&999,
Tay 2004], posiada aktywso staky [Perry 1999, Nati 2004] lub wysok [Tay 2004, Hanu$
2007].

W kilku pracach zbadano taé aktywnd¢ pochodnych kwasu usninowego, poréwnu-
jac ja z aktywndcia macierzystego zwkku. Pochodne acylohydrazonowe, goabne
w kompleksy z palladem i miedgiwykazaly wysz od wyjgciowego zwazku aktywnd¢
wobecBacillus subtilis przy czym zwizki kompleksowe palladu charakteryzowaty siyzsza
aktywnaicia niz odpowiadajce im ligandy [Natt 2004]. Correche i wsp. oldali wptyw
kwasu dihydrousninowego i dioctanu kwasu usninowegazczepytaphylococcus aureus
Bacillus subtilis Zaden z badanych zgakow nie wykazat aktywrizi wobecBacillus subtilis
natomiast wobec drugiego z badanych szczepow poehkdasu usninowego charakteryzo-
waly sk nizszy aktywndcia niz zwiazek wygciowy [Correche 1998]. Sél sodowa kwasu usni-
nowego w poréwnaniu do macierzystego #ku wykazata dwu- lub trzykrotnie wyzy ak-
tywnaos¢ wobec klinicznie izolowanych szczep@taphylococcus aureuspornych na mety-
cyling orazEnterococcus faeciulrk. faecalisopornych na wankomycyriElo2007].

Ciekawy przyktad praktycznego wykorzystania aktysen@rzeciwbakteryjnej kwasu
usninowego opisaFrancolini i wsp. Badat on wptyw kwasu usninowemm adhezj bakterii
na powierzchni polimeréw, z ktorych tworzone wwzadzenia i drobny spet medyczny. W
tym celu dodawano kwas usninowy do poliuretanuastpnie okrélano jego zdoln& do
hamowania powstawania biofilmu bakteryjne@iaphylococcus aureuBPseudomonas aeru-
ginosg na jego powierzchni. Jako kontgadtosowano poliuretan bez dodatku kwasu usnino-
wego. Zabieg dodania kwasu usninowego nie spowoldigtzinego zmniejszenia adhezji ko-
morek bakterii do poliuretanu, natomiast wykazyaldlywna¢ przeciwbakteryja wobec bak-
terii juz przyczepionych. W przypadku biofilmu wytworzonggzezPseudomonas aerugino-
sa, kwas usninowy powodowat wymae zmiany w strukturze warstwy bakteryjnej [Framndol
2004].
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Tabela 9. Aktywn& przeciwbakteryjna in vitro kwasu usninowego

SZCZEP AKTYWNO $SC AKTYWNO SC | CYTOWANIE
(+)-USNINOWY (-)-USNINOWY
Aeromonas hydrophila | - MIC 1.2 pg Yilmaz 2004
na - Tay 2004
Bacillus cereus MIC 6.9 ug/ml - Hanus 2007
- MIC 0.15 pg Yilmaz 2004
na - Tay 2004
Bacillus megaterium MIC 7.7 pg/ml - Hanus 2007
IZ 10 mm (50 pg) - Konig 1999
Bacillus subtilis - MIC 0.61 pg Yilmaz 2004
MIC 6.3 ug/ml - Hanus 2007
1Z 23 mm (250 pg) - Nati¢ 2004
IZ 10 mm (60 pg) - Perry 1999
na - Correche 1998
MIC 0.036 mM - Tay 2004
Bacteroides  thetaiotar MIC 4 pg/mi MIC 8 pug/ml Lauterwein
micron 1995
Bacteroides vulgatus MIC 4 pug/ml MIC 8 pug/ml Lauterwein
1995
Bacteroides fragilis MIC 2 pg/ml MIC 1 pg/mi Lauterwein
1995
Bacteroides ruminicola MIC 8 pg/mi MIC 16 pug/ml Lauterwein
ssp. brevis 1995
Bacteroides loeschii MIC 2 pg/mi MIC 2 pg/mi Lauterwein
1995
Clostridium perfringens | MIC 4 pg/ml MIC 4 pug/ml Lauterwein
1995
Enterococcus faecalis | 1Z 23 mm (40 mg/ml) - Elo 2007
MIC 4-8 pg/ml MIC 4-16 pg/ml | Lauterwein
1995
Enterococcus faecium | 1Z 18-23 mm (40 mg/ml) | - Elo 2007
MIC 4-16 pg/ml MIC 4-16 pg/ml | Lauterwein
1995
Escherichia coli MIC 4.9 pg/ml - Hanus 2007
na - Perry 1999
na - Konig 1999
IZ5 mm (250 pg) - Nati¢ 2004
na - Tay 2004
Helicobacter pylori MICsc 0.064 pg/ml - Safak 2009
Klebsiella pneumoniae na - Tay 2004
Listeria monocytogenes | - MIC 0.31 pg Yilmaz 2004
MIC 0.018 mM - Tay 2004
Mycobacterium aurum | MIC 32 pg/ml - Ingolfsdottir
1998
Mycobacterium tubercu- MIC 62.5 pg/mi - Honda 2010
losis
Propionibacterium acnes MIC 2 pg/ml MIC 2 pg/mi Lauterwein
1995
Proteus vulgaris - MIC 0.15 ug Yilmaz 2004
MIC 0.036 mM - Tay 2004
Pseudomonas aeruginogaMIC 5.2 pg/ml - Hanus 2007
na - Perry 1999
IZ5 mm (250 pg) - Nati¢ 2004
na - Tay 2004
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Pseudomonas syringae na - Tay 2004
Salmonella choleraesius| MIC 6.3 pg/ml - Hanus 2007
Salmonella enterica typhj MIC 8.2 pg/ml - Hanus 2007
Salmonella enterica ty-MIC 5.4 pug/ml - Hanus 2007
phimurium
Salmonella typhimurium| na - Tay 2004
Sarcina lutea MIC 19.1 pg/ml - Hanus 2007
Staphylococcus aureus | MIC 8.3 pug/ml - Hanus 2007
- MIC 2.4 ug Yilmaz 2004
MIC 6.06 pg/mi - Correche 1998
MIC 0.15 mM - Tay 2004
1Z 13-16 mm (40 mg/ml) | - Elo 2007
MIC 2-16 pg/ml MIC 2-16 pg/ml | Lauterwein
1995
Streptococcus faecalis | - MIC 0.15 ug Yilmaz 2004
MIC 0.073 mM - Tay 2004
Yersinia enterocolitica | MIC 0.018 mM - Tay 2004

MIC — minimalne stzenie hamujce, |Z — strefa zahamowani@a— nieaktywny

Jedno badanie, przeprowadzone w 1950 roku przeghdka i Kuschnera, dotyczy ak-
tywnaosci przeciwbakteryjnej kwasu usninowego in vivo woleksperymentalnie wywotanej
gruzlicy u 99 swinek morskich. Zwierga podzielono na 5 grup: grupa 1 byta gripntrolr,
bez podawania lekéw, grupa 2 otrzymywata podskdé&fieng kwasu usninowego przez 6 dni,
a nastpnie 10 mg przez 24 dni, grupa 3 i 4 otrzymywatzepr30 dni streptomycynw ilosci
odpowiednio 3 i 1 mg, grupa 5 otrzymywata kwas nemy w schemacie dla grupy 2 i dodat-
kowo 2 mg streptomycyny przez 30 dni. Po Zalaeniu eksperymentu, zwieta zostaty
usmiercone a ich organy (ptuca, atroba, sledziona) poddane analizie histopatologicznej. W
grupie 2 i 5, otrzymugcej kwas usninowy, zaobserwowano niewielki spadefgiwiata w po-
rownaniu do pozostatych grup. Najmniejsze zmianyakane rozwojem choroby zaobserwo-
wano u zwierat z grupy 3 i 5, ktére otrzymywaty odpowiednio gti@mycyre w wigkszej
dawce lub kwas usninowy i streptomyeyacznie. Grupa zwiett poddana terapii tylko kwa-
sem usninowym nie wykazata znacego zahamowania p@pu choroby, podobnie jak grupa
Z nizsza dawky streptomycyny [Marshak1950].

5.1.8.2. Aktywn@¢ przeciwgrzybicza

Aktywnos¢ przeciwgrzybicz kwasu usninowego zbadano wobec szeregu szczepow,

bedacych zaréwno patogenami ludzkin€gndida, Aspergillug in.) jak i raslinnymi (Ustila-

go, Phytophthora, Pythium, Alternariain.), a takke wobec gatunkow niepatogenny@®a¢-
charomycesAspergillusi in.). W wiekszaci przypadkéw badano kwas (+)-usninowy [Hanu$
2007, Natt 2004, Perry 1999, Tay 2004, Konig 1999, Correcd@8], jedynie dwie prace do-
tycza aktywndci kwasu (-)-usninowego [Halama 2004, Yilmaz 20@4¢zego jedna poréwnu-
je aktywna¢ obydwu enancjomeréw [Halama 2004]. Obydwa enanejgroharakteryzowaty
sie¢ zréznicowary aktywndcia przeciwgrzybicza wobec wekszaci badanych szczepéw, od
stabej [Naté¢ 2004, Perry 1999, Konig 1999] poprzez umiarkoavgtianus 2007] po wysak
[Yilmaz 2004, Tay 2004]. Kwas (+)-usninowy byt niavny wobecFusarium oxysporum
[Kbnig 1999] i Saccharomyces cerevisig€orreche 1998]. Zaréwno kwas (+), jak i (-)-
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usninowy nie wykazaty aktywrsoi wobecPhytophthora infestan®ythium ultimum Ustilago
maydis[Halama 2004], natomiast wob&andida albicans Candida glabrataenancjomer (-)
byt bardziej aktywny. Warto zauwgc, ze w przypadku tych dwéch szczepd@andida ak-
tywnos¢ kwasu (+)-usninowego, podawana wedtugngiech autoréw, rénita sk znacznie.

Zestawienie aktywniai przeciwgrzybiczej kwasu usninowego przedstawiest w
Tabeli 10.

Tabela 10. Aktywnig przeciwgrzybicza in vitro kwasu usninowego

SZCZEP AKTYWNO SC AKTYWNO SC | CYTOWANIE
(+)-USNINOWY (-)-USNINOWY
Alternaria brassicicola | MIC 32.1 pg/ml - Hanus 2007
Aspergillus flavus MIC 20.1 pg/mi - Hanus 2007
Aspergillus nidulans MIC 14.3 pg/ml - Hanus 2007
Aspergillus niger MIC 5.8 pg/ml - Hanus 2007
IZ5 mm (250 ug) - Nati¢c 2004
Aspergillus ochraceus | MIC 11.3 pg/mi - Hanus 2007
Aspergillus sojae MIC 6.4 pg/ml - Hanus 2007
Candida albicans MIC 21.4 pg/mi - Hanus 2007
IZ1 mm (60 ug) - Perry 1999
MIC 0.002 mM - Tay 2004
- MIC 0.15 pg Yilmaz 2004
Candida glabrata MIC 29.2 pg/mi - Hanus 2007
MIC 0.002 mM - Tay 2004
- MIC 0.15 ug Yilmaz 2004
Candida krusei MIC 30.1 pg/mi - Hanus 2007
Candida tropicalis MIC 20.9 pg/mi - Hanus 2007
Eurotium repens IZ1 mm (50 pg) - Kdnig 1999
Fusarium moniliforme MIC 18.6 pg/mi - Hanus 2007
Fusarium oxysporum na - Kdnig 1999
Mycotypha microspora | 1Z 3 mm (50 ug) - Kdnig 1999
Phytophthora infestans na na Halama 2004
Pythium ultimum na na Halama 2004
Saccharomyces cerevina - Correche 1998
siae
Trichoderma viridae MIC 14.2 pg/mi - Hanus 2007
Trichophyton mentar MIC 18.0 ug/ml - Hanus 2007
grophytes IZ5 mm (60 ug) - Perry 1999
Ustilago maydis na na Halama 2004
Ustilago violacea IZ 1mm (50 pg) - Koénig 1999

MIC — minimalne sfzenie hamujce, 1Z — strefa zahamowani@ — nieaktywny
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5.1.8.3. Aktywn@¢ przeciwwirusowa

Kwas usninowy w nielicznych badaniach wykazat staktywna¢ przeciwwirusovy
wobec wiruséw HSVHerpes simplexypu 1) i PSV1 (wirus polio typul), powoduajponad 4
mm stre¢ zahamowania wzrostu wegeniu 30 pug/dysk, a w przypadku wirusa HSV rovnie
w skezeniu 7.5 pg/dysk [Perry 1999]. W kilku przypadkagisano wptyw kwasu usninowego
na enzymy wirusowe, takie jak integraza czy odwaotranskryptaza, jak rowrrebadano
wplyw tego zwiazku na kwasy nukleinowe mysiego wirusa polyoma.i&tizono,ze kwas
usninowy posiadat stabaktywnag¢ hamujca aktywnaé integrazy wirusa HIV-1warkg ICso
wynosita 126.4 uM [Neamati 1997], natomiast nie &g w s¢zeniu 50 pg/ml aktywnii
hamupcej na odwrota transkryptag wirusa HIV1 [Konig 1999].

W badaniach nad wptywem kwasu usninowego na mysigswpolyoma okrdano je-
go potencjalne interakcje z wirusowym RNA. Mysierfiblasty lini 3T6 transfekowano wiru-
sem polyoma i inkubowano z kwasem usninowym, rozggenym w DMSO, w gsteniach 5 i
10 pg/ml lub w medium bez dodatku kwasu usninowggatrola). Kwas usninowy znagzo
hamowat namnaanie wirusowego DNA juw skzeniu 5 pg/ml. Zaobserwowano rowhjee
po usun¢ciu kwasu usninowego z hodowli, DNA wirusowe nagaia st ponownie. Dodat-
kowo stwierdzonoze kwas usninowy hamuje silnie replika@NA, wyizolowanego z trans-
fekowanych komérek [Campanella 2002].

Jedno doniesienie opisuje badanie wpltywu kwasunasvego, podawanego tacznie z
siarczanem cynku, u 100 pacjentek, ciggpch na infekgj uktadu piciowego wirusem bro-
dawczaka HPV, d&acych po zabiegach chirurgicznych. Pacjentki podrelna trzy grupy:
kontrolm, nie otrzymujca zadnychsrodkOw po leczeniu chirurgicznym, grutrzymupca
dopochwowo kwas usninowy i siarczan cynku przed zpbiegu chirurgicznym oraz trzeci
grupe, otrzymupca te zwhazki tylko po zabiegu. Oceniano stan uszkadwgwotanych wiru-
sem po 1, 2, 3 i 6 miegiach od zabiegu. W obu grupach otrzysgoych kwas usninowy i siar-
czan cynku zaobserwowano lepsze gojerdenabtonka drég rodnych w odniesieniu do grupy
kontrolnej, zjawisko to byto proporcjonalne do ywhjacego czasu. W grupie drugiej, ktorej
podawano oba zwzki przed i po zabiegu, reepitelizacja byta bargeiektywna i obejmowata
krotszy czas w poréwnaniu do grupy trzeciej [Scitpa9].

5.1.8.4. Aktywn@c przeciwpierwotniakowa

Aktywnos¢ przeciwpierwotniakow kwasu usninowego zbadano w warunkach in vitro
wobec Trypanosoma cruziPlasmodium falciparunoraz Leishmania amazonensi$Vobec
ostatniego gatunku aktywgbkwasu usninowego zbadano réwnie vivo, na modelu mysim.

W badaniach in vitro kwas usninowy wykazat hagoaljaktywna¢ na wzrost pierwot-
niakaTrypanosoma cruzBadany zwizek w stzeniach od 5 do 50 pg/ml inkubowano z kolo-
niami pierwotniaka przez 24, 48, 72, 96 i 144 h.aswisninowy hamowat wzro$typanoso-
ma cruzijuz w najnizszym s¢zeniu, jednak lepsze efekty agnicto stosujc stzenia od 10 do
50 pg/ml. Badania ultrastrukturalne z wykorzystammikroskopu elektronowego wskazaty na
znacace uszkodzenia mitochondriow w komoérkach pierwdiowa Ponadto, w komorkach
makrofagow, zakanych pierwotniakami i poddanych dziataniu kwasningwego w sizeniu
40 i 80 pg/ml, zaobserwowano jedynie zmiany w oizgm)i cytoplazmy (wakuolizacja), pod-
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czas gdy pierwotniaki miaty uszkodzone mitochond@anacza toze kwasu usninowy, dzia-
lajac na pierwotniaki, nie uszkadzat w istotny sposdamérek gospodarza [De Carvalho
2005]. Zarowno kwas (+)- jak i (-)-usninowy wykayataly aktywna¢ hamujca wobecPla-
smodium falciparumwartaci ICso wynosity odpowiednio 15.3 i 16.1 uM, podczas guyp-
stancji referencyjnej (chlorochina) 0.089 uM [Véa@007]. W badaniu innych autoréw kwas
usninowy w s¢zeniu 50 pg/ml nie wykazat aktywéa przeciwmalarycznej [Konig 1999].
Kwas (+)-usninowy, izolowany Protousnea malaceavykazat aktywné&¢ wobecLeishmania
amazonensi®/ stzeniu 25 pg/ml [Fournet 1997].

W badaniach in vivo kwas (+)-usninowy wezniu 25 mg/kg masy ciata podawano
myszom, zainfekowanyrbeishmania amazonensidwa razy dziennie przez 15 dni (doustnie),
raz dziennie przez 15 dni (podskdrnie) lub wcpi zastrzykach z 4 dniowymi przerwami bez-
posrednio w zakaone miejsce. Kwas usninowy podawany w zastrzykaerpsrednio w
miejsce zakzenia wykazat znaezy efekt zmniejszafy obszar zakeenia o 43.34% oraz 6
pasaytow o 72.28%, w porownaniu do grupy nie otrzyacej zadnegosrodka. Podawanie
badanego zwizku pozostatymi drogami nie dato efektow [Fourne®1].

5.1.8.5. Aktywn@¢ przeciw owadom i larwom

Nieliczne doniesienia opisupktywna¢ larwobojcz kwasu usninowego, gtdbwnie wo-
bec r@nych gatunkow komaréw, jak rowrigego wptyw na rozwoj rinych postaci owadow.
Badany zwazek wykazywat sila aktywna¢ larwobojcz wobec larw dwoch gatunkow koma-
row [Bomfim 2009, Cetin 2008] jak réwniewobec owadow dalacych szkodnikami rdin
[Emmerich 1993, Sahib 2008]. Dwa badania poréwnaktywnagé kwasu (+)- i1 (-)-
usninowego, w przypadku wptywu na larwy komara abgcenancjomery wykazaty porow-
nywalna aktywné&¢ [Cetin 2008], natomiast wobec lar8podoptera littoraliskwas (-)-
usninowy byt ponad dziegiiokrotnie bardziej aktywny od kwasu (+)-usninowdgonmerich
1993].

Bomfim i wsp. badali wptyw kwasu usninowego, izolmvego zCladonia stellaris na
larwy komaraAedes aegyptwywotujacego gogiczke denga. Kwas usninowy wykazat aktyw-
nos¢ larwobojca, wartags¢ LCso wynosita 6.1-7 ppm [Bomfim 2009]. Cetin i wsp. eXali
aktywna¢ kwasu (+)- i (-)-usninowego wobec larw innego gdiw komaraCulex pipiens
Obydwa enancjomery wykazaty wyspkktywna¢ larwobojca, wartagsci LCso wynosity od-
powiednio 0.9 0.8 ppm [Cetin 2008].

W badaniach Emmericha i wsp. kwas (+)- i (-)-usmigowykazaty aktywné& wobec
larw owada Spodoptera littoralis bedacego szkodnikiem gtinnym. Obydwa enancjomery
powodowatysmiertelng¢ larw oraz wyrane opé&nienie ich wzrostu w efekcie dziatania jako
deterenty pokarmowe. Kwas (-)-usninowy byt znaczbadzie] aktywny od kwasu (+)-
usninowego, wartei LDsy wynosity odpowiednio 8.6 i 90.8 pumol/g suchej m@synmerich
1993].

Sahib i wsp. okrdali aktywnas¢ kwasu (+)-usninowego wobefyleborus fornicatus
owadow pasgytujacych na krzewach herbaamellia sinensisBadany zwizek, dodany do
pozywki w stezeniach 50, 75 i 100 ppm, znacp hamowat wzrost i rozwoj #ych stadiow
owadow, co mge wskazywé na potencjalne zastosowanie kwasu usninowego §exaka
ochrony krzewow herbacianych przed tymi owadamh{$2008].
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5.1.8.6. Aktywngc¢ fitotoksyczna

Wplyw kwasu usninowego na innesliay okreslano zaréwno wobec izolowanych ko-
morek ralinnych glonow i rélin wyzszych, jak i tkanek ginnych, badajc procesy degrada-
cji barwnikow oraz poziom wymiany gazowej [Konig 28 Cardarelli 1997, B&or2010,
Bouaid 1998, Romagni 2000, Latkowska 2006]. Kwasinmsvy wykazywat aktywng fito-
toksyczna wobec komoérek gloné8cenedesmuisTrebouxia [Backor 2010] oraz komérek
Nicotiana[Cardarelli 1997], natomiast nie byt aktywny wolgonu Chlorella [Konig 1999].
W niektorych badaniach kwas (-)-usninowy byt odpedzialny za degradacghlorofilu, pod-
czas gdy enancjomer (+) nie wykazywat tej aktysangRomagni 2000], jednak w innych pra-
cach zaobserwowano taki efekt rownaa kwasu (+)-usninowego [Bouaid 1998, Latkowska
2006, Ba&kor 2010]. Prawdopodobnie zyziany z tym zjawiskiem byt tale efekt ograniczaj
cy wymiarg gazow w roslinach hodowanych w medium z dodatkiem kwasu usmagyn
[Latkowska 2006].

Kwas usninowy w sfzeniach 1-2.5 pg/ml wykazat staby wpltyw pgwotnasé proto-
plastow z komorek dci Nicotiana tabacum aktywndé ta zwekszyta s¢ wyraznie
w wyzszych dawkach badanego zwku, 100-200 pg/ml, ktéry powodowat ponad 968tier-
telnas¢ tych komorek. Zbadano rowmievptyw kwasu usninowego na komornKicotiana ta-
bacumw warunkach hodowli in vitro. Badany zygek hamowat wzrost komorek wegéniach
0.5-1 pg/ml, powoduag zupetne zahamowanie wzrostu wzehiu 5 pg/ml [Cardarelli 1997].

Kwas usninowy w steniu 50 pg/ml nie wykazat aktywsm fitotoksycznej wobec
komorek glonowChlorella fuscgKonig 1999].

Backor i wsp. badali wptyw kwasu (+)-usninowego narkoki glonu Scenedesmus
quadricauda (zyjacego wolno) oraZlrebouxia erici(wyskpujacego zwykle jako fotobiont
porostowy) w warunkach in vitro. Kwas usninowy, pagzczony w acetonie, stosowany byt w
stezeniach 0.01 i 0.1 mg/ml. Zaobserwowate, kwas usninowy znageo hamowat wzrost
komorek Scenedesmupowodujc dodatkowo zwikszenie rozmiaréw komoérek i degradacj
chlorofilu a oraz wzrost aktywioi reaktywnych form tlenu w komorkach glonu. W prag-
ku komorekTrebouxiaefekt fitotoksyczny kwasu usninowego byt znaczmieiejszy, co we-
diug autorow mge wskazywa na adapta¢jtego gatunku do obecfw kwasu usninowego,
nabyt w procesie ewolucji [B&or 2010].

Bouaid i Vincente okrgali wptyw kwasu usninowego na degradachlorofilu in vitro
w lisciach Quercus rotundifolia Zaobserwowanae kwas usninowy dio tatwiej przenika
przez btony chloroplastow, powoduajdegradagj zaréwno chlorofilu a, jak i b, aibadana
rowniez w tym eksperymencie atranoryna. Zjawisko tozmoni&€ znaczenie w przypadku
porostow epifitycznych, wyspujacych na korze drzew i magych w ten sposéb wptywa
niekorzystnie nadcie [Bouaid 1998].

Eksperyment przeprowadzony przez Romagni i wspawmegkna ranice w aktywngaci
fitotoksycznej pomidzy enancjomerami kwasu usninowego. Kwas (-)-usmnpowodowat,
w sposoéb zateny od dawki (0.03-100 puM), blakstie tkanek rélin z rodzajuLactucg Allium
i Cucumis hodowanych in vitro, co bylo zadane z obrieniem ilgci chlorofili i karoteno-
idow w badanych tkankach, podczas gdy kwas (+)agsmy nie wywotywat takiego efektu.
Ponadto stwierdzono zahamowanie aktysenoksydazy porfirynogenowej w obecio kwa-
su (-)-usninowego. Blaketie tkanek pod wptywem kwasu (-)-usninowego wyrokedwniez
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Z nieodwracalnego hamowania dioksygenazy 4-hydfeksiopirogronianowej, co nie mie
W przyszigci znaczenie przy zastosowaniu kwasu (-)-usninowago herbicydu [Romagni
2000].

Latkowska i wsp. okrgali wptyw kwasu (+)-usninowego na poziom wymiargzgwej
(fotosynteza, transpiracja, respiracja) w hydropmmych uprawach szklarniowych pomidora
(Lycopersicon esculentynmKwas usninowy dodawany byt do medium hodowlanégacowe
stezenie wynosito od 0 do 30 pM. U dm hodowanych pod wptywem najgkiszej dawki
kwasu usninowego stwierdzono zahamowanie procdesyfotezy i respiracji odpowiednio na
poziomie 41 i 80%. Ponadto zaobserwowano zmniejsztici chlorofili i karotenoidow w
badanych rdinach odpowiednio o 30 i 35% pod wpltywem napsye] dawki badanego
zwiazku. Transpiracja w &inach hodowanych w ciemsad i w swietle rownie: byta zaha-
mowana w sposob zaley od dawki kwasu usninowego [Latkowska 2006].

5.1.8.7. Dziatanie jako deterent pokarmowy

Pojedyncze doniesienie opisuje potencgjaiole kwasu usninowego jako deterentu po-
karmowego wobec gryzoni. Nybakken i wsp. podawicipy Cladonia arbusculaC. stellaris
i Evernia prunastrinornicom jako pasz Plechy porostow, poddane lub nie poddane wcze-
$niejszej maceracji w acetonie w celu wymyciasck substancji porostowych, podawano
zwierztom w formie nierozdrobnionej lub zmielonej. Uzyskawychgi acetonowe analizo-
wano jakdciowo i ilosciowo. Zaobserwowanag nornice znacznie ¢tniej wybieraty pokarm
0 zmniejszonej zawardoi zwiazkdw porostowych, zwlaszcza w przypadku gatunkowuaej
zawartdci wyjsciowej kwasu usninowegd( stellarig, co mae wskazywa na jego rad jako
srodka zniechcajacego [Nybakken 2010].

5.1.8.8. Aktywngéc¢ antyoksydacyjna

Wiasndci antyoksydacyjne kwasu usninowego badano w kidaledwie pracach, za
pomoa testu DPPH [Kumar 1999], pomiaru wptywu na perakeog lipidow [Toledo Maran-
te 2003] oraz wpltywu na przgwalnas¢ komorek poddanych stresowi oksydacyjnemu w
obecndci kwasu usninowego [Amo de Paz 2010]. Ponadtogstikro rownie: aktywnaé pro-
oksydacyja badanego zwiku. Kwas usninowy nie wykazywat aktywdop antyoksydacyjnej
ani prooksydacyjnej [Toledo Marante 2003, Kumar 99%ednak miat ochronny wptyw na
komorki poddane w jego obecimd stresowi oksydacyjnemu [Amo de Paz 2010]. Wptgi
jednak niekoniecznie musi wynika wtasndgci antyoksydacyjnych badanego zwku

W badaniu przeprowadzonym przez Kumara i Millereedno aktywné¢ prooksy-
dacyjm oraz antyoksydacyjnkwasu usninowego. Badany z@ek nie wykazywat wtasrsoi
prooksydacyjnych w badaniach na modelowych btoriasfolipidowych w s¢zeniach do 200
UM, jak rownie nie posiadat aktywrigi wymiatapcej wolne rodniki ani aktywniei antyok-
sydacyjnej w técie DPPH [Kumar 1999].

W badaniu przeprowadzonym przez Toledo-Marantep. Ws/as usninowy nie wyka-
zat aktywndci antyoksydacyjnej w steniu 100 i 250 uM, w teie polegaijcym na zahamo-
waniu peroksydacji lipidow w homogenacie mézgu sraZToledo Marante 2003].
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Kwas usninowy byt dodawany wegeniach 5, 10, 25 i 50 pg/ml do hodowli ludzkich
komorek glejaka U373 MG i inkubowany przez 24 h.tyguo czasie komorki poddawano dzia-
taniu 1 mM HO, przez 30 minut, w celu wywotania stresu oksydaegp. Jako kontrelsto-
sowano komoérki bez wcgeiejszej inkubacji z kwasem usninowym, poddanesstr oksyda-
cyjnemu.Zywotnasé komarek okrélano nasgpnie metod MTT. Badany zwizek we wszyst-
kich stosowanych steniach wykazat aktywrié protekcyjm wobec komorek poddanych stre-
sowi oksydacyjnemu, zaobserwowano istotny wzroséegywalnasci komérek w odniesieniu
do komorek nie poddanych preinkubacji z kwasemngsmym. Autorzy sugerdjze zjawisko
to maze mig€ potencjalne znaczenie w schorzeniach neurodegenpeyah [Amo de Paz
2010].

5.1.8.9. Dziatanie fotoprotekcyjne

Kwas usninowy zostat réwniezbadany pod d&em potencjalnych wtas§a fotopro-
tekcyjnych, zarobwno w warunkach in vitro na model&omaérkowych poddawanych sveie-
tlaniu promieniowaniem UV-B [Kohlhardt-Floehr 201Rancan 2002], na modelach zwigrz
cych [Fernandez 1996], jak i na zdrowych ochotrikac ktorych porownywano aktywgo
kwasu usninowego chrayta przed wpltywem promieniowania UV z dziataniem kosyke
stosowanego jako filtr przeciwstoneczny [RancanZ00

Kohlhardt-Floehr i wsp. badali wptyw kwasu usmiremgo, izolowanego Xanthopar-
melia farinosa na ludzkie limfocyty linii Jurkat, poddane dziaka promieniowania UV-B.
Komorki byty inkubowane przez 48 h z kwasem usnipmovy stzeniu 1x10°, 1x10°i 1x10*

M, a nastpnie poddawane Baietlaniu promieniowaniem UV-B w dawce 0.02, 0.1 J/cnf.
Jako kontrad stosowano komoérki saietlane, lecz nie inkubowane waéngej z badanym
zwiagzkiem. Przeywalnas¢ komorek okrélano testem z eozyroraz testem XTT. Zaobserwo-
wano,ze komérki poddane preinkubacji z kwasem usninowymtewkach 1x18 i 1x10° wy-
kazywaly zwikszory przezywalnasé pod wptywem niszych dawek UV-B (0.02 i 0.1 J/én

w odniesieniu do komorek nie poddanych preinkubadgitomiast przy wikszych dawkach
naswietlania i wy:szych s¢zeniach kwasu usninowegprzezywalnas¢ komorek malata w sto-
sunku do kontroli. Autorzy sugegyjze swiadczy to o podwajnej roli kwasu usninowego, ktora
ujawnia s¢ w zaleznosci od panujcych warunkéwi moze rownie: swiadczy o jego funkcji
jako antyoksydanta i prooksydanta [Kohlhardt-Flo2®i0].

W badaniach przeprowadzonychsmankach morskich, ktorym fragment ogolonej ské-
ry poddawano dziataniu promieniowania UV B, wykazavysolk aktywna¢ fotoprotekcyja
kwasu usninowego podawanego w&dio2 mg/cni skory — wyliczona warkg czynnika SPF
wynosita 8.0£0.15, podczas gdy standardowyazek wykazat SPF=4.3+0.20. Ponadto zaob-
serwowano stabaktywna¢ kwasu usninowego zapobiegaj przegrzaniu si nawietlanego
fragmentu skory — enice pomédzy temperatur skory w grupie zwierg poddanej traktowa-
niu kwasem usninowym i grupie kontrolnej gy si¢ w granicach 0.81 — 1.3°C dla czasu
naswietlania 20-50 minut [Fernandez 1996].

Badania in vivo aktywngei fotoprotekcyjnej kwasu usninowego przeprowadzoadb
zdrowych ochotnikach. Kwas usninowy wezniu 2.5x1G M rozpuszczono w mieszaninie
glikolu propylenowego i chloroformu (1:1), a ngstie nanoszono na niewielki (12 ©m
fragment skory plecow ochotnikow. Po odparowaniloriormu naniesiony roztwor tworzyt
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cienka warstwe na skoérze, ktar nagwietlano promieniami UV 295-340 nm. Kwas ushinowy
wykazat aktywné¢ poréwnywalna z dziataniem Nivea Sun Spray LSF 5, wyliczanednie
wartasci czynnika UVP (ochrona przed promieniowaniem Wwhnosity odpowiednio 4.1 4.2
[Rancan 2002].

5.1.8.10. Aktywné¢ immunomodulujca

Potencjalne zdolrigi kwasu usninowego podatem wptywu na komorki uktadu od-
pornagciowego zostaty zbadane w eksperymencie in vitrbatfaniach na makrofagach izolo-
wanych z myszy zaobserwowano umiarkowan aktywnd¢ kwasu ushinowego,
w skzeniu 100 pg/ml, stymulaga uwalnianie nadtlenku wodoru i tlenku azotu przeo-
morki. Badany zwjzek stymulowat uwalnianie tlenku azotu wsito 83 umol, podczas gdy
substancja referencyjna (lipopolisacharyischerichia coli w ilosci 65 pmol. W przypadku
stymulowania produkcji nadtlenku wodoru, kwas uemiyp uwalniat 65.68 nmol, podczas gdy
substancja referencyjna (zymosan) 275.41 nmol {3a2004].

5.1.8.11. Aktywné¢ przeciwzapalna i przeciwbolowa

Aktywnos¢ przeciwzapalna kwasu usninowego zostata przebazmavno w warun-
kach in vitro [Jin 2008, Bucar 2004, Kumar 1999k j w modelu zwiergcym [Vijayakumar
2000]. Prace o podobnym charakterze opismptyw przeciwbdllowy i przeciwgaczkowy
[Okuyama 1995] oraz gastroprotekcyjny [Odabaso@l06? kwasu usninowego w badaniach
na zwierztach. Kwas usninowy wykazywat aktywstoporownywalm ze stosowanymi w eks-
perymentach substancjami referencyjnymi.

Bucar i wsp. badali wptyw kwasu usninowego nayakios¢ 12(S-lipooksygenazy
typu ptytkowego in vitro. W zakresieegen od 0-100 pg/ml kwas usninowy nie hamowat ak-
tywnosci badanego enzymu [Bucar 2004]. Kumar i Mulledddawptyw kwasu usninowego
na biosynteg leukotrienu B4 (LTB4) z wieladrzastych leukocytow in vitro. Zwzek ten wy-
kazat staby wptyw hamagy na biosyntez LTB4, wartg¢ 1Cso wynosita 42+2.2 uM, podczas
gdy warta¢ ta dla substancji referencyjnych wynosita 0.4+Qu24 (kwas nordihydrogwajare-
tynowy) oraz 37+4.6 uM (antralina) [Kumar 1999].

W badaniach nad aktywsaa przeciwzapala kwasu usninowego in vitro makrofagi
RAW264.7, stymulowane lipopolisacharydem (LPS) w gaodukcji czynnika martwicy no-
wotworow (TNFe) oraz tlenku azotu (NO), inkubowano z badanymaziiem o s¢zeniu 1,
3,5,10i 20 uM przez 24 h. Kwas ushinowy @gahpoziom TNFe. w sposob zalay od daw-
ki, wartas¢ ICso wynosita 12.8 uM. Dodatkowo przeprowadzona anaRdA wykazata,ze
kwas usninowy hamowat transkryp¢fNF-a. z matrycowego RNA (mMRNA). Badany zek
hamowat take produkag tlenku azotu, wart@ 1Cso wynosita 4.7 uM. Ponadto kwas usninowy
hamowat wyranie syntez enzymu odpowiedzialnego za produktenku azotu (iNOS) oraz
obnizat poziom czynnika transkrypcji N&B [Jin 2008].

W badaniach in vivo kwas usninowy podawano szczuwordawkach 25, 50 i 100
mg/kg masy ciata, z wcgeiej wywotanym ostrym (obkk tapy wywotany karageni) i
przewlektym (test zwitka waty) stanem zapalnym. 8adzwiazek wywotywat zmniejszenie
obrzku tapy we wszystkich dawkach, jednak w najeaej podanej dawce efekt byt poréw-
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nywalny z substangjreferencyja (ibuprofen, 100 mg/kg masy ciata). W przypadkunsta
chronicznego, kwas usninowy zmniejszal m@®wstagcej ziarniny w sposob zaley od
dawki. Aktywnai¢ ta w najwyszej podanej dawce byta rowaiporéwnywalna z substancj
referencyja [Vijayakumar 2000].

Okuyama i wsp. badali aktyw#® przeciwboélovd i przeciwgoaczkowa kwasu ushi-
nowego u myszy. Aktywrig przeciwbdlow badano za pomadestu przeaigania pod wpty-
wem kwasu octowego oraz testiskania ogona. Kwas usninowy podawano doustniew- d
kach 30 i 100 mg/kg masy ciata (aktywstgrzeciwbélowa) oraz 100 i 300 mg/kg masy ciata
(aktywnas¢ przeciwgosaczkowa). Badany zwrek wykazat aktywn& przeciwbolow w obu
podanych dawkach, powodaj zmniejszenie przegjania st zwierzt odpowiednio o 50 i
40%, a take diugotrwaty efekt przeciwbélowy w dee sciskania ogona. Kwas usninowy w
obydwu badanych dawkach miat takefekt przeciwgaczkowy, powodujc spadek tempera-
tury odpowiednio o 1i2.5°C w przagu 4 godzin od podania [Okuyama 1995].

Odabasoglu i wsp. badali dziatanie kwasu usnegaww wywotanym indometacygn
modelu wrzodowzotadka u szczuréw. Kwas usninowy byt podawany doustnaawkach 25,
50, 100 i 200 mg/kg masy ciata, substangferencyja stanowita ranitydyna w dawce 50
mg/kg masy ciata. Po 6 godzinach trwania eksperymenwierzta byly usmiercane i mierzo-
no wielkas¢ obszarow wrzodowych w ickhotadkach. Kwas usninowy wywotywat silny efekt
gastroprotekcyjny, wekszy od substanciji referencyjnej, powagugahamowanie powstawania
wrzoddéw od 80.2 do 96.4 % w odniesieniu do kontfgiupa z indometacy), podczas gdy
ranitydyna hamowata ten proces w 72.7%. Ponadteslakio aktywné¢ katalazy, dysmutazy
ponadtlenkowej, reduktazy glutationowej, mielopanakazy, peroksydazy glutationowej i syn-
tazy tlenku azotu oraz poziom glutationu i stapperoksydacii lipidow w tkankachotadka
zwierzat. Wszystkie dawki kwasu usninowego powodowatyekaranie aktywngci dysmuta-
zy ponadtlenkowej i peroksydazy glutationowej, gpaznosity poziom glutationu w badanych
tkankach, podczas gdy aktywadokatalazy i reduktazy glutationowej zmniejszata pbd
wptywem badanego zazku. Kwas usninowy powodowat rowuiiéstotne zmniejszenie perok-
sydacji lipidow oraz obrenie aktywnéci mieloperoksydazy i syntazy tlenku azotu w bada-
nych tkankach. Autorzy sugesyje znaczcy efekt gastroprotekcyjny kwasu usninowego wy-
nika z jego zdolngi do zmniejszania uszkodzeksydacyjnych i infiltracji neutrofili w bada-
nych tkankacltotadka [Odabasoglu 2006].

5.1.8.12. Wplyw na mknie gtadkie

Badania nad wptywem kwasu usninowego nasme gtadkie przeprowadzone zostaty
w warunkach in vitro, na izolowanych @niach aorty szczura oraz wzdhych mksniach
jelita kretegoswinki morskiej. Kwas usninowy znagzo zmniejszat skurcze géni aorty wy-
wotane chlorkiem potasu i fenylefrynnatomiast miat staby wptyw hamgly na skurcze mt
$ni jelita kretego wywotane tymi substancjami, jak rowniacetylocholin. Sugeruje toze
aktywnai¢ relaksugca kwasu usninowego jest zwana z hamowaniem naptywu jonow wap-
nia przez kanaty wapniowe zlokalizowane w btonachm&rkowych mgsni gtadkich [Mustafa
1995].
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5.1.9. Aktywnd¢ cytotoksyczna i przeciwnowotworowa
5.1.9.1. Aktywn@¢ cytotoksyczna

Kwas usninowy jest intensywnie badanyzalpod lstem aktywndci cytotoksycznej.
Pierwsze doniesienia o jego wptywie na komorki novwamowe pochodg z kaaca lat 70 XX
wieku, kiedy to Kupchan i Kopperman, a rg@stie Takai badali jego aktyws® in vivo w
doswiadczalnie wywotanym nowotworze ptuc [Kupchan 197akai 1979] oraz biataczce
[Takai 1979] u myszy. Co ciekawe, badanymazkiem byt w obydwu przypadkach kwas
(-)-usninowy. Paniejsze badania, przede wszystkim in vitro, dotyay wickszacci przypad-
kow kwasu (+)-usninowego, jedynie kilka prac opisyavaktywnd¢ cytotoksycza kwasu (-)-
usninowego [Bezivin 2004, Koparal 2006, Bazin 20BBarsdottir 2010], z czego trzy ostat-
nie porownywaly aktywn& obu enancjomerow. Aktywrsé ta, przebadana wobec szeregu
nowotworowych linii zwierzcych i ludzkich, a take kilku linii prawidtowych, byta w wgk-
szaci przypadkéw umiarkowana, jednak w niektorych lradeh aktywné¢ ta mae by
okreslona jako wysoka (E§ < 5 pg/ml) [Einarsdottir 2010, Kumar 1999 b, Kristnaisdottir
2005]. Zestawienie aktywsoi cytotoksycznej kwasu usninowego przedstawioseveTabel
11.

Poréwnujc dziatanie obu enanacjomeréw ima zauway¢ wyzsza aktywnaé kwasu
(-)-usninowego, zwtaszcza wobec linii biataczkowywtierzcych i ludzkich, a take ludzkiej
linii nowowtoru prostaty [Bezivin 2004, Bazin 2008V przypadku linii nowotworow piersi
T-47D i MCF7 wyniki nie § jednoznaczne i wskazupa porownywala aktywna¢ obu enan-
cjomeréw [Mayer 2005, Bezivin 2004, Einarsdottirl2)) przewag kwasu (+)-usninowego
[Mayer 2005, Kristmundsdottir2010] lub (-)-usninayee[Bazin 2008, Bezivin 2004]. Aktyw-
nos¢ cytotoksyczna obu enancjomerdw byta poréwnywabvaniez wobec komorek glejaka i
nowotworu trzustki [Bazin 2008, Bezivin 2004].

Kwas usninowy byt aktywny rownilewobec komorek prawidtowych, jednak w wiek$zio
przypadkow byta to aktywrio bardzo niska lub umiarkowana [Koparal 2006, Cdree2004].
Jednak w badaniu Kumara i Millera zaobserwowanoolaysktywnaé antyproliferacyjia
kwasu usninowego wobec prawidtowych keratynocytiw HaCaT (IGo 2.1+0.7 uM), pai-
czory z brakiem wptywu na integraldé@ich bton komérkowych, Wynik ten mie miet jednak
znaczenie w kontgkie schorzé przebiegajcych z nadmierny podziatem komorek naskorka,
np. tuszczycy, atd hamujcy wptyw kwasu usninowego na proliferadgomorek prawidto-
wych w tym przypadku mima uznd za korzystny [Kumar 1999 a]. W innych badaniact na
keratynocytami, kwas usninowy wykazat wysaktywnaé¢ stymulupca gojenie st rany, po-
wstatej poprzez mechaniczne zadrapanie warstwytyweyaytow, rosacych w hodowli kon-
fluentnej. Badany zwizek w stzeniu 2 uM powodowat ponad 300% zamykantepsiwstatej
rany podczas gdy substancja kontrolna (lizat pitRopowodowata 400% efekt. Ponadto,
kwas usninowy w geniu 2 uM silnie (200%) stymulowat migradieratynocytow [Burlando
2009].

W kilku przypadkach badano rowai@ktywna¢ pochodnych kwasu usninowego. Po-
chodne acylohydrazonowe, potone w kompleksy z palladem i mieglaivykazaty aktywnéé
antyproliferacyja wobec komérek nowotworu macicy Hela. Zwki te wykazaty zrénico-
wam aktywna¢, wartasci 1Cso wynosity od 1.8-86 uM (165 kwasu usninowego 14.9 uM),
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przy czym zwazki kompleksowe charakteryzowatye siyzszy aktywndacia niz odpowiadajce
im ligandy, a kompleksy z miedgbytly bardziej aktywne @i kompleksy z palladem [Nati
2004]. Correche i wsp. okilali wptyw kwasu dihydrousninowego oraz dioctanuasw usni-
nowego na limfocyty. Pochodne kwasu usninowego wykaty silniejszy od macierzystego
zwiazku wptyw hamujcy wzrost limfocytow. Aktywné¢ wszystkich trzech zwekdw prze-
wyzszata aktywn& kolchicyny, stosowanej jako kontrola. W kolejnytage eksperymentu
okreslono wptyw badanych zwrzkow na kompleksy DNA z zielepimetylenows. Kwas usni-
nowy nie wykazat wptywu na te kompleksy, co oznaowk jego interakcji z DNA w trakcie
procesu cytotoksycznego. Natomiast pochodne badamegzku powodowaty uwolnienie
zieleni metylenowej z kompleksu z DNA, co sugeragnieznaczne modyfikacje strukturalne
w obrbie czsteczki kwasu usninowego znacznie zmienjago aktywneé¢ cytotoksyczn
[Correche 1998]. Bazin i wsp. okfali wptyw 9 aminowych pochodnych kwasu usninowego
na nowotworowe linie zwieere (biataczka L1210, nowotwor ptuc Lewisa 3LL) dakie
(chroniczna biataczka K-562, nowotwor prostaty Dhilséowotwor piersi MCF7, glejak
U251). Najwysza aktywndacia, przewyszapca znacznie zwizek wygciowy, wykazat s
1,8-diaminooctan kwasu usninowego, wéetdCso wynosity od 2.7+0.8 do 14.1+2.1 uM i
byly zblizone do substancji referencyjnej (etopozyd): 0.5£012.2+0.5 uM, podczas gdy dla
substancji macierzystej ¥gwynosito 19.5+1.6 — 105.4+16 uM [Bazin 2008]. Wepemina-
nych juz pionierskich badaniach Takai i wsp. porownywaliyaknos¢ kwasu (-)-usninowego i
jego kilkunastu pochodnych (hydrazonowe, octanogtekozydowe) wobec linii biataczki
L1210. Kwas usninowy okazalksnajbardziej aktywnym zwrkiem,zadna z jego pochodnych
nie wykazata wyszej aktywnéci cytotoksycznej [Takai 1979].
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Tabela 11. Aktywn& cytotoksyczna kwasu usninowego

LINIA METODA AKTYWNO SC AKTYWNO SC CYTOWANIE
(+)-USNINOWY (-)USNINOWY
3LL MTT ICs023£6.6 UM 1Go 35.1+10.7uM | Bazin 2008
ICsc 12.1ug/ml Bezivin 2004
A2780 MTT 1G,75.942.0 uM - Bakorova 2010
A431 CV, NRU EG: 39uM, 72 uM - Burlando 2009
A549 MTT zywotna¢ 85 % w| zywotnas¢ 100% w| Koparal 2006
stezeniu 25 pg/mb| stezeniu 25 pg/mL
(24h) (24h)
Capan-2 test ze 1C505.3 pg/mL 1Go5.0 pg/mL Einarsdottir 201(
znakowan
tymidyna
Dul45 MTT 1Go57.4+2.1 uM 1Go 45.9£7.0 uM | Bazin 2008
ICsc 15.8 pg/ml Bezivin 2004
H1299 MTT 1Go22.3 uM - Mayer 2005
HaCaT liczenie  pod ICs02.1+0.7 uM - Kumar 1999 a
mikroskopem
kontrastowo-
fazowym
CV, NRU ECsc 35uM, 76 UM | - Burlando 2009
HC'I/'-116 MTT IC50143.1+11.3uM - B&korova 2010
p53"
HC1;-116 MTT ICg0 157.214.0 uM - Bekorova 2010
p53"*
HEC-50 ? 70% zahamowania/w Cardarelli 1997
stezeniu 50 pg/ml
(46h)
HelLa MTT 1Go14.9 uM - Nati¢ 2004
IC5c 178.39.7 uM | - Backorova 2010
HEp-2 MTT 1Gs012.6 pg/mi - Ribeiro-
Costa2004
hepatocyty| LDH ICso 25 pg/ml (8h),| - Correche 2004
szczurze 21 pg/ml (24h)
HL-60 MTT [Cs0 14.310.1 pM - Toledo Marantg
I1C5048.5£9.1 uM - 2003
Backorova 2010
HT-29 MTT 1C5c 99.748.4 uM - Bakorova 2010
Ishikawa ? 90% zahamowania|w Cardarelli 1997
stezeniu 5 pg/mi
(46h)
Jurkat MTT IG¢ 76.3+8.2 uM - Bakorova 2010
K-562 ? 90% zahamowania W Cardarelli 1997
stezeniu 50 pg/mi
(46h)
K-562 MTT 1C5052.848.7 uM 1Go 21.8+£3.8 uM | Bazin 2008
ICsc 8.2 pug/ml Bezivin 2004
KB ? EDy 13 pg/ml - Kdnig 1999
L1210 MTT ICs026.418.5 uM Gy 17.4+1.4 uM | Bazin 2008
ICs0 6 pg/mi Bezivin 2004
Coulter Coun- 95% zahamowaniaTakai 1979
ter w stzeniu 1.4x10
mol/mL (23h)
limfocyty | test ze znakor wysoka aktyw§do | - Correche 1998
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warg tymidy-
Na
MCF7 MTT 1C5018.9 uM - Mayer 2005
IC50105.4+£16uM IC5051.7£7.3 uM Bazin 2008
1Cs5017.8 pg/mi Bezivin 2004
1C5094.6£7.9 UM - Backorova 2010
MDA- MTT 1C5022.3 UM - Mayer 2005
MB-231
MM98 CV, NRU EG¢ 23uM, 64 uM - Burlando 2009
P388 MTT IG¢ 16 pug/mi - Perry 1999
Panc-1 test ze znakoEGCs, 4.3ug/ml - Kristmundsdottir
warg tymidy- 2005
Na
PC-3 test ze znaka-EGs, 8.2pg/ml - Kristmundsdottir
warg tymidy- 2005
Na
SK-BR-3 | MTT 1G5 199.2+18.8uM | - Bé&korova 2010
T-47D test ze ECso 2.9ug/ml - Kristmundsdottir
znakowan IC504.2 pg/mL IC504.0 pg/mL 2005
tymidyna Einarsdottir 2010
U251 MTT 1G5019.5+1.6 uM 1C5019.7+4.6 uM Bazin 2008
- ICsc 6.8 pg/ml Bezivin 2004
U373 MG | MTT zywotnasé - Amo de Paz 2010
82.840.5% w stze-
niu 25 pg/mL
U937 MTT 1G5 14.3£0.1 uM - Toledo Marante
2003
V79 MTT zywotnas¢ 60 % w| zywotnas¢ 90% w| Koparal 2006
stezeniu 25 pg/mL| stezeniu 25 pg/mL
(24h) (24h)

linie zwierzce: biataczka (L1210, P388); nowotwor ptuc Lewish ;3komaorki nabtonkowe ptuc V79

linie ludzkie: nowotwor piersi (T-47D, MCF7,DA-MB-231, SK-BR-3); nowotwor jajnika A2780; nowo
twor trzustki (Panc-1, Capan-2); nowotwér glirubego (HT-29, HCT-116 p83i 7); nowotwér prostaty
(PC-3, Dul45); biataczka (U937, HL-60, K-56@rkht); nowotwor nosogardzieli KB; nowotwor krtatiEp-
2; nowotwor ptuc (A549, H1299); nowotwdr macitiela, Ishikawa, HEC-50); glejak U251; guikziak
U373 MG; mgdzybtoniak MM98; nowotwor sromu A431; keratynocytaCaT
metody: CV — test krystalicznego fioletu; NRUest pobierania czerwieni oktijej; MTT — test redukcji soli

tetrazoliowych

5.1.9.2. Okré&lenie mechanizmu dziatania cytotoksycznego

Nieliczne prace podejmwjpréolke opisania mechanizmu dziatania cytotoksycznego
kwasu usninowego, w wkszaci dotycz one enancjomeru (+) [Correche 2004, Einarsdottir

2010, Koparal 2006, Bezivin 2004, Bazin 2008, Ma3@05, O’Neill 2009, B&orova 2010],

jedno doniesienie poréwnuje dziatanie obydwu eraneyéw [Koparal 2006]. Prace te sku-
piaja si¢ przede wszystkim na oldleniu wptywu kwasu usninowego na stymutapyrocesu
apoptozy [Correche 2004, Einarsdottir 2010, Kopaf4l6, Bezivin 2004, Bazin 2008, Mayer

2005, B&korova 2010], rzadziej nekrozy [Einarsdottir 203@pjedyncze doniesienia mawo
wywotywaniu zmian w mikrotubulach [O’Neill 2009].

Doniesienia na temat stymulacji procesu apoptozgzpkwas usninowyassprzeczne,
dwie spdrdéd cytowanych prac wykazujbrak tego wptywu [Correche 2004, Einarsdottir
2010], natomiast pozostate cztery stwierdzayrazne znamiona zmian apoptotycznych w
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badanych liniach komorkowych [Koparal 2006, Bezi2id04, Bazin 2008, B&orova 2010].
Prace nie wskazage na proapoptotycaraktywnaé¢ kwasu usninowego dotygbada zarOw-
no na komorkach prawidtowych (szczurze hepatocy#g), nowotworowych (ludzkie nowo-
twory piersi i trzustki). Co ciekawe, w pracach wyzapcych i wskazujcych na proces apo-
ptozy pod wptywem badanego zwku zastosowano podobmetodyk (cytometr przepty-
wowy, aktywna¢ kaspazy3, fragmentacjader komorkowych). Wskazywao maze na selek-
tywne dziatanie kwasu usninowego jako stymulatooe@su apoptozy, w zaleosci od rodza-
ju uzytych komoérek i innych czynnikow. Pojawianiez Sragmentacji gder komorkowych,
wzrost aktywnéci kaspazy-3 czy spadek potencjatu bton mitochahaych pod wptywem
badanego zwizku mog wskazyw& nasciezke wewrgtrznag procesu apoptozy, czego jednak
nie potwierdzaja badania Mayera i wsp., nie wykaziwptywu kwasu usninowego na wzrost
poziomu biatek p53 [Mayer 2005].

Correche i wsp.oksétali wptyw kwasu usninowego na stymulagktywnaci kaspazy
3, enzymu pojawiarego s¢ we wczesnych stadiach apoptozy, w szczurzych beyich,
metody DTT. Badano take potencjala fragmentagi DNA w badanych komérkach pod
wplywem kwasu usninowego z wykorzystaniem cytomeirzeptywowego. Badany zwaek
nie wptywat na aktywng kaspazy 3, nie wywotywat rownidragmentacji DNA, co wskazuje
na brak efektu apoptotycznego [Correche 2004].

Einarsdottir i wsp. wykazali aktyws® antyproliferacyja kwasu (+)-usninowego wo-
bec komoérek nowotworu piersi T-47D oraz nowotwarus$tki Capan2 w badaniu na cytome-
trze przeptywowym. Komorki poddane wpltywowi kwassninowego w mniejszym stopniu
wchodzity w faz S cyklu komérkowego, a w jeszcze mniejszym stopniiazg G2/M. Po 24
h inkubacji komérek z 20 pg/mL kwasu usninowegovmgazano procesu apoptozy, z wyko-
rzystaniem metody TUNEL. W kolejnym etapiesdiadczé zbadano wptyw kwasu usnino-
wego w s¢zeniach 5 i 10 pg/mL na wywotywanie nekrozy w baddamkomérkach meted
LDH, po inkubacji przez 24 i 48 h. Nekroza zostedabserwowano jedynie w komérkach Ca-
pan-2, w sposob zaley od dawki i czasu inkubacji. W ostatnim etapieesiono wptyw ba-
danego zwjzku w stzeniach 5i 10 ug/mL na potencjat btonowy mitochadwrobu linii ko-
morkowych. Zaobserwowano wyray spadek potencjatu btonowego pod wplywem kwasu
usninowego, zwlaszcza wegeniu 10 pg/mL, a efekt byt poréwnywalny z substamejeren-
cyjna CCCP [Einarsdottir 2010].

Backorova i wsp. opisali zemicowary odpowied ludzkich komérek nowotworowych
na dziatanie kwasu usninowego. Badania przeprowarpa 4 liniach nowotworowych: jajni-
ka (A2780), jelita grubego (HCT-116 p%3i ), oraz biataczce (HL-60), okiajac wptyw
kwasu usninowego na stymulagrocesu apoptozy z wykorzystaniem cytometru przeqt
wego. Kwas usninowy w dawce 50 i 100 uM powodovedtzymanie komorek w fazie S, w
sposoOb zaleny od czasu inkubacji (48, 72 h), przy czym vweyiejsz odpowied zaobserwo-
wano w przypadku komérek nowotworu jajnika orazdmaki. Linia komorek nowotworu jaj-
nika byta najbardziej podatna na proapoptotycznetalzie kwasu usninowego. Efekt ten zo-
stat potwierdzony ponadto w analizie morfologid¢r komoérkowych, barwionych metpd
DAPI [Backorova 2010].

W badaniach Koparala i wsp. obydwa enancjomery plowaty stymulagj procesu
apoptozy w limfocytach, zwieggych komodrkach nabtonkowych ptuc oraz ludzkich komo
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kach nowotworu ptuc. Kwas (-)-usninowy byt bardzadjtywny (zakres sken 25-30 pg/ml)
niz (+)-usninowy (zakres sten >50 pu/ml) [Koparal 2007].

Wplyw kwasu usninowego na stymulagjrocesu apoptozy w komérkach zwigrych
biataczki L1210, okrdano wstpnie barwac jadra komorkowe barwnikiem Hoechst, a rast
nie okrelajac fazy cyklu komdrkowego za pompcytometru przeptywowego. Komorki inku-
bowane przez 24 i 48 h z badanym azkiem o s¢zeniu 6, 9 i 12 pg/ml, obserwowane pod
mikroskopem fluorescencyjnym wykazywaty zmiany notoii, typowe dla procesu apopto-
zy. kondensagj chromatyny gdrowej, fragmentagj jader komorkowych i tworzenie ciatek
apoptotycznych. llg¢ komoérek apoptotycznych w adych stzeniach kwasu usninowego wy-
nosita odpowiednio 9.6, 14.1144.4% po 24 h i 129.1 i 63.2% po 48 h inkubacji, podczas
gdy etopozyd w steniu 1 pg/ml powodowat pojawieniegadpowiednio 47.4 i 52.7% komo-
rek apoptotycznych. Efekt ten zostat potwierdzonpadaniu na cytometrze przeptywowym:
zaobserwowano dodatkowy pik sub-G1, przed pikiem33(JBezivin 2004].

Kwas (+)-usninowy i jego pochodna dioctanowa zgspazebadane podcatem wywo-
tywania procesu apoptozy w komorkach linii L121@okhas¢ ta byla mierzona poprzez bar-
wienie pder komérkowych barwnikiem Hoechst i obserwacj&rogkopowe wybarwionych
komorek, jak réwnig poprzez pomiar aktywrioi kaspazy-3 w badanych komoérkach. Obydwa
badane zwizki wykazaty zdolné do indukowania apoptozy, w sposob zale od dawki
(kwas usninowy: 17, 26, 35 uM, pochodna: 3, 4.5M etopozyd 1.7 uM) i czasu inkubacji
(24, 48 h), powodudr pojawienie si 30+9 - 3519 % (kwas usninowy) i 356 - 38+10 % +po
chodna) komorek apoptotycznych, podczas gdy etappaywodowat 47+7% komodrek apopto-
tycznych. Po 48 h zmierzono takaktywnd¢ kaspazy-3, markera apoptozy, i zaobserwowano
wzrost aktywnéci pod wptywem obydwu badanych zwkdéw [Bazin 2008].

W komodrkach nowotworowej linii MCF7 okfélano poziom biatek p53 i p21 po
24 h inkubacji z 29 uM steniem kwasu usninowego. Nie zaobserwowano wzrostiomu
badanych biatek pod wptywem kwasu usninowego, pozich byt porownywalny do warun-
kow kontrolnych. Co wicej, nie zaobserwowano réwniésforylacji biatka p53 na fragmen-
cie Serl5, cadwiadczy o braku uszkodzenia DNA w komorkach poddangziataniu kwasu
usninowego. Dodatkowo autorzy zbadali wptyw kwasminowego w stzeniach 3.6, 7.25,
14.5i 29 uM na aktywrnig transkrypcyjma p53 w mysich fibroblastach T22. Nie zaobserwo-
wano istotnego wzrostu transkrypcji biatka pod wydyn badanego zwaaku, w najwyszym
stezeniu wzrost ten wynosit 0.49+0.05, podczas gdy tuirga referencyjna (aktynomycyna
D) w sktzeniu 60 ng/ml, bdaca aktywatorem transkrypcji p53, powodowata wz886+1.51.
Sugeruje to brak wptywu kwasu usninowego na prapeptozy [Mayer 2005].

Jedna zaledwie praca dotyczy wptywu kwasu usninowsgy elementy cytoszkieletu
komoérkowego - mikrotubule. Rola mikrotubul w komadk dotyczy przede wszystkim po-
dziatébw mitotycznych, lecz tak ruchow komoérek i sygnalizacji wewatrzkomorkowej, std
praca ta jest niezwykle istotna, tym bardziema charakter pionierski w badaniach nad ak-
tywnaoscia kwasu usninowego. O’Neill i wsp. badali wptyw kwiassninowego w skeniu 29
UM na mikrotubule w ludzkich komoérkach nowotworiensi MCF7 oraz nowotworu ptuc
H1299. Jako kontrole stosowano taksol (stabiizyjmikrotubule) i winkrystya (hamujca
polimeryzacg mikrotubul). Komorki inkubowano z badanym zwkiem przez 4 i 24 h, a ze
zwigzkami kontrolnymi w sgzeniu 1 pug/ml przez 4 h, a ngshie wybarwiano komorki barw-
nikiem FITC. Nie zaobserwowan@adnych zmian w mikrotubulach w komérkach traktowa-
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nych kwasem usninowym, éwiadczy o braku wptywu tego zwiku na mikrotubule [O’Neill
2009].

Okreslenie potencjalnego mechanizmu wptywu kwasu usnagmwna komaorki nowo-
tworowe wymaga zatem dalszych bada poszerzonym zakresie linii komérkowych.

5.1.9.3. Aktywngé¢ antymitotyczna

Aktywnos¢ antymitotyczna kwasu usninowego byta dlkaea przez rinych autorow z
zastosowaniem test@dlium [Oswiecimska 1980, @viecimska 1987, Grzycka 1979, Huovinen
1989, Oztlirk 1999]. We wszystkich przeprowadzonyataniach kwas (+)-usninowy wykazat
bardzo sila aktywnagé hamujca podziat i wzrost korzeni, w bardzo niskichezgniach
(0.0004%, 100 ppm), aktywhdkwasu (-)-usninowego, opisana w jednym tylko baualamyta
nieco stabsza (0.25, 2.5 ugml). Podobnie wysaktywndacia, co zwhzek macierzysty, cha-
rakteryzowata si s6l sodowa kwasu usninowego [Grzycka 1979].

Oswiecimska i wsp. badali aktyw/é antymitotyczm kwasu usninowego, izolowanego
z Cladonia sylvaticaw tescie Allium. Badany zwizek byt dodawany bezpdnio do wody z
kranu (4 mg/1000ci) albo rozpuszczany w DMSO i rozaizany wod destylowan lub wo-
da kranow, albo gotowany przez 20 minut w wodzie kranowéj {p2-7.4) lub w wodzie de-
stylowanej (doprowadzonej do pH 7.5 przyyciu Ca(OH)). Kwas usninowy dodany bezpo-
srednio do wody z kranu nie wykazywat wptywu haaogigo na wzrost korzewillium, pod-
czas gdy rozpuszczony w DMSO a rpasie w wodzie kranowej powodowat 94.6% zahamo-
wanie wzrostu po 24 h inkubacji weséniu 0.0004%. To samoeggenie kwasu usninowego,
przygotowane z wykorzystaniem wody destylowaneje powodowato inhibicji. Kwas usnhi-
nowy gotowany w wodzie zaréwno kranowej, jak i gsvanej, wykazat silp aktywnaé
hamupjca wzrost korzeniAllium, powodujac odpowiednio 92.4 oraz 98.4% zahamowania w
stezeniu 0.0005%. Autorzy sugenljze kwas usninowy, przygotowany poprzez gotowanie w
wodzie w obecn&i jonéw C&', przechodzi w postabardziej rozpuszczainw wodzie
[Oswiecimska 1987].

Grzycka okréata wptyw kwasu usninowego, izolowanegoRamalina fraxineaa
nastpnie przeprowadzonego w sol sodpwa wzrost korzenhllium. S6l sodowa kwasu usni-
nowego w sizeniu 0.0001% powodowata 62.5% zahamowanie wzrasteeki po 24 h inku-
bacji [Grzycka 1979]. Podobne badanie przeprowaOziliirk i wsp., wykazuc aktywnaé
antymitotyczm kwasu usninowego w geie Allium w dawkach 100, 200 i 300 ppm [Oztiirk
1999] oraz Huovinen i Lampero, obseraqwptyw antymitotyczny kwasu (-)-usninowego w
w tym samym técie przy s¢zeniach 0.25 i 2.5 pgml [Huovinen 1989].

5.1.9.4. Aktywn@&¢ przeciwnowotworowa

Nieliczne badania opisujaktywna¢ kwasu usninowego wobec eksperymentalnie wy-
wotanych nowotworow w modelach zwieych [Kupchan 1975, Takai 1979, Al-Bekairi
1991, Al-Bekairi 1991 a, Ribeiro Costa 2004 ]. Nepeniejsze badania dotygzaktywndaci
kwasu (-)-usninowego [Kupchan 1975, Takai 1979tpmaast paniejsze dotycz enanacjo-
meru (+) [Ribeiro Costa 2004, Al-Bekairi 1991, AeRairi 1991 a]. Kwas (-)-usninowy nie
wywotywat znaczacego wydhienia przeywalnacsci zwierat z wszczepionym nowotworem
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[Kupchan 1975, Takai 1979], natomiast kwas (+)-nemy powodowat wyrane zmniejszenie
guza, nie powodaf jednoczénie zmian w pozostatych, zdrowych organach. Co aek
kwas usninowy podany w postaci mikrokapsutek bydczmie bardziej aktywny od zgwku
podanego w postaci wolnej [Ribeiro Costa 2004]. id@owowanym efektem ubocznym po-
dawania kwasu usninowego zwietam bylo obnkenie proliferacji erytrocytow w szpiku oraz
nieznaczne zmniejszenie poziomu biatek i kwasu RMAvatrobie pod wptywem wysokich
dawek badanego zwaku [Al-Bekairi 1991, Al-Bekairi 1991a].

Kupchan i Kopperman okili aktywnas¢ przeciwnowotworowy kwasu (-)-
usninowego w déwiadczalnie wywotanym nowotworze ptuc Lewisa u mys€was usnino-
wy, podawany w dawkach 20-200 mg/kg masy ciata, atywat zwickszenie przeywalngci
zwierzat 0 13-15% [Kupchan 1975]. Podobnie, kwas (-)-uswiyn podawany dootrzewnowo
myszom z eksperymentalnie wszczepidnataczkh P388 w dawce 100 mg/kg masy ciala
przez 9 kolejnych dni wywotywat wydhenie przeywalndci zwierzt o 14%.Zadna z 18
potsyntetycznych pochodnych kwasu usninowego, @dabych w tym eksperymencie, nie
byta bardziej aktywna [Takai 1979].

Ribeiro Costa i wsp. porownywali aktyw§toprzeciwnowotworow kwasu usninowego
wolnego oraz umieszczonego w mikrokapsutkach u gnyswszczepionym msakiem Sar-
coma 180. Myszom po 24 h od wszczepienia nowotvpmdawano dootrzewnowo badany
zwiagzek, w postaci wolnej lub w mikrokapsutkach, w davild mg/kg masy ciata przez 7 dni.
Po tym czasie zwiegta smiercono, okrdano masg guza oraz analizowano histopatologicznie
organy wewrtrzne (watroba, nerki isledziona). Aktywné¢ przeciwnowotworowa kwasu
usninowego podanego w postaci mikrokapsutek bytaswey nk wolnego zwazku, i wynosita
odpowiednio 63% i 42% zahamowania wzrostu guzali2a&istopatologiczna nie wykazata
zmian w badanych organach wesanych pod wptywenradnej z badanych postaci kwasu
usninowego [Ribeiro-Costa 2004]. Podobne badarmegrowadzone przez Santos i wsp. row-
niez wykazaty zmniejszenie wzrostu guza u myszy podywpi kwasu usninowego podane-
go w formie nanokapsutek, w poréwnaniu do wolnegtazku [Santos 2006].

Kwas usninowy, komercyjnie zakupiony, podawano tliesmyszom w postaci zawie-
siny wodnej w dawce 200 i 100 mg/kg masy ciata3Balniach podawania badanego azku
zwierzta wmiercono i pobrano nasienie oraglija, nasieniowody i ogon r@irza. Badano
liczebnac¢, ruchliwas¢ i morfologie plemnikéw a take kwasy nukleinowe (RNA, DNA) oraz
catkowita ilos¢ protein w pdrach. Kwas usninowy nie spowodowat istotnych stgtyznie
zmian w jakdéci nasienia ani w wadze nadow rozrodczych, nie zmienit rowrdelosci kwa-
séw nukleinowych ani protein w badanych ngiech. Autorzy sugeraj ze maze toswiadczyé
o braku efektow ubocznych kwasu usninowego przy jpgtencjalnym zastosowaniu jako
srodka o dziataniu przeciwnowotworowym [Al-Bekal991].

Ta sama grupa autorow podawata myszom doustnie kgraaowy w dawce 100 i 200
mg/kg masy ciata. Po 24, 48 1 72 h zwigezusmiercano, pobierano szpik i przygotowywano z
niego preparaty mikroskopowe. Obserwacje wskazaholnienie proliferacji polichroma-
tycznych erytrocytow pod wptywem najwgzej dawki kwasu usninowego po 24 h, w pozosta-
tych przypadkach efekt ten nie byt statystycznietisy. Ponadto w pobranychatvtobach okre-
slano zawarté&¢ biatek i kwaséw nukleinowych. Zaobserwowano @bnie poziomu biatek
pod wptywem obu dawek kwasu usninowego jedynie §d4Poziom kwasu RNA byt réw-
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niez obnzony po 24 i 48 h w przypadku obu dawek kwasu usmégm, natomiast poziom
kwasu DNA nie ulegt zmianie [Al-Bekairi 1991 a].

5.1.10. Farmakokinetyka i metabolizm

Bardzo niewiele danych opisuje losy kwasu usninaweg organizmie [Foti 2008,
Krisha 1992, Sundset 2010]. Badania te ograniczgm® eksperymentow in vitro [Foti 2008]
oraz na zwiergach [Krishna 1992, Sundset 2010]. Badania irowiskazuy na wptyw kwa-
su usninowego na niektore podjednostki cytochrodbiOPco mae sk wiazat z potencjalny-
mi interakcjami lekowymi [Foti 2008].Wyniki badawskazuj na stosunkowo dofprbiodo-
stepnasc kwasu usninowego oraz jego wolne wchtanianiezeywodu pokarmowego zwieitz
po podaniu doustnym [Krishna 1992]. Ciekawe bad@niprowadzone przez autoréw nor-
weskich dotyczyly degradacji kwasu usninowego prft@z bakteryjra w przewodzie pokar-
mowym reniferow [Sundset 2010].

Foti i wsp. badali metabolizm kwasu usninowegoitrowv ludzkich hepatocytach oraz
watrobowej frakcji subkomorkowej. Kwas usninowy byetabolizowany do trzech monohy-
droksylowych pochodnych oraz dwdéch koniugatow gtokidowych, za pomacodpowiednio
cytochromu P450 (CYP) 1A2 oraz glukuronozylotraretg urydynodwufosforanu UGT1AL i
UGT1A3. Czas poéitrwania kwasu usninowego w mikrogomwatroby wynosit 19.3+0.58
min. W komorkach hepatocytow kwas usninowy gzehiu 20 UM nie indukowat cytochromu
CYP1A2, CYP2B6 i CYP3A4, w przeciwistwie do substancji referencyjnych, odpowiednio
omeprazolu, fenobarbitalu i rifampicyny. Badany azek byt natomiast stabym inhibitorem
CYP2D6 oraz umiarkowanym inhibitorem CYP2C195¢€® nM) i CYP2C9 (I1Gy=94 nM), a
takze CYP2C8 (IG=1.9 uM) i CYP2C18 (6.3 uM). Wskazyw#o maze na potencjalne po-
wodowanie interakcji kwasu usninowego z innymi lek@-oti 2008].

Krishna i Venkataramana oktali farmakokinetylk kwasu usninowego w badaniach na
krolikach. Zwierztom podawano kwas usninowy weatniach 5 mg/kg masy ciata (@adnie)
lub 20 mg/kg masy ciata (doustnie) i pobierano kreychmiast po podaniu oraz 0.25, 0.5, 1,
2,3,4,6, 8,12, 24, 36 i 48 h po podaniaydloym. W przypadku podania doustnego pobiera-
no krew z pomirgciem czasu 0.25 h od podania, natomiast dodatkaw8, 60 i 72 h po
podaniu. Osocze oddzielano od krwi i analizowamdcibwo pod ktem obecngéci kwasu
usninowego metadHPLC. Analiz prowadzono na kolumnie C18 z odwrogdazy (250x4
mm), z wykorzystaniem fazy ruchomej metanol-bufosféranowy (pH 7.4) 7:3, przy prze-
ptywie 1 ml/min i dtugdci fali detekcji 280 nm. Poziom kwasu ushinowegoosoczu po
podaniu daylnym miat charakter trojwyktadniczy, zZeednim czasem poéitrwania 10.7£4.6 h.
Objetos¢ dystrybucji w kompartmencie centralnym oraz klgesystemowy wynosity odpo-
wiednio 43.9+21.3 ml/kg i 12.2+3.0 ml/h/kg. Po padadoustnym kwas usninowy agat
najwyzsze stzenie w osoczu, réowne 32.5+6.8 pg/ml, wati 12.2+3.8 hSrednia absolutna
biodostpnas¢ badanego zweku po podaniu doustnym wynosita 77.8%. Uzyskanaikvy
sugerua dobiy biodostpnas¢ oraz powolne wchtanianie kwasu usninowego po piodaoust-
nym [Krishna 1992].

Sundset i wsp. okétali metabolizm kwasu usninowego u reniferéw, kamyich przez
4 tygodnie plechamCladonia stellaris zawieragcymi 9.1 mg/g DM kwasu ushinowego.
Dzienna ilé¢ kwasu usninowego w diecie zwigtavynosita 91-117 mg/kg masy ciata. W
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trakcie eksperymentu pobierano probki odchodowaczo a take pozostawiano kontrolne
probki paszy. Po zakozeniu eksperymentu zwieta wmiercono i okrélano ilas¢ kwasu
usninowego w zawaroi przewodu pokarmowego oraz tkankachtraby i nerek, a taie
wczesniej pobranych probkach odchoddéw, moczu i paszya&wsninowy nie zostat znalezio-
ny w prébkach treci przewodu pokarmowego, tkankachtmwby ani nerek, nie wykryto go
rowniez w odchodach i moczu zwietz Autorzy sugerw, ze kwas usninowy zostat poddany
degradacji przez mikroorganizmy w przewodzie pokasym zwierat, co mae wskazywa
na ich zdoln& do unieczynniania potencjalnych zwkow toksycznych [Sundset 2010].

5.1.11. Toksyczni

Toksyczndé¢ kwasu usninowego okilano w laboratoryjnym teie wplywu na jaja
skorupiakaArtemia salina[Bomfim 2009], jak réwnig¢ wobec organizmow zwiegzych, ta-
kich jak gryzonie [Odabasoglu 2006, Abo-Khatwa 2068 owce [Dailey 2008]. Kwas usni-
nowy wykazat diaa toksyczné¢ w stosunku da\rtemia salinalBomfim 2009]. Wobec gryzo-
ni aktywna¢ ta bytla mocno zrnicowana, u szczurow dawka toksyczna przekraczateom
1000 mg/kg, natomiast u myszy wadd Dso wynosita 180 mg/kg [Abo-Khatwa 2005, Oda-
basoglu 2006]. W przypadku owiec, dzienna dawkaoHDiescita sk w przedziale 485-647
mg/kg/ [Dailey 2008].

Toksyczné¢ kwasu usninowego wobec jafirtemia salinaokreslano w técie brine
shrimp. Kwas usninowy wykazat toksycznovobec badanego organizmu, dawkasg@ie-
scita sk w przedziale 5.06-7.76 ppm [Bomfim 2009].

Kwas usninowy, podawany doustnie szczurom, niedbg/itych zwierzt toksyczny w
dawkach 500 i 1000 mg/kg masy ciata. @gbksyczné¢ zaobserwowano dopiero w dawce
2000 mg/kg masy ciata [Odabasoglu 2006]. Abo-Khaitwesp. okrélali toksycznd¢ kwasu
usninowego u myszy. Zwiegtom podawano badany zyzek podskornie w dawkach 80-280
mg/kg masy ciata. Zaobserwowano linpwaleznos¢ pomiedzy $miertelngcia zwierzt a po-
dawarny, dawlky kwasu usninowego, wyliczona waséoLDsy wynosita 180 mg/kg. Z wiroby
zwierzt izolowano ponadto mitochondria, obsergaujv nich rozprzganie oksydacyjne: za-
hamowanie oddychania komoérkowego, hamowanie biegynATP oraz stymulowanie ak-
tywnosci ATPazy [Abo-Khatwa 2005].

Dailey i wsp. badali toksycz§é kwasu (+)-usninowego u owiec, na podstawie wcze-
$niejszych doniesie o smiertelnych przypadkach dndd zwierat, jedzicych niektore gatunki
porostow. Z jednego z tych gatunkdédanthoparmelia chlorochrganvyizolowano kwas usni-
nowy, ktéry nasipnie postayt do bada. Dziewkciu owcom podawano doustnie kwas usni-
nowy w dawkach od 102 do 776 mg/kg masy ciatafdpizez siedem kolejnych dni. U czte-
rech zwierzat nie zaobserwowangadnych objawéw. W dwoch przypadkach zaobserwowano
takie objawy, jak letarg, anoreksja czy symptofmyadczice o zaburzeniach trawiennych, u
zwierzt otrzymupcych dawki kwasu usninowego 647 i 776 mg/kg/tizitonadto, zwiekga
te zmarly niespodziewanie odpowiednio w 6smym dsigm dniu eksperymentu. Po wykona-
niu analiz biochemicznych u tych zwigetzzaobserwowano podniesione poziomy enzymow
watrobowych oraz dehydrogenazy mleczanowej, natonsiektja ciat wykazata uszkodzenia
w migsniach szkieletowych. Dawka EpPmiescita sk w przedziale 485-647 mg/kg/daieAu-

torzy sugery, ze zjedzenie porostow zawiegaych tak dawlke kwasu usninowego w naturze
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jest niemaliwe, ze wzgédu na jego zawargd w roslinie rowna najwyzej kilku procentom,
stad obserwowana toksyczftoporostow z rodzajXanthoparmeliamusi wynika z obecnéci
rowniez innych zwiazkéw [Dailey 2008].

5.1.12. Dziatanie hepatotoksyczne

Sporo opublikowanych doniesielotyczy dziatania hepatotoksycznego kwasu usnino-
wego. Sa to badania prowadzone zaréwno in vitrdyatlpwanych hepatocytach i izolowanych
Z nich mitochondriach [Pramyothin 2004, Han 20044, i na modelach zwiegzych [Pramy-
othin 2004, Joseph 2009, Santos 2006]. Co ciekhegatotoksyczrnigé byta zmniejszona w
przypadku podawania kwasu usninowego w postaci kepsutek [Santos 2006]. Opisano
rowniez kilkanacie przypadkow eizkich uszkodzgé watroby u oséb przyjmacych kwas
usninowy jako suplement diety wspoma@gj odchudzanie, z czego ponad potowa przypad-
kow dotyczy ztaonego preparatu LipoKinetix [Durazo 2004, Sanch@@62 Hsu 2005, Neff
2004, Favreau 2002]. W skfad tego suplementu wdhmikdzy innymi sél sodowa kwasu
usninowego, a ponadto chlorowodorek norefedryngddiyronina, chlorowodorek johimbiny
I kofeina [Favreau 2002], &t okrelenie przyczyn uszkodaewnatroby w tych przypadkach nie
jest jednoznaczne z obedom w nim pochodnej kwasu usninowego. Jednak pozoptaig
padki dotycz zazywania preparatdw zawiergych wyhcznie kwas usninowy [Durazo 2004]
lub preparatow z dodatkiem substancji nie podejergw@h 0 negatywny wpltyw naatvobe
(nasiona soi, L-karnityna, pirogronian wapnia) [&aez 2006, Hsu 2005], co wskazuje na jego
silny wptyw hepatotoksyczny. Zastosowanie kwasuin@mego we wspomaganiu odchudza-
nia wynika najprawdopodobniej z jego aktywaoiorozprzgajacej fosforylacg oksydatywn w
mitochondriach [Han 2004, Durazo 2004], poréwnywalab nawet przewiszapca 2,4-
dinitrofenol, stosowany od lat 30 XX wieku wke w tym celu [Durazo 2004]. Ma to przy-
spiesza tzw. spalanie ttuszczu w organizmie i prow&din efektu utraty wagi.

Badanie wptywu kwasu usninowego (0.01, 0.1 i 1 nmel)zolowane hepatocyty wyka-
zato zwekszone wydzielanie transaminaz (AST, ALT) przekdendrki w sposob zakmy od
dawki, a take nasilenie peroksydaciji lipidow. Efekt ten byt pbdy do dziatania czterochlor-
ku wegla w dawce 10 uM, ktéregazyto jako substancji referencyjnej. Ponadto stwierty,
ze kwas usninowy w dawkach 0.15-6 uM powodowat regganie fosforylacji oksydatywne;j
w izolowanych mitochondriach [Pramyothin 2004]. Bbde badanie przeprowadzit Han i
wsp., okrélajac wptyw kwasu usninowego na mysie hepatocyty woddin vitro oraz na
izolowane z nich mitochondria. Badany znek w dawce 5 UM powodowat 98% nekgdre-
patocytow po 16 h inkubaciji, jednak nie zaobserwamwsymptomow apoptozy. Ponadto zaob-
serwowano rozpkganie fosforylacji oksydatywnej w izolowanych mitmndriach oraz wy-
wotywanie stresu oksydacyjnego pod wptywem kwasunmsvego [Han 2004].

Potencjalne dziatanie hepatotoksyczne kwasu usmgowvzostato przebadane na szczu-
rach, ktorym podawano dootrzewnowo kwas usninowstegeniu 50 i 200 mg/kg masy ciata
dziennie przez 5 dni. Po tym czasie pobrano prébki, w ktérych oznaczano poziom enzy-
mow watrobowych ALAT i ASPAT, natomiast wycinki atroby zwierat badano histopatolo-
gicznie za pomag mikroskopu elektronowego. Nie zaobserwowano igtinstatystycznie
zmian w poziomie enzymowatrobowych, natomiast badanie mikroskopowe wykapaiaki
uszkodzenia hepatocytow, w postaci zabfunwestrukturze mitochondriow oraz retikulum en-
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doplazmatycznego, zwtaszcza w przypadkekazej z podawanych dawek kwasu usninowego
[Pramyothin 2004] .

Myszom z wszczepionym gsakiem (sarcoma-180) podawano kwas usninowy w po-
staci wolnej oraz w formie nanokapsutek. Poza zg@em zmniejszeniem siguza, zaobser-
wowano wyrany spadek aktywri@i hepatotoksycznej kwasu usninowego w przypadku po
dawania go w formie nanokapsutek, w porownaniu dstgci wolnej. Spadek ten wyed sk
zaréwno poprzez mniejsavakuolizacg hepatocytow w analizie histopatologicznej, jakor p
przez wyniki bada biochemicznych. Poziom enzymoévatwobowych ALT i AST byt wyra-
nie nizszy w grupie zwierg otrzymupcych kwas usninowy w postaci nanokapsutek (406+9.45
U/l 1 322.48+32.36 IU/l) nt w przypadku wolnego kwasu usninowego (552+0.82 U/
403.10+32.36 [U/l), co wskazuje na mniejsze uszikadz komorek wtroby przez kwas usni-
nowy w postaci hanokapustek [Santos 2006].

W badaniach Josepha i wsp. kwas usninowy w dawk¢i80 i 600 ppm podawano
myszom wraz z dietprzez 14 dni, a naginie okrélano poziom ekspresji niektérych genéw w
komorkach wvatroby. Zaobserwowano istotny wptyw stymuilcy kwasu usninowego w dawce
600 ppm na ekspresjgenow zwazanych z kompleksami I-1V feucha transportu elektronow
(m.in. Ndufa, Ndufb, mt-Nd, Cox, Uqcrb), a taknadekspresjgenow odpowiadagych za
utlenianie kwasow ttuszczowych (m.in. Acadm, Acadpt, Facl, Hadhb), cykl Krebsa (m.in.
Dist, Idh, Sdhb, Sucla), apoptogm.in. Bax, Bcl2, Bnip, Pdcd) oraz transport bhayom.in.
Aqgp, Scp, Sfxn, Slc, Timm), co wskazuje nagrkdvasu usninowego w rozgganiu potencja-
lu blonowego mitochondriow w hepatocytach i efleégpatotoksyczny [Joseph 2009]

Durazo i wsp. opisygjprzypadek azkiej niewydolndgci watroby i wynikagcego z te-
go przeszczepu nadu u pacjentki stosagej preparat odchudzajy, zawieragcy czysty kwas
usninowy w dawce 500 mg dziennie przez dwa tygoddieprzytomna 28-letnia kobieta zo-
stata przywieziona do szpitala w stanie wymag@an intubacji i nie reagowata na bad bo-
lowe. Przeprowadzone badania laboratoryjne wykapatyad dziegciokrotnie przekroczone
wskazniki enzymow watrobowych ALAT i ASPAT oraz bilirubiny, tomografikomputerowa
mozgu wskazata na rozlany obkz Pacjentka zostata poddana zabiegowi przeszozepo-
by. Analiza usuritej watroby wskazata na prawie trzykrotne zmniejszenjegemiarow, na-
tomiast badanie histologiczne potwierdzito rozleglumarcie tkanek mszowych [Durazo
2004].

Sanchez i wsp. podadwa przypadki ostrej hepatotoksyczciopo trzymiesicznym
zazywaniu wspomagagego odchudzanie suplementu diety UCP-1, zawieggp kwas usni-
nowy, L-karnityre oraz pirogronian wapnia odpowiednio 150 mg, 52birh050 mg na kap-
sutke. Makzenstwo prowadzce klub fitness, 38-letnia kobieta ieptzyzna w tym samym wie-
ku, stosowato 3 kapsuiki preparatu trzy razy dzierwm dwutygodniowych cyklach. W oby-
dwu przypadkach wskaiki enzyméw watrobowych byty znacznie przekroczone (ASPAT: 40-
krotnie u kobiety, 15-krotnie u gnczyzny, ALAT: 40-krotnie u kobiety, 33-krotnie uegttzy-
zny), ponadto kobieta miata kilkunastokrotnie podsapony poziom bilirubiny. W przypadku
pacjentki niezbdny byt zabieg przeszczeputrnoby, ze wzgidu na posipujaca encefalopat
watrobowa. W przypadku jej niza zaobserwowano jedynieegdziowe uszkodzenie atroby,
nie wymagajce przeszczepu. Po zastosowanym leczeniu, wyrikr#oryjne pacjenta wroci-
ty do normy [Sanchez 2006].
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Hsu i wsp. opisali przypadekeekiego uszkodzenia atroby u trzech siostr, zgwaja-
cych srodek wspomagagy odchudzanie, zawiergy kwas usninowy oraz nasiona soi, przez
odpowiednio 2 tygodnie, 1 miesii 3 dni (przerwanie kuracji ze wzglu na objawy grypopo-
dobne). Dwie pierwsze pacjentki miaty znacznie raezone wskaniki enzymow witrobo-
wych (odpowiednio ALAT 10 i 20-krotnie, ASPAT 5 Dikrotnie) oraz bilirubiny. Po odsta-
wieniu preparatu zawiergjego kwas usninowy oraz odpowiednim leczeniu wypi&rwszej z
pacjentek wrécity do normy po 3 miesach. W przypadku drugiej z siéstr, ze weziyl na
rozwijajaca Sie encefalopati watrobowa stopnia 1, brano pod uwadransplantaegj watroby,
jednak zabieg ten ostatecznie nie zostat wykormystee wzgtdu na poprawiacy sk stan
pacjentki. Po 5 miegtach leczenia wyniki pacjentki rownigvrécity do normy [Hsu 2005].

Neff i wsp. opisuje dwa przypadkicgkiego uszkodzenia atroby po stosowaniu zto-
zonego suplementu diety LipoKinetix, pomagago w odchudzaniu i zawiegaggo medzy
innymi sol sodow kwasu usninowego. Dwie 32-letnie kobiety stosowtaty preparat przez 2 i
4 tygodnie. U obu pacjentek zaobserwowano wielolkeoprzekroczone poziomy enzymoéw
watrobowych (ASPAT 30 i 40-krotne, ALAT prawie 40-kne w obu przypadkach) oraz bili-
rubiny (20 i 13-krotne). U pacjentki przyjmagej preparat przez 2 tygodnie konieczny byt
przeszczep wroby, u drugiej z pacjentek zadowalzg wyniki osagnieto po 8 tygodniach
leczenia [Neff 2004].

Podobne siedem przypadkow oséhkzyxeajacych LipoKinetix opisuje Favreau i wsp.
U wszystkich os6b zaobserwowano esiepatotoksyczrie, objawiapca sic bélami brzucha,
wymiotami oraz znacznie podégzonym poziomem enzymowatwobowych i bilirubiny. Pa-
cjenci zaywali preparat przez 10-84 dni. U jednej z pacjerdaobserwowano encefalopati
watrobowg stopnia 2 i poddano zabiegowi transplantacjtraby. U pozostatych pacjentow
powr6t do zdrowia nagpit w przecagu od 2-4 miescy po odstawieniu preparatu i poddaniu
si¢ leczeniu [Favreau 2002].

5.1.13. Wywotywanie alergii kontaktowej

Kwas usninowy zostat przebadany poatekn wywotywania alergii kontaktowej na
podstawie doniesteo takim zjawisku u oséb stogaych kosmetyki lub magych kontakt
zawodowy lub hobbystyczny z ogrodnictwem lubnietwem. Rola kwasu usninowego jako
alergenu zostata w kilku przypadkach potwierdzog@nchi 1997, Mitchell 1972], natomiast
w pozostatych przypadkach byt on jedm wielu substancji maga powodow& uczulenie
[Sheu 2006, Stinchi 1997].

Sheu i wsp. opisali cztery przypadki pacjentoalergn kontaktows, wywotam stoso-
waniem kosmetykow (gtownie dezodorantéw). Po praepdzeniu testow (patch test) wzka
dym z opisywanych przypadkéw wykazano pozytywny wkytestu dla kwasu usninowego
oraz dla kilku innych substancji. Wadnym z badanych przypadkéw kwassninowy nie byt
jedynym maliwym alergenem [Sheu 2006].

Stinchi i wsp. opisali 7 przypadkow pacjentow zrgie kontaktova, u ktorych po prze-
prowadzeniu testow wykazano pozytywny wynik dla Ewaisninowego. W dwoch przypad-
kach kwas usninowy byt jedynym alergenem, jak ustalono padjezajmowali st hobby-
stycznie ogrodnictwem. W kolejnych dwoch przypadkaacjenci rowniz uprawiali ogréd,
jednak kwas usninowy nie byt jedynym zwkiem, ktéry u tych oséb dat wynik pozytywny w
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testach alergicznych. Troje pacjentow nie mieddnego kontaktu z ¢bnami, shd pozytywny
wynik testu dla kwasu usninowego u tych osolzenby zwiazany ze stosowaniem kosmety-
kow zawieragcych ten zwizek [Stinchi 1997].

Mitchell i Armitage opisuyj kilka przypadkéw alergii kontaktowej u drwali igmowni-
kow lesnych. U dwdch z nich testy alergiczne wykazaty pgpeyy wynik dla kwasu usnino-
wego. Zjawisko alergii kontaktowej nasilatae 81 0sob pracapych w lasach starych, nato-
miast byto bardzo rzadkie przy pracy z drzewostameodym, co jest rownoznaczne z bra-
kiem lub niewiellg iloscia porostow wys{pujacych na tych drzewach [Mitchell 1972].
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5.2. Atranoryna

Atranoryna zostata po raz pierwszy wyizolowana V@8 8oku przez Hessego [Dias
2009]. W porownaniu do kwasu usninowego, najbajddadanego metabolitu porostowego,
ilos¢ prac dotyczcych atranoryny jest do mniejsza.

5.2.1. Wiasnéci fizykochemiczne

Atranoryna — jest pochodrB-orcynolu: 3-hydroksy-4-metoksy- (metoksykarbonylo)
2,5-dimetylofenylo ester kwasu 3-formylo-2,4-dihgkisy-6-metylobenzoesowego, o wzorze
sumarycznym gHig0g. syn. kwas atranorynowy, parmelina [Culberson 19éSharyna; para-
depsyd; ester diarylowy; 3,7,4’-trimetyloeter kenofe

CH; HsC  OH

HO CO0 COOCH,

OHC  OH CHj

Rycina 9. Wzér strukturalny atranoryny

Atranoryna jest bezbarwn krystaliczra substang, o temperaturze topnienia 192-
194°C [Podterob 2008] lub 196°C [Culberson 1978kt Xobrze rozpuszczalna we waym
benzenie, chloroformie i ksylenie, stabo rozpuskeave wracym etanolu i eterze dietylo-
wym, natomiast nierozpuszczalna w wodzie, zimnyamelu i zimnym eterze dietylowym
[Podterob 2008]. Do celéw badania aktywriobiologicznej i farmakologicznej in vitro nie-
ktorzy autorzy wskazajna 2-hydroksypropyl@-cyklodekstryr jako optymalny rozpuszczal-
nik [Kristmundsdottir 2005].

W widmie w podczerwieni charakterystycznymi pasmatia atranoryny $ pasma
3450, 1770, 1730, 1650, 1580, 1260 i 1145'dMelo 2008]. W obrazieH-NMR widoczne
sa sygnaty singletowe przyy 2.09, 2.54, 2.68 i 3.98 ppm, odpowiagtg trzem grupom mety-
lowym przy weglach piefcieni aromatycznych oraz grupie metoksylowej. Ckiargstycz-
nych jest take sz&¢ sygnatow singletowych odpowiadaych dwom protonom aromatycz-
nym @y 6.39, 6.51 ppm), protonowi grupy formylowejy(10.35 ppm) oraz trzem grupom
hydroksylowym &y 11.93, 12.49, 12.54 ppm) [Melo 2008, De Carvalb6®. Widmo**C-
NMR atranoryny przedstawia charakterystyczny sygieigrup karbonylowych przy 169.3
I 169.9 ppm, a tate sygnat przyoy 194.1 ppm, wskazagy na grup aldehydow [Nasser
2009].

5.2.2. Biogeneza

Atranoryna wywodzi sl biogenetycznie ze szlaku octanowo-polimalynolowébmbe-
la 2.) Biosynteza atranoryny zostata zaproponowari®65 roku przez Yamazakiego. Zwi
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zek ten powstaje z udziatem octanu oraz mrowczemigst wyjtkiem w poréwnaniu do bio-
syntezy innych depsydow porostowych, np. kwasurlekawvego [Yamazaki 1965]. Schemat
biosyntezy atranoryny przedstawiony jest na Ryc. 10

CcCOoO
GHOSCoA —* cy<
COSCoA

& /)
Y

<

C

ZiCOOH
o o
N

COOH COCH
OH

CHO

\

/
;i:[coom
oo

Rycina 10. Schemat biosyntezy atranofwy Yamazaki 1965]

5.2.3. Rozpowszechnienie wshoaach

Atranoryna wystpuje przede wszystkim w porostach, alezeakostata opisana w
mchach i niektérych &inach wyzszych (Tabela 12). Najegciej wystpuje w rodzajacliCla-
donia Evernig Parmelig PseudevernigStreocaulorczyLecanora

Blanch i wsp. opisali syntezatranoryny w warunkach in vitro przez unieruchaneio
komorki Pseudevernia furfuraceagdzie zrédtem wegla byt dostarczany do ppwki octan
[Blanch 2001].
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Tabela 12. Rozpowszechnienie atary w rglinach

RODZINA RODZAJ CYTOWANIE
POROSTY
Cladoniaceae Baeomyces Culberson 1979
Cladia Perry 1999
Cladina Maia 2002
Melo 2008
Cladonia Culberson 1979
Honda 2010
Yilmaz 2004
Nybakken 2010
Falk 2008
Huneck 2004
Piercey-Normore 2007
Pycnothelia Culberson 1979
Graphidaceae Graphina Culberson 1979
Graphis Culberson 1979
Xylographa Culberson 1979
Lecanoraceae Haematomma Culberson 1979
Lecanora Culberson 1979

Thamnolecania

Millot 2008
Hesbacher 1996
Culberson 1979

Lecideaceae Lecidea Culberson 1979
Mycoblastus Culberson 1979
Pannariaceae Pannaria Culberson 1979
Parmeliaceae Anzia Culberson 1979
Asahinea Culberson 1979

Cavernularia
Cetraria
Cetrelia
Hendrickxia
Hypogymnia

Menegazzia
Parmelia

Parmeliopsis
Parmotrema

Platismatia

Pseudevernia

Krivoshchekova 1983
Culberson 1979
Culberson 1979
Culberson 1979
Culberson 1979
Culberson 1979
Biatonska 2005
Culberson 1979
Nybakken 2010
Krivoshchekova 1983
Kumar 1999 b
Garcia Rowe 1999
Culberson 1979
Santos 2004

Bugni 2009
Culberson 1979
Nybakken 2010
Culberson 1979

Turk 2006
Pertusariaceae Pertusaria Culberson 1979
Ochrolechia Millot 2007
Physciaceae Anaptychia Culberson 1979
Buellia Culberson 1979
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Diploicia
Heterodermia

Millot 2009
Culberson 1979

Physcia Culberson 1979
Rinodina Culberson 1979
Rocellaceae Lepraria Culberson 1979
Sphaerophoraceae Acrocyphus Culberson 1979

Stereocaulaceae

Stereocaulon

Culberson 1979
Konig 1999

Falk 2008
Kristmundsdottir 2005
Ingolfsdottir 1998

Stictaceae Lobaria Nybakken 2010
Pseudocyphellaria Culberson 1979
Teloschistaceae Xanthoria Culberson 1979
Umbilicariaceae Umbilicaria Nybakken 2010
Usneaceae Alectoria Culberson 1979
Evernia Culberson 1979
Nybakken 2010
Legaz 1990
Everniopsis Culberson 1979
Himantormia Culberson 1979
Letharia Culberson 1979
Lethariella Toledo Marante 2003
Ramalina Culberson 1979
Siphula Culberson 1979
Usnea Culberson 1979
Lohezic Le Devehat
2007
MCHY
Neckeraceae Homalia trichomanoides | Wang 2005

Dipterocarpaceae | Hopea sangal Nasser 2009

Ochnaceae Ouratea floribunda De Carvalho 2000
Luxemburgia nobilis De Carvalho 2000 a

Fabaceae Acacia mellifera Mutai 2007

5.2.4. Warunki ekstrakcji, izolacji i identyfikacji

W celu uzyskania atranoryny wykorzystywano jakédta porosty z rinych gatun-
kow, a take mech [Wang 2005] orazdmy wyzsze [De Carvalho 2000,2000 a, Nasser 2009,
Mutai 2007], w postaci sproszkowanej [Lohezic LevBleat 2007, Yilmaz 2004, Turk 2006,
Millot 2008, Garcia Rowe 1999, De Carvalho 2000, @svalho 2000 a, Nasser 2009, Mutai
2007, Wang 2005] lub tylko rozdrobnionej [Krivosle&lova 1983, Melo 2008, Bugni 2009,
Kdnig 1999, Perry 1999, Honda 2010, Santos 2004a802]. Materiat rélinny ekstraho-
wano nhajczsciej w aparacie Soxhleta [Maia 2002, Santos 20@hekic Le Devehat 2007,
Honda 2010, Perry 1999, Millot 2008, Melo 2008, wshchekova 1983, Nasser 2009], sto-
sowano rownig ekstrakag w temperaturze pokojowej, czasem z jednoczesnyyoiem ultra-
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dzwickdw w pocatkowe] fazie ekstrakcji [De Carvalho 2000, De C#mea2000 a, Wang
2005, Garcia Rowe 1999, Turk 2006, Yilmaz 2004lk&idoniesi@ opisuje ekstrakejkla-
syczra, W kolbie pod chtodnigczwrotrm [Konig 1999, Bugni 2009, Mutai 2007]. Jako rozpusz
czalniki wykorzystywano najezciej heksan, chloroform, aceton, eter dietylowudBi 2009,
Krivoshchekova 1983, De Carvalho 2000 a, Turk 200élo 2008, Mutai 2007, Yilmaz 2004,
Garcia Rowe 1999, Maia 2002, Perry 1999, Wang 20@&fko etanol, heptan, dichlorometan
czy octan etylu [Turk 2006, Millot 2008, Konig 1999asser 2009]. W kilku przypadkach wy-
korzystano ekstrakejrozpuszczalnikami nagiujacymi po sobie: chloroform- aceton, hek-
san— eter dietylowy— aceton— metanol— woda, heksar» octan etylu— metanol [Santos
2004, Honda 2010, Lohezic Le Devehat 2007, De Qfaov2000].

Izolacja atranoryny byta prowadzona z zastosowarderomatografii kolumnowej lub
cienkowarstwowej chromatografii preparatywnej,zetu krzemionkowym standardowym lub,
rzadziej, z dodatkiem znacznika fluorescencyjndgdz nazelu Sephadex, w fazach rucho-
mych zestawionych w Tabeli 14. W pojedynczych paedkach wykorzystano preparatyavn
wysokosprawa chromatografi cieczowa HPLC [Mutai 2007, Bugni 2009] lub chromatogeafi
radiacyjry [Nasser 2009]. Gsto atranoryna wypadata jako osad podczas ochtadratia-
gow, byta wowczas poddawany kilkukrotnej rekrygtadiji w celu oczyszczenia [Maia 2002,
Kdnig 1999, Millot 2008, Krivoshchekova 1983]. Ukgsy zwhzek identyfikowano metoda-
mi chromatograficznymi, najegciej TLC poprzez kochromatografz substangjreferencyj-
na, rzadziej HPLC, a tale pomiarem temperatury topnienia czy metodami sakeilimi — IR,
UV, 'H, ¥C-NMR, MS.

Zestawienie warunkow ekstrakcji, izolacji i idenkgcji atranoryny przedstawia Tabela
13. Zestawienie faz ruchomych, wykorzystywanychqgzeg izolacji i identyfikacji atranoryny
przedstawia Tabela 14.
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Tabela 13. Zestawienie warunkow ekstrakcji, igplladentyfikacji atranoryny

MATERIAL EKSTRAKCJA, IZOLACJA IDENTYFI- CYTO-
ROSLINNY ROZPUSZ- KACJA WANIE
CZALNIK
Cladina aparat Soxhleta rozdziat pomgdzy chloro-| TLC, HPLC Maia
dendroides eter dietylowy form i etanol, osad wypada- 2002
jacy podczas ochtadzanja
frakcji etanolowej, rekry-
stalizacja
Parmotrema | aparat Soxhleta CC (SPzel krzemionkowy,| TLC, HPLC,| Santos
tinctorum chloroform MP:gradient heksan-UV, IR, MS, | 2004
—aceton chloroform o wzrastagej | NMR
polarnaci)

Cladonia aparat Soxhleta CC (SPzel krzemionkowy,| TLC, HPLC,| Honda
verticillaris chloroform MP: gradient heksan-acetorJV, IR, MS, | 2010
—aceton 0 wzrastajcej polarndci) NMR
Usnea aparat Soxhleta CC (SP:zel krzemionkowy,| HPLC Lohezic

articulata heksar-eter diety-| MP: heksan- metanol 1:1 Le
sproszkowany| lowy—acetonr- do 0:1; heksan-octan ety- Devehat
metanolwoda lu3:2; heksan-chloroform 2007
1:1)
Cladonia aceton, pTLC (SP: zel krzemion-| temperatura | Yilmaz
foliacea temp.  pokojowa| kowy 60 ks4 MP: toluen-| topnienia, IR | 2004
sproszkowany| ultradzwieki dioksan-lodowaty kwasg
octowy 36:9:1, heksan-eter
dietylowy-kwas mrowkowy
24:8:4)
Cladia aparat Soxhleta | krystalizacja i rekrystaliza- 'H-, "C-NMR | Perry
retipora eter dietylowy cja, CC (SPzel krzemion- 1999
kowy zwyklym lub C-18)
Stereocaulon | w  kolbie  pod| osad wypadafy podczas IR, UV, 'H-, | Kdnig
vesuvianum | chfodnia zwrotr, | ochtadzania wyaigu ¥C-NMR 1999
dichlorometan
Pseudevernia | etanol, aceton, eterpTLC (SP: zel krzemion-| temperatura | Tark
furfuracea dietylowy, chloro-| kowy 60 ks, MP: toluen-| topnienia, IR | 2006
var. furfura-| form kwas octowy 170:30, cy-
cea temp. pokojowa kloheksan-octan etylu
sproszkowany 75:25)
Tephromaela | aparat Soxhleta elucja wycagu acetonitry{ NMR Millot
altra heptan lem, osad wypadagy pod- 2008
sproszkowany czas ochtadzania roztworu
Parmotrema |w  kolbie pod| HPLC (SP: kolumna feny- HPLC Bugni
saccatilobum | chtodnia zwrotr, | lowo-heksylowa, MP: graf 2009
heksan dient od 50% mieszaniny
acetornitryl-woda do 100%
acetonitrylu w cigu 15
minut)
Cladina kalbii | aparat Soxhleta osad wypadapy podczag IR, XRD, *H-, | Melo
chloroform ochtadzania wyegu, CC| **C-NMR 2008
(SP: zel krzemionkowy,
MP: chloroform-heksan
80:20)
Pertusaria aceton CC, pTLC (SP:zel krze-| temperatura | Garcia
albescens, temp. pokojowa mionkowy MP: heksan, topnienia, UV,| Rowe
P. pseudoco heksan-eter etylowy 8:2,MS 1999
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rallina, 5:5 i 2:8, eter etylowy, eter
Parmelia etylowy-aceton 8:2, 5:5 |i
tinctina 2:8, aceton)
Physconia
venusta
sproszkowany
Asahinea aparat Soxhleta osad wypadagy podczag temperatura | Krivoshc-
chrysantha, heksan ochtadzania wyaigu topnienia, *H-, | hekova
A. scolanderi, “C-NMR, MS | 1983
Parmelia
birulae
Homalia eter dietylowy CC (SP:zel krzemionkowy,| *H-, ®"C-NMR | Wang
trichoma- temp. pokojowa MP: eter naftowy-octan 2005
noides etylu (gradient) oraz eter
sproszkowany naftowy-chloroform 100:5)
CC (SP: Sephadex LH-20,
MP:  chloroform-metano
1:1)
Hopea sangal | aparat Soxhleta CC (SP:zel krzemionkowy,| temperatura | Nasser
sproszkowany| octan etylu MP: heksan-octan etylutopnienia, UV,| 2009
(gradient); RC (SP:zel | IR, 'H-, “C-
krzemionkowy); rekrystali{ NMR
zacja z acetonu
Ouratea heksar-octan CC (SP:zel krzemionkowy,| temperatura | De
floribunda etylu—metanol MP: gradient heksan-topnienia, IR, Carvalho
sproszkowany| temp. pokojowa | dichlorometan-metanol) | 'H-, "®*C-NMR | 2000
Luxemburgia | heksan elucja mieszanmp metanol-| temperatura | De
nobilis temp. pokojowa woda 9:1; CC (SP:zel | topnienia Carvalho
sproszkowany krzemionkowy, MP: hek 2000 a
san-chloroform 1:1); rekryr
stalizacja mieszanin hek-
san-octan etylu 1:1
Acacia w  kolbie  pod| CC (SP:zzel krzemionkowy,| 'H-, ®*C-NMR | Mutai
mellifera chitodniay zwrotra, | MP: cykloheksan-octan 2007
sproszkowany| chloroform etylu 75:25 — 70:30); HPLC
(MP:  cykloheksan-octan
etylu 80:20)
CC - chromatografia kolumnowa; pTLC - preparatgwnchromatografia cienkowarstwowa;

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa-R@iromatografia radialna
SP — faza stacjonarna; MP — faza ruchoma
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Tabela 14. Zestawienie faz ruchomych, staesgywh podczas izolacji atranoryny.

faza ruchoma cytowanie
chloroform-heksan 80:20 Melo 2008
chloroform-metanol 1:1 Wang 2005
cykloheksan-octan etylu 70:30 Mutai 2007
cykloheksan-octan etylu 75:25 Turk 2006
Mutai 2007
eter etylowy-aceton 8:2, 5:5i 2:8 Garcia Rowe 1999
eter naftowy-chloroform 100:5 Wang 2005
eter naftowy-octan etylu (gradient); Wang 2005
heksan- metanol 1:1 do 0:1 Lohezic Le Devehat 2007
heksan-aceton o wzrastegj polarndci Honda 2010
heksan-chloroform 1:1 Lohezic Le Devehat 2007
De Carvalho 2000 a
heksan-chloroform o wzrasiagj polarngci Santos 2004
heksan-dichlorometanmetanol (gradient) De Carvalho 2000
heksan-eter dietylowy-kwas mrowkowy 24:8:4 Yilma&0n2
heksan-eter etylowy 8:2, 5:5i 2:8, Garcia Rowea
heksan-octan etylu (gradient) Nasser 2009
heksan-octan etylu 3:2 Lohezic Le Devehat 2007
toluen- kwas octowy 170:30 Tark 2006
toluen-dioksan-lodowaty kwas octowy 36:9:1, Yiln2004

5.2.5. Badania il&ciowe

Analiza ilgsciowa atranoryny w rnych gatunkach byta prowadzona nafciej
z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii zeeej HPLC [Maia 2002, Hesbacher
1996, Bialsiska 2005, Toledo Marante 2003, Nybakken 2010], zizhdnetody densytome-
trycznej [Be Gora 2000, Be Gora 2001]. Pojedynaaee opisyj zastosowanie metody mice-
larnej chromatografii kinetycznej [Falk 2008] czye&trofotometrycznej [Klee 1976]. Zesta-
wienie metod i warunkow przeprowadzania analiz§cimwe] przedstawia Tabela 15.
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Tabela 15. Zestawienie metod i warunkoreprowadzania analizy #oiowe;j
atranoryny

metoda warunki analizy cytowanie
micelarna chromato- kapilara: bare-fused, =50 pm i.dFalk 2008
grafia elektrokineq 1=32.5 cm (24 cm do detektora)
tyczna napkcie +10kV, natzenie ~30 mA
detekcjai=214 nm

HPLC kolumna: G (250x4.6 mm, 10 pm) | Maia 2002
MP: metanol-woda-kwas octowy
80:19.5:0.5
detekcjai= 254 nm.
HPLC kolumna: C18 (125x4 mm) Hesbacher 1996
MP: mieszanina 50% metanolu i 50%

wody (doprowadzonej do pH 2 za
pomoa kwasu o-fosforowego)
liniowym gradiencie od 100% mie-
szaniny do 100% metanolu przez {15
minut, a nagfpnie w warunkach izot
kratycznych przez 5 minut
HPLC kolumna: ODS (4.6x250 mm) Biatonska 2005
MP: mieszanina 1% wodnego roz-
tworu kwasu fosforowego i metanoju
w gradiencie od 75 do 100% metano-
lu w ciagu 15 min detekcjar=254
nm.

HPLC kolumna: C18 Toledo Marante 2003
MP: kwas octowy-woda-metano
0.4:19.6:80.01 0.8:39.2:60.0
temperatura: 25°C
detekcjai=254 nm (uv detektor)
HPLC kolumna: ODS (60x4.6 mm) Nybakken 2006
MP: mieszanina 0.25% roztworuNybakken 2010
kwasu ortofosforowego i 1.5% tetra-
hydrofuranu w wodzie (A) oraz 100%
metanolu (B), w gradiencie patz
kowo 30% B, po 15 minutach wzrost
do 70% B i w kolejnych 15 minutach
do 100% B, nasgpnie izokratycznig
100% B przez 5 minut
temperatura: 25°C

detekcjai=245 nm (diode array)
spektrofotometryczna] UV=250 nm Klee 1976
densytometryczna SPel krzemionkowy 60 fz4 Be Gora 2000,
MP: toluen-octan etylu-kwas mréw-Be Gora 2001
kowy 139:83:8; toluen-kwas octowy
100:15
detekcja2=365 nm
SP — faza stacjonarna; MP — faza ruchoma

=

Zawartg¢ atranoryny w poszczegollnych gatunkach jest trudaaporownaniaze
wzgledu na podawanie ikgi tego zwazku w r&nych jednostkach. Mma jednak przyg, ze
zawartd¢ ta migcita sk w przedziale od 0.0058% Wwephromela altrgHesbacher 1996] do
3.6% wPseudevernia furfuracefKlee 1976]. W obgbie zbadanych gatunkéw z rodz&jla-
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doniazawart@¢ atranoryny migcita sk w granicach od 0.13% do 0.40%Giadonia rangifer-
ina [Falk 2008, Nybakken 2010], natomiast nie zideiktyvano atranoryny vCladonia arbu-
sculai Cladina stellaris[Falk 2008]. Zestawienie zawaétw atranoryny w réonych gatunkach

przedstawia Tabela 16.

Tabela 16. Zestawienie zawaciatranoryny w rénych gatunkach

3.98+0.75 mg/g
30 — 43 mg/ml wyeigu

GATUNEK ILO SC CYTOWANIE
Cetraria glauca 1.1% Klee 1976
Cladina dendroides 55.5 — 72.4% wyagu Maia 2002
Cladina stellaris nd Falk 2008
Cladonia arbuscula nd Falk 2008
Cladonia rangiferina 1.27+0.42 mg/g Falk 2008

Nybakken 2010
Be Gora 2001

Evernia prunastri

7.59+0.48 mg/g

Nybakken 2010

Flavocetaria nivalis nd Falk 2008

Flavocetraria cuculata nd Falk 2008

Hypogymnia physodes | 1.7 - 3.1% Biatonska 2005
1.4% Klee 1976

Lethariella canariensis

6.35 — 50.62% wyagu

Toledo Marante 2003

Parmelia saxatilis

2.14%0.33 mglg

Nybakken 2010

Platismatia glauca

2.62+0.24 mg/g

Nybakken 2010

Pseudevernia furfuracea

3.6%

Klee 1976

Stereocaulon sp.

4.84+1.11 mgl/g

Falk 2008

Tephromela altra

0.58+0.20 — 4.16+0.77 pg/mg

Hesbacher 1996

Umbilicaria spodochroa

5.85+0.47 mg/g

Nybakken 2010

nd-nie wykrywalny
5.2.6. Wptyw czynnikdéw na zawai®atranoryny

W kilku pracach opisano wptyw #dych czynnikbw na zawaré atranoryny w poro-
stach. Badania te prowadzono zaréwno w warunkacthitio [Be Gora 2000, Be Gora 2001,
Nybakken 2006], jak i vsrodowisku naturalnym [Hesbacher 1996, Toledo M&2®03, Bia-
lonska 2005], w zaleosci od okr&lanego czynnika. W warunkach laboratoryjnych materi
roslinny poddawano rivietlaniu swiattem UV o r@nej intensywnéci [Be Gora 2000, Be
Gora 2001]. Okrdano take optymalla por i miejsce zbioru porostéow w celu pozyskania
materiatu 0 najwikszej zawartéci atranoryny [Hesbacher 1996, Toledo Marante 2083¥)
jednej z prac porownano rowaievptyw stopnia zanieczyszczenseodowiska na obecié
badanego zwizku w materiale rdinnym [Be Gora 2001]. Jedna praca dotyczy probyedé&-
nia optymalnego rozpuszczalnika do ekstrakcji atramy z materiatu rdinnego [Maia 2002].
Ciekawe badania przeprowadzono w Szweciji, porogenmgwart@¢ atranoryny w cgsciach
rosliny rozniagcych sg wiekiem [Hesbacher 1996].

a) wptyw promieniowania UV

Be Gora i Fahlset badali fotostabifiéoatranoryny pod wptywendwiatta UV metod
densytometryczn Materiat rglinny (Cladonia rangiferind ekstrahowano acetonem, uzyskane
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wyciagi nanoszono na ptytki chromatograficzne pokrygéem krzemionkowym ze znaczni-
kiem fluorescencyjnym 60 F-254. Plytki rozwijanofazie ruchomej toluen-octan etylu-kwas
mrowkowy 139:83:8, poddawano dwdetlaniu promieniami UV A/B, a naginie analizowano
densytometrycznie przy diugm fali 365 nm (warunki - Tabela 15). Odczyty pralzano po
5, 10,15, 20, 25 i 30 minutach. Zaobserwowat@atranoryna osgata fotostabiln& juz po
uptywie 5 minut. Wynik ten naky uwzgkdniat przy analizie densytometrycznej ghcuzy-
ska wiarygodne wyniki ilgciowe [Be Gora 2000].

Ta sama grupa autorow badatasdowo wptyw ndwietlania promienami UV A
i B na zawarté& atranoryny w plechac@Bladonia rangiferina Wyciagi i warunki analizy den-
sytometrycznej jak powrgj, faza ruchoma toluen-dioksan-kwas octowy 90:2255 Zaobser-
wowano wyrany wzrost ilgci atranoryny w prébkach poddanych dziataniu pronoeania
UV-A o niskiej i wysokiej intensywngei, polaczonemu zdwiattem widzialnym, podczas gdy
probki poddane promieniowaniu UV-B oraginie UV-A i B nie r@nity si¢ istotnie od kon-
troli zawartdcia atranoryny [Be Gora 2001].

Nybakken i wsp. okrgali wptyw naswietlania promieniowaniem UV na stymulacj
syntezy atranoryny Wladonia arbuscula C. rangiferinai C. stellarisw warunkach laborato-
ryjnych. Plechy poddawano przez 4 tygodnigéwiatlaniuswiattem widzialnym (warunki kon-
trolne) przez 18 h dziennieady swiattem widzialnym i dodatkowo UV-B przez 3 h 15mni
Po zakaczeniu eksperymentu materiatliany wysuszono i poddano ekstrakcji acetonem.
Wyciagi analizowano poddtem zawartéci atranoryny metadHPLC (warunki - Tabela 15).
W zadnym z badanych gatunkow poddanych dziataniu UMeBzaobserwowano statystycznie
istotnego wzrostu ikei atranoryny w odniesieniu do warunkéw kontrolnybslybakken 2006].

b) wptyw lokalizacji i pory zbioru

Hesbacher i wsp. okstali zawarta¢ atranoryny w plechachephromela altrazebra-
nych na szwedzkiej wyspie na Baltyku, porowaauijos¢ tego metabolitu w prébkach pobra-
nych z 8 ranych lokalizacji. Wszystkie stanowiska byty niezagone, probki byty pobierane
ze skat, na ktérych ten gatunek wymsije. Zmielony materiat €linny ekstrahowano acetonem
w temperaturze pokojowej. Anatizlosciowa przeprowadzano metgdvysokosprawnej chro-
matografii cieczowej HPLC (warunki - Tabela 15). pkbbkach z rénych lokalizacji zawar-
tos¢ atranoryny wahata siw zakresie od 0.58+0.20 do 4.16+0.77 pg/mg suctasy surowca
[Hesbacher 1996].

Zawartg¢ atranoryny w plechachethariella canarensiszebranych latem i zia byta
okreslona metod HPLC w badaniach Toledo-Marante i wsp. Zaobserwmyarawie dziesk
ciokrotnie wecej atranoryny w probkach zebranych latem (50.62%kstrakcie) w porowna-
niu do zbioru zimowego (6.35% w ekstrakcie) [Tolédarante 2003]

Biatonska i Dayan okrgali wptyw akumulacji metali @zkich na ilg¢ wtornych meta-
bolitow w plechachHypogymnia physodegbieranych w czterech lokalizacjachzm@acych
si¢ stopniem zanieczyszczenieodowiska. Materiat rdinny ekstrahowano trzykrotnie po 15
minut 100% etanolem, z wykorzystaniem ultradt:kow. Analiz prowadzono metadHPLC
(warunki - Tabela 15). Zaobserwowano werlyla zawart@¢ atranoryny w porostach z bada-
nych lokalizacji w zakresie 1.7-3.1%. dtozwiazku wzrastata o 16-36% w material&lnonym
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pobranym z lokalizacji o diym zanieczyszczeniu otowiem, cynkiem i kadmem, mast
zmniejszata siw obecnéci chromu [Biataiska 2005].

c) warunki ekstrakciji

Maia i wsp. okrélali zawart@¢ atranoryny wCladina dendroidesmetod wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej z odwrégdaza (warunki - Tabela 15). Materiat lnny
macerowano w eterze dietylowymnastpnie ekstrahowano kolejno chloroformem oraz ace-
tonem. Najwgksz zawartd¢ tego zwazku zaobserwowano dla wygu eterowego (72.4%) i
chloroformowego (72.2%), najmniejsdla wycagu acetonowego (55.5%) [Maia 2002].

d) wiek raliny

Hesbacher i wsp. okstali zawarta¢ atranoryny w plechachephromela altrazebra-
nych na szwedzkiej wyspie na Baltyku, porowagujos¢ tego metabolitu w tkankach starych,
Z rozwinktymi apotecjami, oraz mtodych, na ktorych nie wykézty sie jeszcze apotecja.
Zmielony materiat rélinny ekstrahowano acetonem w temperaturze pokgjomealize ilo-
sciowa przeprowadzano metgdvysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC (wekiu-
Tabela 15). Nie zaobserwowano istotnycinié w zawartéci atranoryny poneidzy tkankami
starymi i mtodymi [Hesbacher 1996].

5.2.7. Aktywnd¢ biologiczna i farmakologiczna
5.2.7.1. Aktywn@&c¢ przeciwbakteryjna

Aktywnos¢ przeciwbakteryja atranoryny zbadano w warunkach in vitro wobeceger
szczepow bakterii zarowno Gram dodatniBladillus, Listeria, Mycobacterium Staphylococ-
cus Streptococcys jak i Gram ujemnychAeromonasEscherichia Proteus Pseudomonas
Salmonelly. Zestawienie aktywriai przeciwbakteryjnej atranoryny przedstawia Talddla

Atranoryna wykazata zedicowany, od stabej po umiarkowan aktywna¢ przeciw-
bakteryjra wobec zarowno Gram dodatnich, jak i Gram ujemngzteepow. Wobec niekt6-
rych szczepdw aktywré ta byta niekiedy réna, lub wecz przeciwstawna. Szczegoélnie wi-
doczne jest to w przypadiBacillus subtilis w mniejszym stopnidMycobacterium tuberculo-
sisi Staphylococcus aureugdzie wedtug niektorych autoréw badany azek jest nieaktywny
[Perry 1999, Kbnig 1999, Piovano 2002], posiadgwahbs¢ staly [Honda 2010, Yilmaz 2004,
Toledo Marante 2003] lub wysekYilmaz 2004].
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Tabela 17. Aktywsé przeciwbakteryjna atranoryny

SZCZEP AKTYWNO $SC CYTOWANIE
Aeromonas hydrophila MIC 31.2 ug Yilmaz 2004
Bacillus cereus MIC 31.2 ug Yilmaz 2004
Bacillus megaterium na Kdnig 1999
Bacillus subtilis na Perry 1999

MIC 15.6 ug Yilmaz 2004
Escherichia coli na Kdnig 1999

na Piovano 2002
Listeria monocytogenes MIC 15.6 pg Yilmaz 2004
Mycobacterium aurum MIC 250 pg/ml Ingolfsdottir 1998
Mycobacterium tuberculosis | MIC 250 pg/mi Honda 2010

na Kdnig 1999
Proteus vulgaris MIC 62.5 pg Yilmaz 2004
Pseudomonas aeruginosa na Piovano 2002
Salmonella sp. na Piovano 2002
Staphylococcus aureus MIC 500 pug Yilmaz 2004

MIC 512 pg/ml Toledo Marante 2003

na Piovano 2002
Streptococcus faecalis MIC 250 ug Yilmaz 2004

MIC — minimalne stzenie hamujce; 1Z — strefa zahamowaniaa — nieaktywny
5.2.7.2. Aktywn@¢ przeciwgrzybicza

Aktywnos¢ przeciwgrzybicz atranoryny zbadano wobec szeregu szczep@uacich
zaréwno patogenami ludzkimCéndidai in.) jak i raslinnymi (Ustilago, Phytophthora, Py-
thiumi in.), a take wobec gatunkow niepatogenny@a¢charomycesin.). Badany zwizek
w wickszaci opisanych przypadkéw charakteryzowaly Brakiem aktywnéci przeciwgrzy-
biczej. Jedynie wobec szczep@eandidaatranoryna wykazata bardzo stadktywna¢, war-
tos¢ MIC wynosita 500 pg, zarowno d@ albicansjak i C. glabrata[Yilmaz 2004], ché w
badaniach Wanga i wsp. aktywstata byta wysoka (MIC 2 pg) [Wang 2005]. Dodatkowo,
Konig i wsp. opisali bardzo stataktywna¢ atranoryny wobe&urotium repensW tym przy-
padku badany zwrek powodowat 1 mm strefzahamowania wzrostu wegeniu 50 pg
[KOnig 1999]. Zestawienie aktywRoi przeciwgrzybiczej atranoryny przedstawia Taldéla

Tabela 18. Aktywfoprzeciwgrzybicza atranoryny

SZCZEP AKTYWNO SC CYTOWANIE
Aspergillus flavus na Piovano 2002
Aspergillus niger na Piovano 2002
Candida albicans na Perry 1999
MIC 500 pg Yilmaz 2004
MID 2 pg Wang 2005
na Piovano 2002
Candida glabrata MIC 500 ug Yilmaz 2004
Cryptococcus neoformans na Piovano 2002
Epidermophyton floccosum na Piovano 2002
Eurotium repens IZ1 mm (50 ug) Koénig 1999
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Fusarium oxysporum na Kdnig 1999
Microsporum canis na Piovano 2002
Microsporum gypseum na Piovano 2002
Mycotypha microspora na Kdnig 1999
Phytium ultimum na Halama 2004
Phytophthora infestans na Halama 2004
Saccharomyces cerevisiae na Piovano 2002
Trichophyton mentagrophytes na Perry 1999
na Piovano 2002
Trichophyton rubrum na Piovano 2002
Ustilago maydis na Halama 2004
Ustilago violacea na Kdnig 1999

MIC — minimalneegenie hamujce; IZ — strefa zahamowaniaa — nieaktywny
5.2.7.3. Aktywn@¢ przeciwwirusowa

Nieliczne prace dotygzbada nad aktywnécia przeciwwirusow atranoryny. Perry i
wsp. wykazali brak aktywrigi przeciwwirusowej atranoryny wegeniu 60 pg/ml wobec wi-
rusow opryszczki (HSV) i polio (PSV1) in vitro [Rgr1999]. W badaniach nad wptywem
atranoryny na enzymy wirusowe stwierdzone, zwiazek ten posiadat umiarkowamktyw-
nos¢ hamupca integraz wirusa HIV-1, warté¢ 1Cso wynosita 61 uM [Neamati 1997], nato-
miast nie hamowat aktywloi odwrotnej transkryptazy tego wirusa [Konig 1999]

5.2.7.4. Aktywngc¢ fitotoksyczna

Wplyw atranoryny na komaorki innych §iin, jak réwniez na procesy zachosgize w ro-
slinach, opisw zaledwie dwie prace. Bouaid i Vincente alkaé wptyw atranoryny na degra-
dacg chlorofilu in vitro w lisciachQuercus rotundifoliaZaobserwowana,e atranoryna tatwo
przenika przez btony chloroplastoéw, powagugegradaej chlorofilu a i b. Zjawisko to mie
mie¢ znaczenie w przypadku porostow epifitycznych, wysjacych na korze drzew i mag
cych w ten sposéb wptywaniekorzystnie na dcie [Bouaid 1998]. Natomiast w badaniach
Konig i wsp. atranoryna w gteniu 50 pg/ml nie wykazata aktywsoo fitotoksycznej wobec
komorek glonowChlorella fuscgKonig 1999].

5.2.7.5. Dziatanie jako deterent pokarmowy

Nybakken i wsp. badali relatranoryny jako potencjalnego deterentu pokarmoweg
Plechy Cladonia rangiferina Evernia prunastri Parmelia saxatilis Platismatia glaucai
Umbilicaria spodochrogpodawano jako pasanornicom. Plechy porostoéw, poddane lub nie
poddane wczmiejszej maceracji w acetonie w celu wymyciasck substancji porostowych,
podawano zwiekgom w formie nierozdrobnionej lub zmielonej. Uzyskavychgi acetonowe
analizowano jak&iowo i ilosciowo pod kitem obecnéci i zawartdci atranoryny. Nie zaob-
serwowano istotnych gdic w wybieraniu przez nornice pokarmu o zmniejgjarawartdci
zZwiazkow porostowych, céwiadczy o braku dziatania atranoryny jako detergaakarmowe-
go [Nybakken 2010].
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5.2.7.6. Aktywng¢ antyoksydacyjna

Ze wzgkdu na przynatenos¢ do grupy zwazkéw polifenolowych atranoryna byta ba-
dana pod em potencjalnych wtasko antyoksydacyjnych. W dwoch badaniach, opartyeh n
tescie DPPH, atranoryna nie wykazata wlasnavymiatapcych wolne rodniki [Kumar 1999,
Millot 2008]. W innym doniesieniu, zwkek ten charakteryzowatesumiarkowai aktywno-
$cig antyoksydacyjm w stzeniu 100 i 250 uM, powodag 57% zahamowanie peroksydaciji
lipidow w homogenacie mézgu szczura [Toledo Mar@a@@3]. W badaniu przeprowadzonym
przez Kumara i Mullera atranoryna nie wykazywatasmdci prooksydacyjnych w badaniach
na modelowych btonach fosfolipidowych weatniach do 200 uM [Kumar 1999].

5.2.7.7. Aktywné¢ immunomodulujca

Wplyw atranoryny na komorki uktadu odpodetmowego zostat ok&ony w badaniach
in vitro, na makrofagach izolowanych z myszy. Zast®wano bardzo stakaktywna¢ atra-
noryny, w s¢zeniu 100 pg/ml, stymulaga uwalnianie nadtlenku wodoru i tlenku azotu przez
te komorki. Efekt terswiadczy o stabej aktywrsoi immunostymulujcej atranoryny w wa-
runkach in vitro [Santos 2004].

5.2.7.8. Aktywne¢ fotohemolityczna i fotoprotekcyjna

W badaniach Hidalgo i wsp. oktano aktywndé¢ hemolityczra i fotohemolityczma
atranoryny, jak réwnie zwiazkdw o podobnej strukturze ale zawiawdjch atomy chloru —
pannaryny i 1’-chloropannaryny. Atranoryna wz&hiu 12.5 uM powodowata znikamokoto
5%, hemoliz erytrocytow, ktora nie zwkszata s wraz z wydtidaniem czasu inkubacji do
200 minut, natomiast pozostate dwa gzki powodowaty hemolig w stopniu znacgo wigk-
szym. Najbardziej aktywnym zwikiem byta 1’-chloropannaryna. Posmaetlaniu zwiazkow
swiattem UV 366 nm aktywrig hemolityczna atranoryny zmniejszyta sio okoto 2%, nato-
miast aktywné¢ pozostatych dwoch zwzkdéw wzrosta znaco [Hidalgo 1993].

Fernandez i wsp. opisali aktyw§tofotoprotekcyjm atranoryny, zaréwno w warunkach
in vitro, jak i w badaniach na zwiettach. Atranoryna w steniu 10 mM hamowata wkanie
si¢ 8-metoksypsoralenu, zgaku o znanej aktywrigi fotouczulagcej, z ludzlg albumiry o
20%, co sugeruje jej potencjalne zastosowanie gekwony przed nadmiernym promieniowa-
niem UV A [Fernandez 1998].

W badaniach przeprowadzonychdwankach morskich, ktérym fragment ogolonej sko-
ry poddawano dziataniu promieniowania UV B, wykazavysolk aktywna¢ fotoprotekcyja
atranoryny podawanej w #oi 2 mg/cn? skéry — wyliczona warkg czynnika SPF wynosita
6.0£0.15, podczas gdy standardowy azek wykazat SPF=4.3+0.20. Ponadto zaobserwowano
stalm aktywna¢ atranoryny zapobieggja przegrzaniu si nawietlanego fragmentu skory —
réznice pomg¢dzy temperatur skory w grupie zwierg poddanych traktowaniu atranogym
grupie kontrolnej migity si¢ w granicach 0.85 — 1.33°C dla czaséwiatlania 20-50 minut
[Fernandez 1996].
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5.2.7.9. Aktywn@¢ przeciwzapalna i przeciwbolowa

Aktywnos¢ przeciwbolowd i przeciwzapala atranoryny zbadano w warunkach in vitro,
okreslajac wptyw tego zwazku na mediatory stanu zapalnego: cyklooksygedaz? oraz leu-
kotrien B4 [Bugni 2009, Kumar 1999]. W badaniactemaerztach aktywné¢ przeciwbolowa
atranoryny, okrdona za pomag standardowych testéw przegania i obrzku tapy, byta po-
rownywalna lub w¢ksza od kwasu acetylosalicylowego [Maia 2002, V2908].

Atranoryna posiadata aktyw§tohamujca cyklooksygenag 1 i 2, w warunkach in vi-
tro. Przy stzeniu 45 uM atranoryna hamowata COX-1w okoto 509%6GX-2 w okoto 40%,

W sposob proporcjonalny do wzraataggo st¢zenia. Substancija referencyjna (kwas acetylosa-
licylowy) w stezeniu 50 uM hamowata COX-1 w 59% a COX-2 w 42%, matktywnaé
atranoryny byta poréwnywalna. Autorzy wskagzma wykorzystanie tego gatunku porostu w
tradycyjnej medycynie Papui Nowej Gwinei jakmdka o dziataniu przeciwbolowym, ktére
moze by zdeterminowane obecéma atranoryny [Bugni 2009]. Kumar i Miller badali vt
atranoryny na biosyntezleukotrienu B4 (LTB4) z wieladrzastych leukocytéw in vitro.
Zwiazek ten wykazat silny wptyw hamagy na biosyntez LTB4, wartag¢ ICso wynosita 6+0.4
UM, podczas gdy waréé ta dla substancji referencyjnych wynosita 0.4+Qud (kwas nordi-
hydrogwajaretynowy) oraz 37+4.6 uM (antralina) [Kami999].

W badaniach na myszach stwierdzono zaecaktywna¢ przeciwbolow atranoryny.
Myszom podawano dootrzewnowo 1% roztwor kwasu oetmww dawce 10 ml/kg masy cia-
la, oraz w ten sam sposob atranaryw ilosci 25 mg/kg masy ciata. Jako substangferen-
cyjna zastosowano aspirgr(50 mg/kg, i.p.). W t&ie przecigania atranoryna wykazata siln
aktywna¢ zmniejszajca wrazliwo$¢ na bol, lepsg niz substancja referencyjna, powodgtj
zahamowanie przegania st myszy o 87%. Dodatkowo atranoryna nie powodowékte
toksycznego w dawce do 500 mg/kg masy ciata [M@@2P Podobne badanie, z zastosowa-
niem tego samego testu, przeprowadzita Melo i wspdaac myszom doustnie atranorymw
dawkach 100, 200 i 400 mg/kg masy ciata. Kwas ogtovstzeniu 0.85% byt podawany do-
otrzewnowo w iléci 10 ml, substangjreferencyjia (kwas acetylosalicylowy) podawano do-
ustnie w dawce 200 mg/kg masy ciata. Atranorynadvaata przeciganie st myszy o 13.4%,
52.6% i 61.3% w dawce odpowiednio 100, 200 i 40@kapgkwas acetylosalicylowy hamowat
0 69.9%. W kolejnym etapie eksperymentu, zwignn podawano podskoérnie 20 pl 1% roz-
tworu formaliny do prawej tylnej tapy. Atranorynmk rowniez substancja referencyjna, w
dawkach identycznych jak wége przecigania, byly podawane doustnie na 30 minut przed
podaniem formaliny. Efekt byt mierzony po 5 (1 fadal5-30 (druga faza) minutach od
wstrzyknicia formaliny. Atranoryna w pierwszej fazie okazala by¢ stabo aktywna, nato-
miast w drugiej fazie znagzo hamowata odpowigddlowa 0 40.5%, 50.3% i 64.8% w daw-
ce odpowiednio 100, 200 i 400 mg/kg masy ciata.ydkios¢ hamupaca kwasu acetylosalicy-
lowego w drugiej fazie wynosita 69.9% [Melo 2008].

5.2.7.10. Wplyw na minie gtadkie

Badania nad wptywem atranoryny nackmie gtadkie przeprowadzone zostalty w wa-
runkach in vitro, na izolowanych gdniach aorty szczura oraz wzdhych mesniach jelita
kretegoswinki morskiej. Atranoryna stabo zmniejszata skercaicsni aorty wywotane fenyle-
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fryna, natomiast nie wptywata na skurcze pojawdaj st pod wptywem chlorku potasu. W
przypadku mgsni jelita kretego badany zwzek powodowat znaczne zmniejszenie odpowiedzi
fazowej, w przeciwigstwie do tonicznej, mini pod wptywem chlorku potasu, a takwyraz-

nie obniat skurcze wywotane acetylochalinSugeruje taaktywnas¢ relaksugca atranoryny
Zwigzamm z hamowaniem naptywu jonoéw wapnia przez kanaty m@pe, zlokalizowane w
btonach komdérkowych méni gtadkich [Mustafa 1995].

5.2.8. Aktywnd¢ cytotoksyczna

Aktywnos¢ cytotoksyczna atranoryny, przebadana wobec killkwatworowych i
prawidtowych linii zwierzcych i ludzkich, w w¢kszaci przypadkow nie zostata zaobserwo-
wana [Perry 1999, Kumar 1999 a, Kristmundsdott®Z]0Jedynie wobec dwoch ludzkich linii
biataczkowych HL-60 i U937, oraz wobec hepatocy&rezurzych atranoryna wykazata gtab
aktywnas¢ cytotoksyczm, gdzie wartéci 1Cso oscylowaty wokét 100 pg/ml lub uM [Toledo
Marante 2005, Correche 2004]. Zestawienie aktywinoytotoksycznej atranoryny przedsta-
wia Tabela 19.

Zaledwie dwa doniesienia dotyczproby okrélenia mechanizmu dziatania cytotok-
sycznego atranoryny [Correche 2004 ¢Baova 2010]. W obydwu przypadkach wykazano
wplyw atranoryny na stymulagprocesu apoptozy zaréwno ludzkich w komorkach atons-
rowych [Batkorova 2010], jak i prawidtowych szczurzych hepgtach [Correche 2004].

Correche i wsp. okétali wptyw atranoryny na stymulagjaktywndaci kaspazy 3, en-
zZymu pojawiagcego s¢ we wczesnych stadiach apoptozy, metbd T w szczurzych hepato-
cytach. Badany zwrzek wywotywat apoptoz komérek, powoduc umiarkowany wzrost ak-
tywnosci kaspazy 3 o0 109% w stosunku do komorek konti@inyraz zwgkszenie iléci ko-
morek z jdrami apoptotycznymi o 192.4% w stosunku do komdahkirolnych. Warté¢ ob-
liczonego potencjatlu apoptotycznego (API) wynosidpowiednio 2.18 i 3.85 [Correche
2004].

Backorova i wsp. opisali zemicowary odpowied ludzkich komorek (nowotwory jaj-
nika A2780, jelita grubego HCT-116 p%3i ", biataczka HL-60) na dziatanie proapoptotycz-
ne atranoryny. Atranoryna w dawce 100 i 200 uM pdowata zatrzymanie komérek w fazie
S, w sposob zalay od czasu inkubaciji (48, 72 h), przy czym wyrajsz odpowied zaob-
serwowano w przypadku komérek nowotworu jajnikazdogataczki. Linia biataczkowa byta
rowniez najbardziej podatna na proapoptotyczne dziatatr@naryny. Efekt ten zostat po-
twierdzony ponadto w analizie morfologider komorkowych, barwionych metp®API [Ba-
¢korova 2010].

93



Tabela 19. Aktywn& cytotoksyczna atranoryny

LINIA METODA AKTYWNO SC CYTOWANIE
A2780 MTT IG5 197.9+12.0 uM | Bé&korova 2010
BSC-1 - na Perry 1999
HaCaT liczenie pod nha Kumar 1999 a
mikroskopem
HCT-116 p53-/- MTT G 197.5£3.4 uM B&korova 2010
HCT-116 p53+/+| MTT IG. >200 uM Bakorova 2010
HelLa MTT IG¢ >200 uM Ba&korova 2010
hepatocyty LDH ICs0 111 pg/ml (8h), | Correche 2004
szczurze 82 pg/ml (24h)
HL-60 MTT ICsc 83.416.7 UM Toledo Marante 2003
HL-60 MTT ICsc 93.5+£3.8 UM Bakorova 2010
HT-29 MTT I1Csc >200 uM Ba&korova 2010
Jurkat MTT IG¢ 181.6+4.4 uM B&korova 2010
KB ? na Kdnig 1999
MCF-7 MTT 1Csc >200 uM Ba&korova 2010
P388 MTT na Perry 1999
SK-BR-3 MTT IGc >200 uM B&korova 2010
T47D test ze znako-na Kristmundsdottir
wang tymidym 2005
U937 MTT 1G>100 uM Toledo Marante 2003

linie zwiergce: biataczka P388

linie ludzkie: biataczka (HL60, U93Wrkat), nowotwor krtani KB, nowotwor piersi (T47RICF-7,
SK-BR-3), nowotwor jajnika A2780, notwar jelita grubego (HT-29, HCT-116 p53-/- i p533/+
linie prawidtowe: hepatocyty szczurzemorki nerki matpy BS-C-1, ludzkie keratynocyta@GaT
MTT — test redukciji soli tetrazoliowyd_DH - test z dehydrogenamleczanow

na nieaktywny

5.2.9. Wywotywanie alergii kontaktowej

Stinchi i wsp. opisuje 12 przypadkow alergii koritalej na porosty. Po wykonaniu te-
stéw, széciu pacjentow wykazato pozytywrreakcg na atranorye Wsrod tych pacjentow
trzy osoby miaty kontakt z drzewamisteymi i roslinami (farmer, dwéch ogrodnikéw), a u
trzech kolejnych, przy braku kontaktu zlrami, uczulenie pochodzito od stosowanych ko-
smetykow, zawieragych substancje porostowe, w tym atran@rjtinchi 1997].
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5.3. Kwas fumaroprotocetrarowy

Kwas fumaroprotocetarowy zostat wyizolowany po pewszy przez Hessego w roku
1904 [Su 2003]. Jest stabo zbadanym metabolitemmonpego czstej obecnéci w niektorych
gatunkach porostow, w #oiach dochodzych nawet do kilkunastu procent suchej masy, oraz
stosunkowo prostej izolacji z materiatslinonego. Nieliczne doniesienia na temat jego aktyw-
nosci biologicznej i farmakologicznej sugetupe zwhzek ten w wekszaci przypadkow wy-
kazuje stabe dziatanie lub jest nieaktywny.

5.3.1. Wiasnéci fizykochemiczne

Kwas fumaroprotocetrarowy — pochodprarcynolu: wodorofumaran ((7- karboksy-4-
formylo-3,8-dihydroksy-1,6-dimetylo-11-okso-11H-ditizo(b,e)(1,4)dioksepin-9ylo) metylu),
0 wzorze sumarycznym »&H:6012; syn. Kwas fimbriatowy [Culberson 1979]. Bezposia@,
bezbarwna substancja o temperatura topnienia 26022 Culberson 1979]. Wzor strukturalny
kwasu fumaroportocetrarowego przedstawia Rycina 11.

OOCCH=CHCOOH
CH, H,C OH
HO CcCoOo COOH
OHC 0 CH,

Rycina 11. Wzér strukturalny kwasu fumaroprotoaetngego

Zwiazek ten dobrze rozpuszcza wi acetonie, stabiej w metanolu [Pereira 1994hata
w eterze dietylowym, bardzo stabo w chloroformiegii®12002] i w wodzie [Archer 1981]. Do
celéw badania aktywroi biologicznej i farmakologicznej in vitro niektdy autorzy wskazaj
na 2-hydroksypropyl@-cyklodekstryr jako optymalny rozpuszczalnik [Kristmundsdottir
2005].

W obrazie widma'H-NMR kwasu fumaroprotocetrarowego wideharakterystyczne
sygnaly przyoy 2.44 i 2.46 ppm, odpowiadge grupom metylowym w pozycji 8 i 8. Ponadto
widoczne § dwa sygnaty dla protonéw aromatycznych w pozycjach3’ przy é4 6.65 1 6.85
ppm, sygnat dla protonu grupy aldehydowej pgyl0.58 ppm oraz dla protonu grupy karbok-
sylowej przydy 12.50 ppm [Su 2003]. W obrazie widi&-NMR sygnaty przy 21.11 i 14.50
ppm wskazuj na grupy metylowe odpowiednio w pozycji 8 i 8" tomiast przy 191.45 ppm
na grug aldehydowy [Su 2003].

95



5.3.2. Rozpowszechnienie w porostach

Kwas fumaroprotocetrarowy rozpowszechniony jestyoatie w porostach. Jednak Za-
in wykazat,ze niektére gatunkhspergillus(A. flavus A. parasiticusA. ochraceusmog syn-
tezowa in vitro kwas fumaroprotocetrarowy pod wptywem dtai do paywki oliwy z oli-
wek [Zain 2009]. Kwas fumaroprotocetrarowy wysije najczsciej w rodzajachCladonia
Cetraria, Parmeliaa take Usnea

W warunkach in vitro opisano syntekwasu fumaroprotocetrarowego przez unieru-
chomione komorkiCladonia verticillaris z wykorzystaniem dodawanego do padtdodow-
lanego mononukleotydu flawinowego (FMN) i octanorfEaniella 2000].

Zestawienie rodzajow porostowych, w ktorych opisanstpowanie kwasu fumaro-
protocetrarowego przedstawia Tabela 20.

Tabela 20. Rozpowszechnienie kwiaswaroprotocetrarowego w porostach

RODZINA RODZAJ CYTOWANIE

Cladoniaceae Cladonia Culberson 1979
Rankovt 2008

Yilmaz 2004

Santos 2004

Su 2003

Archer 1981

Maia 2002

Nybakken 2010
Piercey-Normore 2007
Spier 2007
Lecideaceae Lecidea Culberson 1979
Stereocaulaceae Stereocaulon Culberson 1979
Kristmundsdottir 2005
Lecanoraceae Lecanora Culberson 1979
Parmeliaceae Cetraria Culberson 1979
Gudjonsdottir 1997
Freysdottir 2008
Parmelia Culberson 1979
Krivoshchekova 1983
Syers 1969
Platismatia Culberson 1979
Usneaceae Alectoria Culberson 1979
Usnea Culberson 1979
Lohezic Le Devehat 2007
Physciaceae Rinodina Culberson 1979
Rocellaceae Dendrographa Culberson 1979

5.3.3. Warunki ekstrakcji, izolacji i identyfikacji

W celu uzyskania kwasu fumaroprotocetrarowego wa§&tywano jakarodta porosty
z r&znych gatunkdéw, w postaci sproszkowanej [Yilmaz 200dhezic Le Devehat 2007, Su
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2003, Bezivin 2004] lub tylko rozdrobnionej [Rank&2008, Santos 2004, Krivoshchekova
1983, Pereira 1994]. Materiatétmny ekstrahowano najegciej w aparacie Soxhleta [Ran-
kovi¢ 2008, Lohezic Le Devehat 2007, Santos 2004, Khghskova 1983, Bezivin 2004],
stosowano rownie ekstrakag w temperaturze pokojowej, czasem z jednoczesnyyciem
ultradzwickOw w pocatkowej fazie ekstrakcji [Yilmaz 2004, Su 2003, Rex€l994, Gertig
1961]. Jako rozpuszczalniki wykorzystywano najckj aceton i metanol [Ranka@v2008,
Su 2003, Yilmaz 2004, Gertig 1961lib wykorzystywano ekstrakgjrozpuszczalnikami na-
stepujacymi po sobie: chloroform— aceton, heksar»> chloroform, heksan— aceton, eter
dietylowy — aceton— metanol, heksan» eter dietylowy— aceton— metanol— woda [Lo-
hezic Le Devehat 2007, Santos 2004, Krivoshchek®&3, Bezivin 2004, Pereira 1994].

Izolacja kwasu furmaroprotocetrarowego byta prowadzz zastosowaniem chromato-
grafii kolumnowej lub cienkowarstwowej chromatogrgfreparatywnej, naelu krzemionko-
wym zwyktym lub z dodatkiem znacznika fluorescenego [Rankovd 2008], w fazach ru-
chomych zestawionych w Tabeli 22. W pojedynczyctypadkach wykorzystano preparatyw-
na wysokosprawa chromatograti cieczova HPLC [Pereira 1994]. Gsto badany zwizek
wypadat jako osad podczas ochtadzania wg@iv, byt wowczas poddawany kilkukrotnej re-
krystalizacji w celu oczyszczenia [Rankév2008, Santos 2004, Su 2003, Krivoshchekova
1983, Bezivin 2004].

Uzyskany zwazek identyfikowano metodami chromatograficznymajczsciej TLC
poprzez kochromatografz substangjreferencyja, rzadziej HPLC, a tale pomiarem tempe-
ratury topnienia czy metodami spektralnymi — IR, ,UM-, **C-NMR, MS.

Zestawienie warunkow ekstrakcji, izolacji i idenkgcji kwasu fumaroprotocetrarowe-
go przedstawia Tabela 21. Zestawienie faz ruchomwgkorzystywanych podczas izolacji i
identyfikacji kwasu fumaroprotocetrarowego przedsaal abela 22.
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Tabela 21. Zestawienie warunkow ekstrakcjilagjp i identyfikacji kwasu

fu rmaroprotocetrarowego

frakcji

MATERIAL EKSTRAKCJA, IZOLACJA IDENTYFI- CYTOWA-
ROSLINNY ROZPUSZ- KACJA NIE
CZALNIK
Cladonia aparat Soxhleta osad wypadagy | 'H-NMR, Bezivin 2004
convoluta heksan-aceton podczas ochtadzania
sproszkowany wyciagu, rekrystali-
zacja z acetonu
Cladonia aparat Soxhleta osad wypadagy | TLC, HPLC, | Santos 2004
verticillaris chloroform—aceton| podczas ochtadzanjagUV, IR, MS,
wyciagu NMR
Usnea aparat Soxhleta CC, pTLC (SP:zel | '"H-NMR, Lohezic Le
articulata heksan-eter diety-| krzemionkowy, MP:| ESIMS, HRE-| Devehat
sproszkowany| lowy—acetonr- heksan- metanol 1:1SIMS 2007
metanol>woda do 0:1; toluen-octam
etylu-kwas  mrow-
kowy 139:83:8)
Cladonia aceton, pTLC (zel krzemion-| TLC, tempera- Yilmaz 2004
foliacea temperatura poko-kowy 60 ks, MP: | tura topnienia
sproszkowany| jowa, ultradwieki | toluen-dioksan- IR
lodowaty kwas
octowy 36:9:1, hek
san-eter dietylowy
kwas mréwkowy
24:8:4)
Parmelia aparat Soxhleta osad wypadagy | temperatura | Krivoshche-
birulae heksan podczas ochtadzaniatopnienia, *H-, | kova 1983
—chloroform wyciagu, krystaliza-| *C-NMR, MS
cja z benzenu
Cladonia fur-| aparat Soxhleta PpTLC (SP:zel krze-| IC, MS, 'H- | Rankovi
cata metanol, aceton mionkowy zwykly i | NMR 2008
Fssq, MP: toluen-
dioksan-kwas octot
wy 90:25:4), rekry-
stalizacja
Cladonia fur-| metanol, elucja: woda~ ben-| temperatura | Su 2003
cata temperatura zyna lekka~octan| topnienia,
sproszkowany| pokojowa etylu, rekrystalizacja TLC, UV, *H-,
mieszanin  chloro- | **C-NMR,
form-metanol 2:1 MS-MS
Usnea fasciat eter dietylowy| RP-HPLC (SP{ HPLC Pereira 1994
ta —aceton» metanol| RP18, MP: metanol;
temperatura poko-woda-kwas octowy
jowa 80:19:0.5, temperaty-
ra 22°C =254 nm)
Cetraria aceton, elucja eterem etylor- Gertig 1961
islandica temperatura wym i acetonem
sproszkowany| pokojowa osad wypadagy
podczas ochtadzania

CC — chromatografia kolumnowa; pTLC - prepanatst chromatografia cienkowarstwowa;
HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczovita-Saza stacjonarna; MP — faza ruchoma
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Tabela 22. Zestawienie faz ruchomych stosowanydezas izolacji i identyfikacji kwasu
fumaroprotocetrarowego

faza ruchoma cytowanie

heksan- methanol 1:1 do 0:1 Lohezic Le Devehat 2007
toluen-octan etylu-kwas mrowkowy 139:83:8 Lohez&cevehat 2007
toluen-dioksan-lodowaty kwas octowy 36:9:1 Yilm&2

heksan-eter dietylowy-kwas mrowkowy 24:8:4 Yilm&02
toluen-dioksan-kwas octowy 90:25:4 Ranko2008

5.3.4. Badania ilciowe

Analiza ilasciowa kwasu fumaroprotocetrarowego wngch gatunkach byla prowa-
dzona wykcznie z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatog@aéiczowej HPLC [Maia
2002, Gudjonsdottir 1997, Freysdottir 2008, Arch®81, Nybakken 2010]. Zestawienie me-
tod i warunkow przeprowadzania analizysdmwej przedstawia Tabela 23.

Zawartg¢ kwasu fumaroprotocetrarowego w poszczegolnychnjaith jest trudna do
poréwnania, ze wzgtlu na podawanie ifgi tego zwiazku w r&nych jednostkach. Mma jed-
nak przyjp¢, ze zawarté¢ ta migcita sk w przedziale od 0.11% Wladonia merochlorophea
[Archer 1981] do 11.5% w Cetraria islandica [Gudjonsdottir  1997].
W obrebie zbadanych gatunkéw z rodz#&jiadoniazawartd¢ kwasu fumaroprotocetrarowego
miescita sk w granicach od 0.11% Wladonia merochlorophedo 5.40% wCladonia subce-
rvicornis ssp. verticillatgArcher 1981]. Warto zauwsc¢, ze znaczna wksza¢ gatunkow, w
ktorych okrgélono ilosciowo zawarté¢ kwasu fumaroprotocetrarowego, naledo rodzaju
Cladonia jedynym wyptkiem jestCetraria islandica zawieragca zreszi wyjatkowo dwo
badanego zwizku. Zestawienie zawado kwasu fumaroprotocetrarowego wznych gatun-
kach przedstawia Tabela 24.
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Tabela 23. Zestawienie warunkow analizydlowej kwasu fumaroprotocetrarowego

MP: mieszanina 0.25% roztworu kwasu ortof

forowego i 1.5% tetrahydrofuranu w wodzie (A)
oraz 100% metanolu (B), w gradiencie pa€z

kowo 30% B, po 15 minutach wzrost do 70%
w kolejnych 15 minutach do 100% B, ngstie
izokratycznie 100% B przez 5 minut
temperatura: 25°C

detekcjai=245 nm (diode array)

METODA WARUNKI ANALIZY CYTOWANIE

HPLC kolumna: G (250x4.6 mm, 10 pm) Maia 2002
MP: metanol-woda-kwas octowy 80:19.5:0.5
detekcjad= 254 nm.

HPLC RP kolumna: RP-8 (250x4 mm I.D., 10 pm) Gudjonsdottir 1997
MP: 90% roztwér acetonitrylu w wodzie z dpFreysdottir 2008
datkiem 1% roztworu 0.03 M kwasu ortofosfo-
rowego
temperatura: 28° C
detekcjai=210 nm

HPLC RP kolumna: RP-8 (250x4 mm I.D., 10 um) Archer 1981
MP: metanol-0.05% wodny roztwor kwasu ma-
lonowego 4:1
detekcjai=255 nm

HPLC kolumna: ODS (60x4.6 mm) Nybakken 2006

pdlybakken 2010

Bi

SP — faza stacjonarna; MP — faza ruchoma

Tabela 24. Zestawienie zawddickwasu fumaroprotocetrarowego wznych gatunkach

GATUNEK ILOSC CYTOWANIE
Cetraria islandica 26.3-115.0 mg/g Gudjonsdottir 1997
sladowe ilcGci Freysdottir 2008
Cladina dendroides 27.5—44.5% wycigu Maia 2002
Cladonia merochlorophea 0.11-0.67% Archer 1981
Cladonia arbuscula 2.13+0.19 mg/g Nybakken 2010
Cladonia chlorophea 0.54-4.14% Archer 1981
Cladonia cryptochlorophea 0.31-2.38% Archer 1981
Cladonia rangiferina 3.20+0.28 mg/g Nybakken 2010
Cladonia subcervicornis ssp. verticillata] 1.18-5.40% Archer 1981
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5.3.5. Wptyw czynnikdéw na zawaddkwasu fumaroprotocetrarowego w porostach

W kilku pracach opisano wptyw zaych czynnikéw na zawaré kwasu fumaroproto-
cetrarowego w porostach [Gudjonsdottir 1997, Mdla22, Freysdottir 2008, Archer 1981]. W
warunkach laboratoryjnych badano wplywsweetlania promieniami UV na stymulacgynte-
zy kwasu fumaroprotocetrarowego w materiale poregio [Nybakken 2006]. Okgtano
optymalne miejsce zbioru porostow w celu pozyskaméeriatu o najwikszej zawartéci ba-
danego zwizku [Gudjonsdottir 1997]. Kilka prac dotyczy probkreslenia optymalnego roz-
puszczalnika do ekstrakcji kwasu fumaroprotocetwagon z materiatu &innego [Maia 2002,
Gudjonsdottir 1997, Freysdottir 2008]. Ciekawe laagrzeprowadzit Archer, poréwrag
zawarté¢ kwasu fumaroprotocetrarowego wznych czsciach podecjow [Archer 1981].

a) wptyw promieniowania UV

Nybakken i wsp. okrgali wptyw naswietlania promieniowaniem UV na stymulacj
syntezy kwasu fumaroprotocetrarowegd¥adonia arbuscula C. rangiferinai C. stellarisw
warunkach laboratoryjnych. Plechy poddawano przeygédnie nawietlaniu swiattem wi-
dzialnym (warunki kontrolne) przez 18 h dzienniaddswiattem widzialnym i dodatkowo
UV-B przez 3 h 15 min. Po zakozeniu eksperymentu materiakliany wysuszono i poddano
ekstrakcji acetonem. Wygi analizowano pod gtem zawartéci kwasu fumaroprotocetaro-
wego metod HPLC (warunki - Tabela 23). \Wadnym z badanych gatunkow poddanych dzia-
taniu UV-B nie zaobserwowano statystycznie istotnegrostu ildci kwasu fumaroprotoce-
trarowego w odniesieniu do warunkéw kontrolnych Ipligkken 2006].

b) wptyw lokalizacji zbioru

Gudjonsdottir i Ingolfsdottir ok&aty metody wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej zawarté¢ kwasu fumaroprotocetrarowego w préobkacétraria islandica zbieranych w
17 r@nych lokalizacjach na Islandii (rejon pétnocnowsthip potnocnozachodni, wschodni,
potudniowy i zachodni). Materiat §bnny zostat wysuszony i sproszkowany, a ppsie eks-
trahowany acetonem w aparacie SoxhletacZatyone do sucha ekstrakty byty rozpuszczane
w fazie ruchomej (warunki - Tabela 23.). Wykonanaylwa wzorcowa w zakresie¢gen
0.220-1.1 pg/ml miata przebieg liniowy, a wspotaajnkorelacji wynosit 0.9965. Zawaro
kwasu fumaroprotocetarowego (Rt=2.3 min) w badamprdivkach wahata sw zakresie 26.3-
115.0 mg/g, w zalaosci od lokalizacji. Najwyszy zawarté¢ badanego zweku zaobserwo-
wano w probkach pochoglzych z lokalizacji potudniowep najnisz z potnocnowschodniej.
Warto jednak zauwg¢, ze w innej probce surowca z tej samej, potudniowkalizacji ilos¢
badanego zwzku byta trzykrotnie rmisza (33.3 mg/g). Wyniki nie pozwolity autorom na-wy
ciagniecie wnioskéw dotycacych zaleénosci pomigdzy zawartécia badanego zwezku a geo-
graficznym potaeniem miejsca zbioru. Z jednej z lokalizacji zelwramateriat rélinny na
przestrzeni 3 miesty, jednak wyniki analizy poréwnawczej nie wskazadyistotne rgnice w
zawartdci kwasu fumaroprotocetrarowego paaey probkami [Gudjonsdottir 1997].
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c) warunki ekstrakciji

Maia i wsp. okrélali zawarté¢ kwasu fumaroprotocetrarowego®adina dendroides
metody, wysokosprawnej chromatografii cieczowej z odwréctaza. Materiat rglinny mace-
rowano w eterze dietylowym i naphie ekstrahowano kolejno chloroformem oraz acetone
Zageszczone ekstrakty byly rozpuszczane w metanoluliZnarzeprowadzano wedtug wa-
runkow przedstawionych w Tabeli 23. Nagksza zawartd¢ tego zwizku zaobserwowano dla
wyciagu acetonowego (44.5%), mniejsdtla wychgu eterowego (27.5%), natomiast w wayci
gu chloroformowym nie wykazano jego obegrio Czasy retencji wynosity 2.133 min dla
wzorca oraz 2.483 i 2.216 min dla kwasu fumaropreti@rowego obecnego odpowiednio w
wyciagu eterowym i acetonowym [Maia 2002].

Autorzy islandzcy okrdali zawart@¢ kwasu fumaroprotocetrarowego @etraria is-
landicaprzy wyciu metody HPLC. W przypadku zastosowania acejako rozpuszczalnika,
zawarté¢ badanego zwieku wynosita 26.3-115.0 mg/g [Gudjonsdottir 1997dtomiast wy-
ciag wodny zawierat jedynidadowe ilgci tego zwazku [Freysdottir 2008].

d) czsci rosliny

Metods wysokosprawnej chromatografii cieczowej z odwracewa Archer okrglat
zawartd¢ kwasu furmaroprotocetrarowego w kilku australiggkgatunkach rodzajGladonia
C. merochlorophea, C. cryptochlorophea, c. chldregi C. subcervicornis ssp. verticillata
poréwnupc t¢ zawartéé w raznych czsciach podecjow (dolnefrodkowej, gornej itp.). Mate-
riat roslinny ekstrahowano przez gotowanie w metanolowymiworze butylowanego hydrok-
sytoluenu przez 10 min. Anatiprzeprowadzano wedtug warunkéw przedstawionychalet
li 23. Wyniki analizy porownawcze] zawagtm kwasu fumaroprotocetarowego w olbie
podecjum wskazgjna najweksza kumulag tego zwiazku w gornych czsciach (0.67-5.40%),
a najmniejsz w dolnych czsciach podecjow (0.11-1.18%) [Archer 1981].

5.3.6. Aktywnd¢ biologiczna i farmakologiczna
5.3.6.1. Aktywn@c¢ przeciwbakteryjna

Aktywnos¢ przeciwbakteryja kwasu fumaroprotocetrarowego zbadano w warunkach
in vitro wobec szeregu szczepow bakterii zarownanGdodatnichBacillus Listeria, Staphy-
lococcus Streptococcys jak i Gram ujemnychAeromonasEscherichia Proteug. Zestawie-
nie aktywndci przeciwbakteryjnej kwasu fumaroprotocetrarowpgoedstawioneasw Tabeli
25.

Kwas fumaroprotocetrarowy wykazat zrdcowara, od wysokiej [Rankowi 2008,
Yilmaz 2004] poprzez umiarkowarjYilmaz 2004] do stabej [Yilmaz 2004] aktywéioprze-
ciwbakteryjra wobec zaréwno Gram dodatnich, jak i Gram ujemnyotzepow. Wobec nie-
ktorych szczepdw aktywré ta byta niekiedy réna, lub nawet przeciwstawna. Szczegolnie
widoczne jest to w przypadkstaphylococcus aureugdzie wedtug niektorych autorow bada-
ny zwiazek posiada aktywrsé umiarkowanm [Yilmaz 2004] lub wysok [Rankovit 2008].
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Tabela 25. Aktywr6 przeciwbakteryjna kwasu fumaroprotocetrarowego

SZCZEP AKTYWNO SC CYTOWANIE
Aeromonas hydrophila MIC 150 pg Yilmaz 2004
Bacillus cereus MIC 4.6 ug Yilmaz 2004

Bacillus mycoides

MIC 0.062 mg/ml

Rankovi 2008

Bacillus subtilis

MIC 0.062 mg/ml
MIC 4.6 pg

Rankovt 2008
Yilmaz 2004

Enterobacter cloaceae

MIC 0.062 mg/ml

Rankovi 2008

Escherichia coli

MIC 0.062 mg/ml

Rankovi 2008

Klebsiella pneumoniae

MIC 0.031 mg/ml

Rankovi 2008

Listeria monocytogenes MIC 4.6 ug Yilmaz 2004
Proteus vulgaris MIC 37.5 ug Yilmaz 2004
Staphylococcus aureus MIC 0.062 mg/ml Rankovt 2008
MIC 37.5 ug Yilmaz 2004
Streptococcus faecalis MIC 150 pg Yilmaz 2004

MIC — minimalne &tenie hamujce
5.3.6.2. Aktywn@¢ przeciwgrzybicza

Aktywnos¢ przeciwgrzybicz kwasu fumaroprotocetrarowego zbadano wobec szeregu
szczepodw, &dacych zaréwno patogenami ludzkin€dndidai in.) jak i raslinnymi (Botrytisi
in.), a takke wobec gatunkéw niepatogenny@acharomycesin.). Badany zwjzek charak-
teryzowat s¢ zréznicowary aktywndcia, od wysokiej [Rankovi 2008], poprzez umiarkowan
[Yilmaz 2004], & do braku aktywngci [Piovano 2002]. Wobe€andida albicansaktywna¢
ta wedtug régnych autorow jest wysoka [RankoévR008], umiarkowana [Yilmaz 2004] lub
zwiazek byt nieaktywny [Piovano 2002]. Co ciekawe, wédWw skrajnych przypadkach aktyw-
nosci byta ona badana tsamy metod,, zatem trudno jednoznacznie akré przyczyr az ta-
kich réznic. Zestawienie aktywrioi przeciwgrzybiczej kwasu fumaroprotocetrarowegrep-
stawia Tabela 26.
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Tabela 26. Aktywr$d przeciwgrzybicza kwasu fumaroprotocetrarowego

SZCZEP AKTYWNO SC CYTOWANIE
Aspergillus flavus MIC 0.25 mg/ml Rankovi 2008
na Piovano 2002
Aspergillus fumigatus MIC 0.25 mg/ml Rankowi 2008
Aspergillus niger na Piovano 2002
Botrytis cinerea MIC 0.125 mg/ml Rankovi 2008
Candida albicans MIC 0.125 mg/ml Rankovt 2008
MIC 18.7 ug Yilmaz 2004
na Piovano 2002
Candida glabrata MIC 18.7 ug Yilmaz 2004
Cryptococcus neoformans na Piovano 2002
Epidermophyton floccosum na Piovano 2002
Fusarium oxysporum MIC 0.25 mg/ml Rankowi 2008
Microsporum canis na Piovano 2002
Microsporum gypseum na Piovano 2002
Mucor mucedo MIC 0.25 mg/ml Rankowi 2008
Paecilomyces variotti MIC 0.125 mg/ml Rankovi 2008
Penicillium purpurescens MIC 0.25 mg/ml Rankowi 2008
Penicillium verrucosum MIC 0.25 mg/ml Rankowi 2008
Saccharomyces cerevisiae na Piovano 2002
Trichoderma harsianum MIC 0.25 mg/ml Rankowi 2008
Trichophyton mentagrophytes na Piovano 2002
Trichophyton rubrum na Piovano 2002

MIC — minimalne gtenie hamujce; na— nieaktywny

5.3.6.3. Dziatanie jako deterent pokarmowy

Nybakken i wsp. badali relkwasu fumaroprotocetrarowego jako potencjalnege-de
rentu pokarmowego. Plecl@ladonia arbuscula C. rangiferina podawano jako pasaorni-
com. Plechy porostéw, poddane lub nie poddane $migiezej maceracji w acetonie w celu
wymycia czsci substancji porostowych, podawano zwgom w formie nierozdrobnionej lub
zmielonej. Uzyskane wyggi acetonowe analizowano jadaowo i ilosciowo pod lstem obec-
nosci i zawartdci kwasu fumaroprotocetrarowego. Nie zaobserwowatwtnych ranic w
wybieraniu przez nornice pokarmu o0 zmniejszonej aréméci zwiazkdw porostowych, co
swiadczy o braku dziatania badanego #zku jako deterentu pokarmowego [Nybakken 2010].

5.3.6.4. Aktywngé¢ antyoksydacyjna

W badaniach nad aktywbga antyoksydacyjm kwas fumaroprotocetrarowy wykazat
umiarkowane wiasrigi w tescie DPPH, powodur 20% zahamowanie wytwarzania wolnych
rodnikdw przy sizeniu 3000 uM. W tym samym eksperymencie mierzohkaetazdolngé
kwasu fumaroprotocetrarowego do wymiatania wolnyoldnikéw nadtlenowych. Badany
zwiagzek charakteryzowat siwysoky zdolngcia do wymiatania wolnych rodnikow, wakita
ICs0 rowm 566 UM przewyszapc substangj referencyjma (kwercetyna, 1g 754 uM) [Lohe-
zic Le Devehat 2007].
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5.3.6.5. Aktywné¢ immunomodulujca

Wplyw kwasu fumaroprotocetrarowego na komorki uktamtipornéciowego w wa-
runkach in vitro zostat opisany w dwoch doniesiehieBadany zwizek znaczco wptywat na
uwalnianie tlenku azotu przez makrofagi [Freysdd08], natomiast nie powodowat pobu-
dzania sekrecji interleukin ani ekspresji antygendwonocytach [Santos 2004].

W badaniach na makrofagach izolowanych z myszabg@rwowano umiarkowan
aktywnas¢ kwasu fumaroprotocetrarowego, wezgniu 100 pg/ml, stymulaga uwalnianie
nadtlenku wodoru i tlenku azotu przez te komorkadBny zwizek stymulowat uwalnianie
tlenku azotu w iléci 75 umol, podczas gdy substancja referencyjpagblisacharyd Esche-
richia coli) w ilosci 65 pumol. W przypadku stymulowania produkcji nedku wodoru, kwas
fumaroprotocetrarowy uwalniat 33.08 nmol, podczdy gubstancja referencyjna (zymosan)
275.41 nmol [Santos 2004].

W badaniach na ludzkich komérkach dendrytycznyathpdacych od monocytéw,
okreslano wptyw kwasu fumaroprotocetrarowego na sekrederleukin (IL-10 i 1L-12p40),
jak rowniez na ekspresj antygenéw CD86 i CD209 na powierzchni tych komémikdany
zwiagzek nie powodowat indukowania sekrecji interleukine wptywat rownie na ekspresj
antygenow w badanym zakresiezgh 0.01-1 pg/ml [Freysdottir 2008].

5.3.6.6. Aktywn@c¢ przeciwzapalna

Kwas fumaroprotocetrarowy wykazat in vitro sdadiktywna¢ wobec cyklooksygenazy
1 i 2, powodujc zahamowanie tych enzyméw odpowiednio o 22 i 3p%y stzeniu 100
pg/ml [Su 2003].

5.3.7. Aktywnd¢ cytotoksyczna

Nieliczne badania opisujaktywnaé¢ cytotoksycza kwasu fumaroprotocetrarowego,
okreslana wobec zwiergcych i ludzkich linii komorek nowotworowych i prasowych [Cor-
reche 2004, Kristmundsdottir 2005, Bezivin 2004yvd§ fumaroprotocetrarowy charaktery-
zowat st staly aktywndacia wobec zwiergcych komérek nowotworowych [Bezivin 2004],
natomiast wobec linii ludzkich aktyws® ta byta bardzo staba (4¢>100 pg/ml) [Bezivin
2004, Correche 2004] lub zawiek byt nieaktywny [Kristmundsdotiir 2005]. Zestanie ak-
tywnaosci cytotoksycznej kwasu fumaroprotocetrarowego gszzwvia Tabela 27.
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Tabela 27. Aktywn& cytotoksyczna kwasu fumaroprotocetarowego.

LINIA METODA AKTYWNO SC CYTOWANIE
3LL MTT ICsc 75.9 pg/ml Bezivin 2004
Dul45 MTT 1G¢ >100 pg/ml Bezivin 2004
hepatocyty szczurze LDH >150 pug/ml Correche 2004
K562 MTT 1G5 >100 pg/ml Bezivin 2004
L1210 MTT 1G5 82.3 pg/mi Bezivin 2004
MCF7 MTT 1Csc >100 pg/ml Bezivin 2004
Panc-1 test ze znakowanhna Kristmundsdottir
tymidym 2005
T47D test ze znakowan na Kristmundsdottir
tymidyna 2005
U251 MTT I1G¢ >100 pg/ml Bezivin 2004

linie ludzkie: biataczka K562, nowotwéemsi (T47D, MCF7), nowotwor trzustki Panc-1, nowétw
prostaty Dul145, glejak U251

linie zwierzce: biataczka L1210, nowotwér ptuc 3LL

linie prawidlowe: hepatocyty szczurze, Kwki nerki matpy BSC-1, ludzkie keratynocyty HaCaT
metody: LDH — test z dehydrogeaazleczanow, MTT — test redukcji soli tetrazoliowych

na— nieaktywny
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6. Cel pracy

Porosty § interesujca i wciaz stabo przebadangrup, zwlaszcza podgem aktywno-
sci farmakologicznej czy biologicznej. Porosty ropz&ladonia(chrobotek) naley do ga-
tunkéw szeroko rozpowszechnionych, zakna terenie Polski (kilkadziasigatunkow),
stad tatwas¢ w pozyskiwaniu surowca. Prace nad rodzaféladonia byty prowadzone w
Katedrze Farmakognozji w latach 80-tych, gdzie $eigeAllium wykazano wsipne wia-
snaci antymitotyczne kwasu usninowegoadtvynikio zainteresowanie przedstawiciela-
mi tego rodzaju porostow i kwasem usninowym oranysi na kontynuowanie i poszerze-
nie tych bada

Wybrane do badaaromatyczne metabolity porostowezmé@ sic miedzy sola struktug.
Kwas usninowy jest pochodrdibenzofuranu, kwas fumaroprotocetrarowy jest gdps
nem, natomiast atranoryrzalicza st do depsydéw. Opisana dotychczas w literaturze na-
ukowej aktywnd¢ biologiczna metabolitdbw porostowych dotyczy gtéevkiwasu usnino-
wego, dla ktérego wykazano w badaniaalvitro silna aktywna¢ przeciwdrobnoustrojo-
wa wobec patogennych bakterii i grzybow, aktywhaytotoksyczn oraz wspomnian
wyzej aktywna@¢ antymitotycza. Podobg, cha stabsz aktywna¢, opisano dla pozosta-
tych zwiazkéw: kwasu fumaroprotocetrarowego i atranoryny.

Podstawowym zamierzeniem projektu byta izolacja sawasninowego, atranoryny i
kwasu fumaroprotocetrarowego z krajowych gatunkédzaju Cladonia oraz okrélenie
wptywu tych metabolitéw na komorki nowotworowe apridtowe. Realizagjtego zamie-
rzenia podzielono na kilka etapow:

1. analiza jakéciowa i ilosciowa 6 gatunkow rodzajGladonia C. arbusculaC. uncialis
C. subulataC. furcatg C. gracilisi C. macilenta pod ktem wysgpowania w nich wy-
branych metabolitow wtérnych

2. poréwnawcza analiza jakcowa i ilosciowa gatunkdéw zebranych w Polsce i na Islandii
(Cladonia arbusculaC. uncialig

3. optymalizacja warunkéw ekstrakcji badanych &zkibw z materiatu rdinnego

wyselekcjonowanie gatunkow o najiszej zawartéci tych zwazkow i ich izolacja

5. okreslenie aktywndci cytotoksycznej wyizolowanych metabolitéw orah wptywu na
morfologi, cytoszkielet i aktywn&@& migracyjm ludzkich komérek nowotworowych i
prawidtowych

»
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. CZESC EKSPERYMENTALNA
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7. MATERIAL | METODY
7.1. Stosowane materiaty, odczynniki i aparatura
A. Chromatografia cienkowarstwowa, preparatywnalukninowa

fazy stacjonarne:

ptytki chromatograficzne, pokryteelem krzemionkowym 60, 20x20 cm, Merck

ptytki do chromatografii preparatywnej, pokrytelem krzemionkowym G, grubé warstwy
500 mikronow, 20x20 cm, Analtech, Sigma

zel do chromatografii kolumnowej, rozmiarastek 0.040-0.063 mm, Merck

fazy ruchome:
toluen - lodowaty kwas octowy 170:30

chloroform - metanol - kwas mrowkowy 97:5:1

odczynnik wywotujcy:
25% metanolowy roztwor kwasu siarkowego (V1)

rozpuszczalniki i odczynniki:

chloroform cz.d.a., Chempur

metanol cz.d.a., Chempur

heksan cz., Chempur

aceton cz.d.a., Chempur

toluen cz., Chempur

kwas mrowkowy cz., 98-100%, Sigma-Aldrich
lodowaty kwas octowy cz., 99.5%, Chempur
kwas siarkowy cz., 95%, Chempur

B. Wysokosprawna chromatografia cieczowa

faza stacjonarna:
kolumna Hypersil Gold C-18 (5um, 250 x 4,6 mm: TherEC)
prekolumna Hypersil Gold C-18 (5um, 10 x 4 mm: TherEC)

faza ruchoma:
A: woda z 1% roztworem 0.1NsROy (v/v) , B: acetonitryl (A:B 15:85)

rozpuszczalniki i odczynniki:

acetonitryl HPLC, Chempur

kwas ortofosforowy cz., 85%, Chempur

chloroform HPLC, stabilizowany etanolem, Chempur
aceton HPLC, J.T. Baker
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C. Wzorce

kwas usninowy, 98% , Sigma
atranoryna (SH — secondary HPLC), Chromadex
kwas fumaroprotocetrarowy (RG — reagent grade)p@adex

D. Analiza spektralna:

chloroform-D' deuteration degree min. 99,8% for NMR spectroscdgf RCK
dimethyl sulfoxide-d, 99,9 %, spectrophotometric grade, Sigma

E. Paywki do hodowli komorkowych:

dla linii HTB 140:

DMEM ( Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium) high glose, Sigma (glukoza 4,5 g/l)
dla linii HSF:

DMEM ( Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium) low gluse, Sigma (glukoza 1 g/l)

dla linii Du145:

DMEM F12 (Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium/Ham’sulMient Mixture F12) , Sigma

F. Odczynniki do hodowli komoérkowych:

sél fizjologiczna PBS z jonami wapnia i magnezud$ffhate Buffered Saline with calcium
chloride and magnesium chloride), Sigma

sol fizjologiczna PBS bez jonow wapnia i magnezbo@phate Buffered Saline without cal-
cium chloride and magnesium chloride), Sigma

bydl¢cca surowica ptodowa (foetal bovine serum), Sigma

antybiotyki: penicilin-streptomycin-neomycin soloni stabilised, Sigma

0,25 % roztwor trypsyny z EDTA, Sigma

0.4% roztwor bfkitu trypanu, Sigma

dwuacetonowy roztwor dwuoctanu fluoresceiny, Koajht Laboratories

0,5 mg/ml roztworu bromku etydyny, Sigma

3,7% roztwor formaldehydu, Polskie Odczynniki Cheanie

0,1 % roztwor Triton X-100, Polskie Odczynniki Chemme

0,5 mg/ml roztwor falloidyny znakowanej tetraizatyganianem rodaminy (TRITC), Sigma
zestaw do oznaczania apoptozy: Annexin V-FITC Apsist Detection Kit, Immunogen

G. Materiaty do hodowli komérkowych:

naczynia hodowlane 25 i 75 énfPolgen
probéwki jednorazowe 15 ml oraz 50 ml, Polgen
ptytki wielodotkowe ( 6, 12,24-dotkowe), Polgen

szalki Petriego g 40 mm, Polgen
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H. Aparatura badawcza

- chromatograf cieczowy Dionex, z detektorem PA UV-VIS, pomp P 680, termostatem
TCC 100, autosamplerem ASI 100; program siesuyjCHROMELEON® 6.60

- inkubator do hodowli komoérkowych Lab-Line, z atsfera 5% CQ

- mikroskop kontrastowo-fazowy Leitz Orthoplan zystawka do epifluorescencji, z doto-
nymi fotopowielaczami

-mikroskop odwrécony kontrastowo-fazowy Leica DMIRE dokhczonym fotopowielaczem
oraz z przystawka do fluorescencji, wyposay w kameg o wysokiej rozdzielczi, pokczo-
ny z komputerem wypoganym w kar¢ akwizycji obrazu z zainstalowanym odpowiednim
programem (Leica FW 4000).

-odwrocony mikroskop kontrastowo-fazowy Olympus WATwyposaony w kameg¢ CCD
Hitachi KP-161, paiczony z komputerem z zainstalowanym odpowiedninogg@mowaniem.
- Aparat NMR: Bruker AVANCE 400 (Bruker Biospin GmbH, Karlsruh@ermany)

- aparat Koefflera do pomiaru temperatury topnienia
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7.2. Surowiec do bada

Materiat do bada stanowito 6 gatunkéw porostow z rodzapladonia (chrobotek):
Cladonia arbusculdchrobotek lény), C. gracilis (ch. wysmukty) C. furcata(ch. widlasty),C.
macilenta ssp. floerkeangh.Floerkego),C. subulata(ch. rogoksztattny) C. uncialis (ch.
gwiazdkowaty). Zbioru surowcow dokonano w Boracleialskich w lipcu i sierpniu 200&(
arbuscula C. gracilis C. furcatg C. macilenta ssp. floerkean@. subulata, C. uncial)soraz
w Alftanes na Islandii w lipcu 200&( arbusculaC. uncialig. Tozsamd¢ gatunkow zostata
potwierdzona przez dr Michata yrzyna z Instytutu Botaniki UJ. Probki/okazy zi&lowe
badanych gatunkéw przechowywanews herbarium Katedry Farmakognozji UJ CM. Porow-
nanie wyghdu plech gatunkow polskich i islandzkich na przggie Cladonia arbuscula
przedstawia Rycina 12.

Zebrane plechy porostow oczyszczono, wysuszonociezeiionym pomieszczeniu a
nastpnie przechowywano w kartonowych pudetkach, betegaswiatta.

Rycina 12Cladonia arbusculaebrana na Islandii (z lewej) i w Polsce (fot. svia)

7.3. Analiza jakéciowa
7.3.1. Ekstrakcja surowca

Na wadze technicznej odw@no okoto 2 g rozdrobnionych surowcéw, ktére gaste
przeniesiono do bibutowych gilz. Gilzy umieszczam@paracie Soxhleta i ekstrahowano wy-
czerpujco rozpuszczalnikami o wzrastegj polarndci: heksanem, chloroformem, acetonem i
metanolem, suaz surowiec przy kalej zmianie rozpuszczalnika. Uzyskane wygcizag:sz-
czono do sucha i wykorzystano do przeprowadzenigowsj analizy jakéciowe.
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7.3.2. Analiza jakéciowa z zastosowaniem TLC

Warunki:

faza stacjonarna: ptytka chromatograficzna KiededQe

faza ruchoma: toluen — lodowaty kwas octowy 17(0C@&nge 2001]
wzorce: kwas usninowy, atranoryna, kwas fumaropettrarowy
odczynnik wywotujcy: 25% metanolowy roztwor kwasu siarkowego (V1)

Wykonanie:

Na piytke chromatograficzp naniesiono kapilatk pasmowo przygotowane wygi z
badanych gatunkéw oraz chloroformowe (kwas usninaatsanoryna) lub acetonowe (kwas
fumaroprotocetrarowy) roztwory substancji wzorcotvy€hromatogram rozwijano w fazie
ruchome.

Po rozwingciu chromatogram suszono, obserwowanémietle dziennym, a nagtnie
wywotywano. Po wywotaniu chromatogram obserwowanémetle widzialnym oraz véwie-
tle UV 254 i 365nm.

Wyniki:
Na chromatogramie (Rycina 13) zaobserwowano pladpowiadajce kolorem i warto-
$ciag Rf plamom substancji wzorcowych:

a) kwasu usninowego (Rf 0.57), plama bardjtej w swietle widzialnym, wswietle UV
wygaszajca fluorescengj po wywotaniu nasilonaoita barwa wéwietle widzialnym,
niewidoczna wswietle UV - dla wycagow heksanowych, chloroformowych, acetono-
wych i metanolowych £ladonia arbusculaC. uncialis C. macilentassp floerkana, C.
gracilis i C. furcataoraz z obydwu gatunkéw islandzkich

b) kwasu fumaroprotocetrarowego (Rf 0.15), plama rdeezna wswietle widzialnym
ani UV, po wywotaniu barwy niebiesko-fioletowejdmwietle widzialnym i niewidoczna
w $wietle UV - dla ekstraktow heksanowych, chlorofomyah i acetonowyctClado-
nia macilenta ssp floerkana, C. furcata, C. arbuacC. gracilis, C. subulataraz zC.
arbusculazebranej na Islandii. W wygjach metanolowych zaobserwowano plamy o
zgodnej barwie lecz piace st wartdscia Rf od wzorca.

c) atranoryny (Rf 0.67), plama niewidocznawietle widzialnym ani UV, po wywotaniu
barwy pomaraczowozotej w swietle widzialnym i niewidoczna éwietle UV - zaob-
serwowano plamy o podobnej barwie, lecznigce s¢ wartacia Rf we wszystkich
wyciagach zC. macilenta ssp. floerkeanayciagach heksanowych i acetonowych z
Cladonia gracilisi C. subulataoraz wycagu acetonowym £. furcata
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Rycina 13. Chromatogramy wwgjow heksanowych (A), chloroformowych (B), acetonctvy
(C) i metanolowych (D) ze wszystkich badanych gléun polskich i islandzkich wraz z
wzorcami kwasu usninowego, atranoryny i kwasu furpestocetrarowego
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wyciagi: Ca -Cladonia arbusculaebrana w Polsce, Ca ISIC: arbusculazebrana na Islandii, CgG. gracilis

Cf -C. furcata Cm -C. macilenta ssp. floerkean@s -C. subulataCu -C. uncialis zebrana w Polsce,

Cu ISL -C. uncialiszebrana na Islandii; wzorce: KU - kwas usninowyRA- atranoryna, KF - kwas fumaroprotocetra-
rowy; faza ruchoma: toluen — lodowaty kwatoagy 170:30, odczynnik wywotagy: 25% MeOH r-r HSO,

7.3.3. Analiza jakéciowa z zastosowaniem HPLC

Warunki:

faza stacjonarna: kolumna C-18 (5um, 250 x 4.6 npm@kolumna C-18 (5um, 10 x 4mm)
temperatura kolumny: 22°C

objetos¢ nastrzyku: 20ul

dhugci¢ fali: 240 nm (KU, ATR), 210 nm (KFUM)

faza ruchoma: A: woda z 1% roztworem 0.1pPB) (v/v), B: acetonitryl, A:B 15:85 [Ji 2005]
predkos¢ przeptywu: 1 ml/min

czas analizy: 20 min. (KU, ATR), 10 min. (KFUM)

wzorzec: kwas usninowy, atranoryna, kwas fumaramettrarowy
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Wykonanie:

Z przygotowanych uprzednio wygow pobrano strzykavek 1,5 ml i przesczono
przez gczki membranowe Titan 2 HPLC filter — Nylon Membeamsrednicy porow 0,45 um,
bezpdrednio do wialsow. Uzyskane prébki analizowano wumiiach opisanych povig).

Wyniki:
Na chromatogramie zaobserwowano pik o czasie rgtaigowiadagcym czasom retencji
substancji wzorcowych:

a) kwasu usninowego (Rt 6.21) - we wszystkich rodZzajagciagdéw zCladonia arbuscu-
la, C. uncialis, C. macilenta ssp floerkaoeazC. gracilis

b) atranoryny (Rt 5.89) - we wszystkich rodzajach wgow z Cladonia arbuscula, C.
gracilis, C. subulataorazC. macilenta ssp. floerkeana

c) kwasu fumaroprotocetrarowego (Rt 6.08) - we wsagktkodzajach wyagow z Cla-
donia arbuscula, C. gracilis, C. furcata, C. sultalarazC. macilenta ssp. floerkeana

Przyktadowy chromatogram dla wygu chloroformowego £ladonia macilenta ssp. floerke-
anawraz z wzorcem kwasu usninowego przedstawia Rydtbdwyciagu chloroformowego z
Cladonia subulatavraz z wzorcem atranoryny Ryc 15, dla wigei acetonowego €ladonia
subulatawraz z wzorcem kwasu fumaroprotocetrarowego Ryc 16

Rycina 14. Chromatogram wygu chloroformowego £ladonia macilenta ssp. floerkeana
(kolor czerwony) wraz z wzorcem kwasu usninowdgadr czarny).
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Rycina 15. Chromatogram wygu chloroformowego ZLladonia subulatalkolor niebieski)
wraz z wzorcem atranoryny (kolor czarny)
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Rycina 16. Chromatogram wygu acetonowego €ladonia subulatgkolor czerwony) wraz
z wzorcem kwasu fumaroprotocetarowego (kolor c2arny
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7.4. Analiza ildciowa z zastosowaniem HPLC

Warunki:

faza stacjonarna: kolumna C-18 (5um, 250 x 4.6 npm@kolumna C-18 (5um, 10 x 4mm)
temperatura kolumny 22°C

objetos¢ nastrzyku: 20ul

dhugci¢ fali: 240 nm (KU, ATR), 210 nm (KFUM)

faza ruchoma: A: woda z 1% roztworem 0.1pPB) (v/v), B: acetonitryl, A:B 15:85 [Ji 2005]
predkos¢ przeptywu: 1 ml/min

czas analizy: 20 min. (KU, ATR), 10 min. (KFUM)

wzorzec: kwas usninowy, atranoryna, kwas fumaramettrarowy

7.4.1. Krzywa wzorcowa

Wykonanie:

Odwazono dokladnie okoto 5 mg wzorcowego kwasu usninayggzeniesiono do
kolbki miarowej i rozpuszczono w 5 ml chloroformeystcgci HPLC. Nas¢pnie sporzdzono
szereg rozcigzen z roztworu wyjciowego, uzyskuc nas¢pujace stzenia: 0.5, 0.25, 0.125 i
0.0625 mg/ml. Analogicznie przygotowano roztworg diranoryny i kwasu fumaroprotocetra-
rowego (rozpuszczalnik - aceton czysioHPLC). Z przygotowanych rozcaiezen pobrano
strzykawlq 1,5 ml otrzymanych roztworow i przgzono przez g£zki membranowe Titan 2
HPLC filter — Nylon Membrane érednicy porow 0,45 um, bezfrednio do wialséw. Uzy-
skane probki analizowano w warunkach opisanych pejvyKazda probka analizowana byta
trzykrotnie.

Wyniki:

Otrzymano krzyw wzorcow dla kwasu usninowego (Rycina 17 A), atranorynydiRy
na 17 B) oraz kwasu fumaroprotocetrarowego (Rygin&). Wspotczynniki korelacji dla tych
krzywych wynosity odpowiednio 97.9617, 98.5801 i4%/18.
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Rycina 17. Krzywe wzorcowe wykonane dla kwasu uswiggo (A), atranoryny (B) i kwasu
fumaroprotocetarowego (C)
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7.4.2. Optymalizacja procesu ekstrakcji

W celu uzyskania optymalnych warunkow ekstrakcjbvanych metabolitow (kwasu usni-
nowego, atranoryny, kwasu fumaroprotocetrarowegoyaterialu porostowego, wzo pod
uwag trzy czynniki:

a) stopier rozdrobnienia surowca: materiakliony mielono w mtynku elektrycznym na
proszek lub rozdrabniano w dmzierzu na niewielkie fragmenty,

b) metoda ekstrakcji: rozpuszczalnikami rasiacymi kolejno po sobie, zzayciem tej
samej probki surowca, lub osobnej probki suroweakdtdego z rozpuszczalnikéw,

c) polarnag¢ stosowanego rozpuszczalnika: heksan, chlorofocetpa, metanol

ad. a) stopie rozdrobnienia surowca

Wykonanie:

Na wadze analitycznej odwano doktadnie okoto 5 g surowc&.(arbuscula zmielo-
nego i rozdrobnionego. Odw@ne surowce przeniesiono do bibutowych gilz, unmieeno w
aparacie Soxhleta i ekstrahowano wyczespmijrozpuszczalnikami o wzrastegj polarngci
(heksan, chloroform, aceton, metanol), susaurowiec przy kalej zmianie rozpuszczalnika.
Otrzymane wyecigi zag:szczono i przeniesiono #oiowo do kolbek miarowych o odipsci 10
ml. Tak przygotowane wyagi przechowywano w temperaturze 4°C do czasu analiz

Suche wycigi rozpuszczono w 10 ml chloroformu (analiza kwasninowego i atrano-
ryny) lub acetonu (analiza kwasu fumaroprotocetvago) czystéci HPLC. Pobrano strzy-
kawka 1,5 ml otrzymanych roztwordw i przgzono przezagzki membranowe Titan 2 HPLC
filter — Nylon Membrane aGrednicy poréw 0,45 um, bezfrednio do wialséw. Uzyskane
probki analizowano w warunkach opisanych peejy Kazda probka analizowana byta trzy-
krotnie.

Wyniki:

Poréwnanie zawarfgi kwasu usninowego, atranoryny i kwasu fumaropreti@rowe-
go w wybranym surowcuQladonia arbusculpo r&znym stopniu rozdrobnienia przedstawia
Tabela 28.
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Tabela 28. Zawartg procentowa kwasu usninowego, atranoryny i kwasuafoprotocetra-
rowego w surowe€liadonia arbuscula réznym stopniu rozdrobnienia.

ZAWARTO SC [%]
SUBSTANCJA W surowcu W surowcu
sproszkowanym rozdrobnionym
kwas usninowy 2.340+0.387 3.020+0.492
atranoryna 0.511+0.021 0.002+0.0001
kwas fumaroprotocetrarowy 0.538+0.025 0.710+0.041

Przy wartdciach podano hH standardowygredniej

ad. b) metoda ekstrakcji

Wykonanie:

Na wadze analitycznej odwano dokitadnie okoto 5 g zmielonego surow€a @raci-
lis). Odwaone surowce przeniesiono do bibutowych gilz, uniéeeno w aparacie Soxhleta i
ekstrahowano wyczermgo rozpuszczalnikami o wzrastegj polarnéci (heksan, chloroform,
aceton, metanol), sugz surowiec przy kadej zmianie rozpuszczalnika lub dlazkego roz-
puszczalnika stosgg nowg parti surowca. Otrzymane wy@i za@g:Szczono i przeniesiono
ilosciowo do kolbek miarowych o ogpsci 10 ml. Tak przygotowane wygi przechowywano
w temperaturze 4°C do czasu analizy.

Suche wycigi rozpuszczono w 10 ml chloroformu (analiza kwasninowego i atrano-
ryny) lub acetonu (analiza kwasu fumaroprotocetvago) czystéci HPLC. Pobrano strzy-
kawka 1,5 ml otrzymanych roztwordw i przgzono przezagzki membranowe Titan 2 HPLC
filter — Nylon Membrane aGrednicy poréw 0,45 um, bezfrednio do wialséw. Uzyskane
probki analizowano w warunkach opisanych peejy Kazda probka analizowana byta trzy-
krotnie.

Wyniki:

llosciowe poréwnanie zawalo kwasu usninowego, atranoryny i kwasu fumaroproto
cetrarowego w wybranym surowcClédonia gracilig ekstrahowanym rozpuszczalnikami o
wzrastagcej polarnéci nastpujacymi kolejno po sobie oraz stosowanymi osobno stzada
Tabela 29.
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Tabela 29. Zawartg procentowa kwasu usninowego, atranoryny i kwasuafoprotocetra-
rowego w surowe€iadonia gracilisekstrahowanym egymi metodami.

ZAWARTO SC [%]
SUBSTANCJA W surowcu W surowcu
ekstrahowanym ekstrahowanym
metodya 1 metodg 2
kwas usninowy 0.036+0.013 0.152+0.036
atranoryna n.d. 0.025+0.009
kwas fumaroprotocetrarowy 0.05+0.016 0.08+0.023

metoda 1 - ekstrakcjazy/ciem osobnej probki surowca dlazklego z rozpuszczalnikow
metoda 2 - ekstrakcja rozpuszckalmi nasgpujacymi kolejno po sobie, zzayciem tej samej prébki surowca

n.d. - nie wykrywalny
Przy wartgiach podano ht standardowyredniej

ad. c) polarn& rozpuszczalnika

Wykonanie:

Na wadze analitycznej odwano doktadnie okoto 5 g zmielonych surowcd@gdonia
arbuscula C. gracilis C. furcatg C. macilenta ssp. floerkean&@. subulataC. uncialig. Od-
wazone surowce przeniesiono do bibutowych gilz, unmieeno w aparacie Soxhleta i ekstra-
howano wyczerpago rozpuszczalnikami o wzrastegj polarndci (heksan, chloroform, ace-
ton, metanol), sugz surowiec przy kalej zmianie rozpuszczalnika. Otrzymane wyciza-
geszczono i przeniesiono #oiowo do kolbek miarowych o odipsci 10 ml. Tak przygotowa-
ne wychgi przechowywano w temperaturze 4°C do czasu analiz

Suche wycigi rozpuszczono w 10 ml chloroformu (analiza kwasninowego i atrano-
ryny) lub acetonu (analiza kwasu fumaroprotocetvago) czystéci HPLC. Pobrano strzy-
kawka 1,5 ml otrzymanych roztwordw i przgzono przezgzki membranowe Titan 2 HPLC
filter — Nylon Membrane aGrednicy poréw 0,45 um, bezfrednio do wialséw. Uzyskane
probki analizowano w warunkach opisanych peejy Kazda probka analizowana byta trzy-
krotnie.

Wyniki:

llosciowe poréwnanie zawalo kwasu usninowego, atranoryny i kwasu fumaroproto
cetrarowego we wyggach heksanowych, chloroformowych, acetonowych tam@owych ze
wszystkich badanych gatunkéw polskich przedstavailaeTla 30.
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Tabela 30. Zawarté kwasu usninowego, atranoryny i kwasu fumaroprdtacewego
w wyggach heksanowych, chloroformowych, acetonowychtam@owych
ze wszystkich badanych gkfuwn

ZAWARTO SC [mg/ml]
N N
R
% < W wyciagu W wyciagu W wyciagu W wyciagu
';: = heksanowym | chloroformo- | acetonowym | metanolowym
O N wym
KU 0.5130+0.0222| 1.6772+0.1672.4276+0.0349 0.0711+0.0097
Cladonia ATR 0.3459+0.077 | 1.9117+0.00990.2509+0.0754 0.0466+0.0152
arbuscula
KFUM | 1.6399+0.1858| 8.8200+2.76581.2131+0.0380 0.02013+0.004
KU 0.1063+0.0079| 0.0295+0.005.0371+0.0007 0.0055+0.0009
Cladonia ATR 0.0549+0.0171| 0.0216+0.0056.0488+0.012 | 0.0013+0.0004
gracilis
KFUM | 0.1761+0.0376| 0.0513+0.0128).1591+0.0238 0.0155+0.0055
KU n.d. n.d. n.d. n.d.
Cladonia ATR n.d. n.d. n.d. n.d.
furcata
KFUM | 0.2358+0.0682| 0.1142+0.0252.0555+0.0147 0.0144+0.0109
KU 0.4473+0.0254| 0.5339+0.0342.0770+0.0107 0.0042+0.0001
Cladonia
macilenta | ATR 0.2509+0.0795| 0.3946+0.0809.0610+0.008 | 0.0049+0.0007
ssp. floer-
keana KFUM | 1.0648+0.2255| 2.6199+0.49270.3378+0.0368 0.0344+0.0114
KU n.d. n.d. n.d. n.d.
Cladonia ATR 0.0032+0.0002| 0.0019+0.00060.0010+0.0002 0.0004+0.0001
subulata
KFUM | 0.0464+0.0558| 0.1449+0.0783.2967+0.1601 0.1375+0.0360
KU 0.3625+0.0017| 1.4480+0.1268.5683+0.0007 0.0933+0.0142
Cladonia ATR n.d. n.d. n.d. n.d.
uncialis
KFUM | n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d. - nie wykrywalny; KU - kwas usninowyTR - atranoryna, KFUM - kwas fumaroprotocetrarowy
Przy wartéciach podano bl standardowyredniej
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7.4.3. Analiza iléciowa kwasu usninowego, atranoryny i kwasu fumastgmetrarowego

Do dalszej analizy wybrano metpekstrakcji z surowca zmielonego (atranoryna) lub
rozdrobnionego w mazierzu (kwas usninowy, kwas fumaroprotocetrarowggpuszczalni-
kami nastpujacymi po sobie wedtug wzrasiag] polarndci, z wykorzystaniem tej samej
probki surowca. Dla kalego z gatunkow stosowano ekstrakrjuzyciem wszystkich czterech
rozpuszczalnikow.

Wykonanie:

Na wadze analitycznej odwano dokitadnie okoto 5 g odpowiednio rozdrobnionych
plech wszystkich badanych gatunkéw. Odw@e surowce przeniesiono do bibutowych gilz,
umieszczono w aparacie Soxhleta i ekstrahowano evgapco rozpuszczalnikami o wzrasta-
jacej polarnéci (heksan, chloroform, aceton, metanol), saszurowiec przy kadej zmianie
rozpuszczalnika. Otrzymane wygi zag:szczono i przeniesiono #oiowo do kolbek miaro-
wych o obgtosci 10 ml. Tak przygotowane wygi przechowywano w temperaturze 4°C do
czasu analizy.

Suche wycigi rozpuszczono w 10 ml chloroformu czystoHPLC (analiza kwasu
usninowego i atranoryny) lub acetonu czystdHPLC (analiza kwasu fumaroprotocetrarowe-
go). Pobrano strzykawkl,5 ml otrzymanych roztworow i przggzono przez g&zki membra-
nowe Titan 2 HPLC filter — Nylon Membrane scednicy porow 0,45 um, bezgednio do
wialséw. Uzyskane prébki analizowano w warunkactsampych powyej. Kazda prébka anali-
zowana byta trzykrotnie.

Wyniki:

Wyniki analizy ilgsciowej kwasu usninowego, atranoryny i kwasu fumeastgretraro-
wego we wszystkich badanych gatunkach, ekstrahostakglejno rozpuszczalnikami o wzra-
stapcej polarngci, przedstawioneasw Tabeli 31
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Tabela 31. Zawartg procentowa kwasu usninowego, atranoryny i kwasuafoprotocetra-
rowego we wszystkich badanyclugkach polskich i islandzkich

ZAWARTO SC [%]
GATUNEK kwas usninowy atranoryna kwas
fumaroprotocetrarowy

Cladonia PL 0.538+0.025 0.511+0.019 2.34+0.412
arbuscula

IS 0.698+0.041 n.d. 1.16+0.214
Cladonia gracilis 0.036+0.003 0.025+0.002 0.08+0.018
Cladonia furcata n.d. n.d. 0.08+0.019
Cladonia macilenta ssp. 0.212+0.012 0.142+0.017 0.81+0.127
floerkeana
Cladonia subulata n.d. 0.0013+0.0001 0.125+0.005
Cladonia uncialis | PL 0.494+0.025 n.d. n.d.

IS 1.052+0.134 n.d. n.d.

n.d. - nie wykrywalny; PL - gatunek zebrany widee, IS - gatunek zebrany na Islandii
Przy wartéciach podano b standardowyredniej

7.5. Izolacja wybranych metabolitow porostowych
7.5.1. Izolacja kwasu usninowego

Wykonanie:

Odwazono okoto 50 g rozdrobnionego surowca o negszej zawartéci kwasu usni-
nowego C. uncialig i przeniesiono do bibutowej gilzy, kipumieszczono w aparacie Soxhle-
ta i ekstrahowano wyczerpigp heksanem a naphie, po wysuszeniu surowca, chlorofor-
mem. Uzyskane wyggi pozostawionoado wypadnicia osadu w postaeditych igiet. Osad
odsiczono i przemywano kilkakrotnie etanolem.z§ama¢ substancji, wgpnie zidentyfiko-
wanej jako kwas usninowy (TLC, HPLC), potwierdzaay pomocy metod spektralnych.

Wyniki:

Uzyskano 87 mg substancji w postaéitych igiet. Kochromatografia TLC i HPLC z
wzorcem wskazatae otrzyman substangj jest najprawdopodobniej kwas usninowy - zarow-
no zabarwienie plamy, jak i wak®Rf (TLC) oraz czas retencji (HPLC) byly zgodneubs
stancj wzorcows. Wyizolowany zwizek charakteryzowat sitemperatug topnienia 201-
203°C, zgoda z danymi literaturowymi [Culberson 1979].
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7.5.1.1. Analiza spektralna kwasu usninowego

Analize spektralg 'H- i **C-NMR przeprowadzono dgi wsp6tpracy z Wydziatem
Farmacji Uniwersytetu Islandzkiego w ReykjavikuobBki do bada rozpuszczano w deutero-
wanym chloroformie.

Wyniki:

Analiza spektralna wykonanych widt- i **C-NMR wykazata zgodnié z danymi li-
teraturowymi [Konig 1999, Rashid 1999, CampaneliaZ].

Zestawienie sygnatéw'C-NMR dla wyizolowanego zwizku z danymi literaturowymi
dla kwasu usninowego przedstawia Tabela 31. Gradigarzyporzdkowanie sygnatow dla
poszczegblnych atoméw egla przedstawia Rycina 18. WidnidC-NMR dla wyizolowanej
substancji przedstawia Rycina 19

Zestawienie sygnatowH-NMR dla wyizolowanego zwizku z danymi literaturowymi
dla kwasu usninowego przedstawia Tabela 33. Gradiqarzyporzdkowanie sygnatow dla
poszczeg6blnych atoméw wodoru przedstawia Rycina%i@mo *H-NMR dla wyizolowanej
substancji przedstawia Rycina 21

Na podstawie danych chromatograficznych, spektcidroraz wygidu substancii i jej
temperatury topnienia stwierdzor®, wyizolowanym zwjzkiem jest kwas usninowy.
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Tabela 32. Zestawienie sygwafC-NMR dla wyizolowanego zwiku
z danymetaturowymi dla kwasu usninowego.

numer atomu kwas usninowy wzor- kwas usninowy
wegla cowy [Konig 1999] wyizolowany
S [ppm] & [ppm]
1 198.1 198.08
2 105.3 104.00
3 191.8 191.74
4 98.4 98.65
5 178.4 179.42
6 155.2 155.24
7 101.6 101.57
8 163.9 163.92
9 1094 109.37
10 157.6 157.54
11 104.0 105.26
12 59.1 59.11
13 32.2 32.1455
14 201.8 201.81
15 27.9 27.93
16 7.6 7.57
17 200.4 200.36
18 31.3 31.31
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Rycina 18. Graficzne przypamkowanie sygnatow’C-NMR dla poszczegélnych atoméw
wegla wyizolowanego kwasu usninowego.
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Rycina 19. Widmd®C-NMR wyizolowanego kwasu usnhinowego
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Tabela 33. Zestawienie sygnatélNMR dla wyizolowanego zwizku

z danymi literedwymi dla kwasu usninowego

kwas usninowy wzor- kwas usninowy
atom wodoru cowy [Konig 1999] wyizolowany
6 [ppm] 6 [ppm]
3H, Me-13 1.75 1.69
3H, Me-12 2.10 2.04
3H, Me-15 2.66 2.60
3H, Me-18 2.67 2.61
1H, H-4 5.92 5.91
1H, C-9-0H 11.02 10.96
1H, C-7-0H 13.31 13.25
1H, C-3-0H 18.84 18.77
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Rycina 20. Graficzne przypam@kowanie sygnatéWH-NMR dla poszczegdlnych atoméw wo-
doru wyizolowanego kwasu usninowego.
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Rycina 21. WidmdH-NMR wyizolowanego kwasu ushinowego

L
T j
.
——
1 3
.
1 1
T c
[
1 i
I "
L H
T =,
©
|
I
= :
g ! .
- | 'I_
- :
=
[+
oy
[N
L)
L=
::.;
E=
B
|-|;-
- :
= :
L _|ﬁ—[
= H
= i

g
GEEE b_I— =
L6290
OLEE L
ZI0Z EE |
FGEF b
— W3
B9 5 |
EFGEF_|
— =
CEOE F_|
BEHD §
— =
EL0ZE |

T I
IEEIY) o9 OF 0z 0

131



7.5.2. Izolacja atranoryny

Wykonanie:

Odwazono 50 g zmielonego surowca o najkdzej zawartéci atranoryny C. macilen-
ta ssp. floerkeangai przeniesiono do bibutowej gilzy, kipumieszczono w aparacie Soxhleta i
ekstrahowano wyczermgo heksanem a naphie, po wysuszeniu surowca, chloroformem. W
obrazie TLC wycigu chloroformowego zaobserwowano ptarmdpowiadajca kolorem i war-
toscia Rf atranorynie.

Wyciag chloroformowy oczyszczano metpdienkowarstwowej chromatografii prepa-
ratywnej, na ptytkach szklanych pokrytyeblem krzemionkowym, w fazie ruchomej toluen-
kwas octowy 170:30. Zagzczony wycig hanoszono pasmowo na ptytki chromatograficzne.
Po rozwingciu i wysuszeniu chromatograméw, pagglu, zawierajce atranory@ zdejmowa-
no, przenoszono do osobnych zlewek, trzykrotruewano chloroformem i zlewano nadg,
ktory nas¢pnie siczono przez &zki twarde. Frakcje z poszczegoélnych chromatogranaa-
wierajace atranorye, taczono ze sabna podstawie obrazu TLC.

Wyniki:

W wyniku izolacji uzyskano 5 mg bezpostaciowej, lmavnej substancji. Kochroma-
tografia TLC z wzorcem wskazatze otrzyman substancja jest najprawdopodobniej atranory-
na - zaréwno zabarwienie plamy, jak i jej Rf bylyodne z substancjvzorcows. Podobnie
kochromatografia HPLC wskazata na zgo&inozasow retencji wzorca atranoryny i wyizolo-
wanej substancji. Wyizolowany zaviek charakteryzowat itemperatuy topnienia 189-
195°C, zgoda z danymi literaturowymi [Culberson 1979].

Ze wzgkdu na bardzo matwydajna¢ izolacji oraz niewielk zawart@¢ atranoryny w
materiale rélinnym, nie udato si uzysk& wiccej substancji. St tez podgto decyz¢ o po-
twierdzeniu tasamdci wyizolowanej substancji jedynie za pomanetod chromatograficz-
nych (TLC, HPLC), z pomirciem analizy spektralne;.

Na podstawie danych chromatograficznych, oraz wdwgli temperatury topnienia
stwierdzonoze wyizolowamn substang jest najprawdopodobniej atranoryna, jednak zawdera
ona domieszki innych substancji.

7.5.3. Izolacja kwasu fumaroprotocetrarowego

Wykonanie:

Odwazono 50 g rozdrobnionego surowca o naksizej zawartéci kwasu fumaroproto-
cetrarowego@. macilenta ssp. floerkeanaSurowiec ekstrahowano 200 ml metanolu w tem-
peraturze pokojowej przez 24 h. Ngmstie rozpuszczalnik zdekantowano i g&rzono do
sucha na wyparce pndiowej. Such pozostaté¢ rozpuszczono w 100 ml ggrej wody. Po
ostudzeniu wodny roztwor trzykrotnie ekstrahowanaozdzielaczu heksanem a rgstie
octanem etylu.

Uzyskan, frakcjc octanows oczyszczano metgdcienkowarstwowej chromatografii
preparatywnej, nagcznie przygotowanych ptytkach szklanych pokrytyetlem krzemionko-
wym, w fazie ruchomej chloroform-metanol-kwas mré@wk 97:5:1. Frake octanowd nano-
szono pasmowo na ptytki chromatograficzne. Po roeiu i wysuszeniu chromatogramow,
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paskizelu, zawierajce kwas fumaroprotocetrarowy zdejmowano, przenasztm osobnych
zlewek, trzykrotnie eluowano acetonem i zlewandsgez, ktdéry nasfpnie sczono przez
saczki twarde. Frakcje z poszczegoélnych chromatogmnaawieragce kwas fumaroprotoce-
trarowy, hczono ze sabna podstawie obrazu TLC.

Wyniki:

W wyniku izolacji uzyskano 80 mg bezpostacioweglimwnej substancji. Kochroma-
tografia TLC z wzorcem wskazatae otrzyman substancja jest najprawdopodobniej kwas
fumaroprotocetrarowy - zarowno zabarwienie plajay, i jej Rf byly zgodne z substaicj
wzorcows. Podobnie kochromatografia HPLC wykazata zgddrazasow retencji wzorcowe-
go kwasu fumaroprotocetrarowego i otrzymanej sutaitaWyizolowany zwazek charaktery-
zowat st temperatwy topnienia 249-252 °C, zgosare danymi literaturowymi [Culberson
1979].

7.5.3.1. Analiza spektralna kwasu fumaroprotocetagn

Analize spektralg 'H- i **C-NMR przeprowadzono dgi wsp6tpracy z Wydziatem
Farmacji Uniwersytetu Islandzkiego w ReykjavikuoBki do badania rozpuszczano w deute-
rowanym dimetylosulfotlenku.

Wyniki:

Analiza spektralna wykonanego widrt&-NMR wykazata zgodni z danymi literatu-
rowymi [Su2003].

Zestawienie sygnatowH-NMR dla wyizolowanego zwizku z danymi literaturowymi
dla kwasu usninowego przedstawia Tabela 34. Gradigarzyporzdkowanie sygnatow dla
poszczeg6blnych atoméw wodoru przedstawia RycinaV22lmo *H-NMR dla wyizolowanej
substancji przedstawia Rycina 23.

Na podstawie danych chromatograficznych, spektchingraz wygidu i temperatury
topnienia stwierdzonae wyizolowar substang jest kwas fumaroprotocetrarowy.
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Tabela 34. Zestawienie sygnaftyNMR dla wyizolowanego zwizku z danymi
literaturowymi dla kwaumaroprotocetrarowego

Atom wodoru Kwas fumaroprotocetra- | Kwas fumaroprotocetra-
rowy wzorcowy[Su 2003] rowy wyizolowany

8 [ppm] 8 [ppm]

1H, COOH 12.50 Brakuje
1H, Ar-OH lub COOH 1197 11.80
1H, CHO 10.58 10.64
1H, H-5 6.85 6.90
2H, H-2" i H-3” 6.65 6.70
2H, Hx-9’ 531 5.35
3H, Me-8 244 249
3H, Me-8’ 2.46 241

Rycina 22. Graficzne przypamkowanie sygnatéwH-NMR dla poszczegélnych atoméw wo-
doru wyizolowanego kwasu usninowego.
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Rycina 23. WidmdH-NMR dla wyizolowanego kwasu fumaroprotocetraroweg
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7.6. Aktywndai¢ biologiczna
7.6.1. Przygotowanie hodowli komérkowych do hada

Badania aktywn¢zi biologicznej wyizolowanych (kwas usninowy, kwfasnaroprotocetra-
rowy) lub komercyjnie zakupionych (atranoryna) nbelédéw porostowych przeprowadzono
na nastpujacych liniach komorkowych:

a) ludzkie komorki czerniaka linii HTB 140
b) ludzkie komorki nowotworu prostaty linii Du 145
c) fibroblasty skory ludzkiej HSF

Komorki hodowano w naczyniach hodowlanych, w odmmimich dla nich poywkach
(patrz spis odczynnikow), w inkubatorze w tempe37°C i atmosferze zawiegagj 5%
CO, oraz stat wilgotnaoscia. Wszystkie paywki wzbogacone byty dodatkiem 10% surowicy
bydlecej oraz antybiotykami. Ptyn hodowlany zmienian@adni naswiezy.

W momencie utworzenia przez komorki warstwy glaeej jako monolayer komorki pod-
dawano pas@waniu. W tym celu ptyn znad komorek zlewano a kdinprzeptukiwano dwu-
krotnie cieptym roztworem PBS bez dodatku jonow.zRmiu PBS komorki traktowano 1 ml
trypsyny przez okoto 1 mingit az do oderwania gi komorek odscian naczynia. Nagbnie
dodawano tak samy ilos¢ ptynu hodowlanego, odpowiedniego dla danej limmorkowe;j i
tak przygotowan zawiesir komorek przenoszono do probowki wirbwkowej i wilove przez
10 minut przy 1000 obrotéw/minutPo odwirowaniu zlewano ngs a komorki zawieszano w
1 ml odpowiedniego ptynu hodowlanego, delikatniergepipetowugc. Komorki liczono w
hemocytometrze Bulrkera i wysiewano do nachpdowlanych, na ptytki wielodotkowe lub
szalki Petriego w zadanychkgjcsciach.

7.6.2. Przygotowanie roztworéw do bada

Na wadze analitycznej odwano dokladnie okoto 10 mg kwasu usninowego, atnanor
ny i kwasu fumaroprotocetrarowego. Ocdwwae substancje przeniesionosdmwo do probo-
wek typu eppendorf o oktpsci 1.5 ml i dodano po 1 ml acetonu. Ngstie otrzymane roztwo-
ry rozciexczono dziesiciokrotnie, dodajc 100 ul badanego roztworu do 900 ul ptynu hodow-
lanego, uzyskuagy tym samym stenie 1mg/ml. Analogicznie przygotowano roztwor sgme
rozpuszczalnika (aceton).

7.6.3. Wptyw badanych zwakow nazywotnas¢ komorek

Wykonanie:

Komorki z naczy hodowlanych poddawano pasavaniu i wysiewano na ptytki 24-
dotkowe w gstasci 4000/cmi. Po uptywie 24 h od wysiania komérek zmieniananghpdow-
lany naswiezy z dodatkiem badanych substancji wzehiach 5, 10, 25, 50 pg/ml (kwas usni-
nowy) lub 5, 10, 20, 30 pg/ml (atranoryny, kwaséroportocetarowy) lub bez dodatku bada-
nych substancji (kontrola pozytywna). Przeprowadzewniez badanie dla roztworu rozpusz-
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czalnika (aceton). Komorki inkubowano z badanyntissancjami przez 24 i 48 h. Po tym cza-
sie zywotnas¢ komorek okrélano dwiema metodami: testem =zlotem trypanu (TB) oraz
testem z wykorzystaniem dioctanu fluoresceiny intka etydyny (FDA/EtBr). Komorki li-
czono pod odwrdconym mikroskopem jasnego pola (TB) mikroskopem kontrastowo-
fazowym z przystawk do epifluorescencji (FDA/ELBr), okéjac ilos¢ zywych komorek na
100 w polu widzenia. Kale déwiadczenie powtarzano trzykrotnie.

Wyniki:

Wplyw kwasu usninowego naywotnas¢ komorek HTB140, Dul45 oraz HSF przed-
stawia Tabela 35 oraz Rycina 24. Wptyw atranoryayywotnas¢ komérek HTB140, Dul45
oraz HSF przedstawia Tabela 36 oraz Rycina 25. Wbdyasu fumaroprotocetrarowego na
zywotnas¢ komorek HTB140, Dul45 oraz HSF przedstawia TaBélaraz Rycina 26.
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Tabela 35. Wptyw kwasu usninowegozgeotnas¢ komérek HTB-140, Dul45 i HSF

SREDNIA LICZBA ZYWYCH KOMOREK [%]
STEZENIE
[g/mi] HTB-140 Du145 HSF
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
0 99.0+0.9 | 98.7+0.9 | 98.7+1.1* | 98.7+0.9 | 99.1+0.8 | 99.0+1.0
5 97.1+1.2 | 97.241.0 | 96.2+1.2 | 96.7+0.9 | 97.7+1.1 | 97.0+0.7
10 95.3+2.8% | 95.5+1.7* | 94.2+1.4* | 93.7+1.3* | 96.1+0.9* | 94.8+1.1*
25 80.3+3.6* | 92.3+0.9* | 92.3+1.4* | 89.2+1.9* | 93.9+0.9* | 92.3+0.9*
50 88.2+42.3* | 86.6+4.7* | 87.5+2.2* | 84.1+2.7* | 92.0+1.2* | 88.1+1.3

Przy wartdciach podano htl standardowyredniej. Rénice istotne statystycznie (p<0,05) oznaczape s

Rycina 24. Wplyw kwasu usninowego aavotnas¢ komorek HTB140 (A), Dul45 (B)
I HSF (C)
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Tabela 36. Wplyw atranoryny mgwotnasé¢ komérek HTB140, Dul45 oraz HSF

SREDNIA LICZBA ZYWYCH KOMOREK [%]
stezenie
[ug/ml] HTB-140 Du145 HSF
24 h 48h 24h 48h 24 h 48h

0 |99.040.9 |98.7#0.9 |98.7+l1 |98.7+0.9 |99.1:0.8 |99.0+1.0
5 | 84.67+2.16*| 79.83+2.86*| 91.50+3.22*| 81.33+3.08% 98.50+1.97 | 98.00+2.28
10 | 74.83+2.64%| 66.00+3.03*| 81.00+3.56*| 74.17+5.93* 96.50+2.59%| 94.33+2.58*
20 | 60.50+2.88% 51.83+4.35* 63.1745.96*| 54.50+4.75% 93.50+2.26% 92.00+1.79*
30 | 54.5+2.43* | 44.67+3.20*| 58.00+4.22*| 45.00+4.98% 91.33+2.07*| 90.33+1.37*

Przy wartdciach podano hHl standardowyredniej. Rénice istotne statystycznie (p<0,05) oznaczape s

Rycina 25. Wplyw atranoryny ngywotnas¢ komorek HTB-140 (A), Dul45 (B) i HSF (C)
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Tabela 37. Wplyw kwasu fumaroprotocetrarowegaywaotnas¢ komérek HTB140, Dul45

i HSF
SREDNIA LICZBA ZYWYCH KOMOREK [%]
stezenie
[g/mi] HTB-140 Dul45 HSF
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h

0 09.040.9 | 98.7+0.90 | 98.7+1.10 | 98.70+0.90 | 99.10+0.80 | 99.00+1.00
5 99.00+1.10| 97.00+0.90 | 100.00+0.00 99.00+0.41 | 100.00+1.10 100.00+0.90
10 08.00+1.00| 97.00+0.80| 99.00+0.82| 99.00+0.82 | 100.00+1.00 100.00+0.80
20 96.00+0.56*| 95.00+0.57* 97.00+1.55*| 97.00+1.37*| 99.00+0.55| 99.00+0.55
30 96.00+1.09*| 94.00+1.00*| 97.00+1.97*| 96.00+1.75%| 99.00+1.09| 99.00+1.00

Przy wartdciach podano htl standardowygredniej. Rénice istotne statystycznie (p<0,05) oznaczape s

Rycina 26. Wptyw kwasu fumaroprotocetrarowegaynaotnas¢ komérek HTB140 (A),
Dul45 (B) i HSF (C)
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7.6.4. Wptyw badanych zazkow na proliferag komorek

Wykonanie:

Komorki z naczy hodowlanych poddawano pasavaniu i wysiewano na ptytki 24-
dotkowe w gstasci 4000/cmi. Po uptywie 24 h od wysiania komérek zmieniananghpdow-
lany naswiezy z dodatkiem badanych substancji wzeniach 10, 25 i 50 pg/ml lub bez dodat-
ku badanych substancji (kontrola pozytywna). Komarkubowano z badanymi substancjami
przez 24, 48 i 72 h. Po tym czasie komorki odrywadécianek dotka przy pomocy roztworu
trypsyny i okrélano ilasé¢ komorek w hemocytometrze Burkera.Ada déwiadczenie powta-
rzano trzykrotnie.

Wyniki:

Wplyw kwasu usninowego na proliferadjomérek HTB140, Dul45 i HSF przedstawia
Tabela 38 oraz Rycina 27. Wptyw atranoryny na feadick komoérek HTB140, Dul45 i HSF
przedstawia Tabela 39 oraz Rycina 28. Wptyw kwasndroprotocetrarowego na prolifer@acj
komoérek HTB140, Dul45 i HSF przedstawia Tabela2 &®ycina 29
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Tabela 38. Wptyw kwasu usninowego na prolifegdgmorek HTB-140, Dul45 i HSF

HTB140 Du145 HSF
stezenie srednia liczba komoérek/dotek srednia liczba komoérek/dotek srednia liczba komoérek/dotek
[g/ml]
24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h
0 23849+2144| 35088+3397| 60376+1865| 25905+2048| 53043+1839| 66612+1376| 14186+1126| 19942+431 | 2364311064
10 19326+3391* 24740+547*| 36870+1343* 21793+1424* 26110+£1126* 31798+1516* 11102+2521* 14803+2601* 16447+1163*
25 9046+2494* | 8429+769* | 11033+£1362* 12952+1533* 15419+1700* 15317+2355* 6579+1163* | 8224+1400* | 9046+2326*
50 3701+2398* | 4180+839* | 4797+888* | 7401+1424* | 5962+676* | 5345+1040* | 4112+1163* | 5345+1685* | 5757+1875*

Przy wartdciach podano hH standardowygredniej. Rénice istotne statystycznie (p<0,05) oznaczene s
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Rycina 27. Wptyw kwasu usninowego na prolifera¢gjomorek HTB-140 (A), Dul45 (B)

i HSF (C)
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Tabela 39. Wplyw atranoryny na proliferagomoérek HTB-140, Dul45 i HSF

HTB140 Du145 HSF
stezenie srednia liczba komoérek/dotek srednia liczba komoérek/dotek srednia liczba komérek/dotek
[g/mi]
24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h
0 91484638 | 16036 +1035| 23540+1588| 10690+737 | 29399+1717| 79975+4878| 9662+787 | 12129+1034| 20764+1410
10 8690+596 | 14432+1081| 20244+1384* 9621+820 | 25577+1199* 67978+4025*% 9457+822 | 11307+1031| 19325+1254
20 7501+£393* | 12027 £847*| 16478+1439* 8231+514* | 20579+1479* 52783+2662* 8840+785* | 10485+751* | 17886+1145*
30 6129+421* | 10102 £606* | 12476+991* | 6841+ 499* | 14699+831* | 36788+2379* 8018+749* | 9868+886* | 16858+1317*

Przy wartdciach podano hH standardowygredniej. Rénice istotne statystycznie (p<0,05) oznaczane s
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Rycina 28. Wptyw atranoryny na proliferagjkomérek HTB140 (A), Dul45 (B) i HSF (C)
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Tabela 40.Wptyw kwasu fumaroprotocetarowego na prolifegd@morek HTB-140, Dul45 i HSF

HTB140 Du145 HSF
stezenie srednia liczba komoérek/dotek srednia liczba komérek/dotek srednia liczba komoérek/dotek
[g/ml]
24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h
0 10896226 | 31729+1434| 59142+1828| 24259+2614| 62503+5977| 113075+9765| 6510+400 | 12198+668 | 17749+1164
10 102794450 | 29331+1636| 54413+1062* 24100+2613| 62088+4553| 109889+8223| 6304+379 | 11855+870 | 17269+1330
20 9662+238* | 27480+1895| 49273+2151* 23701+2589| 61060+4193| 106188+1046Q 5962+409 | 11239+785 | 16652+1074
30 9320+319* | 26452+1774* 48382+2247* 23541+2709| 60649+3448| 106085+8272| 5688+432 | 10759+598 | 16310+1240

Przy wartdciach podano hH standardowygredniej. Rénice istotne statystycznie (p<0,05) oznaczene s
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Rycina 29. Wptyw kwasu fumaroprotocetrarowego na prolifegdagmorek HTB140 (A),
Dul45 (B) i HSF (C)
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7.6.5. Wplyw badanych zwzkéw na morfologi komérek

Badanie zmian morfologii komoérek przeprowadzonoypnespotpracy z Zaktadem
Biologii Komorki Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Botechnologii UJ.

Wykonanie:

Komérki z naczy hodowlanych poddawano pasaaniu i wysiewano na piytki 12-
dotkowe w gstaici 6000/cmi. Po uptywie 24 h od wysiania komérek zmienianaghpdow-
lany naswiezy z dodatkiem badanych substancji wzehiach 10 i 25 pg/ml lub bez dodatku
badanych substancji (kontrola pozytywna). Komoérkiubowano z badanymi substancjami
przez 48 h a naginie obserwowano pod mikroskopem kontrastowo-fazowyapisywano
obrazy.

Wyniki:

Wpltyw kwasu usninowego na morfolegitomérek HTB-140, Dul45 oraz HSF przed-
stawia Rycina 30, wptyw atranoryny - Rycina 31 B,a&0wptyw kwasu fumaroprotocetraro-
wego przedstawia Rycina 31 D, E.

7.6.6. Wptyw badanych zazkow na cytoszkielet aktynowy komérek

Badanie zmian w cytoszkielecie aktynowym przepraoad przy wspoétpracy z Za-
ktadem Biologii Komérki Wydziatu Biochemii, BiofiZy i Biotechnologii UJ.

Wykonanie:

Komérki z naczy hodowlanych poddawano pasaaniu i wysiewano na piytki 12-
dotkowe, z umieszczonym na dnie mikroskopowym dkigen nakrywkowym, w gstcsci
8000/cnf. Po uptywie 24 h od wysiania komérek zmienianagipdowlany nawiezy z do-
datkiem badanych substancji wzniach 10 i 25 pg/ml lub bez dodatku badanych snlogt
(kontrola pozytywna). Komorki inkubowano z badanysubstancjami przez 48 h. Ngstie
komorki przeptukiwano trzykrotnie roztworem PBS headw wapnia i magnezu, utrwalano
w 3.7% roztworze paraformaldehydu w temperaturZ&€37powtornie przeptukano roztwo-
rem PBS. W celu przeprowadzenia permabilizacji ttwalonych komérek dodano 0.1%
roztwor Tritonu X-100 i inkubowano przez 10 minutt@mperaturze pokojowej. Po tym cza-
sie komérki barwiono falloidymsprzzona z izotiocyjanianem rodaminy (TRITC) oggéniu
0.5 pg/ml przez 45 minut w temperaturze pokojowejkomorach bez dogbu swiatta. Po
inkubacji z barwnikiem szkietka z komoérkami przdpWwano wod, destylowan a nastpnie
obserwowano pod odwréconym mikroskopem kontrasttazowym z przystawkdo epiflu-
orescencji oraz w emicowym kontracie interferencyjnym Nomarskiego i zapisywano obra-

zy.

Wyniki:
Wplyw kwasu usninowego na cytoszkielet aktynowy koek HTB-140, Dul45 oraz
HSF przedstawia Rycina 32, wptyw atranoryny - R§c33.
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Rycina 30. Wplyw kwasu usninowego na morfotogomoérek HTB-140 (A - warunki kon-
trolne, D - inkubacja z 10pug/ml KU, G - inkubacj22ug/ml KU), Dul45 (B - warunki kon-
trolne, E - inkubacja z 10pg/ml KU, H - inkubacj&®%ug/ml KU) oraz HSF (C - warunki
kontrolne, F - inkubacja z 10pug/ml KU, | - inkubag 25ug/ml KU)

HTB-140

149



Rycina 31. Wplyw atranoryny (ATR) (A - warunki kealne, B - inkubacja z 10pug/ml ATR,
C - inkubacja z 25pg/ml ATR) i kwasu fumaroproteaetwego (KF) (A - warunki kontrolne,
D - inkubacja z 10pg/ml KF, E - inkubacja z 25ugK#l) na morfologt komérek Du145.
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Rycina 32. Wplyw kwasu usninowego (KU) na cytoskkti@aktynowy komérek HTB-140 (A

- warunki kontrolne, D - inkubacja z 10pug/ml KU,-Ghkubacja z 25pg/ml KU), Dul45 (B -
warunki kontrolne, E - inkubacja z 10pug/ml KU, khkubacja z 25ug/ml KU) oraz HSF (C -
warunki kontrolne, F - inkubacja z 10pg/ml KU, ihkubacja z 25ug/ml KU)

HTB
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Rycina 33. Wplyw atranoryny (ATR) na cytoszkiel&tymowy komorek HTB-140 (A - wa-
runki kontrolne, D - inkubacja z 10pug/ml ATR, Gnkubacja z 25pg/ml ATR), Dul45 (B -
warunki kontrolne, E - inkubacja z 10pg/ml ATR, Hhkubacja z 25pug/ml ATR) oraz HSF
(C - warunki kontrolne, F - inkubacja z 10pg/ml ATIR inkubacja z 25ug/ml ATR)

HTB-140 Dul45 HSF
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7.6.7. Wptyw badanych zazkow na aktywné&t migracyjra komérek nowotworowych

Badanie zmian aktywrci migracyjnej komorek przeprowadzono przy wspdatgra
Zaktadem Biologii Komoérki Wydziatu Biochemii, Biafyki i Biotechnologii UJ.

Wykonanie:

Komorki z naczy hodowlanych poddawano pasavaniu i wysiewano do nacaynho-
dowlanych w gstaici 25000/cm. Po uptywie 24 h od wysiania komérek zmieniananphp-
dowlany naswiezy z dodatkiem badanych substancji wzehiu 10 pg/ml lub bez dodatku
badanych substancji (kontrola pozytywna). Rejegiracchu komérek przeprowadzano bez-
posrednio po zmianie pgwki oraz 24 h po dodaniu badanego @iw. Filmy nagrywano
przez 420 minut, w temperaturze 37°C, przyaiu odwréconego mikroskopu kontrastowo-
fazowego, wypos@nego w kakf akwizycji obrazu oraz program VCR v.0.99. Qgsimie-
dzy dwiema klatkami filmu wynosit 5 minut. kdorazowo analizowano 45 komaorek.

Filmy analizowano przy zyciu programu Migra v.1.1, umbwiajacego wyznaczenie
trajektorii komérek w oparciu o zmiany ich pgémia w kolejnych klatkach filmu. Patenie
komorek byto okrélane przez ¢gczne wyznaczenie centroidérdgdka komorki) i zapisywane
w pamkci komputera. Dla kadej komorki wyznaczano 84 kolejne paémia.

Pliki zawierajce wspotrzdne ruchu analizowano w programie Mathematica,yktonazli-
wia ilosciowe wyznaczenie nagtujacych parametréw, okéjacych ruch komaorek:

a) catkowita dtugé¢ przemieszczenia komérkuf) - odlegi@¢ mierzona z punktu
pocatkowego ruchu komorki do jej k@owej pozycji,

b) catkowita dtugéc trajektorii ruchu komorki fm) - suma prostoliniowych odcinkow
drogi jakie przebyta komoérka w kdym ods¢pie czasowym pomdzy kolejnymi
klatkami filmu,

c) srednia pedkos¢ przemieszczeniau(n/min) - liczona z catkowitej diugei prze-
mieszczenia komorki w czasie,

d) srednia pedkosé ruchu um/min) - liczona z catkowitej diugai drogi przebytej przez
komorke w okreSlonym czasie,

e) wspotczynnik efektywngci ruchu (CME) - stosunek dtuga przemieszczenia do catl-
kowitej dtugaci trajektorii ruchu komorki.

Ruch komorek przedstawiano na wykresach kotowyelktorych pocatek kazdej trajek-
torii umieszczony jest w punkcie przecia osi wykresu.

Wyniki:

Wplyw kwasu usninowego na migradgjomérek HTB-140 i Dul45 przedstawia Ryci-
na 34, wptyw atranoryny - Rycina 35. Parametry tudka komérek HTB140 i Du 145 pod
wptywem kwasu usninowego przedstawionensTabeli 41, dla komérek pod wptywem atra-
noryny Tabeli 42 i Tabeli 43.
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Rycina 34. Wptyw kwasu usninowego (KU) na migedamorek Dul45 (A - warunki kon-
trolne, B - inkubacja z 10ug/ml KU, C - 24h preiblagja z 10pg/ml KU) i HTB-140 (D -
warunki kontrolne, E - inkubacja z 10pug/ml KU)

Tabela 41. Parametry ruchu komorek Dul45 i HTB-id@ wptywem kwasu usninowego.

Parametr ruchu

STEZENIE KWASU USNINOWEGO [ pg/ml]

0

10

10 (po 24h)

Dul45

HTB-140

DU145

HTB-140

Dul45

Srednia droga
catkowita [um]

243.28 £7.75

144.92+ 453

92.67+4.32*

65.57 £4.92 *

77.58 +6.76*

Srednia  pred-
kos¢ ruchu i
czona z drogi
[pm/min]

0.57+0.01

0.34+0.01

0.22+0.05

0.15+0.01

0.18+0.02

Srednie  prze-
mieszczenie
catkowite [um]

58.78 + 5.97

33.50+ 1.66

24.58 +2.04*

10.18 £ 0.76*

17.65 £1.46*

Srednia  pred-
kos¢ ruchu li-
czona z prze-
mieszczenia
[um/min]

0.14+0.06

0.079+0.003

0.06+0.01

0.024+0.007

0.04+0.01

Sredni
czynnik
tywnosci
ruchu (CME)

wspot-
efek-

0.216 £ 0.02

0.244+0.015*

0.279 +0.02*

0.186 + 0.03*

0.374 +0.03*

Przy wartdciach podano hH standardowyredniej. Rénice istotne statystycznie (p<0,05) oznaczane s
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Rycina 35. Wptyw atranoryny (ATR) na migra¢jomorek Dul45 (A - warunki kontrolne, B
- inkubacja z 10pg/ml ATR, C - 24h preinkubacjaQud@/ml ATR) i HTB-140 (A - warunki
kontrolne, B - inkubacja z 10ug/ml ATR, C - 24hipkaibacja z 10pug/ml ATR)

Tabela 42. Parametry ruchu kom@ak45 pod wptywem atranoryny.

STEZENIE ATRANORYNY [ pg/ml]

Parametr ruchu 0 10 10 (po 24h)

Srednia droga
catkowita 352.94 + 7.91 203.58 + 6.02% 216.4 + 4.62*
[um]
Srednia predkosé
ruchu liczona z drogi| 0.84 + 0.018 0.48 £0.014 0.51+£0.011
[um/min]
Srednie
przemieszczenie
catkowite

i [um]

Srednia predkosé
ruchu liczona z
przemieszczenia

[um/min]
Sredni wspébtczynnik
efektywnaosci ruchu | 0.21£0.018| 0.15+0.012% 0.17 £0.01p*
(CME)

Przy wartciach podano hH standardowyredniej. Ranice istotne statystycznie (p<0,05) oznaczaene s

70.58 £5.95| 31.34+272% 37.15+3.6P*

0.17+£0.014 0.07 £ 0.006 0.09 +0.009
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Tabela 43. Parametry ruchu komorelBHAO pod wptywem atranoryny.

STEZENIE ATRANORYNY [ pg/ml]

Parametr ruchu 0 10 10 (po 24 h)

Srednia droga
catkowita 324.53 +6.85 239.68 + 6.76* 110.43 + 4.81%
] [um]
Srednia predkosé
ruchu liczona z drogi | 0.77 = 0.016] 0.57 £0.016 0.26 £0.011
[um/min]
Srednie
przemieszczenie
catkowite
i [um]
Srednia predkosé
ruchu liczona z
przemieszczenia
[um/min]
Sredni wspotczynnik
efektywndasci ruchu | 0.09 £0.007| 0.12 +0.0107 0.09 £ 0.008
(CME)

Przy wartciach podano hH standardowyredniej. Rénice istotne statystycznie (p<0,05) oznaczape s

E3

29.04 +2.05| 28.33+2.62 8.78 £ 0.60

0.07 £ 0.004, 0.07 +0.006 0.02 £ 0.002

7.6.8. Wptyw badanych zwazkow na morfologi jader komorkowych

Badanie zmian morfologiiafler komérkowych przeprowadzono przy wspotpracy z
Zaktadem Biologii Komoérki Wydziatu Biochemii, Biafyki i Biotechnologii UJ.

Wykonanie:

Komérki z naczy hodowlanych pagawano i wysiewano na ptytki 12-dotkowe, z
umieszczonym na dnie mikroskopowym szkietkiem nakgwym, w gstasci 4000/cni. Po
uptywie 24 h zmieniano ptyn hodowlany &aiezy z dodatkiem badanych substancji w- st
zeniach 10 i 25 pg/ml lub bez dodatku badanych smgt(kontrola pozytywna). Komorki
inkubowano z badanymi substancjami przez 72 h.ddag komorki przeptukiwano trzy-
krotnie roztworem PBS bez jonow wapnia i magnezwyalano w 3.7% roztworze parafor-
maldehydu w temperaturze 37°C i powtOrnie przepiokeoztworem PBS. Do utrwalonych
komorek dodano 0.1% roztwor Tritonu X-100 i inkukzow przez 10 minut w temperaturze
pokojowej. Po tym czasie komoérki barwiono barwnikiéloechst w komorach bez dgst
Swiatta. Po inkubaciji z barwnikiem szkietka z komamnki przeptukiwano wagdestylowan a
nastpnie obserwowano pod odwréconym mikroskopem kotaves-fazowym z przystawk
do epifluorescenciji i zapisywano obrazy.

Wyniki:

Wplyw kwasu usninowego na morfolegiader komorek Dul45 przedstawia Rycina
36, wptyw atranoryny - Rycina 37.
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Rycina 36. Wplyw kwasu usninowego (KU) na morfotogider komérek Dul45 (A, a - wa-
runki kontrolne, D, d - inkubacja z 10pug/ml KU, &; inkubacja z 25ug/ml KU)

strzatki wskazyj jadra komdérkowe z widocznymi pagtkami procesu apoptozy (ciatka apoptotyczne)
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Rycina 37. Wptyw atranoryny (ATR) na morfolggader komorek Dul45 (A - warunki kon-
trolne, B - inkubacja z 20 pg/ml ATR, C - inkubagj&0 pg/ml ATR)
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7.6.9. Wptyw badanych zazkoéw na indukej procesu apoptozy w komérkach

Badanie indukowania procesu apoptozy w komorkaademgowadzono przy wspot-
pracy z Zakladem Immunologii Wydziatu BiochemiioBryki i Biotechnologii UJ.

Wykonanie:

Komérki Du-145 hodowano w ptynie DMEM F12 z 10% FB&ntybiotykiem, wy-
siano na szalkw gestaici 10000/cm. Po uptywie 24 h od wysiania komérek zmienianapty
hodowlany na&wiezy z dodatkiem badanej substancji wzsnhiach 10 i 25 pg/ml lub bez do-
datku badanej substanc;ji (kontrola pozytywna).

Komérki inkubowano w obecoi kwasu usninowego przez 48 h. Ngstie komorki
przeptukano PBS bez jonow wapnia i magnezu, podttypsynizacji i odwirowano. Po za-
konczeniu wirowania komorki zawieszono w PBS, rozmpetno i zawieszono w buforu
wiazacego w gstasci 1x10° komérek/ml. Z zawiesiny pobrano 100 pl, przeniesiodo pro-
béwki 0 obgtosci 5 ml, a nasjpnie dodano 5 pl aneksyny V znakowanej FITC. Koriirk
kubowano przez 15 minut w ciemion nas¢pnie dodano 400 ul buforu dacego i analizo-
wano za pomagcytometru przeptywowego.

Wyniki:

Wplyw kwasu usninowego na stymulagprocesu apoptozy w komorkach Du-145
przedstawia Tabela 44 i Rycina 38.

Tabela 44. Wptyw kwasu usninowego na stymul@cpcesu apoptozy w komérkach Dul45

ilos¢ komérek [%0]
stezenie
kwasu usninowego| komorki komorki komorki
[Mg/ml] zywe nekrotyczne | apoptotyczne
kontrola 84.93 0.11 14.96
10 65.39 1.35 33.26
25 43.20 0.41 56.39
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Rycina 38. Wpltyw kwasu usninowego (KU) na stymugajocesu apoptozy w komérkach
Dul45 (A - warunki kontrolne, B - inkubacja z 10/pptyKU, C - inkubacja z 25 pg/ml KU)
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7.7. Opracowanie wynikéw i analiza statystyczna

Wszystkie wyniki opracowano korzysiajz programu Microsoft Excel 2003. Analiz
statystycza wykonano w programie Statistica. Dla sprawdzesiatngci statystycznej ro
nic z testowzywotnadsci i proliferacji, a take zdolndci ruchowej zastosowano test Mann-
Whitneya dla dwéch niezaieych prob. Prog istotsdoi o przyjmowano za réwny 0,05.
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8. OMOWIENIE | DYSKUSJA WYNIKOW
8.1. Wprowadzenie

Porosty czyli grzyby lichenizowand=@yngi lichenisati Lichenomycota s3 organi-
zmami rélinnymi zbudowanymi z dwoch komponentéw: cugipenego grzyba oraz samo-
zywnego glonu, pozostgych wobec siebie w zaleosci symbiotycznej. % to organizmy
bardzo rozpowszechnione na kuli ziemskiej, a idni@rski charakter, mate wymagasia-
dowiskowe oraz sanmgwnosé¢ pozwolity im na kolonizowanie obszaréw trudno @pstych
dla raslin wyzszych.

Znanych jest okoto 18 500 gatunkoéw porostow [Bau05], z czego okoto 1600
wystepuje w Polsce [Faltynowicz 2003].

Czlowiek wykorzystywat porosty od stuleci, w celacdrowno pozamedycznych, jak i leczni-
czych. Stanowity onerodio pazywienia [Matwiejuk 2008, Bystrek 1987], byty tak wyko-
rzystywane jako w przende perfumeryjnym i kosmetycznym [Ghione 1988, HUn&899,
Joulain 2009]. Znaczenie lecznicze porostow w dahellecnej ogranicza sido ich zastoso-
wania w schorzeniach drég oddechowych.

Substancje wyspujace w porostach nmima podziekk na metabolity pierwotne i wtor-
ne. Metabolity pierwotne spotykane w porostach krawce, zwazki azotowe, kwasy kar-
boksylowe czy witaminy - ssréwniez rozpowszechnione $0d innych rélin. Wiekszas¢
wtérnych metabolitdw porostowych powstato biogenetye na drodze acetylopolimalony-
lowej i 1 to zazwyczaj struktury typowe dla porostow (tzwalsy porostowe), za watkiem
antrachinondéw i naftochinonéw, spotykanych rownie raslin wyzszych. Do charaktery-
stycznych struktur porostowych nzdetakze zwizki pochodzce ze szlaku kwasu szikimo-
wego (pochodne kwasu pulwinowego), podczas gdyyktydorzemian szlaku kwasu mewa-
lonowego (karotenoidy, sterole, terpeny) toaaki spotykane rowniew roslinach wyzszych.

Jednym z wzniejszych rodzajéw porostéw wystujacych w Polsce jest chrobotek
(Cladonig, obejmujcy kilkadziesiat gatunkow. Porosty z tego rodzaju wysija przede
wszystkim w suchych lasach sosnowych, tworgharakterystyczne zbiorowiska&me nosz-
ce nazw borow chrobotkowych Gladonio-Pinetury wchodz takze w skiad zbiorowisk
okreslanych jako murawy szczotlichow€d@rynephoretum canescentis

Badania prowadzone dotychczas nad aktyeiordéznych gatunkéw chrobotkéw
wskazaty przede wszystkim na ich aktywéi@rzeciwdrobnoustrojosv[Aslan 2006, Ingolfs-
dottir 1985, Saenz 2006, Yilmaz 2004, Perry 19%lakha 2004] oraz cytotoksyczfigolfs-
dottir 2000, Bezivin 2003, Perry1999] i antymitatyg [Oswiecimska 1979].

Kwas usninowy, jeden z najlepiej zbadanych metaiwlporostowych, charakteryzu-
je sk ciekawag aktywndcia biologiczry i farmakologiczn, co zostato opisane w rozdziale
5.1.8. Zwizek ten byt rownig badany pod &em aktywndci cytotoksycznej wobec szeregu
linii zwierzecych i ludzkich komérek nowotworowych i prawidtowy¢Tabela 11), ok&ano
takze jego wplyw na stymulagjprocesu apoptozy czy jeden z elementéw cytoszkidde-
maérkowego - mikrotubule. Atranoryna jest typowym taimlitem porostowym, wygbuja-
cym rowniez, co ciekawe, w niektérych §tinach naczyniowych z rodzi@chnaceagDipte-
rocarpaceaeczy Fabaceae[Nasser 2009, De Carvalho 2000, De Carvalho 2Q0®lgali
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2007]. W badaniach in vitro zwaek ten wykazywat aktywrdo biologiczra i farmakolo-
giczm w réznych kierunkach, co zostato opisane szczegétowoadziale 5.2.7. Zvazek ten
byt miedzy innymi badany podakem aktywndci cytotoksycznej, co przedstawiono w Tabeli
19, jak rownie okreslano jego wptyw na stymulagcjproceséw apoptozy na kilku liniach ko-
morek zwierzcych i ludzkich [Correche 2004, Borova 2010]. Ostatni z badanych metabo-
litbw, kwas fumaroprotocetrarowy, jest najstabigjgbadanym zvazkiem, co mae wynika

Z jego niskiej zazwyczaj aktywiad biologicznej i farmakologicznej, kt@ropisano szczeg6-
lowo w rozdziale 5.3.6. Kwas fumaroprotocetrarowy tbwniez badany pod &em aktyw-
nosci cytotoksycznej, co przedstawia Tabela 27.

8.2. Uzasadnienie celu i zatsh pracy

Prace nad sktadem chemicznym i aktywei® przedstawicieli rodzaj€ladoniabyty
prowadzone w Katedrze Farmakognozji w latach 80tygrzie w técie Allium wykazano
wiasngci antymitotyczne kwasu usninowegoadtvynikio zainteresowanie gatunkami tego
rodzaju i metabolitami wtornymi porostow, oraz painga kontynuowanie, a przede wszyst-
kim poszerzenie tych baflaCelem pracy byto okégenie zawartéci wybranych metaboli-
téw: kwasu usninowego, atranoryny i kwasu fumartqretrarowego w rych gatunkach
rodzajuCladonig wytypowanie gatunkéw o najugzej ich zawarti a nastpnie izolacja
tych zwhzkow. W ostatnim etapie pracy okleno oddziatywanie wyizolowanych metaboli-
tow na komorki nowotworowe i prawidtowe.

Do bada wybrano sz& gatunkéw z rodzaj€ladonia C. arbusculaC. furcatg C.
gracilis, C. macilenta ssp. floerkean&. subulataoraz C. uncialis kierupc sk przede
wszystkim doniesieniami na temat ich skladu chenggp w taki sposéb, aby zawieraty one
badane metabolity wtérne. Dodatkowym elementem &tgpu pracy byto poréwnanie obec-
nosci i zawart@ci badanych zwizkéw w dwdch wybranych gatunkactCladonia arbuscula
I C. uncialis- zebranych w Polsce i na Islandii. Wedtug domiesteraturowych, kwas usni-
nowy wystpowat w trzech gatunkaclCladonia arbusculaC. macilenta ssp. floerkean@.
uncialis) [Gertig 1960, Culberson 1979 $@Wiecimska 1987], atranoryna w dwoch gatunkach
(Cladonia furcata C. gracilis [Culberson 1979, Huneck 2004, Piercey-Normore7200a-
tomiast kwas fumaroprotocetrarowy w czterechsgjm széciu badanych gatunkowC{ado-
nia furcatg C. arbusculaC. gracilis C. subulatid [Culberson 1979, Huneck 2004]. Rozpo-
wszechnienie badanych metabolitdw w porosta¢hych rodzajow wysipujacych w Polsce
badato do tej pory zaledwie kilku autorow [Gerti@6D, Grzycka 1979, @iecimska 1987,
Biatonska 2005], wikszai¢ z tych bada byta prowadzona w latach 60, 70 i 80 ubiegtego
wieku. Analiza ilgciowa krajowych gatunkow porostéw podtém wystpowania kwasu
usninowego i atranoryny zostata opisana zaledwitbwich pracach [Gertig 1960, Biakka
2005], natomiast nie ma takich danych dla kwasuaflwprotocetrarowego. Zarowno badania
jakosciowe, jak i ilgiciowe, dotyca rodzajuCladoniajedynie w dwoch przypadkach [Gertig
1960, Gwiecimska 1987], st tez pomyst na zapoatkowanie takich badawsréd ranych
gatunkéw tego rodzaju, aby poszerigformacje na temat zardwno obeécio jak i ilosci
metabolitow wtdérnych w tych gatunkach. Wyselekcjwaoe gatunki o wysokiej zawagto
badanych metabolitow magpostuzy¢ jako zrodia do ich pozyskiwania, w zggku z tym
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kolejnym celem pracy byla optymalizacja warunkowstedkcji oraz proba izolacji zazkow.
Wyizolowane zwizki mogy by¢ wykorzystane jako wzorce do badehromatograficznych
badz tez mog by¢ badane poddtem r&nej aktywndci. Takie posipowanie jest nieatpli-
wie korzystne ekonomicznie, ze wedl na trudnéci zwigzane z ewentualnym zakupem
substancji komercyjnie daginych oraz ich wysokim kosztem.

W badaniach skoncentrowang sia trzech wybranych metabolitach wtornych: kwasie
usninowym, atranorynie i kwasie fumaroprotocetranow Kazdy z tych zwizkéw naley
strukturalnie do innej grupy chemicznej: kwas uemiy jest pochods dibenzofuranu, nato-
miast atranoryna i kwas fumaroprotocetrarowy, pdcdeg-orcynolu, § odpowiednio para-
depsydem i depsydonem. Wybor tych émi@ zwiazkdéw wynikat mgdzy innymi z clci po-
szerzenia wiadondgci na temat ich obecloi w polskich gatunkach chrobotkéw oraz ciee
nia i poréwnania ich aktywroi cytotoksycznej. Niewtpliwie na decyzji zawayt rowniez
fakt dostpnaosci zakupu substancji wzorcowych, casred metabolitbw porostowych jest
rzadkacia.

W badaniach zyto dwoch ludzkich linii komorek nowotworowych: enégaka HTB40
oraz nowotworu prostaty Dul45, a zeklinic prawidtowych fibroblastow skory ludzkiej
HSF.Zadne z przeprowadzonych badde dotyczytlo wplywu kwasu usninowego na komor-
ki linii czerniaka, std postanowiono wybtaludzks lini¢ tego nowotworu do badaw niniej-
szej pracy. W celu sprawdzenia selektywnego dzmfiwvasu usninowego, w badaniach wy-
korzystano rownig lini¢ prawidtowych fibroblastow skéry ludzkiej. Dodatkowdo bada
wybrano ludzl linie¢ nowotworu prostaty o wysokim stopniu giavosci, na ktérej co prawda
opisano ji dziatanie cytotoksyczne kwasu usninowego [Bezi2@i04, Bazin 2008] oraz
kwasu fumaroprotocetrarowego [Bezivin 2004], jeddiktrzeciego z badanych metabolitow
- atranoryny - wptyw taki nie zostat do tej poryre#tony. Ponadto, wobezadnej z wybra-
nych linii komoérkowych nie okigono dotd wptywu badanych metabolitdw na proliferacj
komoérek, pomimo kilku doniesieo takiej aktywnéci kwasu usninowego [Kumar 1999 b,
Burlando 2009, Einarsdottir 2010] czy atranorynypkar 1999 b]. Kwas fumaroprotocetra-
rowy nie byt do tej pory w ogole badany pagtdm wptywu na proliferagjkomorek. Dodat-
kowo postanowiono poszerzyspektrum badania oddziatywania metabolitdw wtomya
wybrane linie komorkowe o okfkenie ich wptywu na morfologi komoérek i ader komor-
kowych, cytoszkielet aktynowy i aktywsdmigracyjr, jak rownie stymulacg procesu apo-
ptozy. Taki zakres badanie zostat daid opisany dlaadnego z badanych zygkow.

8.3. Analiza jakéciowa

Pierwszym etapem prac byta ysba analiza jak@iowa badanych surowcow. Anali-
Z¢ przeprowadzano za pompmetod chromatograficznych: chromatografii cienkostao-
wej TLC oraz wysokosprawnej chromatografii cieczpiELC, w obecnéci wzorcéw bada-
nych substanciji.

Do chromatografii cienkowarstwowej wykorzystano ¢fazichony toluen-lodowaty
kwas octowy 170:30, dolaca standardow faza uzywam przy analizie metabolitdw porosto-
wych [Orange 2001]. Kwas usninowy byt widoczny maommatogramach éwietle widzial-
nym jakozotta plama o wartei Rf 0.57, wswietle UV 365 nm jako plama wygaszea flu-
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oresceng. Pozostate analizowane metabolity - atranorynavask fumaroprotocetrarowy -
byty widoczne dopiero po wywotaniu chromatograméaeypuzyciu 25% metanolowego roz-
tworu kwasu siarkowego (V1) i ich ogrzaniu. Atragina ujawniata € w postaci pomara
czowozottej plamy o wartéci Rf 0.67, natomiast na obecddkwasu fumaroprotocetrarowe-
go wskazywata plama koloru fioletowo-niebieskiegoartasci Rf 0.15.

W obrazie chromatograficznym wygow heksanowych, chloroformowych i aceto-
nowych z péciu sparod badanych gatunkéw polskic®ladonia arbusculaC. gracilis C.
macilenta ssp. floerkean&. furcatg C. unciali§ oraz obydwu gatunkow islandzkicke (
arbuscula C. uncialig zaobserwowano plagrodpowiadajca barwg i wartascia Rf kwasowi
usninowemu (Rycina 13). W przypadku wagdw metanolowych, plamy odpowiadeg
kwasowi usninowemu zaobserwowano tylko w obrazieomatograficznym wyegow z
Cladonia macilenta ssp. floerkeaneazC. uncialispolskiej i islandzkiej (Rycina 13).

Analiza obrazu chromatograficznego pagiekn wysgpowania atranoryny nie wskaza-
la jednoznacznie na obediddego zwiazku w badanych wyggach. Zaobserwowano plamy o
podobnej barwie, lecz #diace st wartgciami Rf, we wszystkich wyegach zC. macilenta
ssp. floerkeanawyciagach heksanowych i acetonowychCiadonia gracilisi C. subulata
oraz wycagu acetonowym £. furcata(Rycina 13). Nie zaobserwowano obe@iatranory-
ny wzadnym z gatunkéw islandzkich. Ze wedli na podobigstwo barwy i wartéci Rf atra-
noryny do kwasu usninowego i miwvos¢ naktadania gi plam obydwu zwizkéw, interpre-
tacja uzyskanych wynikdéw nie byta jednoznaczng] 82 konieczné¢ przeprowadzenia ana-
lizy metody HPLC.

Plamy o zabarwieniu i wardoi Rf podobnej do wzorcowego kwasu fumaroprotoeetra
rowego zaobserwowano w obrazie chromatograficznistraktow heksanowych, chlorofor-
mowych i acetonowych €ladonia macilenta ssp floerkana, C. furcata, Ghuwscula, C. gra-
cilis, C. subulateoraz zC. arbusculazebranej na Islandii. W wyggach metanolowych z tych
surowcéw zaobserwowano plamy o zgodnej barwie Héaziace s¢ wartascia Rf od wzorca,
co mae swiadczy o obecnéci pochodnej badanego zwku lub zwazku o zblzonej struk-
turze (Rycina 13).

Poréwnawcza analiza jagmowa wycagow z surowcOw polskich i islandzkich wska-
zuje na wyrane r@nice w sktadzie. Jest to widoczne zwlaszcza w mdip wycagow hek-
sanowych i chloroformowych €ladonia arbusculaoraz wszystkich rodzajéw wygow z
C. uncialis Obraz chromatograficzny wygjéw z gatunkéw polskich wskazuje nachsze
zroznicowanie w skfadzie, w poréwnaniu do gatunkéwnidigkich. Ponadto w wygiju chlo-
roformowym z C. uncialis zebranego na Islandii widgedynie plam kwasu ushinowego,
podczas gdy w tym samym wygu z gatunku polskiego kwasowi usninowemu towarzysz
réwniez inne zwiazki. Wskazuje to na swoistspecjalizag gatunkéw islandzkich w synte-
zowaniu pewnych zwzkow, natomiast w przypadku gatunkow polskich syate jest bar-
dziej wielokierunkowa. Mge to wynik& z raznic klimatycznych i zwizanej z tym zasobno-
$cia gleby, ché interpretacja tego zjawiska wymaga dalszych, gnghych bada.

Analize jakosciowa z wyciem wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC
przeprowadzono z wykorzystaniem warunkéw opisanyadez Ji i wsp. [Ji 2005]. Byly to
warunki zapewniajce dobry rozdziat wszystkich badanych metabolitétakae stosunkowo
krétki czas analizy (20 minut, ngphie skrocone do 10). Kwas usninowy i atran@rigienty-
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fikowano przy diugéci fali 240 nm, natomiast dla kwasu fumaroprotcaetwego lepsz
jakos¢ otrzymywanego obrazu chromatograficznego uzysksosujc diugaé¢ fali 210 nm
[Gudjonsdottir 1997]. Uzyskane czasy retencji diazzzegdinych metabolitdow - 6.21min dla
kwasu usninowego, 5.89 min dla atranoryny i 6.08 dia kwasu fumaroprotocetrarowego -
byly zgodne z danymi opisanymi przez innych autoréw

Analiza HPLC ostatecznie zweryfikowata wyniki uzgsle metog chromatografii
cienkowarstwowej. Kwas usninowy zidentyfikowano wezystkich rodzajach wygjow z
Cladonia arbusculaC. gracilis C. macilenta ssp. floerkean€. uncialisoraz obydwu ga-
tunkow islandzkich, podczas gdy analiza obrazu mlatograficznego uzyskanego metod
TLC nie wskazywata na obecstotego zwazku w wychagach metanolowych z wszystkich
wymienionych gatunkéw. Warto podkfig, ze obecné kwasu usninowego vCladonia
gracilis zostata stwierdzona po raz pierwszy. Obéérnmadanego metabolitu @ladonia ar-
buscula Cladonia macilenta ssp. floerkeam&ladonia uncialiszostata potwierdzona i jest
zgodna z danymi opisanymi przez innych autorow p€rdon 1979, Gertig 1960 $@iecim-
ska 1987, Piercey-Normore 2007, Ingolfsdottir 1998hakken 2010]. Wbrew wynikom ana-
lizy metody TLC, nie wykazano obecho kwasu usninowego Wladonia furcata co jest
zgodne z danymi podawanymi przez innych autorowdjéson 1979].

Atranoryre zidentyfikowano we wszystkich rodzajach wagdw z Cladonia arbuscu-
la, C. macilenta ssp. floerkean@. gracilisi C. subulata podczas gdy analiza metpdLC
nie wskazata na obecftotego metabolitu wCladonia arbusculeoraz w wyciagach chloro-
formowych i metanolowych. Obecfiotego metabolitu zostata po raz pierwszy stwierdzon
w Cladonia arbusculaC. macilenta ssp. floerkeanaC. subulata natomiast w przypadku
Cladonia gracilisobecné¢ atranoryny jest zgodna z doniesieniami innych @ Culber-
son 1979]. Obecr$6 tego zwazku w Cladonia arbusculgest o tyle ciekawaze znaleziono
go wylcznie w gatunku zebranym w Polsce. Wbrew informacpmdawanym przez Culber-
sona i Hunecka, metadHPLC nie stwierdzono obecfm atranoryny wCladonia furcata
[Huneck 2004, Culberson 1979], mimo plamy o zabamu i wartéci Rf wskazugcym na
obecnd¢ tego zwiazku w obrazie chromatograficznym TLC wygu acetonowego z tego
gatunku (Rycina 13). M to wynika& z faktu,ze wystpowanie atranoryny Wladonia fur-
cata, opisane przez Culbersona i Hunecka, dotyczyta@keazebranych w innych krajach.

Wynik analizy TLC wskazywat na obecitokwasu fumaroprotocetrarowego w wy-
ciagach heksanowych, chloroformowych i acetonowychoméest metoda HPLC wykazata,
ze zwhzek ten znajduje sirébwniez w wyciagach metanolowych. Obecitotego zwazku
stwierdzono zatem we wszystkich rodzajach wyéw z Cladonia arbusculaC. gracilis C.
macilenta ssp. floerkeang&. furcatai C. subulataoraz wC. arbusculazebranej na Islandii.
Spasrdd badanych gatunkéw jedynie@adonia macilenta ssp. floerkean& opisano dat
obecndci kwasu fumaroprotocetrarowego, natomiast w prdipapozostatych gatunkéw
obecnd¢ tego zwizku jest zgodna z wcgeiej podawanymi doniesieniami innych autoréw
[Huneck 2004, Ranko¥i2008, Culberson 1979, Piercey-Normore 2007, NybakR010,
Spier 2007].
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8.4. Analiza ilgciowa

Kolejnym etapem badabyta analiza iléciowa wybranych metabolitéw wtérnych w
gatunkach, w ktorych uzyskano pozytywne wyniki @&yajakasciowej. Etap ten podzielono
na dwie fazy: optymalizagjprocesu ekstrakcji surowcéw podtédm badanych zwikéw
oraz okrélenie ilosci tych zwhzkéw w badanych gatunkach.

8.4.1. Optymalizacja warunkdéw ekstrakcji

Ze wzgkdu na due zr&nicowanie informacji, opisywanych w literaturze,tytra-
cych sposobu ekstrakcji surowcow porostowych, pastéono najpierw okrdi¢ ilosciowo
wptyw réznych czynnikdw na ten proces, a tym samym zoptyroal& jego warunki w celu
uzyskania jak najwkszej wydajnéci w pozyskiwaniu metabolitbw wtérnych. Brano pod
uwag; nastpujace czynniki:

a) stopié rozdrobnienia materiatu f§linnego,
b) metoa ekstrakciji
c) polarnd¢ rozpuszczalnika

ad. a) materiat inny byt rozdrabniany w malzierzu na niewielkie kawatki lub mielony na
proszek w mtynku elektrycznym. W doniesieniachréitarowych stosowano surowce w po-
staci sproszkowanej [Lohezic Le Devehat 2007, YdAra@04, Marcano 1999, Burlando 2009,
Correche 1998, Einarsdottir 2010, Cetin 2008, BazR004, Gertig 1960, Su 2003, Turk
2006, Millot 2008, Garcia Rowe 1999, Nasser 2008]réwni z rozdrobnionymi [Honda
2010, Rankowi 2008, Krivoshchekova 1983, Santos 2004, Perry 1R88ig 1999, Kinoshi-
ta 1997, Tay 2004, Stark 1950, Jin 2008, Odabasz@é, Dailey 2008, Bomfim 2009, Pere-
ira 1994, Ingolfsdottir 1998, Melo 2008, Bugni 2008aia 2002], z czego porosty z rodzaju
Cladonianieco czsciej byty ekstrahowane w postaci sproszkowanejiéit 2004, Einarsdo-
ttir 2010, Gwiecimska 1987, Cetin 2008, Bezivin 2004, Gertié@,9Su 2003] i rozdrob-
nionej [Perry 1999, Ingolfsdottir 1998, Bomfim 2008aia 2002, Honda 2010, Melo 2008].

W przypadku kwasu usninowego oraz kwasu fumaropettarowego zdecydowanie
bardziej wydajna okazataesby¢ ekstrakcja z surowca rozdrobnionegag;niée te g bardziej
widoczne w przypadku pierwszego z metabolitow (Tala8). Natomiast ekstrakcja atrano-
ryny z materiatu sproszkowanego byta o dwalyzwielkasci bardziej efektywna niz zasto-
sowaniem surowca rozdrobnionego.zRigée te mog wynikat z odmiennej lokalizacji bada-
nych zwihzkOw w obebie plechy porostu - atranoryna zlokalizowana yeswvarstwie koro-
wej, zbudowanej ze sigpek grzyba, natomiast pozostate dwa metabolity gkswdci zloka-
lizowane g w warstwie glonowej [Orange 2001], co meowptywa na efektywnéé ekstrak-
cji. Doktadne wyttumaczenie tychadic wymaga jednak bardziej szczegétowych lhada

Dalsz analiz kwasu usninowego i fumaroprotocetrarowego prowadzzatem sto-
sujac ekstrakaj z surowca rozdrobnionego, natomiast w przypadkanatyny materiat ro-
slinny poddawano zmieleniu.
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ad. b) ekstrakej prowadzono w aparacie Soxhleta dwoma sposobampuszczalnikami o
wzrastajce] polarnéci nastpujacymi kolejno po sobie, zayciem tej samej partii surowca,
oraz stosowanymi osobno, wykorzyatugdo kadego rozpuszczalnika na@warte surowca.
W przypadku wszystkich badanych metabolitéw bajdziektywna okazata siby¢ ekstrak-
cja z zastosowaniem rozpuszczalnikow g@aghcych po sobie, zgodnie ze wzrastajpolar-
noscia (Tabela 29). Najlepiej widato na przyktadzie ekstrakcji zyciem heksanu: wyggi
przygotowane pierwszym sposobem zawieraty kwasnosn w stzeniu 54.2 mg/ml, atra-
noryre w skzeniu 10.98 mg/ml oraz kwas fumaroprotocetrarowytgzeiu 35.22 mg/ml,
podczas gdy w wyggach przygotowanych drugim sposobem zawérta wynosita odpo-
wiednio 21.26, 0.08 i 12.78 mg/ml. Inni autorzy waosch doniesieniach stosowali zwykle
ekstrakcg pojedynczym rozpuszczalnikiem, najéziej acetonem [Yilmaz 2004, Burlando
2009, Tay 2004, Stark 1950, Jin 2008, Dailey 2@jn 2008, Garcia Rowe 1999, Kinoshi-
ta 1997], heksanem [Lohezic Le Devehat 2007, Khebgkova 1983, Bezivin 2004, Bugni
2009] lub chloroformem [Kdnig 1999, Bomfim 2009, iég 1960, Melo 2008], rzadko wy-
korzystywana byta ekstrakcja rozpuszczalnikami gpagicymi kolejno po sobie: chloro-
form/aceton, eter dietylowy/aceton/metanol, helet@n/ dietylowy/aceton/metanol/woda
[Santos 2004, Honda 2010, Pereiral994, Lohezicéwebat 2007].

Dalsze badania prowadzono zatem z zastosowanietmaleds rozpuszczalnikami na-
stepujacymi po sobie, wedlug wzrasidapj polarndci, z wyciem tej samej partii surowca.
Taka metoda ekstrakcji nie jest rowhigez znaczenia w przypadku ograniczonejcilonate-
riatu roslinnego.

ad. c) w celu wyboru optymalnych warunkéw ekstraktateriatu porostowego sprawdzono
rowniez efektywna¢ tego procesu z wykorzystaniem rozpuszczalnikowizoej polarndci.
Stosowano ekstrakgj z zastosowaniem napujacego cagu rozpuszczalnikdéw: hek-
san/chloroform/aceton/metanol, sasaurowiec przy kadorazowej zmianie rozpuszczalnika.
Zaobserwowanaze optymalnym uktadem rozpuszczalnikow dla ekstigkepsu usninowe-
go jest heksan/chloroform, a nagegj tego metabolitu znalaztogsiv wyciagu chloroformo-
wym (1.6772+0.1672 mg/ml di@ladonia arbuscula0.5339+0.0342 mg/ml di&. macilenta
ssp. floerkeanal.4480+0.1268 mg/ml dI&. uncialig. W podobnych badaniach, przeprowa-
dzonych przez Bezivin i wsp., surowieCl@donia convolutpekstrahowano kolejno heksa-
nem, octanem etylu i metanolem, uzyskuyvyniki wskazugce na heksan (zawastobada-
nego zwazku 66%) jako optymalny rozpuszczalnik [Bezivin 200

Podobnie jak dla kwasu usninowego, w przypadkunatsay zastosowanie heksanu i
nastpujacego po nim chloroformu dato najlepsze rezultatgymzym dla dwdch gatunkow
najwigcej zwiazku byto obecne w wyggu heksanowym (0.0019+0.0006 mg/ml @ladonia
subulata 0.0549+0.0171 mg/ml dI€. gracilis), a dla dwoch kolejnych w wygju chloro-
formowym po wczéniejszej ekstrakcji heksanem (1.9117+0.0099 mg/alCiadonia arbu-
sculg 0.3946+0.0805 mg/ml dI€. macilenta ssp. floerkeapha Wyniki bada ilosciowych,
przeprowadzonych przez Maia i wsp. padekn zawartéci atranoryny wCladonia dendro-
ides ekstrahowanych emymi rozpuszczalnikami: kolejno eterem dietylowych|joroformem
i acetonem, wskazajna uktad dwoch pierwszych rozpuszczalnikow jaktymglny. Atrano-
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ryna przechodzita w rownym stopniu do wagil eterowego (72.4%), jak i chloroformowego
(72.2%) [Maia 2002].

Kwas fumaroprotocetrarowy ekstrahowa} do heksanu (0.1761+0.0376 mg/ml dla
Cladonia gracilis 0.2358+0.0682 mg/ml did@. furcatg, lub do nasfpujacego po nim chloro-
formu (2.6199+0.4927 mg/ml di@ladonia macilenta ssp. floerkegn&8200+2.7658 mg/ml
dla C. arbusculd, jedynie w przypadkiCladonia subulatanajwigcej tego zwizku znalazto
sig w wyciagu acetonowym (0.2967+0.1601 mg/ml), po witzejszej ekstrakcji surowca
heksanem (0.0464+0.0558 mg/ml) i chloroformem (890.0783 mg/ml). Wspominanezju
badania przeprowadzone przez Maia | wsp. wslgazajomiast na aceton, po weéaejszej
ekstrakcji eterem dietylowym i chloroformem, jaka optymalny rozpuszczalnik do ekstrak-
cji kwasu fumaroprotocetrarowego. Autorzy nie wyklazobecndéci badanego zweku w
wyciagu chloroformowym, jak rowniezaobserwowali dwukrotnie mniej zyziku w wycagu
eterowym w poréwnaniu do acetonowego [Maia 2002].

Co ciekawe, zarowno dla kwasu usninowego, atranopak i kwasu fumaroprotoce-
trarowego, ekstrakcja chloroformem po heksanie bgjhardziej efektywna dla surowcow o
duzej zawartdci tych zwhzkow, natomiast w przypadku surowcow o niskiej zaoéai tych
metabolitow heksan stanowit najlepszy rozpuszckaliedynie w przypadku ekstrak€jia-
donia subulatapod katem kwasu fumaroprotocetrarowego najbardziej prizyda rozpusz-
czalnikiem okazat siaceton, jednak zawakbtego zwiazku w surowcu réwnie byta nie-
wielka.

Uzyskane wyniki wskazajzatem na ukfad rozpuszczalnikéw heksan/chloroforan,
stepujacych po sobie, jak na optymalny do ekstrakcji wizgh trzech metabolitéw. Nie jest
to zgodne z doniesieniami innych autorow, ktorak yvspomniano powgj, stosowali naj-
czesciej ekstrakat pojedynczym rozpuszczalnikiem, gtownie acetonenmniejszym stop-
niu heksanem czy chloroformem. W doniesieniach tyiehjest jednak wyttumaczone, czym
kierowali st autorzy, wybierajc takie widnie rozpuszczalniki. Jedynie nieliczne badania
opieraj sic na wynikach wczaiejszej analizy iléciowej, wskazujcej na optymalny roz-
puszczalnik.

Do dalszej analizy iliciowe] zdecydowano siwybrat ekstrakag z uzyciem wszyst-
kich czterech rozpuszczalnikéw.

8.4.2. Analiza iléciowa badanych metabolitow

Analize ilosciowa kwasu usninowego, atranoryny i kwasu fumaroprdtacewego
przeprowadzano z zastosowaniem metody wysokospjalnematografii cieczowej HPLC.
Byta to metoda najeZciej wykorzystywana przez innych autorow, badggh zawartéé
tych zwhzkow w r&nych gatunkach porostéw [Bjerke 2002, Bjerke 200&yiglia 2001,
Cansaran 2007, Cansaran 2008, Lisickov 2002, Nywakt006, Nybakken 2010, Bezivin
2004, Toledo Marante 2003, Ji 2005, Maia 2002, Helser 1996, Bialtska 2005, Gudjon-
sdottir 1997, Freysdottir 2008, Archer 1981]. Waokavasu usninowego i atranoryny roz-
puszczaty s najlepiej w chloroformie, st tez uzyskane, zagzczone do sucha wygi
(heksanowe, chloroformowe, acetonowe i metanolowealizowane iléciowo pod lktem
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tych dwoch metabolitéw, rownierozpuszczano w chloroformie. W przypadku kwasudum
roprotocetrarowego jako rozpuszczalnika do wzomegdiagdw wyto acetonu.

Gatunkiem najbogatszym w kwas usninowy okazatéadonia arbusculaw ktorym
zawart@¢ tego zwizku przekraczata pét procenta (0.538%). Jest tartasé porownywalna
z badaniami innych autorow - Gertig podaje przddaetosci 0.800-0.875% kwasu usnino-
wego w gatunku zebranym w Polsce [Gertig 1960]omédst w gatunkach spoza Polski za-
wartas¢ ta wynosita 0.681% (miejsce zbioru: Alaska) [FA008] lub 0.333% (miejsce zbio-
ru: Norwegia) [Nybakken 2010]. Badany surowiec jestem ubészy w kwas ushinowy w
stosunku do tego samego, krajowego gatunku w badam lat 60-tych [Gertig 1960], warto
jednak podkrdi¢, ze badania te prowadzono z zastosowaniem metodyrykoédrycznej
(pomiar ekstynkcji), charakteryzigej st mniejsa czutcicia niz metoda HPLC, zastosowana
W niniejszej pracy. W porownaniu do gatunkow z icimkrajéw (Norwegia, USA - Alaska)
jest to zawart& wicksza lub mniejsza. Drugim co do zawadiokwasu usninowego najbo-
gatszym gatunkiem je€lladonia uncialis- ilo$¢ tego metabolitu dochodzi tu do prawie pot
procenta (0.494%), co jest porownywalmczkolwiek mniejsg, iloscia w poréwnaniu do
wynikéw opisanych w badaniach BeGora i wsp., gilei& ta w probkach zebranych w pot-
nocnej czsci Kanady wynosita 0.52 mg/ml (okoto 0.69%) [BeG@®@01]. Pozostatle dwa
gatunki - Cladonia macilenta ssp. floerkeama. gracilis - zawieraty odpowiednio 0.212 i
0.036% kwasu usninowego. W gatunkach tych nie stlm@no dotychczas obecimp kwasu
usninowego, nie ma weé przeprowadzonych podobnych badasciowych, z ktérymi ména
by poréwné uzyskane wyniki. Mana wic jedynie odni& sic do przedziatu zawarfoi ba-
danego zwjzku w badaniach ikziowych przeprowadzonych na innych gatunkach tego r
dzaju, ktory wynosi 0.14 - 1.083% [Cansaran 200@hakken 2010]. Pierwszy z gatunkow
jest stosunkowo bogaty, jest poréwnywalny z inngraiunkami tego rodzaju, i me stano-
wi¢ potencjalnezrodio do jego pozyskiwania, natomiast drugi gatumekviera niewielk
ilos¢ kwasu usninowego, najmniejsz dotychczas opisanych, i jego przyddthdo izolaciji
zwiazku nie jest wysoka.

Dwa najbogatsze w atranorygatunki toCladonia arbusculg0.511%) iC. macilenta
ssp. floerkean#0.142%), natomiast w pozostatych dwoch badanythrkachC. gracilisi
C. subulata zawartd¢ tego zwizku jest bardzo niewielka, i wynosi odpowiednio Z&Q
0.0013%. Co ciekawe, zarowr@@ladonia arbusculajak i C. macilenta ssp. floerkearsa
gatunkami, w ktorych do tej pory nie opisano wpstvania atranoryny. W badaniach Falka i
wsp., z zastosowaniem micelarnej chromatografikted&inetycznej, nie udato siokresli¢
zawartdci atranoryny WC. arbusculapochodzcej z Alaski [Falk 2008]. W innych badanych
gatunkach rodzajCladonia(m.in. C. rangifering C. dendroidef zbieranych m. in. na Alka-
sce, w Norwegii czy w Brazylii, zawad® atranoryny migcita sk w przedziale 0.13-0.4%
[Falk 2008, Nybakken 2010], zatem oba gatunki ngglteze w atranorgnmieszcz sig, a
nawet przekraczajte wartdci, natomiastC. gracilisi C. subulatasa znacznie poriej warto-
ci uzyskiwanych przez innych badaczy w badaniachgetunkami tego rodzaju, zebranymi
w réznych krajach. Warto podkiic, ze ilosciowe okrélenie zawartéci atranoryny w pol-
skich gatunkach rodzafdladoniazostato przeprowadzone po raz pierwszy.

W przypadku kwasu fumaroprotocetrarowego, réwrmeoma najbogatszymi gatun-
kami okazaty si Cladonia arbusculgd2.34%) iC. macilenta ssp. floerkear{@.81%). Wyniki
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te s poréwnywalne z badaniami nad zawacie tego zwazku w innych gatunkach rodzaju
Cladonia gdzie uzyskiwano warfoi od 0.11 do 5.40% [Archer 1981], ¢dzy innymi w
prébkach pochodzych z Australii. W badaniach Nybakkena i wsp. zdoéé kwasu fuma-
roprotocetrarowego w norweskich prébkaCkadonia arbusculaokre&lona metod HPLC,
wyniosta 0.213%, co jest doia zdecydowanie mniejgZNybakken 2010]. Stosunkowo ziu
ilos¢ kwasu fumaroprotocetrarowego zawierazeekladonia subulatg0.125%), natomiast w
pozostatych dwéch badanych gatunkaChgracilisi C. furcatg zawarté¢ tego metabolitu
byta bardzo niska (0.08%). Jest to pierwsze badapisupce obecn&t i ilos¢ kwasu fuma-
roprotocetarowego nie tylko w polskich gatunkactizagu Cladonig ale te krajowych ga-
tunkach innych rodzajow porostow.

8.4.3. Poréwnawcza analiza §dowa metabolitdw porostowych w gatunkach polskids-
landzkich

W przypadku kwasu usninowego gatunki islandzkie ieesdy zdecydowanie wcej
tego metabolitu w odniesieniu do gatunkéw polskithbela 31). Rénica ta w przypadku
Cladonia arbusculanie byla jeszcze taka wynaa, gatunek polski zawierat 0.538% kwasu
usninowego, podczas gdy gatunek islandzki 0.69&Hnak drugi z porobwnywanych gatun-
kow, C. uncialis zebrany na Islandii zawierat ponad dwukrotnieosj (1.052%) badanego
zwiazku niz jego polski odpowiednik (0.494%). Badania laborgtee wskazuj na propor-
cjonalmy zaleznos¢ pomigdzy iloscia kwasu usninowego w plechach porostow a intensywno-
$cig nawietlania probek promienowaniem UV [Bjerke 2002,3ea 2000, BeGora 2001,
Nybakken 2006]. W badaniach terenowych wykazanomaitst,ze najwgcej kwasu usnino-
wego zawieraty porosty zbierane zimvczesn wiosrg i jesieni, natomiast ilé¢ tego meta-
bolitu zdecydowanie sizmniejszata pgna wiosm i latem, co autorzy ttumagaiska wilgot-
noscig otoczenia i stresem cieplnym [BeGora 2001, Tolbtante 2003]. Warto roéwnie
zwrOcik uwag: na opisane wczaiej wyniki poréwnawczej analizy jakoiowej - tak daa
roznica w zawartéci kwasu usninowego Wladonia uncialiszebranej w Polsce i na Islandii
moze by wynikiem swoistej wielokierunkowsai syntezy wtérnych metabolitow w gatun-
kach polskich, na co wskazuje bardziejrorodny obraz chromatograficzny wygow.

Nie wykryto atranoryny wCladonia arbusculazebranym na Islandii, natomiast polski
gatunek zawierat 0.511% tego zwku.. Badania Armaleo i wsp. wskazuja proporcjonaln
zalezno$¢é pomiedzy iloscia depsyddéw w porostach a nastonecznieniem miejscavystpo-
wania [Armaleo 2008]. Zaimos¢ ta zostata wykazana w badaniach nad akumukcanory-
ny w plechachiParmotrema hypotropuriArmaleo 2008]. Osyczka i Olech zaobserwowadi,
atranoryna obecna w gatunkach wepsfacych na potkuli potnocnej nie wygiuje u okazow
tych samych gatunkdéw, rostych w rejonie antarktycznym [Osyczka 2004]. Natashiw
warunkach laboratoryjnych, pleci@fadoniasp. ndwietlane promieniami UV-B nie wykaza-
ly zwigkszonej syntezy atranoryny w stosunku do warunkomtrolnych [Nybakken 2006].
Innymi czynnikami, mogcymi wptywa na zawart& metabolitdw wtérnych w porostachy s
temperatura i wilgotri@ otoczenia. Dotychczas nie okiano takiej zalenosci dla atranory-
ny, jednak zawart@ innego depsydu, kwasu gyroforowego, w dwdch gatahkz rodzaju
Peltigerawyraznie zwkkszata s§ wraz ze wzrostem temperatury i jednoczesnym spaaki
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wilgotnaosci [Bjerke 2003]. Wiksze nastonecznienie w Polsce w poréwnaniu dodsleenco
za tym idzie mniej wilgotnym klimatem, me zatem ttumaczywicksz zawart@¢ atranory-
ny w gatunku krajowym. Jednad catkowita nieobecrs¢ tego zwazku w gatunku islandz-
kim jest trudna do wyttumaczenia.

Polski gatunelkCladonia arbusculabyt rowniez bogatszy w kwas fumaroprotocetra-
rowy w poréwnaniu do gatunku islandzkiego, ani6éa ta byta dwukrotna (Tabela 31). Do-
tychczas nie przeprowadzono badporownujcych wptyw nastonecznienia i innych warun-
kow klimatycznych na zawadé kwasu fumaroprotocetrarowego w porostach w warcimka
terenowych. W swoich laboratoryjnych badaniach Ndea i wsp. okréali wptyw naswie-
tlania plech porostow z rodzaftiadoniapromieniowaniem UV o e intensywnéci, jed-
nak nie udato siwykaza zadnej zaleénosci pomidzy zawartécia badanego zwrku a dzia-
taniem promieniowania [Nybakken 2006]. Jak wspomaipowyej, ta sama grupa autoréw
okreslata rownie ilosciowo zawarté¢ badanego metabolitu ®ladonia arbuscula Norwe-
gii, uzyskupc kilkakrotnie mniejsgz zawarté¢ w porownaniu do wynikéw nad gatunkiem
polskim, uzyskanych w niniejszej pracy [Nybakkerl@D Jedyne badania terenowe sugeru-
jace zalencos¢ ilosci tego metabolitu w porostach a ich wysiwaniem zostaty przeprowa-
dzone przez Gudjonsdottir i wsp. W badaniu tym parpwano ilgciowo zawarté¢ kwasu
fumaroprotocetrarowego w probkaCletraria islandicazbieranych na Islandii w rejonie pot-
nocnowschodnim, pétnocnozachodnim, wschodnim, poawdym i zachodnim. Najwcej
badanego zwazku zaobserwowano w probce z lokalizacji potudnipwenajmniej z potnoc-
nowschodniej. Jednak w innej probce zebranej nadmid Islandii ilg¢ kwasu fumaroproto-
cetrarowego byta zdecydowaniesia [Gudjonsdottir 1997]. W badaniach nad innynsgep
donem, kwasem norstiktowym, wykazano zmniejszaigego ilasci w plechachParmotre-
ma hypotropunpod wptywem w¢kszego nastonecznienia [Armaleo 2008]. Efekty tpad
licznych bada s zbyt niejednoznaczne, aby nma byto wyttumacz§ i zinterpretowé wy-
niki uzyskane w niniejszej pracy, jednak prawdogmde ilos¢ kwasu fumaroprotocetraro-
wego wzrasta wraz z #oia hastonecznienia, co mggowniez potwierdza badania Archera
nad australijskimi gatunkan@ladonig w ktorych zawart& tego zwazku przekraczata 5%
[Archer 1981].

8.5. Izolacja wybranych metabolitow

Kolejnym etapem pracy byta izolacja badanych méeiaivo wtérnych z gatunkéw o
najwyzszej ich zawartei. Dla wszystkich trzech zwikdw takim surowcem okazalesbye
chrobotek Iény (Cladonia arbusculg jednak izolacja z tego gatunku nie bytaaiwa ze
wzgledu na jego axciowa ochrore. Dysponowano jedynie niewielkiloscia materiatu ro-
slinnego, ktory zostat wykorzystany do analizy jaékiowej i ilosciowej. Std tez koniecznéé
izolacji z gatunkéw o nieco mniejszej zawddiobadanych metabolitow. Kwas usninowy
izolowano zatem £ladonia uncialis natomiast pozostate dwa zwki z Cladonia macilenta
ssp. floerkeanaObydwa gatunki s wystkpuja pospolicie w Polsce, nie podlegachronie
gatunkowej, std mog by¢ traktowane jako potencjalrieddta do pozyskiwania omawianych
substancji.
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Izolacj kwasu usninowego prowadzono z wykorzystaniem ygysv heksanowych i
chloroformowych, otrzymanych w sposéb opisany poejly Z wychgow tych, podczas
ochtadzania, wypadat osad w postagitych igiet, ktére nagpnie poddawano wielokrotnie
rekrystalizowano z etanolu. Uzyskano w ten sposbing substanciji, ktorej wygdl i tempe-
ratura topnienia odpowiadaty kwasowi usninowemuzsamna¢ zwiazku potwierdzono za
pomog analizy spektralnejf'td- i *C-NMR). Analiza wykonanych widm (Tabele 32-33, Ry-
ciny 18-21) wykazata zgodiaéd z danymi literaturowymi [K6nig 1999]. Taki sposiwlacii
kwasu usninowego byt jednym z najéeziej opisywanych przez innych autoréw [Lohezic Le
Devehat 2007, Ingolfsdottir 1998, Krivoshchekova839Marcano 1999, Correche 1998,
Einarsdottir 2010, Stark 1950, Jin 2008 i in.]. Wgpodkréli¢, ze jest to szybka i efektywna
metoda pozyskiwania badanego zxiiu z materiatu rdinnego. Inni autorzy stosowali tad
izolack za pomog chromatografii kolumnowej [Santos 2004, Honda@®erry 1999, Bur-
lando 2009, Odabasoglu 2006, Bomfim 2009, GarciavdR@999] lub cienkowarstwowej
chromatografii preparatywnej [Yilmaz 2004, Tay 20@ktin 2008, Garcia Rowe 1999],w
pojedynczych przypadkach wykorzystano chromatognaftzniowo-cieczow VLC [Konig
1999], preparatywn wysokosprawsm chromatograti cieczcowa HPLC [Pereira 1994], jak
réwniez preparatywa chromatografi bibutowa [Gertig 1960]. Opisano réwniechemoen-
zymatyczna syntezkwasu usninowego [Hawranik 2009], wobec ktéreptaketoda izolacii
moze stanowd alternatywe. Uzyskany w wyniku izolacji kwas usninowy wykortgso na-
stepnie do bad@aaktywndci biologicznej.

Izolacja atranoryny byta prowadzona z wagri chloroformowego, po wczeiejszej
ekstrakcji surowca heksanem. Pgikpwo stosowano metgapisan przez Melo i wsp. pod-
czas izolacji atranoryny z innego gatunku rodZ2jadonig polegajca na pozyskiwaniu osa-
du, wypadajcego z ochtadzanego wygu [Melo 2008]. W tym przypadku jednak osad nie
pojawit sk, zatem zdecydowanogsna izolacg za pomog cienkowarstwowej chromatografii
preparatywnej, w standardowej fazie ruchomej tolu@owaty kwas octowy 170:30 [Oran-
ge 2001, Turk 2006]. Ze wzglu na trudnéci w rozdziale chromatograficznym i mavy-
dajnai¢ izolacji, udato sj uzyska& jedynie 5 mg bezpostaciowej, bezbarwnej substakiGia
za pomog metod chromatograficznych (TLC, HPLC) oraz pomigmperatury topnienia
zidentyfikowano wsipnie jako atranoryf) ktéra wykazywata jednak zanieczyszczenie inny-
mi substancjami. W tej sytuacji zdecydowang rie wykonywa analizy spektralnej wyizo-
lowanej substancji - do wginej identyfikacji wystarczyty metody chromatogcaie oraz
pomiar temperatury topnienia, natomiast ze waglna ograniczanilos¢ materiatu rélinne-
go, z ktérego izolowano zwiek, postanowiono zaniechdalszych dziaka Do bada ak-
tywnosci biologicznej zastosowano zatem zzek zakupiony komercyjnie.

Inni autorzy do izolacji atranoryny stosowali najgzej meto@d chromatografii ko-
lumnowej [Santos 2004, Honda 2010, Lohezic Le Dave®07, Perry 1999, Wang 2005 i
in.] lub cienkowarstwowej chromatografii preparabhey [Yilmaz 2004, Turk 2006, Garcia
Rowe 1999],w pojedynczych przypadkach wykorzystgmeparatywna wysokosprawa
chromatografi cieczcow HPLC [Mutai2007, Bugni2009] lub chromatografradiacyjrma
[Nasser 2009]. Gsto atranoryna wypadata jako osad podczas ochtadzarctiagdw [Maia
2002, Konig 1999, Millot 2008, Melo 2008, Krivostaltova 1983], jednak, jak juwspo-
mniano, w tym przypadku byta to metoda nieskuteczna
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Izolacg kwasu fumaroprotocetrarowego prowadzono wedtugodyebpisanej przez
Su iw sp., z wlkasnymi modyfikacjami [Su 2003]. Surec macerowano w metanolu w tem-
peraturze pokojowej. Uzyskany, zsgczony wycig metanolowy rozpuszczano w goej
wodzie i ekstrahowano kolejno heksanem i octangrnu.eModyfikacja wiasna polegata na
wprowadzeniu oczyszczania uzyskanej frakcji octagjonetod preparatywnej chromatogra-
fii cienkowarstwowej, z zastosowaniem fazy ruchpaidoroform-metanol-kwas mrowkowy
97:5:1. Faza ta, uzyskana w ramach wspotpracy zAegn Farmaceutycznym Uniwersyte-
tu w Reyjkjaviku, zostata jeszcze zmodyfikowanameg zwekszenie ildci metanolu z po-
czatkowo 3 do 5 cgci. Pozwolito to na lepszy rozdziat chromatografigbadanego zwz-
ku, w poréwnaniu do fazy ruchomej toluen-kwas octalwv0:30, co wyrzato skt wicksz
wartadscia Rf (0.28). Uzyskano 80 mg bezpostaciowej, bezbajsnbstancji, ktérej wygt i
temperatura topnienia odpowiadaty kwasowi fumartqmetrarowemu. Tisamaé zwiazku
potwierdzono za pomaanalizy spektralnej'i-NMR). Analiza wykonanego widma (Tabela
34, Ryciny 22-23) wykazata zgoditoz danymi literaturowymi [Su 2003]. Kwas fumaropro-
tocetrarowy byt najagciej izolowany z wykorzystaniem zjawiska wypadaosadu substan-
cji podczas ochtadzania wygu [Rankove 20008, Santos 2004, Su 2003, Krivoshchekova
1983, Bezivin 2004],jednak, podobnie jak w przypadkolacji atranoryny, nie zaobserwo-
wano pojawiania giosadu na ktorymkolwiek z etapdw procesu izolatiil tez koniecznéé
zastosowania preparatywnej chromatografii cienketmaowej, ktdés wykorzystywali réw-
niez inni autorzy [Yilmaz 2004, Ranka¥i2008]. W pojedynczych przypadkach do izolacji
stosowano wysokosprawrchromatograti cieczcowa HPLC [Pereira 1994], a tak metod
chromatografii kolumnowej [Lohezic Le Devehat 200Zastosowana metoda pozwolita na
stosunkowo szyhbki efektywry izolacg badanego metabolitu, ktory ngstie postayt do
przeprowadzenia batdaktywndgci biologiczne).

8.6. Wptyw badanych zwzkow na komorki

W ostatnim etapie badaokreilano sposéb oddziatywania badanych metabolitow
wtornych na komaorki nowotworowe i prawidtowe. Badate obejmowaty wptyw zvizkow
zarbwno naywotnasé i proliferacg komérek, jak i na ich morfologi cytoszkielet aktynowy,
aktywnasi¢ migracyjra oraz induka procesu apoptozy w komorkach.

8.6.1. Wplyw badanych zwzkdéw nazywotnasé¢ komorek

Wplyw badanych zwazkéw nazywotnas¢ komaorek linii HTB140, Dul45 oraz HSF
okreslano za pomag dwoch testow: z kkitem trypanu oraz z dwuoctanem fluoresceiny i
bromkiem etydyny.

Kwas usninowy wykazat nie wykazat istotnego wplymaizywotnas¢ zadnej z bada-
nych linii komoérkowych. W najwiszym badanym ateniu 50 pg/ml kwas ushinowy powo-
dowat obnkenie ilagci zywych komaérek linii HTB140 do 88£2.3 i 86.&4.7, komoérek linii
Dul45 do 87.52.2 i 84.12.7, natomiast fibroblastow do 92D2 i 88.%1.3, odpowiednio
po 24 i 48 h inkubacji (Tabela 35, Rycina 24,).
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Zestawienie badanad aktywnécia cytotoksycza kwasu usninowego wobec szeregu
linii komorkowych zwierzcych i ludzkich przestawia Tabela 11. Jegyimia komdrkows,
uzyta w pracy, ktéa mazna poréwna bezpdrednio z badaniami innych autoréw jest nowo-
twor prostaty Dul45, pozostate dwie linie (HTB14ESF) nie byly datd badane podatem
wptywu kwasu usninowego. W badaniach nadalidbu145 okrélano aktywnéc¢ kwasu (+) i
(-)-usninowego, podag warta¢ ICso rowng odpowiednio 57.4+2.1 uM i 45.9+7.0 uM [Bazin
2008] lub tylko kwasu (-)-usninowego, gdzie waétta wynosita 15.8 pg/ml [Bezivin 2004].
W przypadku niniejszej pracy, kwas usninowy okaz@aby¢ nieaktywny wobec linii Dul45,
nawet w najwyszym badanym ateniu 50 pg/ml (okoto 145 pMmiertelng¢é komérek wy-
nosita zaledwie okoto 15%. Tak #zhir&nica pomedzy uzyskanymi wynikami i danymi in-
nych autoréw nie ma by zwiazana tylko z zastosowaniem innej metody élara cyto-
toksyczndci, jednalke okrélenie przyczyny nie jest nibwe. Podobny staby efekt cytotok-
syczny kwasu (+)-usninowego opisano dla ludzkicmé&mk gwiadziaka linii U373 MG,
gdzie w s¢zeniu 25 pg/ml zaobserwowariywotnas¢ 82.8+0.5% [Amo de Paz 2010]. W
wigkszasci opisanych doniesteaktywna¢ cytotoksyczna kwasu usninowego byta wekvi
szaci przypadkdéw umiarkowana, jednak w niektorych radleh aktywnéé ta mae by
okreslona jako wysoka (E§ < 5 pug/ml) [Einarsdottir 2010, Kumar 1999-2, Kristnaisdottir
2005]. Niektérzy autorzy podgjednak wartéci $wiadczice o stabej aktywrigi, EG>50
png/ml (okoto 145 uM) [Bé&orova 2010].

Wyrazny wptyw obniajacy ilos¢ zywych komérek obydwu linii nowotworowych
miata natomiast atranoryna. Komorki czerniaka w ikyrd8 h inkubacji z tym zvazkiem w
stezeniu 20 pg/ml charakteryzowatyestywotnascia obnizona do 51.83+4.35, a w najvzy
szym badanym ateniu (30 pg/mlzywotnasé¢ ich wynosita 44.67+3.20 (Tabela 36, Rycina
25 A). W podobny sposob reagowaty komorki drugieyvotworowej linii, Dul45, ktérych
zywotnas¢ w najwyzszym badanym steniu wyniosta 45.00+4.98 (Tabela 36, Rycina 25 B).
Badany zwazek nie miat wplywu nazywotnos¢ prawidtowych fibroblastow, powodag
zmniejszenie icltywotndéci zaledwie o kilka procent (90.33£1.37) w napsgym badanym
stezeniu (Tabela 36, Rycina 25 C). Zestawienie lhadkad aktywnécia cytotoksyczn atrano-
ryny wobec szeregu linii komérkowych zwiecych i ludzkich przestawia Tabela 19.24d-
nym z opisanych przypadkdw nie stosowano tych sartigé komorkowych, co w niniejszej
pracy, zatem wptyw atranoryny na liniach czerni&kBB140, nowotworu prostaty Dul45
oraz fibroblastach skéry zostat zbadany w ninigjpracy po raz pierwszy. Wobec linii bada-
nych przez innych autoréw, atranoryna charakterg#awsé staky aktywndcia cytotoksycz-
na, wartaci ICso miescity sie w przedziale od 83 do ponad 200 uM (okoto 30- 80ml)
[Backorova 2010, Correche 2004, Toledo Marante 2008 kilku przypadkach byta nieak-
tywna [Perry 1999, Kumar 1999-2, Konig 1999, Kristmdsdottir 2005]. Wyniki uzyskane w
niniejszej pracy wskazajna duo wyzsz aktywna¢ cytotoksycza, w poréwnaniu do wyni-
kow opisanych w innych doniesieniach - waéttCso dla linii komorek nowotworowych wy-
nosi okoto 20 pg/ml (ok. 50 uM), natomiast wobemkoek prawidtowych atranoryna wyka-
zata znikom aktywnaé, co mae sugerowajej selektywny profil dziatania.

W przypadku kwasu fumaroprotocetrarowego nie zawasgano aktywnéci cyto-
toksycznej wobec¢adnej z badanych liniZywotnas¢ komaérek w najwygszym badanym st
zeniu po 48 h inkubacji z tym zgakiem wynosita 94+1.00 dla linii HTB140 (Tabela 37,
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Rycina 26 A), 96.00+£1.75 dla linii Dul45 (Tabela, ycina 26 B) oraz 99.00+1.00 dla fi-
broblastéw (Tabela 37, Rycina 26 C). Zestawien@icinych bada nad aktywnécia cyto-
toksyczr, kwasu fumaroprotocetrarowego wobec szeregu liomé&rkowych zwiergcych i
ludzkich przestawia Tabela 27. Bezivin i wsp. baditywnds¢ kwasu fumaroprotocetaro-
wego wobec linii aytej rowniez w niniejszej pracy - ludzkiego nowotworu prostéty 145.
Uzyskana wart& 1Cso przekraczata 100 pg/ml [Bezivin 2004], co jestwatapodobnie po-
rownywalne z wynikami omawianej pracy, gdzie jedaakaczono badanie przyeteniu 30
pag/ml, ze wzgldu na brak aktywniei badanego zwizku mimo wzrostu jego stenia. Naj-
lepsze efekty uzyskali ci sami autorzy dla dwoali hiowotworéw zwierzcych, gdzie warto-
ci 1Csp zawieraty s w przedziale 75-82 pg/ml [Bezivin2004]. Dla poadgth badanych
ludzkich linii nowotworowych wart&i 1Cso przekraczaty 100 pg/ml [Bezivin 2004], 150
png/ml [Correche 2004] lub zaobserwowano brak aktpenKristmundsdottir 2005].

8.6.2. Wptyw badanych zwaazkow na proliferag komérek

W zakresie stzen, w ktérych nie zaobserwowano wptywu mavotnasé, kwas usni-
nowy wykazat istotny wptyw hamagy na proces proliferacji komorek w badanych lihiac
Najbardziej podatne okazatygsiowotworowe komorki prostaty oraz czerniaka, nisiadsz
aktywnai¢ kwas usninowy wykazat wobec prawidtowych fibroldag skory. W najniszym
badanym stzeniu 10 pg/ml proliferacja komérek Dul45 zostataigbna o potow juz po 48
godzinach inkubacji z kwasem usninowym, natomiastkplejnej dobie ilé¢ komorek nie
ulegta dalszemu obieniu. W najwyszym badanym &teniu po 72 godzinach inkubacji pro-
liferacja komérek Dul45 zostata praktycznie zahammav(Tabela 38, Rycina 27 B). W
przypadku komérek czerniaka hammy wptyw kwasu usninowego na proliferacjajwyra-
niej zaznaczyt siw stzeniach 25 i 50 pg/ml, gdzie po 24 godzinach inkjibas¢ komorek
spadta odpowiednio do 38 i 15% w odniesieniu dotiadin(Tabela 38, Rycina 27 A). Kwas
usninowy hamowat rownieproliferacg prawidtowych komorek, jednak w nieco mniejszym
stopniu nk w przypadku komoérek nowotworowych. W najpsyym badanym ateniu 50
ng/ml zaobserwowano spadek liczby komorek do 29,24 % odpowiednio po 24, 48 i 72
godzinach inkubaciji (Tabela 38, Rycina 27 C). Wpkmasu usninowego na poziom prolife-
racji komérek zostat opisany jedynie w trzech pcacavobec ludzkich prawidtowych keraty-
nocytéw [Kumar 1999-2, Burlando 2009] oraz czterkatekich linii nowotworowych: mg-
dzybtoniaka MM98 i nowotworu sromu A431 [Burland®(®] oraz nowotworéw trzustki
Capan-2 i piersi T-47D [Einarsdottir 2010]. W pragu komorek prawidtowych, kwas
usninowy wykazat silny wptyw hamagy ich proliferacg, wartcgci 1Cso wynosity 2.1+0.7
UM [Kumar 1999-2] i 76 uM [Burlando 2009]. Wynikzyskane w niniejszej pracy $0-
réownywalne z doniesieniami Burlando i wsp. Hamowaproliferacji komérek prawidto-
wych, takich jak keratynocyty czy fibroblasty skpmaze mie potencjalne znaczenie w
schorzeniach przebiegaych z nadmiernym namaaniem s¢ tych komaorek, np. tuszczycy
[Burlando 2009]. Wyniki opisane dla komorek nowotewych linii A431 i MM98 g po-
rownywalne z wynikami uzyskanymi w tej pracy, wadidCs, mieszcz sie w przedziale 20-
30 UM (okoto 10-20 pg/ml) [Burlando2009], natomi&stas usninowy wykazat silniejszy
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wplyw hamuacy na namnzaanie s¢ komorek pozostatych dwaoch linii, Capan-2 i T-467D
wartasci ICso wynosity odpowiednio 5.3 1 4.2 pg/ml [Einarsdo@id10].

Atranoryna charakteryzowatagsstaly aktywndcia antyproliferacyja wobec wszyst-
kich trzech linii komoérkowych. Badany zaviek wykazat nieco wkszy wptyw hamujcy
proliferacg komorek nowotworowych, w poréwnaniu do komérekwichowych, powodujc
w najwyzszym badanym ateniu 30 pg/ml spadek liczby komérek linii Du145 46%, ko-
morek czerniaka do53%, podczas gdy fibroblastowrjeddo 81% po 72 godzinach inkuba-
cji (Tabela 39, Rycina 28). Najbardziej podatnedmetanie atranoryny okazatyeskomorki
nowotworu prostaty - po 48 godzinach inkubacji z|8Jml badanego zwazku liczba tych
komoérek spadta o potay(Tabela 39, Rycina 28 B). Jedypraca opisuica badanie wptywu
atranoryny na proliferagjkomorek dotyczy prawidtowych keratynocytow - bagamiazek
nie wykazat aktywngéci hamugcej proliferacg tych komérek [Kumar 1999-2].

Kwas fumaroprotocetrarowy wykazat bardzo staby wplyamuacy na proliferacj
badanych linii komérkowych. Najbardziej oporne rmathnie tego zwizku okazaty si ko-
morki nowotworu prostaty Dul45 - po 72 godzinackuiacji w najwyszym badanym et
zeniu ich liczba wynosita 94%, natomiast liczba diblastow 92%. Najlepazlecz wciz sta-
ba aktywna¢ kwas fumaroprotocetrarowy wykazat wobec komoérekrioiaka, powodua
obnizenie proliferacji do 82% w najwgzym badanym &teniu i po 72 godzinach inkubacji
(Tabela 40, Rycina 29). Podobne badania, dabezvptywu kwasu fumaroprotocetrarowego
na proliferact komérek, nie zostaty dad opisane.

8.6.3. Wptyw badanych zazkoéw na morfologi komérek

Wplyw kwasu usninowego na morfolegcomoérek Du-145, HTB oraz HSF oraz atra-
noryny i kwasu fumaroprotocetrarowego na morfajogbmorek Du-145o0kidano na pod-
stawie zd¢¢, wykonanych za pomaanikroskopu kontrastowo-fazowego.

Kwas usninowy wyrznie zmieniat morfologi wszystkich badanych linii komérko-
wych. Komadrki nowotworowe cechowatyesivicksz wrazliwoscia na dziatanie tego zazku
w poréwnaniu do komoérek prawidtowych. Najbardziegptne na wptyw badanego azku
okazaly s¢ komorki nowotworu prostaty. W najisizym przebadanym ¢eniu (10 pg/ml)
kwas usninowy powodowat wytae rozptaszczenie komoérek Dul45, w odniesieniu do w
runkéw kontrolnych. Zaobserwowano rowhigardzo wyrana wakuolizacg cytoplazmy ko-
moérek (Rycina 30 E). Podobny, aczkolwiek mniej zzony, efekt widaw komadrkach
czerniaka (Rycina 30 D), natomiast prawidtowe flidasty skory nie wykazaly istotnych
zmian morfologii (Rycina 30 F). Komérki Du 145 padt inkubacji z kwasem usninowym
w sizeniu 25 pg/ml zmieniajksztalt na wrzecionowaty, stopievakuolizacji cytoplazmy
wzrasta w porownaniu doegenia 10ug/ml oraz pojawigjsic pojedyncze, dtugie dendry-
tyczne wypustki (Rycina 30 H). W przypadku koméozerniaka zmiany teagéwniez bar-
dziej widoczne i w stzeniu 10ug/ml, komorki zmieniajksztait na bardziej wydhony,
postpujaca jest rownig wakuolizacja cytoplazmy (Rycina 30 G). Fibroblaptddane dzia-
taniu kwasu usninowego wegeniu 25ug/ml zmienigjksztatt na bardziej wydhony, s bar-
dziej obkurczone i nie posiadalamellipodiéw. Nie zaobserwowano wakuolizacji @l
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zmy (Rycina 30 1). Do tej pory nie opisano wptywwadsu usninowego na morfolegcomo-
rek.

Atranoryna wykazata wyeamy wptyw na morfologi wszystkich badanych linii ko-
morkowych. Komérki nowotworowe cechowahe sviekszy wrazliwoscia na dziatanie tego
zwiazku w poréwnaniu do komérek prawidtowych. Najbaejziodatne na wptyw badanego
zwiazku okazaty si komdrki nowotworu prostaty. Komérki nowotworu praty inkubowane
z atranoryn w stzeniach 10 i 25pg/ml cechowato znaczne, gmghce wydhrzanie ksztattu
oraz pojawianie gi wypustek dendrytycznych, natomiast badanyazek nie powodowat
wakuolizacji cytoplazmy tych komoérek (Rycina 31 ®). Komorki czerniaka inkubowane z
atranorym w stzeniu 10 pg/ml charakteryzowatyesivickszym rozptaszczeniem w porow-
naniu do warunkéw kontrolnych, zaobserwowanaéakakuolizag} cytoplazmy. Procesy te
byly bardziej pogibione w s¢zeniu 25ug/ml (zdjcia nie pokazane). Prawidtowe fibroblasty
wykazaly najmniejsz wrazliwo$¢ na dziatanie atranoryny. Pod wptywem badanegazwi
komorki te nieznacznie siwydtuzaty i obkurczaly, jednak zmiany te nie byly tak emge,
jak w przypadku komorek nowotworowych (zdjp nie pokazane). Do tej pory nie opisano
wptywu atranoryny na morfologikomaorek.

Kwas fumaroprotocetrarowy w zakresie badanyeheatnie wykazat istotnego wpty-
wu na morfologt komorek czerniaka i prawidtowych fibroblastow. Weypadku linii nowo-
tworu prostaty, inkubowanych z badanym aiiem w s¢zeniu 25ug/ml, zaobserwowano
bardzo niewielkie zmiany ksztattu komérek (Ryciral3, E). Do tej pory nie opisano wpty-
wu kwasu fumaroprotocetrarowego na morfoddgimorek.

8.6.4. Wptyw badanych zazkdw na cytoszkielet aktynowy komorek

Wplyw kwasu usninowego i atranoryny na cytoszkieletynowy badanych komaérek
zbadano, wykorzystag meto@ selektywnego wazania s¢ falloidyny, znakowanej tetraizo-
tiocyjanianem rodaminy, do aktyny.

Kwas usninowy powodowat reorganizagytoszkieletu aktynowego we wszystkich
badanych typach komérek, w sposob zajeod dawki. Najbardziej podatne na wptyw bada-
nego zwizku bylty komorki czerniaka. W komérkach nowotworahiyobu badanych linii
efekt reorganizacji cytoszkieletu aktynowego podywem kwasu usninowego jest dobrze
zauwaalny. Wibkna napgzeniowe, widoczne w warunkach kontrolnych (Rycina/32B),
zanikap stopniowo, wraz ze wzrostenegtnia badanego zwiku, a F-aktyna gromadziesiv
obszarze okotagrowym. W komorkach inkubowanych z wgzym z badanych gten kwasu
usninowego obserwuje¢sstopniowy spadek intensywsm fluorescencji TRITC-falloidyny,
co sugeruje spadek fla F-aktyny (Rycina 32 D, G, E, H). W fibroblastapod wptywem
kwasu usninowego stwierdzono zanik widkien rapniowych typowych dla tych komorek.
W komorkach inkubowanych z badanym gmkiiem w s¢zeniu 10pug/ml zauwalne g nie-
regularne wqzki F-aktyny wzdhi btony komorkowej, ktdre stopniowo zanikayvraz ze
wzrostem sgzenia zwazku (Rycina 32 F, 1). Dotychczas nie ukazaty prace opisuice
wptyw kwasu usninowego na cytoszkielet aktynowylyjga podobna praca dotyczy bada
nad innymi elementami strukturalnymi - mikrotubulaj@®’'Neill 2009]. Kwas usnhinowy w
stezeniu 29 uM (okoto 10pg/ml) nie powodowzdnych widocznych zmian w mikrotubu-
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lach ludzkich komo6rek nowotworowych linii MCF7 i B29 [O’Neill 2009]. W niniejszej
pracy kwas usninowy w takim samyngzniu powodowat j1 wyrazne zmiany w cytoszkie-
lecie aktynowym, ktére jeszcze peolgiaty sk wraz ze wzrostem gtenia badanego zwiku.

Podobny efekt zaobserwowano dla atranoryny.aZek ten réwnig powodowat wy-
razna reorganizag i dezintegragj cytoszkieletu aktynowego w komaérkach wszystkicdda
nych linii, zaréwno nowotworowych, jak i prawidtoaly, w sposéb zatay od dawki. Naj-
bardziej wyrany efekt zaobserwowano w komérkach czerniaka. W d&ach nowotworo-
wych obydwu badanych linii wyfaie wida& zanik widkien napzeniowych, widocznych w
komorkach kontrolnych (Rycina 33 A, B), pod wplywdradanego zvizku. W przypadku
komoérek czerniaka inkubowanych z atranarym stzeniu 10 pg/ml wida znaczny spadek
intensywndci fluorescencji, co jest zwzane z zanikiem F-aktyny w tych komorkach (Rycina
33 D). Efekt ten jest niemal catkowity w wgzym z badanych gten (Rycina 33 G). Podob-
ny, cha& nie tak intensywny zanik F-aktyny mta zaobserwowaw komorkach nowotworu
prostaty, inkubowanych z badanym zmkiem, gdzie aktyna gromadzicsivokét jader tych
komorek (Rycina 33 E, H). Najstabszy wptyw atram@yvykazata na prawidtowe fibroblasty
skory, gdzie zanik widkien nagreniowych nie jest tak intensywny, jak w przypadiamo-
rek linii nowotworowych (Rycina 33 F, 1). Jest teepvszy opisany przypadek badania wpty-
wu atranoryny na elementy cytoszkieletu.

Kwas fumaroprotocetrarowy nie zostat zbadany pgtérk oddziatywania na cytosz-
kielet aktynowy ze wzghu na brak jego wptywu na morfolagbadanych komorek.

8.6.5. Wplyw kwasu usninowego i atranoryny na aktgsg migracyjra komorek

Udowodniono istnienigcistego powazania pomgdzy cytoszkieletem aktynowym a
powstawaniem widkien nagreniowych, nadawaniem komorkom ksztattu oraz ichplasz-
czeniem [Osborn i wsp., 1978]. Komodrka za@miené ksztatt czy migrowa tylko wtedy,
gdy ma zapewniony staty kontakt z paddn poprzez biatka macierzy zestrzkomaorkowej,
ktore kcza filamenty aktynowe z biatkami kontaktow ogniskovyj¢&Corohoda 1992, Buendia
1990]. Zmiany zaobserwowane w cytoszkielecie aktyrmo komorek, wywotane inkubagj
w obecnéci kwasu usninowego i atranoryny sugerag zwazki ten mog wptywat hamug-
co na aktywné& migracyjra komorek. Zbadano zatem wptyw obydwu zmkidéw na zdoln&d
ruchowg komorek linii nowotworowych. Zdolrigé ta charakteryzuje przede wszystkim wia-
$nie komorki zmienione nowotworowo, co ugfivia im miedzy innymi naciekanie okolicz-
nych tkanek oraz tworzenie przerzut@wvivo. Wsrod komorek prawidtowych zdoldé do
migracji jest bardzo rzadka, a proces ten odbywalgio wolniej niz w komorkach nowo-
tworowych. Sid nie zdecydowano iha wybor fibroblastow jako linii modelowej do bada
aktywnaci ruchowe.

Kwas usninowy w stosunkowo niskimeseniu (10 pg/ml) wykazat wydamy wptyw
hamujcy ruchliwas¢ obu linii komorkowych, przy czym zdecydowanie ®iszy wptyw
zaobserwowano w przypadku komérek czerniaka. Badamizek podany w steniu
10pg/ml bezpgrednio przed nagraniem filmu powodowat spadek aktyei ruchowej ko-
moérek nowotworu prostaty (Rycina 34 B), wattéredniej drogi catkowitej zmalata o ponad
60% (92,67+4,32 um) w poréwnaniu z kon#r¢243,28 +7,75 um) (Tabela 41). Podobnie
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zmalaty pozostate wspotczynniki opigog ruch (Tabela 41). 24-godzinna preinkubacja ko-
morek z badanym zwzkiem réwnie spowodowata spadekedniej dlugéci drogi catkowi-
tej, do ponad 70% (77,58 6,76 um), co przedstdwalzela 41. Komorki HTB-140 wykazaty
wieksz wrazliwos¢ na dziatanie kwasu usninowego w poréwnaniu do keknd®U-145.
Zaobserwowano znaczny spadek aktysenonigracyjnej komorek poddanych dziataniu bez-
posrednio podanego kwasu usninowego, w porownaniuadréli, na co wskazuajwartcsci
parametrow opisagych ruch (Tabela 41¥rednia dtugé¢ drogi catkowitej zmalata 0 80% a
wartas¢ sredniego przemieszczenia catkowitego wyniosta 1& 1876 pum, co stanowi 30%
jego wartdci w warunkach kontrolnych (33.50+ 1.66 pm). Wolekich wynikow - niemal
catkowicie zahamowanej zdolém migracyjnej - nie wykonywano dalszego eksperymen
preinkubacj komorek z badanym zwikiem. Do tej pory nie opisano wptywu kwasu usni-
nowego na migragjkomorek.

Atranoryna w stosunkowo niskimegeniu (10 pg/ml) wykazata wyray wptyw ha-
mujacy ruchliwas¢ obu linii komoérkowych, przy czym zdecydowanie &jszy wptyw zaob-
serwowano w przypadku komoérek czerniaka (Rycin& 36). Po podaniu atranoryny bezpo-
srednio przed nagraniem filmu, zaobserwowano spadeéiniej dtugdéci drogi komoérek
czerniaka do okoto 73% w porownaniu do warunkowtkanych (Tabela 43). Po 24 godzin-
nej preinkubacji z badanym zyzkiem zaobserwowano spadek tego parametmioa35% w
odniesieniu do kontroli. W obydwu przypadkach wgstgozostatych wspétczynnikdéw opi-
sujacych ruch rownig zmalaty (Tabela 43), co wskazuje na wyra zahamowanie aktywno-
sci migracyjnej komorek czerniaka pod wptywem atrgng. Komorki Du 145 okazaly si
by¢ mniej wraliwe na dziatanie atranoryny (Rycina 35 B, C). Rzsrednim podaniu ba-
danego zwizku srednia dtugé¢ drogi catkowitej zmalata do okoto 60% w odniesterio
kontroli (Tabela 42). 24 godzinna inkubacja z abrgm nie wptyreta istotnie na zmniejsze-
nie tego parametru, natomiast wadoniektorych parametréw opisigych ruch nieznacznie
wzrosty (Tabela 42), co wskazuje na brak zatéci pomkdzy aktywndcia a wydtwzaniem
czasu kontaktu z badanym agkiem. Do tej pory nie opisano wptywu atranorynymagra-
cje komorek.

8.6.6. Wptyw kwasu usninowego i atranoryny na miod@ jader komorkowych

Ze wzgkdu na zaobserwowany wareej efekt dziatania kwasu usninowego i atrano-
ryny (wptyw nazywotnas¢, proliferacg i morfologic komaérek) w kolejnym etapie pracy po-
stanowiono zbadawptyw tych zwazkéw na morfologi jader komérkowych i wywotywanie
procesu apoptotycznego. Do badeybrano line nowotworu prostaty Du 145, ktorej komor-
ki byty najbardziej podatne na dziatanie cytotoksye obydwu zwazkow. hdra komorkowe
wybarwiano barwnikiem Hoechst i obserwowano podroskopem. Kwas fumaroprotoceta-
rowy ze wzgédu na bardzo stabe dziatanie nie zostat poddany teadaniu.

Kwas usninowy ja w skzeniu 10pg/ml oraz 25ug/ml zmienia morfologader ko-
morkowych. Po 72 h inkubacji komérek z badanymazkiem obserwowano wyfaa frag-
mentac§ jader, co mae wskazywé na apoptotyczny mechanizémierci komoérkowej pod
wpltywem kwasu usninowego (pojawienie siatek apoptotycznych). Efekt ten byt zaly
od stzenia (Rycina 36). Podobne badania przeprowadzokdkw pracach, wykorzystag
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wybarwianie gder komorek zwiergych i ludzkich linii nowotworowych barwnikiem Ho-
echst [Bezivin 2004, Bazin 2008] lub DAPI [Berova 2010]. Kwas usninowy powodowat
zmiare morfologii jader komorkowych, wskazaga na proces apoptotyczny, w zidhym
zakresie stzen: 6-12 pg/ml [Bezivin 2004] i 17-35 pM (okoto 7-1&/ml) dla zwierzcych
komoérek biataczki, a taje 50 i 100 uM (okoto 18 i 36 pg/ml) dla ludzkichilinowotworu
jajnika i jelita grubego oraz biataczki [Bleorova 2010]. Wyniki uzyskane w niniejszej pracy
sa zatem poréwnywalne z doniesieniami innych autoréavprzypadku ludzkich linii nowo-
tworowych kwas usninowy wykazat wsz aktywnac.

W celu potwierdzenia stymulacji procesu apoptozzeprkwas usninowy wykonano
analiz z zastosowaniem cytometru przeptywowego.

W przypadku atranoryny, w zakresie badanyehest (20 i 30 pg/ml) nie zaobserwo-
wano wptywu na wygld jader komorkowych (Rycina 37),ast nie kontynuowano badaz
zastosowaniem cytometru przeptywowego. W podobrbattaniach nad czterema ludzkimi
liniami nowotworowymi (jajnika, piersi i dwéch limch nowotworu jelita grubego) wykaza-
no wptyw atranoryny w gfeniach wyszych, ni stosowane w niniejszej pracy - 100 i 200
UM (okoto 40 i 80 pg/ml) na zmiany w morfologider komérkowych, sugengych zmiany
apoptotyczne. Stymulacja procesu apoptozy zostdgamie wykazana za pomgpbadania z
zastosowaniem cytometru przeptywowegodBaova 2010].

8.6.7. Wptyw kwasu usninowego na indukapoptozy

Wplyw kwasu ushinowego na stymulagjrocesu apoptozy w komorkach nowotworu
prostaty Dul45 zbadano przyyeiu cytometru przeptywowego, wykorzysiajréwnoczesne
barwienie jodkiem propidiowym (wybarwia komorki mekyczne) oraz aneksyriV (wybar-
wia komorki apoptotyczne). Zaobserwowarekwas usninowy wywotuje apoptory bada-
nych komarkach, w sposob zaty od dawki.

Kwas usninowy w najaszym badanym steniu (10 pg/ml) stymulowat proces apop-
totyczny w ponad 33% komorek, co stanowi ponad dwatmie wicej niz w warunkach kon-
trolnych (Rycina 38, Tabela 44). Po inkubacji z ket usninowym w steniu 25 pg/ml
ilos¢ komorek apoptotycznych wzrosta do ponad 56%. Weystkich probkach badanych
zaobserwowano rownieniewielka - okoto lub poniej 1% - ilas¢ komorek nekrotycznych.
Ustalenie mechanizmu apoptozy pod wptywem kwasunogrego wymaga dalszych bada
z zastosowaniem innych metod. Inni autorzy rowmigisywali wptyw kwasu usninowego na
stymulacg procesu apoptozy, stogajpodobi metodyk lecz inne linie komérkowe - ludz-
kie linie nowotworu piersi, trzustki, jajnika, j&i grubego, biataczki lub zwierze linie bia-
taczkowe lub prawidiowe hepatocyty [Correche 2Biharsdottir 2010, Koparal 2006, Bez-
ivin 2004, Bazin 2008, Mayer 2005, &®rova 2010]. Doniesienia na temat stymulacji pro-
cesu apoptozy przez kwas usninovgysprzeczne, dwie spabd cytowanych prac wykazyj
brak tego wptywu [Correche 2004, Einarsdottir 20X@tomiast pozostate cztery stwierdzaj
wyrazne znamiona zmian apoptotycznych w badanych linkaehorkowych [Koparal 2006,
Bezivin 2004, Bazin 2008, Bkorova 2010]. Prace nie wskazcg na proapoptotyczrak-
tywnos¢ kwasu usninowego dotycza badzaréwno na komérkach prawidtowych (szczurze
hepatocyty), jak i nowotworowych (ludzkie nowotwauiersi i trzustki). Co ciekawe, w pra-
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cach wykluczajcych i wskazujcych na proces apoptozy pod wpltywem badanegazkwi
zastosowano podobmetodyk (cytometr przeptywowy, aktywrsé kaspazy3, fragmentacja
jader komorkowych). Wskazywao maze na selektywne dziatanie kwasu usninowego jako
stymulatora procesu apoptozy, w zaleci od rodzaju @ytych komoérek i innych czynnikdw.
Zakres uytych stzen kwasu usninowego, przy ktoérych obserwowano znaaapoptozy, w
opisanych badaniach, jak i w niniejszej pragypedobne: 10-30 pg/ml.
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9. PODSUMOWANIE

Analiza jak@ciowa gatunkow polskich wskazata na obec¢nkwasu usninowego w czterech
sparod széciu badanych gatunkévC{adonia arbusculaC. gracilis C. macilenta ssp. floer-
keanai C. uncialig, atranoryny w czterech badanych gatunkadadonia arbusculaC. gra-
cilis, C. macilenta ssp. floerkeanaC. subulaty, natomiast kwasu fumaroprotocetrarowego
nie stwierdzono jedynie Wladonia uncialis

Po raz pierwszy stwierdzono obeéad&wasu usninowego Wladonia gracilis atranoryny w
C. arbuscula C. macilenta ssp. floerkeanaC. subulata natomiast kwasu fumaroprotoceta-
rowego wC. macilenta ssp. floerkean®/brew doniesieniom literaturowym, nie potwierdzo-
no obecnéci atranoryny wCladonia furcataco mae wynika z faktu badania probek z innej
lokalizacji geograficznej.

Poréwnawcza analiza jakmowa gatunkow polskich i islandzkich wskazata danice w
sktadzie - wycigi z surowcéw polskich charakteryzowatye sibecnécia wielu zwiazkow,
podczas gdy surowce islandzkiebyly wimee ubasze skiadem. Ponadto zaobserwowano
roznice w wysgpowaniu atranoryny Wladonia arbuscula zwiazek ten byt obecny w préb-
kach zebranych w Polsce, natomiast nie wykryto gowdébkach islandzkich.

Optymalnym sposobem ekstrakcji wszystkich badamgetabolitow wtornych jest ekstrakcja
Z zastosowaniem szeregu rozpuszczalnikow o wzgasfapolarnéci z uzyciem tej samej
probki surowca, a najlepsze rezultatyagsicto przy zastosowaniu chloroformu, po wcze-
$niejszej ekstrakcji surowca heksanem. Stopazdrobnienia surowca ma wptyw na ekstrak-
cje zwiazkow - w przypadku atranoryny zalecane jest sprosakie surowca, dla pozosta-
tych dwéch metabolitéw surowiec nie powinierctsproszkowany

Wyniki analizy ilgsciowej polskich gatunkéw wskazupa Cladonia arbusculgako na gatu-
nek najbogatszy we wszystkie badane metabolity)gkde wzgidu na czsciowa ochrore
gatunkows nie mae on by traktowany jakazrodio do pozyskiwania tych zagkow. Takim
zrodtem kwasu usninowego m® by natomiasiCladonia uncialis(0.49%), a dla atranoryny
i kwasu fumaroprotocetrarowe@d macilenta ssp. floerkearfadpowiednio 0.14% i 0.81%)-
gatunki powszechnie wygiujace w Polsce. Warto rownieprowadz¢ dalsze badania ilo-
sciowe na innych gatunkach rodzafiladonig celem wytonienia kolejnych potencjalnych
zrodet metabolitéw porostowych.

Poréwnawcza analiza #oiowa gatunkéw zebranych w Polsce i na Islandiiazsike na zbli-
zong zawart@¢ kwasu usninowego Wladonia arbusculaz obydwu lokalizacji, natomiast
dwukrotnie weksza zawartd¢ tego zwizku zaobserwowano w islandzkich probk&shun-
cialis w odniesieniu do gatunku polskiego. Co ciekawg@raypadku pozostatych dwéch me-
tabolitéw, bogatszym gatunkiem byt zebrany w PolStedonia arbusculaWskazuje to na
zroznicowane zalenosci pomidzy intensywnécia biosyntezy wtornych metabolitow poro-
stowych i warunkami Kklimatyczno-glebowymi wypbwania porostéw. Zbadanie tych po-
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wigzan wymaga dalszych, szeroko zakrojonych laddejmujcych r&ne zwhzki, gatunki i
lokalizacje geograficzne.

Izolacja kwasu usninowego i kwasu fumaroprotocetw&go byta prosta, efektywna, co meo
stanowt alternatywg dla chemicznej syntezy tych zwkow. Szczegolnie warto poditie
maty naktad czasu i kosztow zwanych z izolagj kwasu usninowego. W przypadku atrano-
ryny proces izolacji okazatetrudny, czasochtonny i mato wydajny. 8ynaze naleatoby w
przysztdgci wybraé inna, bardziej czut i skutecza metod izolacji tego zwizku, jak na
przyktad preparatywnwysokospraws chromatograti cieczova.

Badane metabolity charakteryzowaty gréznicowanym oddziatywaniem na komorki. Naj-
bardziej podatne na wptyw badanych zzkiow okazaty si komorki nowotworowe obydwu
linii — czerniaka HTB140 i nowotworu prostaty Dul4& stopniu porownywalnym w grani-
cach btdu. Jedynie w przypadku hamowania aktywanamigracyjnej oraz wywotywaniu
procesu apoptozy zaobserwowanangdwrazliwosé obu linii nowotworowych na dziatanie
badanych metabolitéw. Aktywdé ruchowa komorek linii HTB140 byta hamowana znaezni
silniej pod wptywem obydwu zwekow niz aktywnad¢ komérek drugiej z badanych linii,
Dul45. Mae to wynik& z faktu,ze linia ta posiada wysoki stopietosliwosci, co mae po-
wodow& jej swoist opornd¢. Dezintegracja cytoszkieletu aktynowego i gz@ne z tym
hamowanie migracji komérek nowotworowych przez obgdzwizki maze mig€ znaczenie
w kontelécie procesdw metastatycznych, jednak sugestia taagg poszerzenia bada
eksperymenty in vivo.

Zmiany w morfologii fder komérkowych, uwidacznige s¢ w obrazie mikroskopowym w
postaci tzw. ciatek apoptotycznych, a co za tynwpEtdzona za pomaccytometru przepty-
wowego indukcja apoptozy pod wptywem kwasu usnirgoydylty obserwowane jedynie w
komorkach nowotworu prostaty Dul45. W komoérkachgdiuz badanych linii takich zmian
nie stwierdzono. Ok&enie dokladnego mechanizmu stymulacji apoptozeprzwas usni-
nowy wymaga dalszych batlaobejmuacych bardziej szczegétowe metody biochemiczne.

Najbardziej aktywnym zwazkiem byt kwas usninowy, ktéry, mimo stabego wptywazy-
wotnas¢ komoérek, wykazat w tym samym zakresiezsfi wysoka aktywna¢ antyprolifera-
cyjna, powodowat zmiany w morfologii komérekader komorkowych i cytoszkieletu akty-
nowego, hamowat migragjkomorek i indukowat w nich procesy apoptotyczné&tyfwnaosé
zwiazku byta zaléena od stosowanej dawki i czasu inkubaciji, jednak byta selektywna -
zwiagzek wptywat zardbwno na komorki nowotworowe, jakaywidiowe.

Atranoryna charakteryzowatagsivysoka aktywndcia cytotoksyczn i umiarkowamn aktyw-
noscig antyproliferacyja. Wyraznie zmieniata morfologi komérek oraz powodowata zmiany
w ich cytoszkielecie aktynowym, jak réwaidamowata ich aktywrié migracyjra. Badany
zwiazek nie wptywat na morfologijader komorkowych i nie stymulowat procesu apoptozy.
Warto podkréli¢ selektywné¢ dziatania atranoryny wobec komérek nowotworowyabd-
dziatywanie zwizku na komorki prawidtowe byto znacznie stabsze.
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Kwas fumaroprotocetrarowy wykazat syabktywna¢ antyproliferacyjm oraz nieznacznie
zmieniat morfologt komorek. W pozostatych badanych aspektach nie zrarka aktywnéci
tego zwizku. Co ciekawe, podohistwo strukturalne do atranoryny, oraz przynatéé do
tej samej grupy pochodnydbrorcynolu, sugerowatoby porownywalraktywna¢. Jednak
niewielkie r&nice w strukturze chemicznej powoduinaczny spadek aktywéwm lub jej
brak. W przysztéci warto bytoby doktadniej okiti ¢, ktére z grup funkcyjnych kwasu fuma-
roprotocetrarowego odpowiedzialneza tak stab jego aktywné¢ i stworzy pochodne tego
zwiazku, ukierunkowane na zgkszenie aktywngci. Wysoka zawart@ kwasu fumaroproto-
cetrarowego w porostach, jak réwhibrak trudnéci z jego izolaci z materiatu rélinnego,
przemawiag na korzyc tej idei.

Opisane wyniki oddziatywania kwasu usninowego aabryny na komoérki w warunkach in
vitro mog stanow¢ punkt wygcia do dalszych badanad ich potencjalnym dziataniem prze-
ciwnowotworowym. Badania takie mogtyby obejmdweksperymenty na zwiegtach z
wszczepionymi nowotworami, powinny jednakchyzupetnione o okienie biodostpndici i
toksyczndci obydwu zwizkéw. Dla kwasu usninowego okleno dobp biodostpnas¢ w
kilku eksperymentach na zwietach, jednak dla atranoryny badania takie nie ligtych-
czas przeprowadzone. Ponadto, kwas usninowy wyldriadaniach wykazywat dziatanie
hepatotoksyczne, ktére jednak niwelowano poprzetogawanie specjalnej formulacji jego
podawania (nanokapsutki). Wysoka podath&omorek nowotworu prostaty o wysokim
stopniu ziéliwosci na dziatanie kwasu usninowego mogtaby zogtatencjalnie wykorzysta-
na w przysziéci w leczeniu tego schorzenia, co wymagatoby jedrmalacowania odpowied-
niej postaci leku celem unikgdia efektu ubocznego w postaci uszkadzania koméegdoby.
Toksyczng¢ atranoryny nie zostata dgt zbadana, warto zatem uzupétte informacje wy-
nikami odpowiednio przeprowadzonych bada

W kilku przypadkach odnotowano tak pojawianie si skérnego odczynu alergicznego w
przypadku kontaktu z kwasem usninowym, zatem zé&wemne stosowanie tego zyzku w
przypadku nowotworow skory (czerniak) czy chorébazanych z hiperproliferagjkomorek
nabtonka skory mogtoby giwiazat z niewielkim ryzykiem pojawienia sialergii kontakto-
wej.

Poréwnawcze zestawienie wynikdw uzyskanych w ppazgdstawia Tabela 45.
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Tabela 45. Zestawienie wynikdéw analizy fitochemigznaktywndgci kwasu usninowego,
atranoryny i kwasu fumaroprotoasiwego, przeprowadzonych w pracy

BADANY KWAS ATRANORYNA KWAS FUMARO-
CZYNNIK USNINOWY PROTOCETRAROWY

ANALIZA FITOCHEMICZNA

optymalny  stopien rozdrobniony sproszkowany rozdrobniony

rozdrobnienia

surowca

optymalny heksan/chloroform heksan/chloroform heksan/chlarofo

rozpuszczalnik

obecngé¢ w w czterech z szeiu | w czterech z sZeiu W pkciu z széciu

surowcach

zawartos¢ w 0.036-0.538% 0.0013-0.511% 0.08-2.34%

surowcach

izolacja prosta, efektywna trudna, skuteczna, efektywna
mato wydajna

AKTYWNO SC

aktywnosé  cytotok- niska wysoka, selektywna brak
syczna

aktywnosé antyproli- wysoka srednia, selektywna niska
feracyjna

wplyw na morfologie silny silny, selektywny staby
komorek

wplyw na morfologie silny brak nb
jader komorkowych

wplyw na cytoszkielet silny silny, selektywny nb
aktynowy

wplyw na aktywnosé hamupcy hamugcy nb
migracyjna komorek

stymulacja apoptozy tak nie nb

nb - nie badano
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