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1 UVOD A CILE

Lisejniky jsou symbiotické organismy, sestavajici z mykobionta (houbové slozky) a
fotobionta (fasy ¢i sinice), které se vyskytuji po celém svété napfic¢ vSemi podnebnymi
pasmy. Vyuzivaji se v lichenometrii, jako bioindikatory kvality ovzdusi, zdroj potravy,
v kosmetice, parfumerii a také tradi¢ni mediciné (Kalina & Varna, 2005). LiSejniky produkuji
druhové specifické sekundarni metabolity, které se hromadi ve stélkach a slouzi jako ochrana
pred vnéjsimi vlivy. Nejcastéji se jedna o fenoly, terpeny, depsidy a depsidony (Erb &
Kliebenstein, 2020).

Vlivem rozsitené antimikrobialni rezistence se v medicin€ potykdme s nedostatkem
novych latek s antimikrobialnimi u€inky. Potencionalnimi zdroji téchto latek by mohly byt
rostliny nebo prave lisejniky, které fadime do fiSe hub a bylo prokazano, ze nékteré druhy
vykazuji antimikrobialni vlastnosti (Iwu et al., 1999; Shrestha & St. Clair, 2013; Tiwari et
al., 2021).

Cilem teoretické casti diplomové prace bylo vypracovat reSer§i zabyvajici se
liSejniky, sekundarnimi metabolity a také problematikou antimikrobialnich latek. Cilem
experimentalni ¢asti bylo posoudit antimikrobialni aktivitu extraktu z liSejniku Cladonia
coniocraea a pomoci metabolomické LC-MS analyzy se pokusit identifikovat sekundarni

metabolity, vCetné slozky potencionalné zodpoveédné za tuto aktivitu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 LiSejniky

LiSejniky jsou unikatni slozené organismy, pro které je charakteristicky symbioticky vztah
houby (mykobionta) a fasy ¢i sinice (fotobionta). Fosilni zaznamy liSejnika a hub jsou velice
ojedinélé. Prvni fosilni nalez naznacujici symbidzu mezi hyfami a fasou ¢€i sinici byl nalezen
v jizni Cin& ve Weng'anu, ve formaci Doushantuo, jejiZ stafi je odhadovano na 531 az 635
miliond let. Z tohoto objevu vyplyva, Ze symbidza mezi houbami a fasami ¢i sinicemi je
star§i nez zacatek evoluce cévnatych rostlin (Yuan et al., 2005). LiSejniky, neboli
lichenizované houby tak nefadime mezi rostliny, ale jsou klasifikovany na zakladé jejich
houbové slozky do fiSe hub. V literatufe jsou liSejniky ¢asto definovany jako houby, které
jsou obligatné vazany naurCité rasy nebo sinice svou vyzivou, a které snimi tvori
morfologicko-fyziologickou jednotku (Rosypal, 1992).

Ve vétsin€ pripadu je prevladajici slozkou ve stélce lisejnikii mykobiont. Nejcastéji
jimi  byvaji zastupci vieckovytrusnych hub (kmen Ascomycota), popfipadé
stopkovytrusnych hub (kmen Basidiomycota). Jejich houbova vlakna neboli hyfy se oplétaji
kolem bunék fotosyntetizujici fasy ¢€i sinice. Nasledn€ jsou vyslany haustoria z hyf
mykobionta pfimo do odumfelych nebo zivych bunék fotobionta. Ten, jakozto zelena slozka
schopna fotosyntézy, obstarava organické latky a vlakna mykobionta zajistuji pfisun vody
a v ni rozpusténych anorganickych latek. V tomto pfipadé hovofime o mutualistickém
principu symbiozy, ktery je prospésny pro oba partnery. U nékterych druha lisejnika byl
prokazan komenzalisticky vztah, kdy jeden partner ma ze souziti vétsi prospéch nez druhy,
avSak druhy z partneri neni ovlivnén. Dal§im typem je antagonisticky parazitismus, kdy
fotobiont odumira ¢i je postizen nekrézou (napt. urodu Collema a Leptogium). Problematika
vztahti mezi mykobiontem a fotobiontem je vSak mnohem slozitéjsi, a ne zcela jednoznacna.
V nékterych pfipadech muze liSejnik utvaret hned nékolik fotobionti nebo naopak nékolik
mykobiontt. Pro pfiblizné 15 000 bézné se vyskytujicich druhti lisejnika plati mutualisticky
typ symbidzy (Czarnota, 2009; Kalina & Vara, 2005).

Fotoboionty jsou v 8 % zastupci sinic. Radime zde piiblizné 15 réiznych rodd jako
napiiklad Chroococcus, Gloeocapsa, Nostoc, Scytonema, Stigonema aj. Prevazné jsou
fotobionty zelené fasy, které jsou zastoupeny az 23 ruznymi druhy. V poloviné pfipadu jde

o rod Trebouxia. Dale jsou to rody Coccomyxa, Myrmecia, Trentepohlia aj. Zastupci
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fotobiontll jsou v prevazné vétsiné schopni vyskytovat se v prirodé samostatné na rozdil

Pokrok ve védé ukazuje, ze fada bézné vyskytujicich se lisejnika je tvorena také treti
slozkou, kterou jsou specifické basidiomycetové kvasinky. Tyto mikroorganismy jsou
zabudovany v kufe (kortexu) liSejnikti a podili se na struktuie a celkovém vzhledu stélky

(thallusu) (Spribille et al., 2016).

2.1.1 Vyskyt a rust liSejnika

Naprosta vétsina lisejniki jsou kosmopolitni organismy, vyskytujici se od polu az k rovniku.
Nachazeji se na mistech, ktera jsou nehostinna pro ostatni skupiny organismu nebo je na nich
snizena mezidruhova konkurence (Kalina & Vana, 2005). Stanovisté, ktera osidluji jsou
velice rozmanita. NejCasté]i je nachazime na sousi, a to pfedevsim na odumfelém tlejicim
drevé, na kamenech, na skalach, na ktre stromd, ¢i dokonce na holé pade. Drobné liSejniky
vyskytujici se v tropech a subtropech kolonizuji také listy jinych rostlin. Pomérné vysoka
druhova rozmanitost lisejnika je evidovana na Antarktidé (Sancho et al., 1999). Neni vsak
podminkou, aby osidlovaly pouze pevninu. Mohou se vyskytovat také v sladkovodnich
tocich (napt. Peltigera hydrothyria) ¢i motskych ptilivovych zénach (napt. Lichina spp.)
(Nash, 2008).

Rust lisejnikt je znacné zavisly na klimatickych podminkach v oblasti jejich vyskytu.
Obecné je pro lisejniky vhodnéjsi vihké prostiedi s dostateCnym mnozstvim svétla. Rast je
také zavisly na samotném stafi organismu, kdy s postupem let se rychlost zpomaluje.
Lisejnik s korovitou stélkou, jehoz stanoviS§tém byvaji Casto skalni povrchy, roste velice
pomalu. Prikladem je rod Rhizocarpon, jez béhem jednoho roku vyroste (zvétsi se
v prumeéru) piiblizné o 0,4 mm b&hem prvnich 100 let a nasledné se jeho rist zpomali a rocni
pirtstek ¢ini 0,016 mm (Rodbell, 1992). Jiny zdroj uvadi hodnoty prumérného ptirastku
na malé stélce 0,8 mm/rok a na star§im liSejniku 0,64 mm/rok (Bradwell & Armstrong,
2007). U lisejnikt se stélkou lupenitou se primérny prirtstek uvadi asi 2 az 3 mm za rok.
Nekteré liSejniky v§ak beéhem jednoho roku mohou navysit mnozstvi své biomasy az o 40 %.
Tyto druhy jsou pak vyznamnym zdrojem potravy v mistech, kde je nouze o rostlinné druhy

(Kalina & Vana, 2005; Nash, 2008; Rosypal, 1992).
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2.1.2 Vyznam liSejnika a jejich vyuziti ¢lovékem

Lichenometrie je technika vyuzivana k ur€ovani stafi skalniho povrchu, ktery je kolonizovan
liSejniky. Vyznamné misto zaujima tato metoda v polarnich a alpskych oblastech, kde je
moznost datovani prostfednictvim jinych metod zna¢né omezena (McCarthy, 2013).
Lichenometrie vychazi z predpokladu, ze nejvétsi jedinec, ktery kolonizuje dany skalni
povrch, je zaroven nejstarsi. Jestlize zname rychlost rustu konkrétniho druhu liSejniku, je
pak mozné urCit minimalni stafi substratu. Nejvyznamnéjsim zastupcem liSejnika, ktery se
diky jeho radialnimu rastu hojné vyuziva v lichenometrii je Rhizocarpon geographicum
(Bradley, 2014). Tento druh muze zit az 10 000 let, ale prakticky nejvyssi veék pro aplikaci
v lichenometrii je 4000 az 5000 let (Benedict, 2009).

i

Obr. 1: Rhizocarpon geographicum (Mapovnik zemépisny) na skalnim podkladu.
(Prevzato od Marek Velechovsky)

Dale se liSejniky vyuzivaji jako bioindikatory kvality ovzdusi. Uplatiuji se
predev§im dvé zakladni metodiky. Prvni metodika je pasivni. Jde o floristickou metodu,
ktera vychazi z toho, ze jsou liSejniky znacné citlivé na obsazené plynné latky v ovzdusi,
ato zejména na SO, fluoridy, ¢i silné oxidujici slouceniny (napf. ozon). Provadi se
mapovani expanze druhti v konkrétni lokalité nebo se sleduji cela spolecenstva lisejnikt. Pti
vyhodnocovani je nutna pfitomnost znalého lichenologa, a také star$i zaznamy mapovani.
Porovnava se, zda doslo ke zménam ve vyskytu konkrétnich druhii a uplatiiuji se dalsi
matematické postupy. Druhym zptisobem je aktivni biomonitoring, ktery zaznamenava
vyskyt kovll v atmosféfe. Tato metoda je zalozena na biologickych, fyzikalnich a

chemickych vlastnostech liSejnikt a jejich schopnosti akumulovat stopové prvky ve vétsi
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mife, nez skute¢né potiebuji pro svij rust (Jeran et al., 2002). NejCasté€ji monitorovanymi
stopovymi prvky je Pb, As, Zn, Cd, Cu a Ni (Ng et al., 2006).

V oblastech Severni Ameriky a na severu Evropy a Asie jsou lisejniky
nepostradatelnou potravou pro soby (Rosypal, 1992). LiSejniky jsou zdrojem zivin nejen pro
ptirodni rezervaci Shennongjia v Cing konzumuji lisejniky v dob&, kdy je nouze o jiné
rostlinné druhy (Liu et al., 2013). Nejen zivocichové, ale také lidé konzumuji lisejniky.
V literatufe se uvadi, ze se liSejniky zivili indiani v Severni Americe, a to napiiklad druh
Bryoria fremontii a jemu ptibuzné druhy, které vyuzivali mimo jiné jako material pro vyrobu
odévu a lécivych piipravka (Turner, 1977).

Diky tad¢ sekundarnich metabolitd, které liSejniky produku;ji, nachazi své misto také
v kosmetice ¢i mediciné. Mimo to jsou vyuzivana barviva obsazena v liSejnicich, ktera po
extrakci mohou nabyvat oranzového, zlutého, modrosedého. purpurového a hnédého
pigmentu. Odstiny zaviseji na pouzité¢ metodé extrakce barviva. Vyuziva se metoda extrakce
varem (BWM), dale metoda kdy se stélky liSejnikt nakladaji do amoniaku po dobu nékolika
tydna (AFM) a metoda extrakce dimethylsulfoxidem (DEM) (Shukla et al., 2014). LiSejnik
Roccella tinctoria obsahuje latku zvanou orcein a spole¢né s fadou dalSich liSejnikovych
extraktd (zejména rod Rocella) vytvaii tzv. lakmus, ktery je vyuzivan jako indikator
v lakmusovych papircich (Doherty et al., 2014; Yusuf, 2018). Barveni pomoci liSejnikt
mélo své dualezité postaveni v historii, ale v dnesni dobé bylo nahrazeno syntetickymi
barvami.

V kosmetickém pramyslu, zejména pak v parfumerii, jsou hojné vyuzivany
esencialni oleje ziskané z celé rady liSejnikd. Jsou cenény zejména pro svou lesni vini a
slouzi jako jejich stabiliza¢ni slozka. Ptikladem liSejniku, ktery je vyuzivan v parfumerii je
Evernia prunastri, znamy také jako dubovy mech. Nékteré studie vSak uvadéji, ze se muze
jednat o alergen. Proto se jeho uzivani zna¢né omezilo (Calchera et al., 2019; Nardelli et al.,
2011).

LiSejniky maji stale své misto v tradi¢ni medicing, kterd je v dnesni dob& mnohem
Castéji vyhledavanym, a také vice uznavanym odvétvim mediciny. V tradi¢ni mediciné se
vyuziva 60 druht liSejnikd, které napomahaji zejména pii 1écbe ran, koznich poruchach,
dychacich a zazivacich potizich, a také pii porodnickych a gynekologickych problémech
(Crawford, 2019). Nejznamé&jsim lisejnikem, ktery je hojné vyuzivan v lidovém Iécitelstvi
je Cetraria islandica (L) neboli puklérka islandska ¢i islandsky mech. Cetraria islandica

je vyuzivana bezmala 200 let a v dnesni dob€ je soucasti pfipravka proti kasli, astmatu a
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kataru. Diive mél své misto pii 1éCbé tuberkulozy, otokl, zaludecnich, travicich a dychacich
obtizi (Podterob, 2008). V soucasnosti jde o hojné prozkoumavanou oblast zejména pro
jejich potencionalni pfinos ve farmaceutickém primyslu, nebot’ se v souvislosti s liSejniky
hovoti o antioxida¢ni, antibakterialni, anti-HIV, antiproliferativni a protirakovinné aktivité

(Shrestha & St. Clair, 2013).

2.1.3 Sekundarni metabolity

Rostliny a liSejniky jsou schopny syntetizovat mnoho latek, které vyuzivaji ve svij prospéch.
Slouceniny, které potiebuji rostliny ¢i liSejniky pro svij rist a vyvoj se nazyvaji primarni
metabolity. Naopak sekundarni metabolity jsou slouceniny, které jsou specifické pro dany
druh ¢i rod a pomahaji rostlinam pfizpusobit se a interagovat s biotickym a abiotickym
prostfedim. Nejcastéji jsou takovymi latkami fenoly, terpeny a slouceniny obsahujici dusik
(Erb & Kliebenstein, 2020).

U lisejnikt jsou metabolity produkovany nejcast€ji houbovou slozkou, ale mohou
byt produkovany také prostfednictvim fotobionta (fasy ¢i sinice). Nekteré metabolity jsou
vytvafeny vyhradné synergickym pusobenim obou partnerd. Nejvétsi mnozstvi
sekundarnich metabolitl je nahromadéno ve stélce lisejniku. Slouceniny tak slouzi zejména
jako ochrana pred bylozravci, pro které mohou byt n€které druhy toxické (Miiller, 2001).

V soucCasnosti je znamo vice nez 800 sekundarnich metabolitd, z nichz vétSina
je pfitomna vyhradné v liSejnicich a u pfiblizné 700 latek je také identifikovana struktura.
Z toho asi 200 latek jsou depsidy, coz jsou slouceniny sestavajici z 2 az 4 zbytku kyseliny
hydroxybenzoové. které jsou spojeny esterovymi vazbami. DalSich ptiblizné 100 latek jsou
pfevazné depsidony, které jsou charakteristické pravé pro liSejniky a maji navic
mezi aromatickymi kruhy jesté etherovou vazbu (Podterob, 2008; Rankovi¢ & Kosani¢,
2019).

Prehled nékterych nejcastéjsich sekundarnich metabolith lisejnikii, vcetné jejich

ucinkt je uveden v Tab. 1.
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Tab. 1: Vybér nejcastéjsich sekundarnich metabolitii v liSejnicich a jejich ucinky.

Sekundarni

Vzorec
metabolit

Udinek

OH H3G o]

YL
X

Kyselina usnova

P

HO" o

oF CHa

H OH O

e
HO

Atranorin

H

OH O
. , OH O 0
Kyselina lekanorova gio
HO
OH (o]
OH O /@ikm
Kyselina evernova ﬁi%
~o0

P
o OH OH
. . , o= 0—7 N
Kyselina salazinova ‘?
HO O o
OH

Kyselina vulpinova
OH © OH
Binodin
H;C OH

antimikrobialni, antivirova,
antiprotozoalni, antiproliferativni,
protizanétliva a analgeticka aktivita
(Ingolfsdottr, 2002)

analgetickd, antibakterialni, antimykoticka,
protizanétliva, antioxidacni, cytotoxicka,
antivirova a imunomodulacni aktivita

(Studzinska-Sroka et al., 2017)

antioxidacni aktivita (Luo et al., 2009)

protirakovinné, antifungalni,
antimikrobialni, neuroprotektivni a
protizanétlivé ucinky (Lee et al., 2021)

antimikrobialni aktivita (Candan et al.,
2007), modulator drah Nrf2, NF-xB a
STATS3 u kolorektalniho karcinomu
(Papierska et al., 2021)

antiproliferativni, antiangiogenni,
antimikrobialni a ochranné ucinky proti
UV paprskiim v rakovinnych burikach
(Sahin et al., 2019)

protirakovinna, hepatoprotektivni,
protizanétliva, antioxidacni,
antimikrobialni (Dong et al., 2016) a
antivirova aktivita vii¢éi SARS

(Ho et al., 2007)
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2.1.3.1 Biosyntéza sekundarnich metabolita

Biosyntéza sekundarnich metabolitd liSejniki neni dostate¢né prozkoumana, je vSak
odvozena z biosyntézy fylogeneticky pribuznych druhti hub. Byly navrzeny tii zakladni
drahy, které jsou stru¢né€ znazornény na Obr.2.

Nejvétsi  mnozstvi  liSejnikovych  sekundarnich metabolitt je odvozeno
z acetyl-polymalonylové drahy, ze které vznikaji para-depsidy, které hraji kliCovou roli,
jakozto potencionalni prekurzory fady dalSich chemickych latek. Vyznamnymi jsou zejména
depsidy a depsidony, které jsou nejhojnéji zastoupenymi skupinami sekundarnich metabolitt
v liSejnicich. Z drahy kyseliny mevalonové vznikaji zejména karotenoidy a steroidy.
Derivaty kyseliny pulvinové jsou pak odvozeny zdrdhy kyseliny Sikimové

(Nash, 2008).

fasa antrachinony xantony, chromony
glul:ﬂzla | / citratovy
erythriso kyseli 5
ol yselina usnova \ /v cyklus
mannitol polysacharidy ACETYL-POLYMALONYLOVA
DRAHA
houba /‘
— \ vy alifatické
aminokyseliny / cukry kyseliny
pentosofosfatovy acetyl CoA /\
cyklus malonyl -CoA  B-orselinovd  orselinova kyselina
kyselina a jeji homology
- DRAHA
DRAHA a para-depsidy
[\ SRR ST KYSELINY MEVALONOVE / T tridepsidy

| | | etoter \

tetradepsidy

fenylpyruvat terpeny karotenoidy
l depsony benzylové estery
fenylalanln terfenylchlnony
/ steroidy difenylové ethery
derlvaty

seliny pulvinové
hy Ve depsidony dibenzofurany

Obr. 2: Pravdépodobné drdahy biosyntézy hlavnich liSejnikovych metabolitii.
(Prevzato a upraveno od Llix&Stocker-Worgotter z publikace od Nash, 2008)
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2.1.4 Cladonia coniocraea (Florke) Spreng.

Cladonia coniocraea Cesky nazyvana dutohlavka kuzelovita, popiipadée také jehlicovita je
liSejnik z ¢eledi Cladoniaceae, rodu Cladonia, ktery byl poprvé popsan vroce 1821
Heinrichem Gustavem Florkem pod nazvem Cenomyce coniocraea. Nasledné byl v roce
1827 Kurtem Polycarpem Joachimem Sprengelem klasifikovan pod rod Cladonia (Sprengel,
1827). Celed Cladoniaceae fadime mezi vieckovytrusné houby (Ascomycota), fad
Lecanorales. Jde o jednu z nejvétSich Celedi lichenizovanych hub, kam spada celkem 15
raznych rodu citajicich celkem az 500 rtznych druht liSejnika, které rostou nejCastéji na
vlhkych a slunnych stanovistich (Hammer, 2001; Stenroos et al., 2019).

Jednotlivé druhy cCeledi Cladoniaceae jsou morfologicky variabilni, jako dusledek
enviromentalnich faktort zahrnujicich svétlo, teplotu a vlhkost. Stélka je Casto dvoutvara,
kdy horni ¢ast (podecium) je jednoducha ¢i kefickovitd s plodnicemi a spodni Cast je

Supinovita a prisedla k podkladu (Pino-Bodas et al., 2011; Rosypal, 1992).

Obr. 3: LiSejnik Cladonia coniocraea (Florke) Spreng.

C. coniocraea je jeden znejhojnéji se vyskytujicich druhd liSejnik v Evropé
(rozsifeni ve svété a v Evropé je znazornéno na Obr. 4 a 5). V Ceské republice jde o druhy

nejhojnéjsi druh z rodu Cladonia, ktery tak neni zafazen mezi ohrozené druhy liSejnika.
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Obr. 4: Rozsireni lisSejniku Cladonia coniocraea ve svété. (Prevzato a upraveno z CNALH
https://lichenportal.org/cnalh/taxa/index.php ?taxon=53390&clid=1048)
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Obr. 5: Rozsirent liSejniku Cladonia coniocraea v Evropé. (Prevzato a upraveno z CNALH
https://lichenportal.org/cnalh/taxa/index.php ?taxon=53390&clid=1048)

Lisejnik C. coniocraea se vyskytuje v Ceské republice od nizin aZ po horské oblasti,
nejcastéji v nadmoiské vysce od 500 do 900 m. n. m. PocCet nalezii tohoto lisejniku
v zavislosti na nadmoiské vySce je uveden v Obr. 6. NejCast&jsi substraty liSejniku
C. coniocraea (Obr. 7) jsou zejména stromy jako smrk ztepily ¢i buk lesni a nasleduje lezici

dfevo a parezy (Malicek et al., 2022).
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Obr. 6: Preference nadmorské vysky lisejniku Cladonia coniocraea v CR. (Prevzato a
upraveno z Botanicky iistav AV CR. https://dalib.cz/taxon/info/Cladonia%20coniocraea)

\ ’ @ Picea abies @ pahyl/torzo @ Quercussp.
-\ @ Fagus sylvatica @ Acer pseudoplat... @ Populus tremula
V ® lezici dfevo @ Abiesalba @ Tiliasp.
/ @ paez @ Quercus robur ® Ulmus glabra
b @ Pinus sylvestris @ Alnus glutinosa @ Alnusincana

@ Larix decidua @ Betulasp. @ Quercus rubra

@ Betula pendula @ Tilia cordata @ Pinussp.

@ Quercus petraea @ Sorbus aucuparia @ Populus x canad...

@ Fraxinus excelsior @ Prunus avium Other

Obr.7:  Grafické  zndzornéni  nejcastéjSich  substratu  pro  rist  liSejniku
Cladonia coniocraea v CR (Pfevzalo a wupraveno z Botanicky iistav AV CR
(https://dalib.cz/taxon/info/Cladonia%?20coniocraea)

C. coniocraea je nitrofilni druh, ktery se vyskytuje v lokalitach s vy§§im obsahem
dusi¢nand, navic nékteré studie dokazuji, ze tento druh lisejniku se vyskytuje ve vétsi mife
na mistech s vys$si koncentraci NH4" ve vzduchu (Mitchell et al., 2005; Segal, 2013). Je
tolerantni vici kyselej§im puadam, pricemz preferuje pH pudy a kary stromt v rozmezi
hodnot 3,3 — 5,6 a byla také prokazana snasenlivost vuc¢i vét§imu mnozstvi SO>. Popsana
odolnost souvisi s obsahem kyseliny fumarprotocetrarové, ktera je hlavnim sekundarnim
metabolitem liSejniku C. coniocraea (Hauck & Jurgens, 2008; Hauck et al., 2009). Mezi

dalsi sekundarni metabolity patii kyselina protocetrarova a quaesicitova (Sicilia et al., 2009).
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C. coniocraea je ze 100 % kolonizovana endofytickymi houbami. Jedna se o druhy
Chaetomimum globosum Kunze (13,3 %), Scopulariopsis sp. (53,3 %) a Trichoderma sp.
(33,3 %) (Li et al., 2007). Fotobiontem rodu Cladonia je rod jednobunécné zelené rasy
Trebouxia (Beiggi & Piercey-Normore, 2007).

Lisejnik C. coniocraea vykazoval antifungalni, larvicidni a antiproliferacni aktivitu

(Kocakaya et al., 2018; Kocakaya et al., 2021; Nanayakkara et al., 2005).

2.1.4.1 Sekundarni metabolity liSejniku Cladonia coniocraea
2.1.4.1.1 Kyselina fumarprotocetrarova

Kyselina fumarprotocetrarova (4-[[(E)-3-carboxyprop-2-enoyl]oxymethyl]-10-formyl-3,9-
dihydroxy-1,7-dimethyl-6-oxobenzo[b][1,4]benzodioxepine-2-carboxylic acid) je depsidon

s molekulovou hmotnosti 472,4. Strukturni vzorec je uveden na Obr. 8.

OH

OH

Obr. 8: Struktura kyseliny fumarprotocetrarove.

Lisejniky, které obsahuji kyselinu fumarprotocetrarovou jsou nejcastéji z rodu
Bryoria a Cladonia, ale mizeme ji najit naptiklad v liSejniku Cetraria islandica (Hauck et
al., 2009; Nash, 2008). K tomu, aby se zjistilo, zda lisejnik tuto kyselinu produkuje se
vyuziva parafenylendiaminu, ktery zbarvuje vzorek oranzové az ¢ervené (Malicek, 2012).

Neékteré studie dokazuji, ze kyselina fumarprotocetrarova vykazuje pomérné silnou
antimikrobialni aktivitu vaci bakteriim, ale také kvasinkam (Rankovi¢ & Misi¢, 2008).
Depsidony maji oproti depsidim navic etherovou vazbu, coz se ukazalo jako kli¢ové pro

schopnost depsidoni inhibovat HIV-1 integrazu (Miller, 2001). Dale se o kyseliné
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fumarprotocetrarové  piSe jako o vhodném Ilékovém kandidatovi v terapii
neurodegenerativnich poruch, nebot je pravdépodobné schopna zapojovat cytoprotektivni
drahy Nrf2 a také vykazuje vyznamnou cytoprotekci proti apoptoze zprostiedkované H>O»
(Fernandez-Moriano et al., 2017).

2.1.4.1.2 Kyselina protocetrarova

Kyselina protocetrarova (10-formyl-3,9-dihydroxy-4-(hydroxymethyl)-1,7-dimethyl-6-
oxobenzo[b][1,4]benzodioxepine-2-carboxylic acid) je depsidon s molekulovou hmotnosti

374,3. Strukturni vzorek je uveden na Obr. 9.

OH

OH

HO H.C

0]
0

Obr. 9: Struktura kyseliny protocetrarové.

Kyselina protocetrarova je prekurzorem pro vznik kyseliny fumarprotocetrarové a
hypoprotocetrarové (Fontaniella et al., 2000). Jedna se o sekundarni metabolit nékterych
lisejnikd jako naptiklad rod Parmelia ¢i Cladonia, ktery vykazuje antimikrobialni a
protirakovinnou aktivitu (Manojlovi¢ et al., 2012). Konkrétné kyselina protocetrarova
vykazovala cytotoxickou aktivitu vi¢i melanomovym bunécnym liniim UACC-62, diky

c¢emuz je vhodnym kandidatem pro dalsi studie (Brandao et al., 2013).
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2.2 Pfirodni antimikrobidlni molekuly

Antimikrobialni latka je latka, ktera pusobi na mikroorganismus baktericidné (zabiji
mikroorganismus) nebo bakteriostaticky (zpomaluje nebo zastavuje rist mikroorganismu).
Podle toho, na jaky organismus substance pusobi rozdélujeme antimikrobialni latky na
antibiotika (bakterie), antimykotika (houby, plisn¢), antivirotika (viry) a antiparazitika
(parazité). Antimikrobialni latky mohou byt syntetické nebo ptirodni (diplomova prace se
zabyva pouze pfirodnimi antimikrobialnimi latkami).

V mediciné se pouzivaji pfirodni antimikrobidlni latky produkované vyhradné
bakteriemi a houbami, jde zejména o rody Streptomyces a Penicillium. Antimikrobialni
aktivitu vykazuji také nékteré druhy rostlin, ¢ehoz se vyuziva v lidovém lécitelstvi, avsak
latek, které jsou schvaleny a registrovany jako l1é¢iva je velice mélo a rostlinné druhy mezi
nimi téméf nenajdeme (Samuelsson & Bohlin, 2017). VétsSina rostlinnych substanci je
obvykle pouzivana pouze jako soucast dopliiku stravy, kvali nedostateCnému mnozstvi
védecky podlozenych informaci o pfiznivych ucincich, a také kvili nedostatku klinickych

studii. Prehled latek registrovanych jako 1éCiva je zobrazen v Tab. 2.
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Tab. 2: Prehled prirodnich antimikrobialnich latek registrovanych jako léciva, vcetné jejich

pivodu a vyuZziti. Tucné jsou zndzornény ldatky houbového pivodu (Prevzato a upraveno od

Gramesova, 2020, Samuelsson & Bohlin, 2017).

Antimikrobialni latka Puvodni organismus Vyuziti
amikacin a kanamycin Streptomyces kanamyceticus antibiotikum
amphotericin B Streptomyces nodosus antimykotikum
artemisinin Artemissia annua antimalarikum
cefalosporin Acremonium chrysogenum antibiotikum
cefamycin Streptomyces clavuligerus antibiotikum
erythromycin A
(derivaty clarithromycin a Saccharopolyspora erythraea antibiotikum
azithromycin)
gentamicin Micromonospora purpurea antibiotikum
gramicidin S Bacillus brevis antibiotikum
griseofulvin Penicillium griseofulvum antimykotikum
chinin Cinchona officinalis antimalarikum
ivermektin (ze skupiny Streptomyces avermitillis antimalarikum
avermektinQ)
neomycin Streptomyces fradiae antibiotikum
nystatin Streptomyces noursei antimykotikum
penicilin Penicillium chrysogenum antibiotikum
rifamycin Amycolatopsis rifamycinica antibiotikum
spiramycin Streptomyces ambofaciens ant@biotik‘u'm

antiparazitikum
streptomycin Streptomyces griseus antibiotikum
tetracyklin Streptomyces sp. antibiotikum
vancomycin Amycolatopsis orientalis antibiotikum
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2.2.1 Pfirodni antimikrobialni latky produkované houbami a vyuzivané ve
zdravotnictvi

Ve zdravotnictvi se pouzivaji pfirodni antimikrobialni latky, které pochazeji zejména
z bakterii a hub, ve velice ojedinélych piikladech jsou produkovany rostlinami.
Antimikrobialni latky, které jsou registrovany jako lé¢iva a jsou produkovany organismy
z fise hub jsou uvedeny v nasledujicich odstavcich.

Prvnim objevenym antibiotikem byl v roce 1928 penicilin, ktery byl Alexandrem
Flemingem izolovan z plisné Penicillium notatum. Penicilin se vSak vyskytuje 1 v dal§ich
druzich hub rodu Penicillium (napt. Penicillium chrysogenum) (Nathwani & Wood, 1993).
Peniciliny se vyuzivaji pro 1écbu bakterialnich infekci zpisobenych zejména streptokoky a

stafylokoky (Votava, 2001).

HO
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Obr. 10: Obecna struktura penicilinii, kde R je variabilni skupinou.

Griseofulvin je antimykotikum izolované roku 1939 zhouby Penicillium
griseofulvum. Ve zdravotnictvi je vyuzivan k 1écbé dermatofytdz, zejména k 1écbeé plisni
nehtd a pokozky hlavy. Uziva se peroralné€ v piipadech, kdyz je lokalni 1é¢ba neucinna

(Develoux, 2001).
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Obr. 11: Strukturni vzorec griseofulvinu.
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Posledni registrovanou antimikrobialni latkou produkovanou houbou je cefalosporin.
Cefalosporin je beta-laktamové antibiotikum produkovano plisni Acremonium
chrysogenum, které bylo objeveno roku 1945. Lécba témito antibiotiky byva nasazena proti
bakterialnim infekcim zpasobenym stafylokoky a streptokoky, a to predevsim u lidi
alergickych na penicilin. Vici enterokokiim jsou tato antibiotika neucinna (Thompson &

Wright, 1983; Torok et al., 2009).
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Obr. 12: Zdkladni struktura cefalosporinii, kde RI1 a R2 jsou variabilni skupiny.

2.2.1.1 Dalsi vybrané latky s prokazanou antimikrobialni aktivitou

Antimikrobidlni aktivitu vykazuji také nekteré rostliny. Nize jsou popsany vybrané
antimikrobialni latky pochazejici z rostlin, avSak nejedna se vzdy o latky registrovany jako
1éCiva.

Thymol, coz je fenolicky monoterpen vyskytujici se zejména v tymianu, vykazuje
silné antibakterialni, antimykotické a antivirotické pusobeni. Pouziva se ve stomatologii jako
dezinfek¢ni prostiedek. Mimo jiné je soucasti 1éku pro vcelstva proti rozto¢i Varroa

destructor (Giacomelli et al., 2016; Kowalczyk et al., 2020).

CH;

OH
Hs;C CH,
Obr. 13: Strukturni vzorec thymolu.
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V zubnim 1ékafstvi je vyuzivan eugenol. Tato fenolova slouCenina je obsazena
v hiebicku, ale také v muskatovém ofisku, bazalce, skofici a bobkovém listu. Vykazuje
antimikrobialni, protizanétlivé i analgetické ucCinky a puasobi jako lokalni anestetikum.
Ve stomatologii se pouziva v kombinaci s oxidem zine¢natym jako zubni vyplii. Déle se jim
1é¢i zubni kaz, paradontdza a krvacejici dasné. Kromé toho je eugenol soucasti fady zubnich

past a ustnich vod (Mosquera et al., 2019).

H;C
HO

Obr. 14: Strukturni vzorec eugenolu.

Chinin je alkaloid z kdry chinovniku, ale mize byt obsazen také v kafe vrb. Tato
latka se vyuziva jiz téméf 300 let pro 1écbu malarie, coz je infekéni onemocnéni zptisobeno
parazitickymi prvoky z rodu Plasmodium a je ptenaSena na ¢lovéka komary rodu Anopheles.
Chinin je G¢inné antimalarikum, ze kterého byla odvozena fada syntetickych derivata, které

jsou ve svéte uzivany (Jones et al., 2015).

Obr. 15: Strukturni vzorec chininu.
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2.2.2 Antimikrobialni rezistence

Svétoveé ekonomické forum vyhlésilo antimikrobialni rezistenci jako globalni problém, ktery
ztézuje 1écbu béznych onemocnéni. Rizikova je zejména mnohocetna Iékova rezistence
(MDR), kdy dochéazi k necitlivosti alespoii na jednu latku ve tfech a vice antimikrobialnich
ttidach. Nejvétsi hrozbu predstavuji patogeny oznaCeny jako ESKAPEE, kam patti druhy
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp. a Escherichia coli. Jedna se
o kriticky rezistentni kmeny, a proto se velice ¢asto testuji potencionalni antimikrobialni
latky praveé na nékterych z téchto druhti (Tiwari et al., 2021; Yu et al., 2020).

Problematika antimikrobialni rezistence je mnohem zavaznéjsi u gramnegativnich
bakterii, které maji vnitini 1 vn€j§i membranu na rozdil od bakterii grampozitivnich, které
maji pouze vnitini membranu. Praveé proto antibiottkum mnohem obtiznéji prochazi do
bunky bakterie, nebot’ je 1€k vnéj§i membranou vypuzovan. Je tak potieba vétsSich davek,
ovSem pak dochazi k problémtum s toxicitou (Theuretzbacher et al., 2020).

Driive se antimikrobialni rezistence tykala zejména lidi, ktefi byli oslabeni jinym
onemocnénim, postihla je nasledna infekce a byli vici 1ékiim rezistentni. V poslednich
nekolika letech, kdy doslo k propuknuti pandemie COVID-19 nastavaji nové problémy. Jde
zejména o naduzivani antibiotik v domnéni, ze se jedna o bakterialni infekci, nikoliv o
virovou. Dale COVID-19 zpiisobuje plicni onemocnéni, které je nasledné 1éCeno antibiotiky,
a to Casto v opakujicich se intervalech. To vede k rezistenci na 1écbu a propuknuti infekce,
ktera mize mit az fatalni nasledky. Proto je potieba stale hledat nové antimikrobialni latky

(Knight et al., 2021).
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2.3 Pouzité metody

2.3.1 SPE frakcionace

Extrakce na tuhé fazi (SPE) je separani metoda, ktera je urCena pro rychlou a selektivni
ptipravu vzorku. Dochazi k selektivnimu zadrzovani skupin latek na tuhé fazi, jez je
umisténa v kratké kolonce ve formé membrany ¢i sloupce. Analyt je pak extrahovan mezi
pevnou fazi (SPE patrona) a kapalnou fazi (vzorek). Klicovy je vybér sorbentu, ktery je
vysoce zavisly na fyzikalné-chemickych vlastnostech analytu. Mezi nej¢astéji pouzivané
sorbenty patifi chemicky véazany oxid kfemicity (C18, C8), polymerni materialy,
iontomeéniCové materialy (napf. aniontoménic), monolitni sorbenty ¢i materialy s omezenym
pristupem (Novakova, 2013). Separaci na SPE lIze vyuzit 1 pro ¢asteCnou frakcionaci
v kombinaci s korelacni metabolomikou (LC-MS) pro urCeni aktivni slozky v extraktu

(Heger et al., 2022; Rarova et al., 2019).

2.3.2 Ultravysokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii (UHPLC-MS)

UHPLC-MS je analytickou metodou, ktera je hojné vyuzivana zejména v metabolomice, ale
lze ji aplikovat v mnoha dal§ich oborech. Charakteristicka je pro tuto moderni metodu
vysoka specifita, citlivost a rychlost analyzy. Principialn€ jde o zadrzeni analytu na zakladé
razné afinity k pevné stacionarni fazi, ktera je umisténa v chromatografické koloné.
Nasledné dochazi keluci kapalnou mobilni fazi vriznych retencnich cCasech
prostfednictvim vysokého tlaku (Guillarme & Luc Veuthey, 2012).

Hmotnostni spektrometr prevadi molekuly analytu do ionizovaného (nabitého) stavu
a nasledné analyzuje ionty (i jejich fragmenty) na zaklade jejich poméru hmotnosti k naboji
(m/z7). Existuje nékolik typt iontovych zdroji a hmotnostnich analyzatord. Nejcastéji
vyuzivana je ionizace elektrosprejem (ESI), kdy je na kovové kapilare napéti 1 — 5 kV a
kapalny vzorek je rozprasovan na Spicce kapilary, ¢imz se vytvafi jemny sprej nabitych
kapicek. Kapky se rychle odpafi vlivem tepla a zbytkovy elektricky naboj se prenese na
analyty, které pak pres vakuum dopadaji na detektor. Méfeni muze probihat v pozitivnim
(detekujeme kladné ionty) nebo negativnim (detekujeme zaporné ionty) méddu. DalSim
typem muze byt napiiklad ionizace laserovou desorpci za ucCasti chemické matrice
(MALDI), ionizace za vysokého atmosférického tlaku (APCI) ¢i fotoionizace za
atmosférického tlaku (APPI) (Pitt, 2009).
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Obr. 16: Schéma hmotnostniho spektrometru (Inspirovano Hoffmann & Stroobant, 2007).

Hmotnostni analyzatory vyuzivaji riznych fyzikalnich vlastnosti, na zakladé kterych
jsou schopny rozdélit ionty v plynné fazi podle poméru hmotnosti a naboje. Mezi nejcastéji
pouzivané analyzatory fadime kvadrupdlovy analyzator (Q), jez je slozen ze Ctyr
rovnobéznych kovovych ty¢i, kdy jsou ionty oddéleny na zakladé stability trajektorii
v oscilujicich elektrickych polich, ktera jsou pfivadéna na tyCe. DalSim typem analyzatoru
je iontova past (IT), kdy se ionty zachycuji v trojrozmérném prostoru pomoci statického a
vysokofrekvenéniho napéti a nasledné se vypoustéji podle jejich m/z. Vyuzivaji se tii
hyperbolické elektrody. Poslednim nejCastéj§im typem analyzatoru je analyzator doby letu
(TOF), kdy jsou ionty urychlovany vysokym napétim. Rychlost iontd, ktera je rovna Casu
potfebnému na prilet trubici zavisi na m/z, kdy ¢im mensi m/z, tim dfive, a tedy i rychleji
dopadaji ionty na detektor.

V soucasnosti jsou také hojné vyuzivany hybridni hmotnostni analyzatory, a to
nejcasteji spojeni kvadrupolového analyzatoru a analyzatoru doby letu (QTOF). Namisto
ttetiho kvadrupolu je umistén TOF. Toto spojeni je vyhodné pro kombinaci s kapalinovou
chromatografii a poskytuje také moznost dalsi fragmentace a hmotnostni analyzy (Hoffmann

& Stroobant, 2007; Pitt, 2009).
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2.3.3 Dilucni testy

Dilu¢ni metody se vyuzivaji pti stanovovani citlivosti, poptipadé rezistence bakterii. Urcuje
se hodnota minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), ktera ukazuje miru citlivosti bakterie
ke konkrétnimu antibiotiku. Vyuziva se odstupniované koncentrace antibiotika, které je
fedéno geometrickou fadou, a to v tekutych nebo tuhych padach. Testy se realizuji
na referencnich kmenech bakterii a po inkubaci se pozoruje, pifi kterém nejmensim mnozstvi
antibiotika doslo k zastavé viditelného rustu bakterialni populace.

Radime zde diluéni mikrometodu, ktera je v soutasné dob& nejpouzivangjsi, a ktera
se provadi v jamkach mikrotitracni desticky. Jako Zivna puda je vyuZzivan bujon. Druhou
variantou je agarova diluéni metoda, ktera probiha na pevnych ptdach v Petriho misce a

vyuziva se vzestupné koncentrace jednoho antibiotika (Koukalova, 2013).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Biologicky material

- Cladonia coniocraea (Florke) Spreng. — sbér pod skalnim utvarem Meduvka na uzemi
katastru obce Vala§ské Mezific¢i - Podlesi (okres Vsetin), uréeni — Jan Vondrak

- Staphylococcus aureus - CCM 3953, kmen z Ceské sbirky mikroorganismé v Brng

- Enterococcus faecalis - CCM 4224, kmen z Ceské sbirky mikroorganismt v Brng

- Streptococcus mutans - CCM 7409, kmen z Ceské sbirky mikroorganisma v Brné

- Lactobacillus acidophilus - CCM 4833, kmen z Ceské sbirky mikroorganismti v Brné

- Bacillus cereus - CCM 2010, kmen z Ceské sbirky mikroorganismti v Brné

- Pseudomonas aeruginosa - CCM 3955, kmen z Ceské sbirky mikroorganismd v Brng

- Escherichia coli - CCM 3954, kmen z Ceské sbirky mikroorganismd v Brné

- Schaalia odontolytica - CCM 4740, kmen z Ceské sbirky mikroorganismd v Brné

- Clostridium perfringens - CCM 5744, kmen z Ceské sbirky mikroorganism@ v Brné
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3.2 Pouzité chemikalie

- Methanol, Merck, Darmstadt, Némecko

- Kyselina mravenci, Sigma Aldrich, St. Louis, USA

- DMSO (Dimethyl sulfoxide), Merck, Darmstadt, Némecko

- Methanol pro HPLC, Sigma Aldrich, St. Louis, USA

- 299,9% acetonitril pro LC-MS, LiChrosolv, Merck, Darmstadt, Némecko
- 299,9% kyselina mravenci pro LC-MS, VWR Chemicals, UK

- Ethanol, Merck, Darmstadt, Némecko

- NH4OH (hydroxid amonny), Sigma Aldrich, St. Louis, USA

3.3 Kultivacni ptidy

- Infuze mozkové a srdecni tkan¢ (Brain heart infusion broth) — BHI (kat. ¢. M210-100G),
HiMedia, Indie

- Columbia agar s 7% ov¢i krvi (kat. ¢. PB5008A), Oxoid, UK

- Anaerobni krevni agar (WILKINS CHALGREN) (kat. ¢. PBO111), Oxoid, UK

3.4 Pfistrojové vybaveni

- Lyofilizator FreeZone 2,5 L, LABCONCO, Kansas City, USA

- Analytickd vaha, OHAUS PIONEER, Parsippany, USA

- Kavovy mlynek KM1310S, Tarrington House, Kanada

- Oscilacni kulovy mlynek MM400, Retsch® & Co. KG, Haan, Némecko

- Ultrazvukova lazen Ultrasonic cleaner, VWR International s.r.0., Radnor, USA
- Centrifuga 5424, Eppendorf, Hamburg, Némecko

- Automatické pipety labopette®, Hirschmann-Laborgerate, Némecko

- Dusikova odparka TurboVap, Biotage, Uppsala, Svédsko

- Minitfepacka Vortex V-1 plus, bioSan, USA

- Multikanalova automaticka pipeta Eppendorf Xplorer, Eppendorf, Némecko
- Flowbox, Alpina, Némecko

- COz Inkubétor, Sanyo Gallenkamp, UK

- Biohazard Clean Air flow-box, Schoeller instruments, Némecko

- DEN-1B McFarland denzitometr, bioSan, USA

- Laboratorni inkubéator (termostat) Ecocell, BMT, Némecko

- MIC inokulator (jezek) kalibrovany na 1 pl (na zakéazku, Trios), Kennewick, USA
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LAS ™ _ Lataliv anaerobni systém, Trios s.r.o., Kennewick, USA

Spe-ed SPF Cartridges octadecyl C18/18%, 500 mg/6mL, Applies Separations Inc.,
Allentown, USA

Oasis MAX 6c¢c (150 mg) extraction cartridges, Waters, Milford, Massachusetts, USA
Membranové mikrofiltry z recyklované celulozy Micro Spin Filter s pory 35 o pruméru
0,2 um, Ciro Manufacturing Corp., Deerfield Beach, USA

Hmotnostni spektrometr Synapt G2-Si s hybridnim hmotnostnim analyzatorem QqTOF
s ESI ionizaci, Waters, Milford, Massachusetts, USA

PDA detektor Acquity Ultra Performance, Waters, Milford, Massachusetts, USA
Kolona na RP Acquity UPLC BEH C18 1.7 um, 2,1 x 150 mm, Waters, Milford,
Massachusetts, USA

Sample manager FTN Acquity UPLC, Waters, Milford, Massachusetts, USA

Pumpy (Quaternary Solvent manager Acquity UPLC Class H), Waters, Milford,
Massachusetts, USA

Program MassLynx, verze 4.0, Waters, Milford, Massachusetts, USA
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3.5 Metody

3.5.1 Sbér biologického materialu

V prvni poloviné fijna byly sesbirany stélky liSejniku Cladonia coniocraea z lokality
Hostynsko — vsetinské hornatiny nachézejici se v blizkosti Moravskoslezskych Beskyd.
Konkrétné byl liejnik sesbiran pod skalnim utvarem Meduavka, ktery nalezi do katastru obce
Vala§ské Mezifi¢i — Podlesi, okres Vsetin. Pfiblizna nadmoftskéa vyska byla 535 m. n. m.

Spravnost urCeni druhu C. coniocraea byla zkonzultovana s lichenologem Janem

Vondrakem.
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Obr. 17: Mapa CR s oznacenim mista sbhéru lisejniku Cladonia coniocraea. Zelenymi
(ovéreny zdroj) a Sedymi (neovéremy zdroj) ctverci je zndzornéno rozsireni liSejniku
C. coniocraea v ramci CR na zdkladé tidajii z Botanického tistavu AV CR. (Prevzato a
upraveno od Botanicky ustav AV CR. https://dalib.cz/taxon/info/Cladonia%20coniocraea)
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3.5.2 Extrakce

Vzorek liSejniku C. coniocraea byl o€istén od pripadnych necistot (hlina, zbytky mechu aj.),
zhomogenizovan v kavovém mlynku a vysuSen mrazem v lyofilizatoru. Na analytickych
vahéch bylo do ¢ty mikrozkumavek navazeno 30 mg vzorku lyofilizovaného lisejniku.

Do mikrozkumavek se vzorky byl pfidan 1 ml extrakéniho ¢inidla (99,9% methanol
a 0,1% kyselina mravenci). Vzorky byly homogenizovany na kulovém oscilacnim mlynku
s kovovymi kulickami (5 minut, 27 Hz), sonifikovany na ultrazvukové lazni (10 minut) a
centrifugovany pii 20 160 g (5 minut). Supernatant byl prepipetovan do novych
mikrozkumavek a odpafen na dusikové odparce. Odparek urCeny pro testovani
antimikrobialni aktivity byl rozpustén ve 150 ul DMSO a zbylé¢ ti1 odparky urcené pro SPE
frakcionaci byly rozpustény v 1 ml 0,1% kyseliny mravenci. Vzorky byly uchovavany

v — 80 °C pro nasledné testovani.
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3.5.3 SPE frakcionace

Kolona na reverzni fazi C18 byla promyta 10 ml methanolu, ekvilibrovana 2 ml
0,1% kyseliny mravenci a byly na ni naneseny dva piipravené vzorky. Kolona byla promyta
2 ml 0,1% kyselinou mravenci v redestilované vode a zbytek byl zachycen do zkumavky
jako frakce RPO. Nasledovala eluce jednotlivych frakci methanolem o vzrustajici

koncentraci (Tab. 3).

Tab. 3: Postup eluce jednotlivych frakci pri SPE frakcionaci na reverzni fazi. Frakce byly
eluovany 3 ml methanolu (10 - 100 %) okyseleného kyselinou mravenci o vysledné
koncentraci 0,1 %.

Frakce Koncentrace methanolu (%)

RP1 10
RP2 20
RP3 30
RP5 50
RP6 60
RP7 70
RP10 100

Iontoménicova kolona (Oasis MAX) byla promyta 10 ml methanolu, ekvilibrovana
6 ml redestilované vody a 6 ml 5% hydroxidu amonného v redestilované vode. Vzorek byl
nanesen do 2 ml 5% hydroxidu amonného v redestilované vodé¢. Kolona byla promyta 5 ml
5% hydroxidu amonného v redestilované vodé a zbytek byl zachycen do zkumavky jako
frakce AO. Nasledovala eluce 4 ml methanolu, kdy zachyceny eluat byl zaznacen jako frakce
Al afrakce A2 byla ziskana eluci 4 ml methanolu s 2% kyselinou mravenci.

Jednotlivé frakce byly odpafeny na dusikové odparce a vSechny odparky byly
rozpustény ve 400 pl 20% methanolu, zfiltrovany pies membranovy filtr z recyklované
celuldzy o velikosti pora 0,2 um a preneseny do vialek (Heger et al., 2022; Rarova et al.,

2019).
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3.5.4 UHPLC - QTOF - MS analyza

Byl proveden nastfik vzorku, kdy nastfikovy objem byl 2 ul a teplota 4 °C. Kolona, na které
byla provedena separace vzorkli na reverzni fazi, byla vyhfivana na 30 °C. Vzorky byly
separovany binarni gradientovou eluci, kde mobilni fazi A byl >99,9% acetonitril a mobilni
fazi B byla 5 mM kyselina mravenci v deionizované vodé€. Gradient byl nasledujici:
0 minut 5 % (A), 0,1 minuty 5 % (A), 1 minuta 10 % (A), 12 minut 35 % (A), 17 minut
70 % (A), 17,5 minuty 100 % (A), 19 minut 100 % (A), 19,5 minuty 5 % (A) a 22 minut
5 % (A) s prutokem mobilni faze 0,25 ml/min.

Detekce probihala pomoci hmotnostniho spektrometru Synapt G2-Si s ionizaci
elektrosprejem. Analyzatory byl kvadrupol a TOF s tandemovym uspofadanim (hybridni
analyzator QqTOF). Vzorky byly méfeny v negativnim i pozitivnim moédu a iontovy zdroj
byl nastaven podle parametrti uvedenych v Tab. 4. Zmlzujicim plynem a plynem na vstupni
Stérbiné byl dusik. Kolizni energie pro fragmentaci byla nastavena na 20 eV. Sbér dat
probihal v rezimu DDA (Data Dependent Acquisition) a data byla zaznamenavana ve
formatu centroid. Nasledovalo manualni zpracovani a vyhodnoceni dat v programu

MassLynx, ver.4.0 (Heger et al., 2022; Rarova et al., 2019).

Tab. 4: Nastaveni parametru pro detekci na hmotnostnim spektrometru.

Parametr Hodnota

Rozsah méfenych hmotnosti 50 — 1500 Da

Napéti na kapilare 2kV

Napéti na kone 15 kV
Teplota iontového zdroje 120 °C
Desolvatacni teplota 500 °C

Prutok desolvata¢niho plynu 600 1/h
Prutok plynu na koné 30 1/h
Nebuliser 6 Bar
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3.5.5 Testovani antimikrobialni aktivity mikrodilu¢ni metodou

Mikroorganismy byly oziveny z kryozkumavek, které byly ulozeny pti -80 °C ve sbirce
mikroorganismti Ustavu mikrobiologie LF UP a FNOL. Pomoci sterilni bakteriologické
klicky byla bakterialni kultura z kryozkumavky vyockovana na piislusny agar a nasledné
kultivovana v termostatu pti 37 °C po dobu 24 hodin (anaerobni bakterie po dobu 48 hodin).
Tato bakterialni kultura poté byla pfipravena k testovani.

Testovana latka byla 50x nafedéna, aby koncentrace DMSO ve vzorku byla mensi
nez 5 % (DMSO je antimikrobialni). Do jamek mikrotitra¢ni desticky fad B — H bylo
napipetovano 50 ul BHI bujonu a do fady A 100 ul testované latky. Nasledovalo fedéni 2x,
kdy se multikanalovou pipetou nasalo 50 ul z fady A, které byly pfipipetovany do fady B
(timto postupem byla natfedéna cela desticka).

Inokulum bylo pfipraveno tak, ze byly sterilni bakteriologickou kli¢kou nabrany 1-2
vykultivované kultury, jez byly ve fyziologickém roztoku rozsuspendovany. Pomoci
denzitometru byl zméfen zékal a byla upravena hustota na hodnotu 0,5 McFarland. Pomoci
MIC inokulatoru (tzv. jezka) byla provedena inokulace. MIC inokulator byl nejprve
sterilizovan v plameni, a poté ponofen do pfipraveného inokula. Nasledné jim byly
inokulovany jamky mikrotitracni desticky. Inokulované desticky byly inkubovany pti 37 °C
po dobu uvedenou v Tab. 5.

Po inkubaci byla odectena hodnota minimalni inhibi¢ni koncentrace. Jestlize byla
testovana latka aktivni, tak byla vizualné stanovena také hodnota MBC (minimalni
bakteriocidni koncentrace) a MBS (minimalni bakteriostaticka koncentrace) a to tak, ze byly

jamky vyockovany pomoci inokulatoru na pfislusny agar (viz. Tab. 5).

Tab. 5: Prehled podminek kultivace pouzitych mikroorganismii.

Podminky kultivace

Mikroorganismus Kmen Zarazeni < —
Agar Teplota Cas Prostredi
Staphylococcus aureus CCM 3953 Aerobni grampozitivni bakterie Krevni 37°C 24h
Enterococcus faecalis CCM 4224 Aerobni grampozitivni bakterie Krevni 37°C 24h
Streptococcus mutans CCM 7409 Aerobni grampozitivni bakterie Krevni 37°C 24h 5%C0O2
Lactobacillus acidophilus  CCM 4833 Anaerobni grampozitivni bakterie Anaerobni krevni 37°C 48 h
Bacillus cereus CCM 2010 Aerobni grampozitivni bakterie Krevni 37°C 24h
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 Aerobni gramnegativni bakterie  Krevni 37°C 24h
Escherichia coli CCM 3954 Aerobni gramnegativni bakterie  Krevni 37°C 24h

Schaalia odontolytica CCM 4740 Anaerobni grampozitivni bakterie Anaerobni krevni 37°C 48 h 5% CO,
Clostridium perfringens CCM 5744 Anaerobni grampozitivni bakterie Anaerobni krevni 37 °C 48 h anaerobni
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4 VYSLEDKY

4.1 Aktivita extraktu liSejniku Cladonia coniocraea

Mikrodiluéni metodou byla predbézné€ stanovena antimikrobialni aktivita celkového
extraktu liSejniku C. coniocraea vici vybranym mikroorganismum (7ab. 6). Tato aktivita je

vyjadfena pomoci minimalni inhibi¢ni koncentrace.

Tab. 6: Predbéiné stanoveni minimdlni inhibicni koncentrace celkového extraktu liSejniku

C. coniocraea na vybranych druzich mikroorganisma.

Mikroorganismus MIc* (mg/ml)
Staphylococcus aureus NA®
Enterococcus faecalis NA
Streptococcus mutans 1,00
Lactobacillus acidophilus 1,00
Bacillus cereus 2,00
Pseudomonas aeruginosa NA
Escherichia coli NA
Schaalia odontolytica 1,00
Clostridium perfringens 2,00

A minimalni inhibi¢ni koncentrace v mg DWiijnik/ml
B heaktivni vzorek

Celkovy extrakt vykazoval antimikrobialni aktivitu vG¢i mikroorganismim
Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus, Bacillus cereus, Schaalia odontolytica a

Clostridium perfringens. Minimalni inhibi¢ni koncentrace se pohybovaly v rozmezi

od 1 do 2 mg/ml.
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4.2 SPE frakcionace

Frakcionaci na SPE bylo izolovano celkem 8 frakci. Slozeni frakci a efektivita separace je

znazornéna na Obr. 18.
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Obr. 18: LC-UV chromatogramy (254 nm) frakci RP0 (4A), RP1(B), RP2 (C), RP3 (D), RP5
(E), RP6 (F), RP7 (G) a RP10 (H) ziskanych SPE frakcionaci na reverzni fazi. Frakce byly
ziskany z liSejniku C. coniocraea, kdy méné poldrni metabolity byly eluovany v pozdéjsim
retencnim case a polarnéjsi latky na pocatku gradientu.
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4.3 Antimikrobialni aktivita

Antimikrobialni aktivita byla stanovena mikrodiluéni metodou na mikroorganismech
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Lactobacillus
acidophilus, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Schaalia
odontolytica a Clostridium perfringens. Touto metodou byla urena minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC). Na Obr. 19 jsou znazornény vysledky testovani, kdy jsou uvedeny pouze

mikroorganismy vuci kterym, alespon jeden vzorek vykazoval antimikrobialni aktivitu.

MICA (mg/ml)

0,188

Streptococcus mutans
Lactobacillus acidophilus
Schaalia odontolytica
Clostridium perfringens

Bacillus cereus

ol

2

RPO
RP1
RP2
RP3
RPS
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RP10

Obr. 19: Vysledky testovdni antimikrobidlni aktivity mikrodilucni metodou zndazornéné
v podobé barevné Skdaly. Testovan byl celkovy extrakt liSejniku C. coniocraea a frakce
izolované pomoci RP SPE frakcionace. * minimdlni inhibic¢ni koncentrace v mg DWiisejni/ml;
B neaktivni vzorek; € celkovy extrakt.

Antimikrobialni aktivitu vykazoval celkovy extrakt liSejniku C. coniocraea a frakce
RP10 izolovana pomoci SPE (Obr. 19). Minimalni inhibi¢ni koncentrace se pohybovaly
v rozmezi od 0,188 do 2 mg/ml. VSechny vzorky byly u¢inné vyhradné vici grampozitivnim

bakteriim, pficemz citlivejsi byly anaerobni bakterie.
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Obr. 20: Vysledky testovdni antimikrobidlni aktivity mikrodilucni metodou zndazornéné
v podobé barevné Skdly. Testovan byl celkovy extrakt liSejniku C. coniocraea a izolované
frakce ziskané SPE frakcionact na iontoménicové koloné Oasis MAX. * minimdini inhibicni
koncentrace v mg DWiisemir/ml; ® neaktivni vzorek; © celkovy extrakt.

Vsechny frakce z SPE frakcionace na iontoméni¢ové koloné Oasis MAX byly
aktivni vaci alesponi ¢tyfem mikroorganismim. Celkové byla antimikrobialni aktivita
stanovena pouze vuci grampozitivnim bakteriim, zejména t€ém anaerobnim (Obr. 20).

Rozmezi hodnot minimalni inhibi¢ni koncentrace se pohybovalo od 0,188 do 2 mg/ml.

42



4.4 UHPLC-QTOF-MS analyza aktivni frakce RP10

Frakce RP10, jakozto nejaktivnéj$i ze vSech izolovanych frakei, byla analyzovana pomoci

UHPLC-QTOF-MS v negativnim a pozitivhim modu.
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Obr. 21: Chromatogramy frakce RP10 vzorku liSejniku C. coniocraea ziskaného RP SPE
frakcionaci a naslednd UHPLC-QTOF-MS analyza na reverzni fazi méiend v negativinim
(A) a pozitivhim (B) modu.

V pozitivnim 1 negativnim modu byly ve frakci RP10 detekovany nejintenzivnéjsi
piky (RT 13.35, 15.21, 16.76, 17.29 a 17.68 minut, ESI-) (Obr. 21). U téchto pikd byla
urcena hodnota m/z a elementarni slozeni (Tab. 7). U nejintenzivngjsich detekovanych piku
byla naméfena fragmentacni spektra (Obr. 22 - 26) (prekurzor [M-H]), ze kterych byla na
zakladé porovnani elementarniho slozeni a naméfenych MS spekter s dostupnou literaturou
predbézné identifikovana struktura prekurzorovych, (Tab. 7) ptipadné produktovych iontd.
Tab. 7: Vybrané molekuldrni ionty [M-H] s jejich fragmenty, predpokladanym
elementdrnim sloZenim, retencnim casem a predbéznou identifikaci. Detekovdno UHPLC-

QTOF-MS v negativnim modu ve frakci RP10 liSejniku C. coniocraea pri kolizni energii
fragmentace 20 €V.

Naméfend Appm* Predpokladany sufna’rnl’ RT (min)® Anotace Fragmenty
m/z vzorec [M-H]

473.0719 -0,2 Cy5 Hi7 012 13.35  kyselina succinprotocetrarova 357; 313; 295

373.0572 3,2 Cyg H13 Og 15.21 kyselina protocetrarovd  311; 267; 255; 229

471.0562 -0,4 Cy; His Oy, 16.74 kyselina fumarprotocetrarova 355; 311; 283; 239

387.0728 31 C19 His Og 17.29 kyselina cryptostictickd ~ 343; 342

343.0463 2,6 Cig Hi1 Og 17.38 - 255; 229; 213

A odchylka naméfené hmoty m/z od teoretické hmoty m/z
B retenéni ¢as
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Obr. 22: Chromatogram (A) vybraného molekularniho iontu m/z 473 detekovaného ve frakci
RP10 lisejniku C. coniocraea prostiednictvim UHPLC-QTOF-MS analyzy na reverzni fazi
v negativaim modu (ESI-) a jeho fragmentacni spektrum v negativnim modu (B) pri kolizni
energii 20 eV.

Na fragmentacnim spektru molekularniho iontu [M-H] m/z 473 (Obr. 22)

meétreném ESI- se nachézi nejintenzivnéjsi fragmenty m/z 357, 313 a 295.
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Obr. 23: Chromatogram (A) vybraného molekularniho iontu m/z 373 detekovaného ve frakci
RP10 lisejniku C. coniocraea prostiednictvim UHPLC-QTOF-MS analyzy na reverzni fazi
v negativaim modu (ESI-) a jeho fragmentacni spektrum v negativnim modu (B) pri kolizni
energii 20 eV.
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Na fragmentacnim spektru molekularniho iontu [M-H] m/z 373 (Obr. 23)
meéteném ESI- se nachazi intenzivni fragmenty m/z 311, 267, 255 a 295. Fragment m/z 311

se vyskytuje také u molekularniho iontu [M-H] m/z 421 (Obr. 24) a fragment m/z 255 a 229
u molekularniho iontu [M-H]" m/z 343 (Obr. 26).
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Obr. 24: Chromatogram (A) vybraného molekularniho iontu m/z 471 detekovaného ve frakci
RP10 lisejniku C. coniocraea prostiednictvim UHPLC-QTOF-MS analyzy na reverzni fazi
v negativaim modu (ESI-) a jeho fragmentacni spektrum v negativnim modu (B) pri kolizni
energii 20 eV.

Molekularni ion [M-H]” m/z 421 méteny ESI- ma ve svém fragmentacnim spektru
(Obr. 24) mé nejintenzivngjsi fragmenty m/z 355, 311, 283 a 239. Fragment m/z 311 se
nachazi také ve fragmenta¢nim spektru molekularniho iontu [M-H]" m/z 373 (Obr. 23).
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Obr. 25: Chromatogram (A) vybraného molekularniho iontu m/z 387 detekovaného ve frakci
RP10 lisejniku C. coniocraea prostiednictvim UHPLC-QTOF-MS analyzy na reverzni fazi

v negativaim modu (ESI-) a jeho fragmentacni spektrum v negativnim modu (B) pri kolizni
energii 20 eV.

Na fragmentacnim spektru molekularniho iontu [M-H] m/z 387 (Obr. 25)
meéteném ESI- se nachazi samotny ion m/z 387 a jeho fragmenty m/z 343 a 342. Fragment

m/z 343 odpovida vybranému molekularnimu iontu [M-H] m/z 343, jehoz fragmentacni

spektrum je znazornéno na Obr. 26.
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Obr. 26: Chromatogram (A) vybraného molekularniho iontu m/z 343 detekovaného ve frakci
RP10 lisejniku C. coniocraea prostiednictvim UHPLC-QTOF-MS analyzy na reverzni fazi
v negativaim modu (ESI-) a jeho fragmentacni spektrum v negativnim modu (B) pri kolizni
energii 20 eV.

Na fragmenta¢nim spektru posledniho vybraného molekularniho iontu [M-HJ
m/z 343 (Obr. 26) méfeném ESI- se nachazi samotny iont m/z 343 a jeho nejintenzivnégjsi
fragmenty m/z 255, 229 a 213. Fragment m/z 255 a 229 se shoduje s fragmenty vybraného

molekularniho iontu [M-H] m/z 373, jehoz fragmentacni spektrum je znazornéno na
Obr. 23.
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S5 DISKUZE

Tato diplomovéa prace vznikla v navaznosti na bakalarskou praci, kterd se zabyvala
antimikrobialni a cytotoxickou aktivitou pfirodnich extrakti, z cehoz vzeSel liSejnik
Cladonia coniocraea jako nejslibngjsi zdroj antimikrobialnich latek, a proto byl pouzit pro

dalsi experimenty.

5.1 UHPLC-QTOF-MS

Pomoci UHPLC-QTOF-MS byly detekovany nejintenzivngjsi piky a odpovidajici
molekularni ionty [M-H]J".

Molekularni ion [M-H] detekovany v RT 13.35 minut s hodnotou m/z 473 byl na
zakladé¢  struktury a  elementarniho  slozeni  predbézn€ identifikovan  jako
succinprotocetrarova kyselina (Obr. 27B) (Sepulveda et al.,, 2022) U této latky byly
detekovany fragmenty s m/z 357, 313 a 295 (Obr. 22). V ¢ase 15.21 minut byl detekovan
molekularni ion [M-H] m/z 373 poskytujici intenzivni produktové ionty m/z 311, 267, 255,
229 a 213 (Obr. 23). Elementarni slozeni a hodnoty m/z jednotlivych fragmentd byly
porovnany se studii od Xu et al., 2018, ve které byly acetonové extrakty liSejniku Cetraria
islandica podrobeny ESI- UHPLC-QTOF-MS analyze. Déle byla fragmentacni spektra
porovnana se spektrem dostupnym v knihovné GNPS a na zaklad€ vSech zji§téni byla tato
latka predbézné identifikovana jako kyselina protocetrarova (Obr. 27D). Tato kyselina
pravdépodobné sdili strukturni zaklad s dal§im metabolitem (m/z 343) detekovanym v RT
17.38 minut. Nejintenzivnéjsi fragmenty (m/z 255, 229 a 213) tohoto prekurzorového iontu
(m/z 343) se piekryvaji s fragmenty protocetrarové kyseliny (Obr. 23 a 26).

Molekularni ion [M-H] detekovany v RT 16.74 minut s hodnotou m/z 471 byl
porovnan s vysledky studii od Sepulveda et al., 2022 a Xu et al., 2018. Fragmentacni
spektrum bylo porovnano se spektrem dostupnym v knihovné GNPS a po srovnani
elementarniho slozeni a fragmentacnich spekter byla latka s m/z 471 identifikovana jako
kyselina fumarprotocetrarova (Obr. 27A). U této latky byly detekovany fragmenty s m/z 355,
311, 283 a 239, kdy fragment m/z 311 se prekryva s fragmentem kyseliny protocetrarové
(Obr. 24).

VRT 17.29 minut byl detekovan molekularni ion [M-H]" m/z 387
poskytujici intenzivni fragmenty m/z 343 a 342 (Obr. 25). Na zékladé porovnani
elementarniho slozeni s vysledky studie od Sepulveda et al., 2022, ktera se zabyvala

UHPLC-Orbitrap-ESI analyzou methanolovych extrakti arktického liSejniku Cladonia
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metacorallifera, byla tato latka pfedbézné€ identifikovana jako cryptosticticka kyselina
(Obr. 27C).

Pfi vzajemném porovnani struktur na Obr. 27 a fragmentd jednotlivych
molekularnich iontd [M-H]" mizeme predpokladat, ze vSechny latky maji spolecny
strukturni zaklad, ktery je charakteristicky pro depsidony, skladajici se ze dvou kruht
kyseliny 2,4-dihydroxybenzoové, které jsou vzajemné spojeny etherovymi a esterovymi
vazbami. Jde o metabolity, které jsou pfirozené produkovany liSejniky, houbami, ¢i

nékterymi rostlinami a byla u nich prokazéana biologicka aktivita (Ibrahim et al., 2018).
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Obr. 27: Predpokladana struktura ldtek, které jsou pravdépodobné obsazeny v lisejniku
Cladonia coniocraea. A kyselina fumarprotocetrarova (m/z 471), B kyselina
succinprotocetrarova (m/z 473), C kyselina cryptosticticka (m/z 387), D kyselina
protocetrarovd (m/z 373).

Predbézné urceni kyseliny fumarprotocetrarové a protocetrarové, coby sekundarnich
metabolitt liSejniku C. coniocraea se shoduje s védeckymi poznatky od Hauck et al., 2009;
Sicilia et al., 2009; Hauck & Jiirgens, 2008; Kocakaya et al., 2021 a fadou dalSich autort.

Studie od Hauck et al., 2009 uvadi, ze kyselina fumarprotocetrarova je zodpovédna za
toleranci vuci kyselému substratu, ve kterém lisejnik C. coniocraea nejcastéji nachazime, a
to v rozmezi pH od 3,3 do 5,6. Je tedy mozné, ze ¢im kyselejsi pada, na které lisejnik roste,
tim vyS$si koncentrace fumarprotocetrarové kyseliny a jejich strukturné podobnych latek

obsahuje.
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5.2 Antimikrobialni aktivita

Antimikrobialni aktivita, ktera byla testovana mikrodilu¢ni metodou byla zaznamenana
vyhradné vic¢i grampozitivnim bakteriim (Obr. 19 a 20). Grampozitivni bakterie maji pouze
vnitini membranu slozenou z peptidoglykanu a vn€j§i membranu zcela postradaji (Silhavy
et al., 2010). Na rozdil od nich gramnegativni bakterie maji vnitini membranu z fosfolipidu
a peptidoglykanu mnohem tenci, ale chrani je vné&j§i vrstva, ktera obsahuje zejména
lipopolysacharidy (Decad & Nikaido, 1976; Silhavy et al., 2010). Antimikrobialni latka
muze byt vnéjsi membranou gramnegativni bakterie vypuzena, coz by mohlo byt vysvétleni,
pro¢ byl vzorek aktivni pouze vii¢i grampozitivnim bakteriim (Theuretzbacher et al., 2020).

Nejniz§i hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace (0,188 mg/ml) byly stanoveny
vuéi mikroorganismim Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus a Schaalia
odontolytica. Jde vyjma druhu S. mutans o anaerobni bakterie, které jsou citlivejsi
k antimikrobialnim latkam, a proto mohl byt G¢inek vyraznéjsi. Obecné mlzeme fici, ze
lepsi ucinky vykazovaly frakce RP10 a A2 (Obr. 19 a 20). Lze tedy predpokladat, ze latka
zodpovédna za antimikrobialni aktivitu se béhem SPE frakcionace eluovala az jako posledni.
Slo tedy o nepolarni latku.

Kyselina protocetrarova byla testovana na antimikrobialni aktivitu (Tay et al., 2004).
Ovsem dle jejich vysledkd nebyla aktivni vici zadnému druhu bakterii, pouze vuci
kvasinkam Candida albicans a Candida glabrata. Na zakladé tohoto experimentu lze
predpokladat, ze kyselina protocetrarova neni hlavni latkou, ktera prispiva k antibakterialni
aktivité, ale mohla by mit sviij podil na antifungalni aktivité liSejniku C. coniocraea
(Nanayakkara et al., 2005). Naproti tomu kyselina fumarprotocetrarova vykazovala
v nékolika studiich antimikrobialni aktivitu vii¢i v§em testovanym druhiim grampozitivnich
a gramnegativnich bakterii, ale také kvasinek. Tato aktivita izolované kyseliny
fumaprotocetrarové byla detekovana ve velice nizkych koncentracich (0,031 — 0,25 mg/ml)
(Kosani¢ et al., 2014; Rankovi¢ & Misi¢, 2008; Yilmaz et al., 2004). Na zaklad¢ vysledkt a
porovnani s literaturou je velice pravdépodobné, ze kyselina fumarprotocetrarova vyznamné
prispiva k celkové antimikrobidlni aktivité liSejniku C. coniocraea. Blizs§i porovnani
s vysledky experimenti jinych autori nelze provést, nebot provadéli experimenty
s izolovanym vzorkem kyseliny fumarprotocetrarové avsak v piipadé experimentu v ramci
diplomové prace se jednalo o celkovy extrakt liSejniku. V lisejniku C. coniocraea se nachéazi
zieymeé vetsi mnozstvi strukturné podobnych latek, ovSem ne vSechny byly v ramci

experimentu jinych autort testovany. Testovani v ramci diplomové prace nebylo provadéno
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na standardech, a proto nelze s jistotou posoudit, ktera latka zodpovida za antimikrobialni
aktivitu. AvSak lze se domnivat, ze vzhledem k velice podobné strukture latek ma kazda
znich svij podil na celkové antimikrobialni aktivité liSejniku. Minimalni inhibicni
koncentrace celkového extraktu liSejniku C. coniocraea mohou byt vyrazné€ variabilni
v zavislosti na enviromentalnich faktorech jako naptiklad pH pidy.

Jednim  z nejcitlivéjsich patogent, vici kterym byl liSejnik pfi  testovani
antimikrobialni aktivity a¢inny byl mikroorganismus Streptococcus mutans, ktery je
puvodcem zubniho kazu, coz je jedno z nejrozsifenéjSich onemocnéni na svété (Ajdic et al.,
2002). Nekteré prirodni latky, jako naptiklad eugenol, jsou v zubnim lékafstvi jiz vyuzivany
(Mosquera et al., 2019). Extrakt z liSejniku C. coniocraea, poptipadé samotna kyselina
fumarprotocetrarova by mohla byt dal§$i moznou antimikrobialni latkou, potencialné
vyuzitelnou jako soucast zubnich past ¢i Gstnich vod. Samoziejmé za predpokladu prukazu

zdravotni nezavadnost a bezpecCnost této latky.
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6 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo v ramci teoretické Casti vypracovat resersi zabyvajici se
liSejniky, jejich sekundarnimi metabolity a antimikrobialnimi latkami. V experimentalni
Casti pak posoudit antimikrobialni aktivitu extraktu z liSejniku Cladonia coniocraea a
pomoci metabolomické LC-MS analyzy se pokusit identifikovat sekundarni metabolity,
vcetné slozky potencionalné zodpoveédné za tuto aktivitu. VSechny tyto cile byly v ramci
diplomové prace naplnény.

Bylo zjisténo, ze liSejnik C. coniocraea vykazuje antimikrobialni aktivitu viaci
grampozitivnim bakteriim. K antimikrobialni aktivit¢ zfejmé& prispiva kyselina
fumarprotocetrarova, pripadné néktery z detekovanych strukturné podobnych derivatu
(protocetrarova, succinprotocetrarova ¢i cryptosticticka kyselina) nebo kombinace s dalsimi
latkami.

Jednim z nejcitlivéjsich mikroorganismu byla grampozitivni bakterie Streptococcus
mutans, coz je patogen u Cloveéka zpusobujici zubni kaz. Extrakt z liSejniku by tak mohl byt
potencionalné vyuzit jako soucast zubnich past a ustnich vod, coz vSak vyzaduje dalsi
vyzkum. Je zde prostor pro jednoznacnou identifikaci konkrétnich slozek lisejniku, coz se
neobejde bez izolace a prfipadné syntézy latek obsazenych v liSejniku. Pak by mohl byt
lisSejnik C. coniocraea potencionalné vyuzit také v prumyslovych antimikrobialnich

pfipravcich nebo v kosmetickém prumyslu.

52



7 LITERATURA

Ajdi¢, D., McShan, W. M., McLaughlin, R. E., Savi¢, G., Chang, J., Carson, M. B., ...
Ferretti, J. J. (2002). Genome sequence of Streptococcus mutans UA159, a cariogenic

dental pathogen. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America. https://doi.org/10.1073/pnas.172501299

Beiggi, S., & Piercey-Normore, M. D. (2007). Evolution of ITS ribosomal RNA secondary
structures in fungal and algal symbionts of selected species of Cladonia sect. Cladonia
(Cladoniaceae, Ascomycotina). Journal of Molecular Evolution.
https://doi.org/10.1007/s00239-006-0115-x

Benedict, J. B. (2009). A review of lichenometric dating and its applications to archaeology.
American Antiquity. https://doi.org/10.1017/S0002731600047545

Bradley, R. S. (2014). Paleoclimatology: Reconstructing Climates of the Quaternary: Third
Edition. In Paleoclimatology: Reconstructing Climates of the Quaternary: Third
Edition. https://doi.org/10.1016/C2009-0-18310-1

Bradwell, T., & Armstrong, R. A. (2007). Growth rates of Rhizocarpon geographicum
lichens: A review with new data from Iceland. Journal of Quaternary Science.
https://doi.org/10.1002/jgs.1058

Branddo, L. F. G., Alcantara, G. B., De Fatima Cepa Matos, M., Bogo, D., Dos Santos
Freitas, D., Oyama, N. M., & Honda, N. K. (2013). Cytotoxic evaluation of phenolic
compounds from lichens against melanoma cells. Chemical and Pharmaceutical
Bulletin. https://doi.org/10.1248/cpb.c12-00739

Calchera, A., Dal Grande, F., Bode, H. B., & Schmitt, I. (2019). Biosynthetic Gene Content
of the ‘Perfume Lichens’ Evernia prunastri and Pseudevernia furfuracea. Molecules.
https://doi.org/10.3390/molecules24010203

Candan, M., Yilmaz, M., Tay, T., Erdem, M., & Tiirk, A. O. (2007). Antimicrobial activity
of extracts of the lichen Parmelia sulcata and its salazinic acid constituent. Zeitschrift

Fur Naturforschung - Section C Journal of Biosciences. https://doi.org/10.1515/znc-
2007-7-827

Crawford, S. D. (2019). Lichens Used in Traditional Medicine. In Lichen Secondary
Metabolites. https://doi.org/10.1007/978-3-030-16814-8_2

Czarnota, P. (2009). Symbiozy porostowe w S$wietle interakcji pomigdzy grzybami i
fotobiontami. Kosmos, 58(1-2), 229-248. Retrieved from
http://kosmos.icm.edu.pl/PDF/2009/229.pdf

Decad, G. M., & Nikaido, H. (1976). Outer membrane of gram negative bacteria. XII.
Molecular sieving function of cell wall. Journal of Bacteriology.
https://doi.org/10.1128/jb.128.1.325-336.1976

Develoux, M. (2001). Griséofulvine. Annales de Dermatologie et de Venereologie.

53


https://doi.org/10
https://doi.org/10
https://doi.org/10.1017/S0002731600047545
https://doi.org/10
https://doi.org/10
https://doi.org/10
https://doi.org/10.3390/molecules24010203
https://doi.org/10.1515/znc-
https://doi.org/10.1007/978-3-030-16814-8_2
http://kosmos.icm.edu.pl/PDF/2009/229.pdf
https://doi.org/10

Doherty, B., Gabrieli, F., Clementi, C., Cardon, D., Sgamellotti, A., Brunetti, B., & Miliani,
C. (2014). Surface enhanced Raman spectroscopic investigation of orchil dyed wool

from Roccella tinctoria and Lasallia pustulata. Journal of Raman Spectroscopy.
https://doi.org/10.1002/jrs.4543

Dong, X., Fu, J., Yin, X., Cao, S., Li, X., Lin, L., & Ni, J. (2016). Emodin: A Review of its
Pharmacology, Toxicity and Pharmacokinetics. =~ Phytotherapy  Research.
https://doi.org/10.1002/ptr.563 1

Erb, M., & Kliebenstein, D. J. (2020). Plant Secondary Metabolites as Defenses, Regulators,
and Primary Metabolites: The Blurred Functional Trichotomyl[OPEN]. Plant
Physiology. https://doi.org/10.1104/PP.20.00433

Fernandez-Moriano, C., Divakar, P. K., Crespo, A., & Gémez-Serranillos, M. P. (2017). In
vitro neuroprotective potential of lichen metabolite fumarprotocetraric acid via
intracellular redox modulation. Toxicology and Applied Pharmacology.
https://doi.org/10.1016/j.taap.2016.12.020

Fontaniella, B., Legaz, M. E., Pereira, E. C, Sebastian, B., & Vicente, C. (2000).
Requirements to produce fumarprotocetraric acid using alginate- immobilized cells of

Cladonia verticillaris. Biotechnology Letters.
https://doi.org/10.1023/A:1005673715916

Giacomelli, A., Pietropaoli, M., Carvelli, A., Iacoponi, F., & Formato, G. (2016).
Combination of thymol treatment (Apiguard®) and caging the queen technique to fight
Varroa destructor. Apidologie. https://doi.org/10.1007/s13592-015-0408-4

Gramesova, L. (2020). Antimikrobialni a cytotoxicka aktivita pfirodnich extraktti. Olomouc.
Bakalatska prace.Univerzita Palackého v Olomouci. Prirodovédecka fakulta. Vedouci
prace Mgr. Jifi Graz, Ph.D.

Guillarme, D., & Luc Veuthey, J. (2012). UHPLC in Life Sciences. Analytical and
Bioanalytical Chemistry. https://doi.org/10.1007/s00216-012-6475-8

Hammer, S. (2001). Lateral growth patterns in the Cladoniaceae. American Journal of
Botany. https://doi.org/10.2307/2657031

Hauck, M., & Jirgens, S. R. (2008). Usnic acid controls the acidity tolerance of lichens.
Environmental Pollution. https://doi.org/10.1016/j.envpol.2007.12.033

Hauck, M., Jurgens, S. R., Huneck, S., & Leuschner, C. (2009). High acidity tolerance in
lichens with fumarprotocetraric, perlatolic or thamnolic acids is correlated with low

pKal values of these lichen substances. Environmental  Pollution.
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2009.04.022

Heger, T., Zatloukal, M., Kubala, M., Strnad, M., & Gruz, J. (2022). Procyanidin C1 from
Viola odorata L. inhibits Na+,K+-ATPase. Scientific  Reports, 12.
https://doi.org/https://doi.org/10.1038/s41598-022-11086-y

54


https://doi.org/10.1002/jrs.4543
https://doi.org/10
https://doi.Org/10.l
https://doi.Org/10.1016/j.taap.2016.12.020
https://doi.Org/10.1023/A:1005673715916
https://doi.org/10.1007/sl3592-015-0408-4
https://doi.org/10
https://doi.org/10.2307/265703
https://doi.org/10
https://doi.Org/10.1016/j.envpol.2009.04.022
https://doi.Org/https://doi.org/10.1038/s41598-022-11086-y

Ho, T. Y., Wu, S. L., Chen, J. C, Li, C. C., & Hsiang, C. Y. (2007). Emodin blocks the
SARS coronavirus spike protein and angiotensin-converting enzyme 2 interaction.
Antiviral Research. https://doi.org/10.1016/j.antiviral.2006.04.014

Hoffmann, E. De, & Stroobant, V. (2007). Mass Spectrometry Principles and Applications
Third Edition. In Mass spectrometry reviews.

Ibrahim, S. R. M., Mohamed, G. A., Al Haidari, R. A., El-Kholy, A. A., Zayed, M. F., &
Khayat, M. T. (2018). Biologically active fungal depsidones: Chemistry, biosynthesis,
structural characterization, and bioactivities. Fitoterapia.
https://doi.org/10.1016/j.fitote.2018.04.012

Ingolfsdottr, K. (2002). Usnic acid. Phytochemistry. https://doi.org/10.1016/S0031-
9422(02)00383-7

Iwu, M. M., Duncan, A. R., & Okunji, C. O. (1999). New antimicrobials of plant origin.
Perspectives on new crops and new uses. Perspectives on New Crops and New
Uses, 1999.

Jeran, Z., Jaimovi, R, Bati¢, F., & Mavsar, R. (2002). Lichens as integrating air pollution
monitors. Environmental Pollution. https://doi.org/10.1016/S0269-7491(02)00133-1

Jones, R. A., Panda, S. S., & Hall, C. D. (2015). Quinine conjugates and quinine analogues
as potential antimalarial agents. European Journal of Medicinal Chemistry.
https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2015.02.002

Kalina, T., & Vafa, J. (2005). SINICE, RASY, HOUBY, MECHOROSTY a podobné
organismy v soucasné biologii (1. vydani). Praha: Karolinum.

Kinghorn, A. D. (2010). Pharmacognosy in the 21st century. Journal of Pharmacy and
Pharmacology. https://doi.org/10.1211/0022357011775334

Knight, G. M., Glover, R. E., McQuaid, C. F., Olaru, I. D., Gallandat, K., Leclerc, Q.J, ...
Chandler, C. I. R. (2021). Antimicrobial resistance and covid-19: Intersections and
implications. ELife. https://doi.org/10.7554/eLife.64139

Kocakaya Z. , Seker Karatoprak G., K. M. (2018). Cytotoxic Effects of Methanolic Extracts
from Different Cladonia Species on Human Lung Carcinoma (A549) Cell Line.

Kocakaya, Z., Kocakaya, M., & Karatoprak, G. S. (2021). Comparative Analyses of
Antioxidant , Cytotoxic , and Anti-inflammatory Activities of Different Cladonia Species

and Determination of Fumarprotocetraric Acid Amounts Farklit Cladonia Tiirlerinin
Antioksidan , Sitotoksik ve Antienflamatuvar Aktivitelerinin K. 4(6), 1196—1207.

Kosani¢, M., Rankovi¢, B., Stanojkovi¢, T., Ranci¢, A., & Manojlovi¢, N. (2014). Cladonia
lichens and their major metabolites as possible natural antioxidant, antimicrobial and
anticancer agents. LWT - Food Science and Technology.
https://doi.org/10.1016/j.1wt.2014.04.047

55


https://doi.org/10
https://doi.Org/10.1016/j.fitote.2018.04.012
https://doi.org/10.1016/S0031-
https://doi.org/10
https://doi.Org/10.1016/j.ejmech.2015.02.002
https://doi.org/10
https://doi.org/10.7554/eLife.64139
https://doi.Org/10.1016/j.lwt.2014.04.047

Koukalové, D. (2013). Prakticka cviceni z lékarské mikrobiologie I. Univerzita Palackého
v Olomouci.

Kowalczyk, A., Przychodna, M., Sopata, S., Bodalska, A., & Fecka, 1. (2020). Thymol and
thyme essential oil—new insights into selected therapeutic applications. Molecules.
https://doi.org/10.3390/molecules25184125

Lee, S., Suh, Y. J, Yang, S., Hong, D. G,, Ishigami, A., Kim, H., ... Lee, J. (2021).
Neuroprotective and anti-inflammatory effects of evernic acid in an MPTP-induced
parkinson’s disease model. International Journal of Molecular Sciences.
https://doi.org/10.3390/ijms22042098

Li, W. C., Zhou, J., Guo, S. Y., & Guo, L. D. (2007). Endophytic fungi associated with
lichens in Baihua mountain of Beijing, China. Fungal Diversity.

Liu, X., Stanford, C. B., Yang, J., Yao, H., & Li, Y. (2013). Foods Eaten by the Sichuan
snub-nosed monkey (Rhinopithecus roxellana) in Shennongjia National Nature
Reserve, China, in relation to nutritional chemistry. American Journal of Primatology,
75(8), 860-871. https://doi.org/10.1002/ajp.22149

Luo, H., Yamamoto, Y., Kim, J. A., Jung, J. S., Koh, Y. J., & Hur, J. S. (2009). Lecanoric
acid, a secondary lichen substance with antioxidant properties from Umbilicaria
antarctica in maritime Antarctica (King George Island). Polar Biology.
https://doi.org/10.1007/s00300-009-0602-9

Malicek, J. (2012). Sekunddrni metabolity lisejnikii a jejich vyznam pro taxonomii. 249-250.

Maligek, J., Palice, Z., Bouda, F., Knudsen, K., Soun, J., Vondrak, J. & Novotny, P. (2022):
Atlas Ceskych lisejnikd. - dalib.cz [30. 04. 2022]

Manojlovi¢, N., Rankovi¢, B., Kosani¢, M., Vasiljevi¢, P, & Stanojkovi¢, T. (2012).
Chemical composition of three Parmelia lichens and antioxidant, antimicrobial and
cytotoxic activities of some their major metabolites. Phytomedicine.
https://doi.org/10.1016/j.phymed.2012.07.012

McCarthy, D. P. (2013). Lichenometry. In Encyclopedia of Quaternary Science: Second
Edition. https://doi.org/10.1016/B978-0-444-53643-3.00055-8

Mitchell, R. J., Truscot, A. M., Leith, I. D, Cape, J. N., Van Dijk, N., Tang, Y. S., ... Sutton,
M. A. (2005). A study of the epiphytic communities of Atlantic oak woods along an
atmospheric nitrogen deposition gradient. Journal of  Ecology.
https://doi.org/10.1111/j.1365-2745.2005.00967.x

Mosquera, J. E., Goiii, M. L., Martini, R. E., & Gafian, N. A. (2019). Supercritical carbon
dioxide assisted impregnation of eugenol into polyamide fibers for application as a
dental floss. Journal of CO2 Utilization. https://doi.org/10.1016/j.jcou.2019.04.016

Miller, K. (2001). Pharmaceutically relevant metabolites from lichens. Applied
Microbiology and Biotechnology. https://doi.org/10.1007/s002530100684

56


https://doi.org/10.3390/molecules25184125
https://doi.org/10.3390/ijms22042098
https://doi.org/10.1002/ajp.22149
https://doi.org/10.1007/s00300-009-0602-9
http://dalib.cz
https://doi.Org/10.1016/j.phymed.2012.07.012
https://doi.org/10.1016/B978-0-444-53643-3.00055-8
https://doi.Org/10.l
https://doi.org/10.1016/jjcou.2019.04.016
https://doi.org/10

Nanayakkara, C., Bombuwela, K., Kathirgamanathar, S., Adikaram, N. K. B., Wijesundara,
D. S. A, Hartharan, G. N, ... Karunaratne, V. (2005). Effect of some lichen extracts
from Sri Lanka on larvae of Aedes aegypti and the fungus Cladosporium
cladosporioides. Journal of the National Science Foundation of Sri Lanka.
https://doi.org/10.4038/jnsfsr.v33i2.2345

Nardelli, A., Drieghe, J., Claes, L., Boey, L., & Goossens, A. (2011). Fragrance allergens in
“specific” cosmetic products. Contact Dermatitis. https://doi.org/10.1111/j.1600-
0536.2011.01877.x

Nash, T. H. (2008). Lichen Biology (2nd ed.; T. H. Nash III, Ed.). New York: Cambridge
University Press.

Nathwani, D., & Wood, M. J. (1993). Penicillins: A Current Review of their Clinical
Pharmacology and Therapeutic Use. Drugs. https://doi.org/10.2165/00003495-
199345060-00002

Ng, O. H., Tan, B. C., & Obbard, J. P. (2006). Lichens as bioindicators of atmospheric heavy
metal pollution in Singapore. Environmental Monitoring and Assessment.
https://doi.org/10.1007/s10661-005-9120-6

Novéakova, L. (2013). Challenges in the development of bioanalytical liquid
chromatography-mass spectrometry method with emphasis on fast analysis. Journal of
Chromatography A. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2012.08.087

Papierska, K., Krajka-Kuzniak, V., Paluszczak, J., Kleszcz, R., Skalski, M., Studzinska-
Sroka, E., & Baer-Dubowska, W. (2021). Lichen-derived depsides and depsidones
modulate the nrf2, nf-xb and stat3 signaling pathways in colorectal cancer cells.
Molecules. https://doi.org/10.3390/molecules26164787

Pino-Bodas, R., Burgaz, A. R., Martin, M. P., & Lumbsch, H. T. (2011). Phenotypical
plasticity and homoplasy complicate species delimitation in the Cladonia gracilis group

(Cladoniaceae, Ascomycota). Organisms Diversity and Evolution.
https://doi.org/10.1007/s13127-011-0062-2

Pitt, J. J. (2009). Principles and applications of liquid chromatography-mass spectrometry in
clinical biochemistry. The Clinical Biochemist. Reviews.

Podterob, A. P. (2008). Chemical composition of lichens and their medical applications.
Pharmaceutical Chemistry Journal. https://doi.org/10.1007/s11094-009-0183-5

Rankovi¢, B., & Misi¢, M. (2008). The antimicrobial activity of the lichen substances of the
lichens cladonia furcata, ochrolechia androgyna, parmelia caperata and parmelia

conspresa. Biotechnology and Biotechnological Equipment.
https://doi.org/10.1080/13102818.2008.10817601

Rankovi¢, B., & Kosani¢, M. (2019). Lichens as a Potential Source of Bioactive Secondary
Metabolites. In Lichen Secondary Metabolites. https://doi.org/10.1007/978-3-030-
16814-8_1

57


https://doi.org/10.4038/jnsfsr.v33i2.2345
https://doi.Org/10.l
https://doi.org/10.2165/00003495-
https://doi.org/10.1007/sl0661-005-9120-6
https://doi.org/10
https://doi.org/10.3390/molecules26164787
https://doi.org/
https://doi.org/10.1007/sll094-009-0183-5
https://doi.org/10.1080/13102818.2008.10817601
https://doi.org/10.1007/978-3-030-

Rarova, L., Ncube, B., Van Staden, J., Furst, R., Strnad, M., & Gruz, J. (2019). Identification
of Narciclasine as an in Vitro Anti-Inflammatory Component of Cyrtanthus contractus

by  Correlation-Based = Metabolomics.  Journal  of  Natural  Products.
https://doi.org/10.1021/acs.jnatprod.8b00973

Rodbell, D. T. (1992). Lichenometric and Radiocarbon Dating of Holocene Glaciation,
Cordillera Blanca, Perti. The Holocene. https://doi.org/10.1177/095968369200200103

Rosypal, S. (1992). Fylogeneze, systém a biologie organismii (1. vydani). Praha: Statni
pedagogické nakladatelstvi.

Sahin, E., Dabagoglu Psav, S., Avan, 1., Candan, M., Sahinturk, V., & Koparal, A. T. (2019).
Vulpinic acid, a lichen metabolite, emerges as a potential drug candidate in the therapy

of oxidative stress—related diseases, such as atherosclerosis. Human and Experimental
Toxicology. https://doi.org/10.1177/0960327119833745

Samuelsson, G., & Bohlin, L. (2017). Drugs of natural origin: a treatise of pharmacognosy
(No. Ed. 7; G. Samuelsson & L. Bohlin, Eds.). London: CRC Press Inc.

Sancho, L. G., Schulz, F., Schroeter, B., & Kappen, L. (1999). Bryophyte and lichen flora
of South Bay (Livingston Island: South Shetland Islands, Antarctica). Nova Hedwigia,
68(3—4), 301-337. https://doi.org/10.1127/nova.hedwigia/68/1999/301

Segal, S. (2013). Ecological Notes on Wall Vegetation. Springer.

Sepulveda, B., Cornejo, A., Barcenas-pérez, D., Cheel, J., & Areche, C. (2022). Two New
Fumarprotocetraric Acid Lactones Identified and Characterized by UHPLC-
PDA/ESI/ORBITRAP/MS/MS from the Antarctic Lichen Cladonia metacorallifera.
Separations. https://doi.org/10.3390/separations902004 1

Shrestha, G., & St. Clair, L. L. (2013). Lichens: A promising source of antibiotic and
anticancer drugs. Phytochemistry Reviews. https://doi.org/10.1007/s11101-013-9283-7

Shukla, P., Upreti, D. K., Nayaka, S., & Tiwari, P. (2014). Natural dyes from Himalayan
lichens. Indian Journal of Traditional Knowledge.

Sicilia, D., Hernandez, C., & Burgaz, A. R. (2009). The genus Cladonia in Garajonay
National Park, la gomera, Canary Islands. Cryptogamie, Mycologie.

Silhavy, T. J., Kahne, D., & Walker, S. (2010). The bacterial cell envelope. Cold Spring
Harbor Perspectives in Biology. https://doi.org/10.1101/cshperspect.a0004 14

Sprengel, K. P. J. (1827). Systema Vegetabilium.

Spribille, T., Tuovinen, V., Resl, P., Vanderpool, D., Wolinski, H., Aime, M. C., ...
McCutcheon, J. P. (2016). Basidiomycete yeasts in the cortex of ascomycete
macrolichens. Science. https://doi.org/10.1126/science.aaf8287

Stenroos, S., Pino-Bodas, R., Hyvonen, J., Lumbsch, H. T., & Ahti, T. (2019). Phylogeny of
the family Cladoniaceae (Lecanoromycetes, Ascomycota) based on sequences of
multiple loci. Cladistics. https://doi.org/10.1111/cla.12363

58


https://doi.org/10.1021/acs.jnatprod.8b00973
https://doi.org/10.1177/095968369200200103
https://doi.Org/10.l
https://doi.Org/10.l
https://doi.org/10.3390/separations9020041
https://doi.org/10.1007/sl
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a000414
https://doi.org/10.1126/science.aaf8287
https://doi.org/10.llll/cla.12363

Studzinska-Sroka, E., Galanty, A., & Bylka, W. (2017). Atranorin - An Interesting Lichen
Secondary Metabolite. Mini-Reviews in Medicinal Chemistry.
https://doi.org/10.2174/1389557517666170425105727

Tay, T., Tirk, A. O, Yilmaz, M., Tirk, H, & Kivang, M. (2004). Evaluation of the
antimicrobial activity of the acetone extract of the lichen Ramalina farinacea and its
(+)-usnic acid, norstictic acid, and protocetraric acid constituents. Zeitschrift Fur
Naturforschung - Section C Journal of Biosciences. https://doi.org/10.1515/znc-2004-
5-617

The Global Natural Product Social Molecular Networking (GNPS). GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00004751292. https://gnps.ucsd.edu/ [2. 05. 2022]

The Global Natural Product Social Molecular Networking (GNPS). GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00005718951. https://gnps.ucsd.edu/ [2. 05. 2022]

Theuretzbacher, U., Outterson, K., Engel, A., & Karlén, A. (2020). The global preclinical
antibacterial pipeline. Nature Reviews Microbiology. https://doi.org/10.1038/s41579-
019-0288-0

Thompson, R., & Wright, A. (1983). Cephalosporin antibiotics. Mayo Clinic Proceedings.

Tiwari, P., Khare, T., Shriram, V., Bae, H., & Kumar, V. (2021). Plant synthetic biology for
producing potent phyto-antimicrobials to combat antimicrobial resistance.
Biotechnology Advances. https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2021.107729

Torok, E., Moran, E., & Cooke, F. (2009). Oxford Handbook of Infectious Diseases and
Microbiology. In Oxford Handbook of Infectious Diseases and Microbiology.
https://doi.org/10.1093/med/9780198569251.001.0001

Turner, N. J. (1977). Economic importance of black tree lichen (Bryoria fremontii) to the
Indians of western North America. Economic Botany.
https://doi.org/10.1007/BF02912559

Votava, M., (2001). Lékarska mikrobiologie obecnda. Brno: Neptun. ISBN 80-902896-2-2.

Xu, M., Heidmarsson, S., Thorsteinsdottir, M., Kreuzer, M., Hawkins, J., Omarsdottir, S., &
Olafsdottir, E. S. (2018). Authentication of Iceland Moss (Cetraria islandica) by UPLC-
QToF-MS  chemical profiling and DNA barcoding. Food Chemistry.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2017.11.073

Yilmaz, M., Turk, A. O, Kivang, M., & Tay, T. (2004). The Antimicrobial Activity of
Extracts of the Lichen Cladonia foliacea and Its (-)-Usnic Acid, Atranorin, and

Fumarprotocetraric Acid Constituents. Zeitschrift Fur Naturforschung - Section C
Journal of Biosciences. https://doi.org/10.1515/znc-2004-3-423

Yu, Z., Tang, J., Khare, T., & Kumar, V. (2020). The alarming antimicrobial resistance in
ESKAPEE pathogens: Can essential oils come to the rescue? Fitoterapia.
https://doi.org/10.1016/j.fitote.2019.104433

59


https://doi.org/10.2174/1389557517666170425105727
https://doi.org/10.1515/znc-2004-
https://gnps.ucsd.edu/
https://gnps.ucsd.edu/
https://doi.org/10.1038/s41579-
https://doi.Org/10.1016/j.biotechadv.2021.107729
https://doi.org/10.1093/med/9780198569251.001.0001
https://doi.org/10.1007/BF02912559
https://doi.Org/10.1016/j.foodchem.2017.ll.073
https://doi.org/10.1515/znc-2004-3-423
https://doi.org/

Yuan, X., Xiao, S., & Taylor, T. N. (2005). Lichen-like symbiosis 600 million years ago.
Science. https://doi.org/10.1126/science.1111347

Yusuf, M. (2018). Handbook of renewable materials for coloration and finishing. In
Handbook  of Renewable  Materials  for  Coloration and  Finishing.
https://doi.org/10.1002/9781119407850

60


https://doi.org/10
https://doi.org/10.1002/9781

