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Promieniowanie ultrafioletowe (UV) jest uwazane za jeden z gléwnych,
srodowiskowych czynnikéw, szkodliwych dla wielu organizméw zywych.
W  zwiazku z ciaglym zagrozeniem, jakie niesie cykliczne narazenie na
oddzialywanie wysokich dawek UV, wyksztalcity one w procesie ewolugji
zapobiegajagce uszkodzeniom bardzo skuteczne mechanizmy UV-protekcyjne.
Nalezag do nich m.in. biosynteza 1 akumulacja UV-ekranujgcych zwigzkow
mykosporynopodobnych (MAAs). MAAs s3 zaliczane do grupy wtdérnych
metabolitow zidentyfikowanych dotychczas w komérkach: sinic, glondw, grzybow,
bakteri, a takze w tkankach bezkregowcow i ryb. Wystepowanie zwigzkoéw MAAs
zostato rowniez wykazane w plechach porostdw zawierajgcych sinice jako fotobiont.

Porosty z komponentem eukariotycznym ze wzgledu na zajmowane siedliska
sg takze narazone na szkodliwe oddzialywanie UV. Nie-enzymatyczny mechanizm
wyksztatcony w celu ochrony przed promieniowaniem UV przez te symbiotyczne
organizmy pozostawal dotychczas niewyjasniony. Brak informacji w literaturze
o naturze MAAs produkowanych przez porosty z zielenica jako fotobiontem oraz
dostepne dane wykazujace, ze obydwa komponenty je budujace, zielenica oraz
grzyb, jako samodzielne organizmy sg zdolne do syntezy tych zwigzkow, byly
kluczowe do podjecia intensywnych studiéw. Gtéwnym ich celem byta identyfikacja
1 szczegOtowa charakterystyka zwigzkéw MAAs syntetyzowanych w plesze
Cladonia arbuscula (Wallr.) Flot subsp. squarrosa (Wallr)) Ruoss (chrobotka
najpowszechniej na obszarze Polski reprezentowanego).

Potrzeba pozyskania wiedzy o budowie i wlasciwoéciach zwigzkéw UV-
absorbujgcych wydaje sie zadaniem pilnym z uwagi na fakt, ze wspolczesnie
obserwuje si¢ postepujace ubozenie warstwy ozonowej. Jest to rowniez bardzo
wazne z tego powodu, ze ostatnie lata zwigzane sg z coraz bardziej intensywnie
rozwijanym potencjalem aplikacyjnym aminokwaséw MAAs. Sg one obiecujacymi
kandydatami do wykorzystania w zastosowaniach farmaceutycznych i kosmetycz-
nych, jako wydajne UV-protektory.

W ekstrakcie uzyskanym z plechy C. arbuscula wykryto obecnosé osmiu
zwigzkdow MAAs, sposrod ktérych siedem wykazywato maksimum absorbgji
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w zakresie UV-B, a jeden w pasmie UV-A. W celu analizy tych metabolitow
przeprowadzono optymalizacje procesu ich ekstrakcji 1 oczyszczania przy
wykorzystaniu wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Podjeto szczegotows
identyfikacje jakosciowa jednego sposrod wyekstrahowanych MAAs, stanowigcego
ilosciowo zwigzek o dominujgcym charakterze, a ponadto dotychczas w literaturze
nieopisany. Dla uzyskania mozliwie najpelniejszej informacji o jego budowie
i wlasciwosciach  wykorzystano szeroki wachlarz zaawansowanych metod
o wysokiej rozdzielczosci — spektrometri¢ mas (MS) i spektroskopig magnetycznego
rezonansu jadrowego (NMR). Substancje t¢ charakteryzowata silna polarnosc¢ oraz
maksimum absorbeji przy dlugosci fali 310 nm. Metoda analizy MS pozwolita
wyznaczy¢ je] mase czasteczkowg rowng 303 Da oraz okresli¢ jej wzdr sumaryczny
Ci2H17N10s. W oparciu o wyniki uzyskane przez zastosowanie spektroskopu NMR
zaproponowano jej wzor strukturalny 1 zasugerowano nazwe: mykosporyno-
asparaginian.

Identyfikacja nowych zwigzkow pocigga za soba  konieczno$é
przeprowadzenia dalszych analiz zmierzajacych do okreslenia m.in. ich wlasciwosci
fizyko-chemicznych. W kolejnym etapie realizacji dysertacji koncentrowano uwage
na badaniach, ktorych wyniki pozwalatyby opisa¢ wilasciwosci fizyko-chemiczne
nowo zidentyfikowanego MAA. Szczegétowa charakterystyka tego zwigzku
uwzgledniata ocene jego stabilnosci w stresowych warunkach oddziatywania
réznych  czynnikow  abiotycznych. Czgsteczka mykosporyno-asparaginianu
w roznych warunkach odczynu $rodowiska pozostawata stabilna przez 2 tygodnie.
Wykazano réwnoczesnie, ze po uplywie tego czasu w pH kwasnym (pH = 3) ulegata
ona powolnej degradacji, a alkalizacja $rodowiska (pH = 10) lub pH neutralne nie
wywieraly wplywu na zmiane stabilnosci jej czasteczki 1 opornosci na degradacje.
Mpykosporyno-asparaginian okazal si¢ rowniez niewrazliwy na oddziatywanie
temperatury 21£1°C lub 40+1°C niezaleznie od odczynu srodowiska. Przyspieszony
proces degradacji tego zwiazku zaobserwowano natomiast po uplywie 2-godz.
inkubacji wylacznie w pH kwasnym w temperaturze wrzenia (100£1°C).
W  podobnej temperaturze inne sprawdzane warunki $rodowiska (pH=7 lub
pH = 10) nie modyfikowaly trwatosci jego czasteczki. W warunkach napromienio-
wywania UV-B stopien degradacji mykosporyno-asparaginianu zalezat gtownie od

warto$ci  zastosowanego  natezenia. Roztwory — mykosporyno-asparaginianu
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napromieniowywane zakresem fotosyntetycznie aktywnym (400-700 nm, PAR)
o natezeniu 2000 pmolm™s? lub pasmem UV-B o natezeniu 9 pmolm™s”
odznaczaly si¢ przez 10 godz niezalezng od pH wysoka opornoscig. Z kolei
ekspozycja na promieniowanie UV-B o natezeniu 18 pmol m?s™ powodowata
nieznaczne obnizenie jego stezenia we wszystkich testowanych roztworach
o zréznicowanym pH, a znaczace zmniejszenie wartoSci obserwowano dopiero
w warunkach oddziatywania promieniowania UV-B o natezeniu 36 umol m™?s™.
Mykosporyno-asparaginian charakteryzowal sie takze wysokg opornoscig na
obecnos¢ w srodowisku reakgji substancji utleniajgcych; 4% nadtlenku wodoru lub
tlenu czasteczkowego.

Na podstawie wynikow dalszych studiow wykazano, ze kinetyka zawartosci
mykosporyno-asparaginianu w plesze C. arbuscula w cyklu jednego roku
kalendarzowego 2014 r. wykazywala silng sezonowosé. W okresie letnim jego
zawarto$¢ byla co najmniej 2-krotnie wyzsza w porownaniu do miesigcy zimowych.
Z kole1 eksperymenty in vivo wykazaly, ze decydujgcg role w kontroli procesu
syntezy —mykosporyno-asparaginianu odgrywal zakres UV-B. Tego rodzaju
napromieniowanie natezeniem o wartosci 5 pmol m™s™ stymulowalo wzmozona
produkcje testowanego metabolitu. Jego zawarto$¢ po uplywie 7-tygodniowej
kultywacji w takich warunkach wzrastata ponad 7-krotnie w czeSciach szczytowych
1 niemal 6-krotnie w czesciach nasadowych podecjow. Promieniowanie PAR bylo
réwniez jednym z czynnikow warunkujgcych synteze mykosporyno-asparaginianu
w plesze C. arbuscula, jednak kinetyka tego procesu zalezala od zastosowanego
natezenia. Najwyzszy wzrost zawartosci tego metabolitu zaobserwowano po
49 dniach napromieniowywania zakresem PAR o natezeniu 1000 pmol m™? s, Wraz
z podwyzszeniem intensywnosci tego promieniowania do 1500 i 2000 pmol m™s™
natgzenie  produkcji  mykosporyno-asparaginianu  ulegalo  spowolnieniu.
W przypadku ciemnosci lub napromieniowania PAR przy réwnoczesnym
pozbawieniu CO, w atmosferze otaczajgcej porost, a takze zastosowania ciemno$ci
polaczone) ze stalym dostepem atmosferycznego poziomu CO,, nie zaobserwowano
zmian w zawarto$ci mykosporyno-asparaginianu w plesze przez caly czas jej
kultywacji. Wyniki z przeprowadzonych badan wykazaly zatem, ze proces syntezy
charakteryzowanego nowego zwigzku zalezal od dostepnosci $wiatla 1 obecnosci
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W celu weryfikacji potencjatu aplikacyjnego mykosporyno-asparaginianu
podjeto probe oceny jego aktywnosci biologicznej. Wykazano, ze zwigzek ten
charakteryzuje sie wlasciwos$ciami antyoksydacyjnymi wyrazajgcymi sie ochrong
organizmu przed uszkodzeniami wywolanymi obecnos$cig reaktywnych form tlenu
generowanymi w nastepstwie nadmiernego oddzialywania promieniowania UV,
Dodatkowo udato si¢ potwierdzi¢, ze mykosporyno-asparaginian odznacza sie
wysoka aktywnoscig UV-ochronng wyrazong wydajng inhibicjg transmisji
promieniowania z zakresow UV-B 1 UV-A. W oparciu o uzyskane wyniki
z przeprowadzonych na wybranych liniach komérkowych testow wykazano, ze
metabolit ten cechuje rowniez wazny brak aktywnosci cytotoksycznej wzgledem
prawidtowych komorek: ludzkich keratynocytow i chomiczych nabtonkowych linii
fibroblastow; V-79 oraz CHO. Co wiecej wywiera on efekt promujacy ich
proliferacje. Jest on takze wysoce efektywnym specyfikiem antynowotworowym
z uwagi na jego antyproliferacyjne dzialanie na komorki linii nowotworowych
czerniaka: ludzkich, SKMEL 1 BLM oraz mysich; B-16 F10 1 S-91, a takze na
ludzka linig gruczolaka pluc A-549. Testowany zwigzek wykazuje ponadto wyrazny
efekt hamujacy aktywnos$¢ enzymow, kolagenazy i elastazy, obydwa powodujace
degradacje wiokien kolagenowych i elastynowych w fibroblastach i prowadzace do

niekorzystnego przeciez z naszego punktu widzenia procesu fotostarzenia.
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