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hﬁd STRUCNI RADOVI

Znacajke, kemizam i uporaba liSaja

MARIJANA ZOVKO!, IVAN KOSALEC?, ZDENKA KALODERA', ANAMARIJA PARTL3,
STJEPAN PEPELJNJAK?

Zavod za farmakognoziju,
2Zavod za mikrobiologiju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveudili$ta u Zagrebu,
3Drzavni zavod za zastitu prirode, Zagreb

UvoD

U stalnoj potrazi za novim biologki aktivnim tvarima, znanstvenici se uvijek iznova okre-
¢u prirodnim izvorima. Osim visih biljaka, vrlo vrijedan izvor takvih tvari su i razligiti
mikroorganizmi. Jedno od podrugja interesa u pronalazenju prirodno aktivnih tvari su i
spojevi prisutni u lifajima. Oni su za medicinu dugo bili nepoznanica, ali su odnedavne
postali vrlo zanimljivi zbog vise korisnih svojstava, medu kojima je i antimikrobno djelo-
vanije. Postoje zapisi koji govore o tome da su se ligaji koristili u narodnoj medicini jo§ u
15. stoljc¢u. Na primjer, vrsta Usnea florida (L.) F. H. Wigg. koristila se kod problema s
kosom, vrsta Xanthoria parietina (L.) Th. Fr. kod zutice, vrsta Peltigera canina (L.) Willd.
protiv bjesnoce, a vrste Cetraria islandica (L.) Ach., Lobaria pulmonaria (L.) Hoffm. i Cla-
donia spp. protiv tuberkuloze. Pogetkom znanstvenog istrazivanja sekundarnih metabolita
lidaja mogu se smatrati pedesete godine proslog stolje¢a kad je utvrdeno djelovanje usnin
ske kiseline na gram-pozitivne bakterijske vrste. Do danas su otkriveni brojni djelotvorni
spojevi prisutni u lisajima. Za oko 60 lisajnih vrsta utvrdeno je antimikrobno, protutu
morsko, antialergeno, imunomodulirajuce i ekspektoransko djelovanje. Ipak, o lifajima se
jos uvijek opcenito relativno malo zna i oni se u zadnje vrijeme svevise istrazuju.

1.STO SU LISAJI?

Lisaji su simbiotske zajednice algi i/ili cijanobakterija (fotobionti) i gljivica (mikobion
ti). Nalaze se u svim zemaljskim stanistima i predstavljaju jednu od najuspjesnijih sim-
biotskih skupina. Postoji oko 17000 do sad otkrivenih vrsta lifaja. U vecine vrsta, miko
biont je iz koljena Ascomycetes (mjesinarke), a u malom broju vrsta iz razreda
Basidiomycetes (stapéarke) i Deuteromycetes (nesavrsene gljive). Fotobionti se dijele na fi
kobiontc i cijanobionte. Fikobionti su eukarioti - zelene alge (Chlorophysa) te rodovi He-
terococus i Petroderma. Cijanobionti su prokariotski fotobionti. Oni mogu biti jednosta
ni¢ni kao rodovi Gloeocapsa i Chirococcus, ili nitasti s heterocistama (stanice bez
fotosintetski aktivnog bojila koje fiksiraju atmosferski dusik) kao rodovi Nostoc, Scytone-
ma, Stygonema i dr. (1). Uloga fotobionta u ovoj simbiotskoj zajednici je fotosinteza, dok
mikobiont crpi hranjive tvari iz podloge i stiti osjetljive stanice fotobionta (2).
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1.1. Grada lidaja

Strukturu lisaja otkrili su 1920.-1945. g. Asahina i Skibata. Tijelo lisaja naziva se
steljka ili talus. Steljka je gradena od dugackih vlaknastih stanica gljiva kojc zovemo hife,
medu kojima su smjestene stanice algi. Steljka moze sadrzavati i izrasline (cefalodije) u ko-
jima se nalazi neki drugi fotobiont. Na popre¢nom presjeku vecine vrsta lisaja jasno sc
raspoznaju tri sloja (slika 1.). Vanjsku povrsinu lisaja grade gusto isprepletene hife koje
tvore koru ligaja. Kora sluzi kao zastita od drugih organizama i prejakog sunca, a u njoj se
mogu nalaziti porc (vece cifele i manje psecudocifele) za izmjenu plinova. Ispod korc nalazi
se sloj stanica algi, sli¢no kao asimilacijski parenhim u listu. Ispod sloja algi nalazi sc srz ili
medula, gradena od spuzvasto organiziranih hifa. U njoj se odvija izmjena plinova (2).

kora I___ g

sloj algi

Slika 1. Poprecni presjek steljke liSaja
(preuzeto i prilagodeno s http:/fwww.ucmp.berkeley.edu/fungi/ lichens).

Postoje &etiri osnovna i dva nesto rjeda oblika rasta lisaja (slika 2.) (3):

a) korasti (krustozni) - Citavom su povrsinom prirasli uz podlogu tako da na njoj tvore
»koru«. Mogu biti i urasli u podlogu tako da iz nje vire samo generativna tijela. Obi¢no
se njihov rast odvija na rubovima steljke.

b) ljuskasti (skvamozni) - Po gradi su sli¢ni korastim ligajima, ali im neki dijelovi steljke
nisu priévriceni za podlogu pa imaju ljuskast izgled.

c) listasti (foliozni) - Ispod srzi imaju i donju koru iz koje se pruzaju rizine - produljene
hife koje podsjecaju na korjenéice kojima su ovi ligaji pri¢vrsceni za podlogu.

d) grmasti (frutikozni) - Pri¢vriceni su za podlogu samo na jednom mjestu i najéedce su
obilno razgranati. Na popreé¢nom je presjeku vidljiva cilindri¢na grada. Umjesto do-
nje kore imaju sredi$nju koru oko koje se nalazi srz. Oko stzi je prsten algi, a oko nje-
ga vanjska kora.

e) zrnati (leprozni) - Javljaju se u obliku pradinastih nakupina. Uopce nemaju koru, veé
samo sloj algi i sloj koji podsjeca na srz. Kod njih nikad nisu opaZena generativna tije-
la, zbog ¢ega ih je tesko razvrstati.

f) sloZeni - Imaju primarnu steljku koja je ¢vrsto priévricena za podlogu i sekundarnu
steljku koja raste grmasto i slabo je pri¢vricena za podlogu. Primarna steljka ¢esto
odumire kod starijih jedinki.
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Slika 2. Osnovni oblici rasta. Redom: korasti, ljuskasti, listasti i grmasti
(preuzeto i prilagodeno s http://www.ucmp .berkeley.edu/fungi/lichens).

1.2. Staniste

Lisaji mogu rasti na zemlji (tcrestricki), drvecu (epifitski) ili kamenju (epilitski). Miko-
bionti iz podloge crpe neke mineralne tvari, ali glavnina hrane lifaja nastaje fotosintezom
u fotobiontu. Zato lisaje koji rastu na kori drveca ne smatramo nametnicima, jer oni
stablu ne uzimaju hranu, ve¢ ga samo koriste kao podlogu za rast. Ligaji koji rastu na sti-
jenama mogu djelovanjem oksalne kiseline razgraditi vapnenac i time pomodi stvaranje
plodnog tla. Zato ih zovemo »pioniri vegetacije«.

Za rast im je pogodnija vlaina klima, ali dobro uspijevaju i u hladnim prasumama gdje
vlaga zraka nije prevelika. No, lisaji nisu izbirljivi. Rastu u umjerenoj, arktickoj, tropskoj
pai pustinjskoj klimi. Mogu prezivjeti temperature u rasponu od -200 do 100 *C. Jedino
§to im smeta jest oneciséenje. U tundrama lisaji i mahovine &ine veéinu biljnog pokrova
(2). Na Antarktiku postoji oko 350 vrsta lifaja i samo 2 vrste visih biljaka.

1.3. Razmnozavanje

Li%aji se mogu razmnozavati nespolno i spolno (sporama). Nespolno razmnozavanje
moze se odvijati na tri nadina, a sva tri ukljué¢uju oba simbiotska partnera. Prvi i najjed-
nostavniji naéin je fragmentacija stcljke. Mali plosnati dijclovi steljke koji se zovu lobule,
otkinu se i nastavljaju zivot kao nova jedinka. Drugi je na¢in putem izidija. To su izrasline
na steljki koje se lako odlome. Mogu biti u obliku §tapica, bradavice ili razgranate. Gra
dene su tako davanjski sloj &ini kora, a u sredini su stanice algi i hife gljiva. Tredi je nagin
pomocu soredija. To sunakupine hifa i stanica algi bez ovojnice. Mogu biti organizirane u
soralije ili rasprostranjene po $irokoj povrsini steljke. Raznosi ih vjetar ili kisa (4).

Spolno se razmnozava samo mikobiont koji onda mora »pronadi« novog fetobionta.
Vrsta spora ovisi o vrsti mikobionta. Mjesinarke stvaraju askospore i katkad konidiospo-
re. Stap&arke stvaraju bazidiospore. Nesavrsene gljive stvaraju samo konidiospore. Posto-
ji i nekoliko vrsta plodista. Apoteciji su plodista u obliku tanjura, nekad izdignuti iznad
povrsine steljke, a nekad udubljeni u nju. Unutar »tanjura« nalaze se askusi sa askospora-
ma i sterilne niti - parafize. Parafize su gradene od hifa i &esto imaju obojen vrh. Ta je bo-
ja vazna u identifikaciji vrsta. Periteciji su plodista koja se nalaze ispod povrsine steljke, sa
malim otvorom prema van. Takoder su gradeni od askusa i parafiza (slika 3.).
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Slika 3. Lisajne askospore
(preuzeto i prilagodeno s http://www.earthlife.net/lichens).

Bazidiji su prosirene hife na ¢&ijim se vrhovima nalaze po &etiri bazidiospore (slika 4.).

Piknidiji su izgledom sli¢ni periteciju, ali u njima se nalazc konidije sa konidiospora-
ma (slika 5). Konidiospore zapravo ne nastaju spolnim putem ve¢ otkidanjem vrhova hi-
fa pa predstavljaju nespolni na¢in razmnozavanja samog mikobionta (3).

_ Bazidij

T

| Piknidij |

é \ A ‘Spore
i

Slika 4. Bazidij i piknidij liaja
(preuzeto i prilagodeno s http://www.earthlife.net/lichens).

2. KEMIZAM LISAJA

Tijekom Zivota ligaji sintetiziraju veliki broj metabolita medu kojima su zbog svog far-
makeloskog u¢inka najinteresantniji fenolni spojevi i polisaharidi. Broj kemijski opisanih
produkata lisaja neprestano raste. Neke, kao npr. antrakinonske pigmente, u pravilu nala-
zimo i u li§ajima i u gljivama koje samostalno Zive, ali vecina sekundarnih tvari koje proiz
vodeligaji obi¢no se ne pojavljuje u drugim organizmima. Sekundarni produkti lisaja obi¢-
no tvore 0,1 do 5 % suhe tvari, a u nekim slu¢ajevima taj udio mose biti i znatno veci (4).

2.1. Fenolni spojevi

Najveci broj sekundarnih produkata lisaja pripada skupini fenolnih spojeva. Medu
njima su najzastupljeniji derivati orcinola i S-orcinola. Te derivate karakterizira iznimno
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velika raznolikost. To je vjerojatno posljedica postojanja niza jednostavnih fenolnih pre-
kursorskih jedinica koje se medusobno vrlo malo razlikuju. Te podjedinice se zatim kon
denziraju u parove. Nakon kondenzacije slijedi niz reakcija kataliziranih blisko srodnim
enzimima od kojih svaki djeluje na malo drugaciji supstrat (4).

Vecinu sekundarnih metabolita lisaja sintetizira mikobiont. Biosinteza vecine produ-
kata polazi od acetatnih jedinica, ali ni drugi prekursori poput sikimi ili mevalonske kise
line nisu rijetkost. Nekoliko skupina tvari, kao §to su naftokinoni i ksantoni, nisu prona-
deni u izoliranim mikobiontima, ali to ne iskljutuje mogucnost da ih sintetiziraju gljive
kao partneri unutar lisaja, jer njihov sekundarni metabolizam u pravilu ovisi o okoliu u
kojem se nalaze. Cini se da na metabolizam mikobionta ne utjece toliko vrsta fotobionta
koliko sama njegova prisutnost (4).

Mecdu fenolnim spojevima lisaja najbrojniji su esteri dvaju ili vise molekula fenolkar-
boksilnih kiselina kao $to su depsidi (npr. perlatoli¢na kiselina, atranorin) ili tridepsidi

(girofori¢na kiselina) (slika 5.) (4).
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Siika 5. Perlatoli¢na kiselina a), atranorin b) (depsidi) i girofori¢na kiselina ¢) (tridepsid)
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Kemijska struktura depsidona vrlo je sli¢na strukturi depsida, ali osim esterskc veze
imaju i etersku vezu izmedu dviju monocikli¢kih jedinica poput npr. fumaroprotocetrar-
ne kiseline (slika 6). Depsidoni vjerojatno nastaju iz depsida u enzimski kataliziranoj
reakciji ciklizacije (5).

Gy ' (])OCCH=CHCOOH
70 CH,
HO™ 0 7 N OH
CHO —
H.C COOH .

Slika 6. Fumaroprotocetrarna kiselina (depsidon)

Medu derivatima dibenzofurana najvaznija je usninska kiselina, #uto obojeni spoj ko-
ji proizvodi gljiviéni partner u nekoliko vrsta lisaja. Ona postoji u obliku dva enantiome-
ra koji se razlikuju u konfiguraciji metilne skupine na polo#aju 9b (slika 7) (4).

H,COG
0
HO @ 0
H,C
H,C COCH,
OH HO

Slika 7. Usninska kiselina

Od aromatskih pigmenata &esti su antrakinoni i ksantoni dok su kromoni i naftoki-
noni nesto rjedi. Svi oni spadaju u poliketide, spojeve s izmjeni¢nim karbonilnim i meti-
lenskim skupinama. Medu antrakinonima je najéesci parietin, a u vrstama roda Clado-
nia Cesto se moZe naci crveni naftokinon, rodokladoni¢na kiselina. (slika 8) (4).

OH 0 OH
| HCo .

NG
y | P Y /)——COCH,
H,C-O CH, HO
o) o oH OH
a) b)

Slika 8. a) parietin (antrakinon) i b) rodokladoniéna kiselina (naftokinon)
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2.2. Polisaharidi u lisajima

Pelisaharidi izolirani iz lifaja uglavnom su linearni ili rijede supstituirani o i B-gluka-
ni. Poznati su i neki galaktomananski polisaharidi dok su ostali tipovi struktura znatno
rjedi. Najvainiji primjeri glukanskih polisaharida su lihenan i izolihenan iz islandskog
lisaja, Cetraria islandica (L.) Ach. (6). Lihcnan je u vodi netoplijivi polisaharid koji ima
linearnu (1 »3)-(1—4)-8-D glukansku strukturu s omjerom veza 3 : 7. Ovaj omjer nije
stalan, a njegova promjena u pravilu dovodi i do promjena u topljivosti. lzolihenan je
a-glukan linearne (1—3)-(1 >4)-a-D glukanske strukture i za razliku od lihenana dobro
je topljiv u vodi. Omijer veza je najéesce 2 : 1, ali se u literaturi pojam izolihenan &esto rabi
i za polisaharide s drugim omjerima (1—3) i (1—>4) a-glikozidnih veza.

(Galaktomanani su do sad izolirani iz 24 vrste lisaja, medu njima i iz islandskog lisaja,
a razlikuju se prema omjeru glaktoze, manoze i glukoze. U pravilu je udio manoze veci od
udjela galaktoze i glukoze, a pronadeni su i galaktomanani bez glukoznih podjedinica.

Medu heteropolisaharidima najpoznatiji je tamnolan izoliran iz vrste Thamnolia sub
uliformis (Ehrh.) Culb. (Th. vermicularis (Sw.) Schaer. var. subuliformis (Ehrh.) Schaer.)
polisaharid ramnopiranozilgalktofurananske strukturc u kome prevladavaju (1 —3) veza
nc B-D galaktofuranozilne podjedinice s kompleksnim ramnopiranozilnim postranim
lancima i terminalnim ksiloznim jedinicama (7).

2.3. Smjestaj metabolita unutar lisaja

Obojeni sekundarni metaboliti, poput usninske kiseline i antrakinona, uglavnom su
smijesteni u gornjoj kori, ali njihova rasprostranjenost nije jednolika po cijeloj povrsini
steljke. U gornjoj kori su smjesteni i neki neobojeni spojevi kao §to su atranorin i skva-
matiéna kiselina. Za razliku od njih, depsidi i depsidoni su smjesteni u srzi. Razlike u ras-
podjeli metabolita vierojatno su posljedica smjestaja pojedinih enzima u razli¢itim dijelo-
vima lifaja. Kod frutikoznih lisaja sastav fenolnih spojeva ovisi o starosti. U mladim
lisajima ima vise usninske i vulpinske kiseline, a u starijima vise atranorina. Iznimka je
drvnilisaj (Pseudevernia furfuracea (1..) Zopf.) kojoj se starenjem smanjuje koli¢ina atrano-
rina i perlaktoli¢ne kiseline, dok koli¢ina fizodi¢ne kiseline raste (4).

Mnogi sekundarni metaboliti lisaja izlu¢uju se iz stanica koje ih stvaraju i odlazu ek-
stracelularno u obliku kristala. To je vierojatno prilagodba kojom se sprjecava autotoksi
¢nost uslijed nagomilavanja fenolnih spojeva. Izlu¢ivanje sekundarnih metabolita mogao
bi biti i naéin ispravljanja metaboli¢cke neravnoteze do koje bi moglo do¢i zbog nagomila-
vanja produkata fetosinteze u odnosu na produkte s dusikom. S druge strane, izbacivanje
energijom bogatih sastojaka iz glavnih metaboli¢kih putova mogla bi biti prilagodba ko-
jom se smanjuju izvori energije dostupni mikobiontu i tako ograni¢ava njegova agresiv
nost (4).

2.4. Uloga fenolnih spojeva u lidajima
Fenolni spojevi u lifajima mogu imati raznolike bioloske funkcije kao $to su zastita ili

prilagodba ligaja okolisu u kojem se nalaze $to je znacajno zbog sporog rasta lisaja. Vise
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od polovice svih vrsta lisaja sadrie produkte sposobne za antibiozu. Takvi produkti mogu
sluziti za zastitu steljke od drugih organizama kao 3to su kukci, puzevi, nematode i mikro-
organizmi. Ta kemijska zagtita moze biti konstitutivna ili inducirana. Konstitutivna rezis-
tencija temelji se na produkciji fenolnih inhibitora prije napada i najbolja je zastita od
ivetinja. Inducirana rezistencija temelji se na akumulaciji inaktivnih metabolita koji se
po potrebi modificiraju u aktivne. Tako se lisaji stite od bakterija, virusa, gljivica i nema
toda (8). Od fenolnih spojeva aktivni su usninska kiselina, te depsidi i depsidoni orcinol-
nog tipa. Zanimljivo je da niti odjecu koja je obojana bojama dobivenim od liaja ne na
padaju molici (4).

Mnogi sckundarni metaboliti sprie¢avaju dozrijevanje spora i sjemenki mnogih bilja-
ka ili drugih lisaja. Na primjer, fumaroprotocetrarna, usninska, everninska, lekanori¢na
i stikti¢na kiselina te atranorin inhibiraju klijanje spora i rast nekih mahovina in vitro. In
hibitorni ucinci ovisni suo pH i koncentraciii, pa npr. fumaroprotocetrarna kiselina ima
jace inhibicijsko djelovanje kod nizeg pH, dok je usninska kiselina aktivnija pri visim pH
vrijednostima (8). Drugi spojevi inhibiraju fotosintezu u kloroplastima ili ograni¢avaju
transpiraciju u korijenu visih biljaka. Na primjer, (-)enantiomer usninske kiseline poka-
zuje herbicidno djelovanje (9). Ipak nema znanstvenih dokaza da su kemijski dobro zasti-
cene vrste lisaja uspjesnije u prirodi od drugih vrsta (4).

Pod utjecajem UV zraéenja moze doci do ostecenja genskog materijala lisaja. Stoga ve-
c¢ina sekundarnih produkata lisaja snaino apsorbira u UV podruéju, a neki i u podruéju
vidljive svjetlosti. Primjerice, usninska kiselina pokazuje apsorpcijski maksimum u oba
podruéja spektra i tako $titi lidaj znatno jace nego tvari koje apsorbiraju samo u podrué¢ju
vidljive svjetlosti kao npr. karotenoidi. Dodatna potvrda ulogc usninske kiscline i parieti-
na u zadtiti od 3tetnog djelovanje sunéeve svijetlosti jest to $to je njihova koli¢ina veca u
nekim vrstamakoje rastu na svietlu (4). Istrazivanjima u uvjetima in vitro je dokazano da
prisutnost vidljive svietlosti stimulira biosintezu usninske kiseline. Ipak, brzina biosinte-
ze ne ovisi o intenzitetu svietlosti nego o prisutnosti ribitola ili drugih ugljikohidrata, a
kod nekih vrsta i o temperaturi (10). [ drugi sastojci kore poput atranorinai parietina kao
i neki medularni sastojci poput everninske, fizodi¢ne, lekanorne ili salazini¢ne kiseline
imaju apsorpcijski maksimum u UV podruéjui tako vierojatno doprinose zastiti lisaja od
$tetnog utjecaja sunceve svietlosti (4).

Kako je velik dio arktickih vrsta ligaja tamno pigmentiran, apsorpcija u vidljivom dije-
lu spektra mogla bi biti i prilagodba kojom se povecava temperatura steljke ili koli¢ina
svietlosne energije dostupne za fotosintezu. Npr. atranorin apsorbira UV zracenje kojeg
potem emitira na valnoj duljini 425 nm $to je apsorpcijski maksimum klorofila. Medu-
tim, kako lisaji koji rastu u sjeni nemaju nista vige atranorina od onih na svjetlu, ¢ini se
da njegova uloga u prikupljanju svietlosnc energije i poticanju fotosinteze ipak ima ogra-
ni¢enu vaznost (4).

Fenolne kiseline, poput stikti¢ne i fizodi¢ne, imaju sposobnost keliranja kationa iz mi-
neralnih supstrata. Stoga bitekiselinc mogle sudjelovati u prikupljanju mineralnih tvari
iz pedloge na kojoj ligaj raste. No, smatra se da su za tu funkciju ipak vazniji membranski
proteini ili organske kiseline poput oksalne koje lu¢i mikobiont (4).
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Zbog hidrofobnosti mnogih produkata lisaja, njihove obilne naslage na gornjoj kori
mogle bi imati ulogu sprje¢avanja mocenja li§aja s gornje strane ili zadrzavanja vode dobi-
vene na drugi nacin. Ovo bi mogla biti prilagodba kod vrsta koje Zive u ekstremno vlaz-
nim ili suhim uvjetima (4). S druge strane, dio hidrofobnih spojeva izlucuje se u stz lisa-
ja. Tako se sprje¢ava zadriavanje prevelike koli¢ine vode u unutrasnjosti lisaja te
omogudava stalna izmjena plinova s atmosferom (11).

Sekundarni metaboliti mogu imati ulogu u uspostavljanju ravnoteze izmedu metabo
lizma fotobionta i mikobionta. Neki produkti mikobionta mogu suprimirati aktivnost fo-
tobionta u starijim, manje aktivhim, dijelovima lisaja. Primjerice, u liajevima ureaza raz-
graduje ureu na uglji¢ni dioksid, potreban za fotosintezu, i amonijak koji bi se mogao
koristiti u sintezi proteina. Mikobiontski metabolit, usninska kiselina, ireverzibilno inhi-
bira ureazu reakcijom s -SH skupinama u aktivhom mjestu. S druge strane, fotobionti
sadrze hidrolazu usninske kiseline i na taj nadin ograni¢avaju njezino inhibicijsko djelova-
nje na ureazu. Neki od sekundarnih metabolita povecavaju permeabilnost stjenke stani-
ca algi pa vise produkata fotosinteze izlazi iz njih i sluzi kao hrana mikobiontu (4).

3. DJELOVANJE 1 UPORABA LISAJA
3.1. Antimilrobno djelovanje

Antimikrobno djelovanje je ispitano u velikom broju studija. Pokazalo se da iscprine
dobivene od lisaja najbolje djeluju na gram-pozitivne bakterijske vrste. Maniji broj iscrpi
na dobro djeluje i na gram-negativne bakterije, kvasnice ili dermatofite (12). Antimikro-
bno djelovanje pokazuje veliki broj izoliranih produkata lisaja npr. alektosarmentin, pana
rini 1’-klorpanarin (argopsin), emodin, fiscion, metil-hematomat, metil i etilorselinat,
metil-B-orselinat, norliheksanton, zatim everninska, leprapini¢na, protolihesterini¢na,
pulvinska i usninska kiselina te njihovi derivati. Medu njima, djelotvornost usninske ki-
seline je najbolje ispitana. Oba njezina enantiomera su u¢inkovita protiv velikog broja
gram-pozitivnih bakterijskih sojeva, uklju¢ujuci i neke klinicke izolate, neovisno o otpor-
nom fenotipu. Narogito je vazna inhibicija rasta multirezistentnih sojeva vrste Streptoco-
ccus aureus, te nekih enterokoka i mikobakterija. Cini se da je (+)-enantiomer usninske se-
lektivan prema vrsti Streptococcus mutans bez negativnog ucinka na saprofitnu floru usne
$upljine. Stoga na trzistu postoji nekoliko vodica za usta koji sadrze usninsku kiselinu, a
ona se rabi i kao konzervans u kozmetici (4). Kombinacija bakrovih soli usninske i unde-
cilenske kiseline znacajno poboljsava klinicku sliku kod dermatofitije stopala (9).

3.2. Antivirusno i antiparazitsko djelovanje

Antivirusno djelovanje je dokazano za nekoliko sekundarnih metabolita lisaja, primje-
rice za emodin, 7-kloremodin, 7-klor1-O-metilemodin i 5,7-dikloremodin (11). Sulfoni-
rani oblik acetilpustulana suprimira nastanak divovskih stanica zarazenih HIV-om (4).
[straZivanja su pokazala da je (+)-enantiomer usninske kiseline u¢inkovit protiv Epstein-
Barr virusa. Ukoliko se kombinacija usninske kiseline s cinkovim sulfatom koristi kao
dodatna terapija kod genitalnih infekcija humanim Papilloma virusom znacajno se ubrzava
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reepitelizacija tkiva nakon operacije (9). Usninska kiselina inhibira i proliferaciju misjeg
poliomavirusa u 3T6 stanicama i to u koncentracijama koje su za stanicu netoksi¢ne.
Smatra se da usninska kiselina djeluje kao generi¢ki represor transkripcije RNA (13).
lako metaboliti lisaja djeluju i na mikobakterije, dosadagnja istrazivanja su pokazala da su
manje djelotvorni od antibiotika koji su trenutno u upotrebi (14).

In vitro istrazivanja su pokazala da usninska kiselina djeluje i na vrstu Trypanosoma
cruzi §to je &ini potencijalnim kemotcrapeutikom u terapiji Chagasove bolesti (15). Zabi-
ljezeno je i djelovanje (+)-usninske kiseline na vrstu Leishmania amazonensis na in vivo
modelu, no to je djelovanje bilo ograni¢eno na intralezijsku, ali ne i na oralnu ili subku-
tanu primjenu (16).

3.3. Citostaticko i antitumorsko djelovanje

Iscrpine i izolirani metaboliti lidaja u nekoliko su studija pokazali citostati¢ko djelova-
nje. Primjerice, eterske i n-heksanskeiscrpinelisaja vrsta Cladonia convoluta (Lam.) Anders,
Cladonia rangiformis Hoffm., Parmelia caperata (L.) Ach. (= Flavoparmelia caperata), Pla-
tismatia glauca (L.) Culb. & Culb. i Ramalina cuspidata (Ach.) Nyl bile su selektivno
citotoksi¢ne na nekoliko stani¢nih linija humanih karcinoma kao $to su kroni¢na mije-
loi¢na leukemija (CCL-243), adenokarcinom dojke (HTB-22) i glioblastom (RCB-0461)
(17). Enzimi 12-lipooksigenaza su proteini &ija je ekspresija povecana u malignim stanica-
ma. Stoga se smatra da oni imaju vaznu ulogu u njihovom rastu, angiogenezi i nastanku
metastaza. In vitro istrazivanja su pokazala da je baeomicesi¢na kiselina iz vrste Thamno-
lia vermicularis Schaer. (slika 9.) umjereni, a lobarna kiselina iz vrste Stereocaulon alpinum
L. i (+)-protolihesterinska kiselina iz islandskog lisaja snazni inhibitori tih enzima (18).

Usninska kiselina je pokazala i antitumorsku aktivnost na nekoliko tumorskih mode
la (9), kao i antimitotsku aktivnost na nekoliko vrsta biljnih (Nicotiana tabacum) (L.) Ach.
i zivotinjskih stani¢nih linija (leukemijske neoplasti¢ne stanice i stanice adenokarcinoma)

o/
I

Slika 9. Vrsta Thamnolia vermicularis
(preuzeto s http://home.hiroshima-u.ac.jp/lichen/jiman/thamnolia.htm)
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te na neke stanice kvasnica i plijesni (Saccharomyces cerevisiae, Fusarium moniliforme).
Cinjenica da usninska kiselina djeluje antimitotski na sve modele govori u prilog pret-
postavci da se radi o aktivnosti na nekoj vrlo bazi¢noj razini metabolizma, zajednickoj za
sve ispitivane sustave (19). I mnogi polisaharidi djeluju antitumorski kao npr. pustulan i
izolihenan. Neki od njih samo sprje¢avaju rast tumora, a neki ih i smanjuju ne zasad
nema klinickih testova koji bi potvrdili to djelovanje. Fizodi¢na kiselina bi mogla imati
ulogu u prevenciji nastanka tumora jer kiselina inhibira mutageno djelovanje heteroci-
kli¢kih amina koji se esto javljaju u grijanoj hrani (4).

3.4. Imunomodulatorno djelovanje

Iz islandskog lisaja (slika 10.) izoliran je imunoloski aktivan polisaharid, razgranati ga-
laktomanan s okosnicom sastavljenom iz dva strukturna elementa, (1—6)-@-D-manopira-
nozilne i (1—>6)-a-D-galaktopiranozilne podjedinice. Taj polisahariharid je pokazao izra-
#eno imunostimulirajuce djelovanje u in witro fagocitoznom testu i u in vivo testu klirensa
ugljika. Potoniji test je pokazao da je djelotvornost polisaharida islandskog lisaja usporediva
s djelotvornoscu lentinana, fungalnog polisaharida koji se u Japanu koristi kao dodatna
terapija za rak (20).

[ iz vrste Thamnolia vermicularis var. subuliformis izoliran je gelirajuci polisaharid A-
letinanskog tipa s (1—3)-B-glukanskom strukturom i grananjem na O-6 nazvan Ths-2.
Taj pelisaharid je pokazao veliku djelotvornost u in vitro komplementarnom testu. S obzi
romna letinansku strukturu Ths2, pripravci od lisaja Thamnolia vermicularis var. subuli-
formis mogli bi imati imunomodulatornu aktivnost sli¢nu Shiitake gljivama (Lentinula

aty S " .
Slika 10. Islandski lidaj (Cetraria islandica (L.) Ach.)
(preuzeto s http//www.nhn.uio.no/botanisk/lav)
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edodes (Berk.) Pegler) i drugim tradicionalno koristenim imunostimulansima (21). Polisa
haridi prisutni u vodenoj i bazi¢noj iscrpini lisaja vrste Peltigera canina (L.) Willd. induci-
raju proliferaciju i tvorbu interleukina 10 (IL:10) u stanicama slezene dtakora kao i sekre-
ciju ¢imbenika nekroze tumora alfa (TNF-a) peritonealnih makrofaga $takora. Navedeni
polisaharidi tako utje¢u i na stanice koje sudjeluju u prirodenom i stanice koje sudjeluju
u ste¢enom imunitetu (22).

3.5. Analgetsko, antipiretsko, antitrombotsko i protuupalno djelovanje

Usninska i difraktai¢na kisclina izolirane iz lifaja Usnea dif fracta Vain. djeluju kao
analgetici i antipiretici. Pri tome difraktai¢na kisclina snizava normalnu tjelesnu tempe-
raturu laboratorijskih miseva, dok usninska kiselina djeluje samo na lipopolisaharidima
induciranu hipertermiju (23). In vivo ispitivanja protupalnc aktivnosti (+)}usninske kise-
line pokazala su da je njezina u¢inkovitost nakon kroniéne i akutne oralne primjene ovis-
na o dozi, a intenzitet djelovanja usporediv s intenzitetom djelovanja kontrolne supstan-
ce, ibuprofena (24). Protupalni u¢inak u uvjetima in vitro pokazao je i longisiminon
izeliran iz vrste Usnea longissima Ach. (slika 11.) (25) kao i vulpinska kiselina (26).

Iscrpina lidaja vrste Umbilicaria esculenta (Miyoshi) Mink. pokazao je antitrombotsku
aktivnost. Naken oralne primjene iscprine produzilo se vrijeme krvarenja, a smanjila
smrtnost i paraliza miseva inducirana kolagenom i epinefrinom. S druge strane, iscrpina
nije pokazala fibrinoliti¢ku aktivnost niti je promijenila koagulacijske vrijednosti poput

Stika 11. Usnea longissima
(preuzeto s http:/Avwwnlum.uio.no/botanisk/lav)
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parcijalnog tromboplastinskog vremena, protrombinskog vremena ili trombinskog vre
mena. Stoga je antitrombotska aktivnost iscprine lisaja vrste Umbilicaria esculenta vjero-
jatnije posljedica antitrombocitne nego antikoagulativne aktivnosti (27).

3.6. Djelovanije na gastrointestinalni sustav i apetit

[spitivanja antiulcerogenog ucinka vodene iscprine vrste Usnea longissima te difraktaic¢-
ne i usninske kiscline izolirane iz tog lisaja na indometacinom inducirane gastricke lezije
kod stakora pokazala su znacajan gastroprotektivni ucinak ekstrakata kao i cistih kiseli-
na. Taj u¢inak se moze pripisati reducirajucem djelovanju na tvari koje nastaju prilikom
oksidativnog stresa te inhibiciji infiltracije neutrofila u ostecena tkiva (28, 29, 30). Pro
tolihestrinska kiselina iz islandskog lisaja djeluje i na bakteriju Helycobacter pylori (14)
jednog od glavnih uzro¢nika zelucanog vrijeda.

Gorke tvari iz islandskog liaja, fumaroprotocetrarna i cetrarna kiselina, poticu izlugi-
vanje Zelu¢anog soka i povecavaju apetit (31). [ vrsta Lobaria pulmonaria se koristi kao ape
ritiv. S druge strane, usninska kiselina je prisutna na ameri¢kom trzistu kao sredstvo ko-
je pomaze smanjenju prekomjerne tjelesne tezinc. No, postoje indicije da bi se preparati
koji ju sadrze mogli uskoro povudi s trzista zbog sumnje da izazivaju hepatotoksi¢nost

(32).

3.7. Ostala djelovanja

Lisaji pokazuju i druga zanimljiva djelovanja. Dilakton pulvinske kiseline je kardioto-
nik. (+)-usninska kiselina, giroforna kiselina i difraktainska kiselina djeluju antiprolifera
tivno i inhibiraju aktivnost keratinocita. Usninska kiselina povecava propusnost mem-
brana za vodikove ione (26).

Pripravci od vrste Lobaria pulmonaria koriste se kod astme i problema s mjchurom.
Najpoznatiji li$aj koji se danas koristi u medicini je svakako islandski lisaj. Protolihestrin-
ska kiselina u islandskom lisaju je aktivan sastojak infuza za opstrukciju gornjih disnih
putova (14). Od islandskog se lisaja radi infuz ili macerat, a sadrze ga i neki gotovi ljeko-
viti pripravci (npr. antisepticke karamelc). U puckoj medicini koristi se na ranama koje
tesko zacjeljuju, kao roborans i laktagog (31).

3.8. Uporaba u prehrani

Lisaji predstavljaju i vrijedan izvor hranjivi tvari. Njihova hranjiva vrijednost potjece
uglavnom od ugljikohidrata. Imaju samo 1-5% proteina, a gotovo da i nemaju masti. U
Japanu se od vrste Umbilicaria esculenta rade juhe i salate. [ u drugim zemljama se jedu
vrste roda Umbilicaria. Na Aljaski se vrsta Flavocetraria cucullata (Bellardi) Karnefelt &
Thell koristi kao zac¢in za juhe. Jestivi su i lisaji: Lassalia pustulata (L.) Mérat, Bryoria sp. i
islandski ligaj (4). Neki smatraju da je biblijska mana zapravo lisaj Lecanora esculenta
(Pall.) Eversm. koji raste na stijenama, ali se od njih lako odvoji pri ja¢cem naletu vjetra.
Vjetar ga nosi po pustinji, a po kisi se nekad i nakuplja u vece nakupine. Sobov ligaj Cla-
donia rangiferina (L.) Web. je vrlo vazan izvor hrane za jelene i sobove, a koristio se i za
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proizvodnju brandyja u Svedskoj, ali je ta proizvodnja brzo zaustavljena zbog istrjcblienja
lokalnih lisaja. Vrsta Lobaria pulmonaria koristila se kao zamjena za hmelj u proizvodnji
piva u Europi i Sibiry, a u Indiji su njenim prahom prali kosu. Jo§ nekoliko vrsta lisaja se
koristilo kod pranja kose u Indiji i Europi. U Mauritaniji se vrsta Parmelia paraguariensis
Lynge pusila kao duhan. Neke se vrste ligaja koriste kao opojne droge u Brazilu i Indiji.

3.9. Uporaba u kozmetici

U industriji mirisa danas su vaine dvije vrste lisaja - Pseudevernia furfuracea (drvni li-
$aj) i Evernia prunastri (hrastov lisaj). Glavni mirisni sastojci tih vrsta su monoterpeni
(kamfer, borneol, cineol, geraniol) (4). Danas se oko 9000 tona lisaja godi$nje upotrijebi
u proizvodnji parfema no ta se koli¢ina neprestano smanjuje. Osim ekologkih razloga to
je posljedica i ¢injenice da su neke vrste lifaja alergogene. Medu alergenima prisutnim u
lisajima isticu se usninska kiselina, atranorin i everninska kiselina. Kako se lisaj skuplja
zajedno s korom drveta na kojemu raste, moguca je i pojava alergije na biljne tvari iz pod-

loge (33).

Mnogi spojevi koje nalazimo u lisajima koriste se u preparatima za zastitu od sunca.
To su fenolni spojevi atranorin, panarin, parietin, giroforna, usninska i lekanorna kiseli-
na zatim razliciti ksantoni, antrakinoni itd. Utvrdeno je da ti spojevi inhibiraju UV-indu-
cirano vezanje 8-metoksipsolarena na protcine, ali sam mehanizam te inhibicije nije de-
taljno istrazen (34).

3.10. Ostale uporabe

Mnoge vrste li§aja izlu¢uju intenzivno obojene pigmente. Jo§ su americki Indijanci
koristili lisaje u proizvodnji boja, a neki od njih su i danas u uporabi. Primjerice, vrsta
Letharia vulpina (L.) Hue. sadrzi zutu vulpinsku kiselinu. Smeda boja dobiva se od lisaja
Parmelia omphalodes (L.) Ach. Za bojanje vune u crvenosmedu boju koriste se vrste Arcto-
parmelia centrifuga (L) Hale, Aspicilia calcarea (L.) Mudd. i neke vrste rodova Cladonia i
Parmelia. Za bojanje drva koriste se vrste roda Bryoria koje daju crnu boju. Himalajski
pastiri rade boju za lice tako da pljunu na kamen na kojemu je lisaj Buellia cf. subsoriroides
S. Singh & Awas. da bi dobili pastu koju nanose na kozu. Ukoliko se depsidi i depsidoni
prisutni u vrsti Rocella tinctoria D.C. hidroliziraju pomocu amonijaka nastaje orcinol.
Daljnjom reakcijom orcinola s amonijakom u prisutnosti zraka nastaje crveno-ljubicasta
smjesa fenoksazona koja se naziva orcein. Ako se ista reakcija odvija u bazicnom mediju
oksidacija i polimerizacija idu jo$ dalje tc nastaje lakmus. On se koristi kao indikator kise-
losti, uglavhom impregniran na papiru. Ipak, upotreba lisaja za proizvodnju boja sve je
rjeda zbog ugrozenosti mnogih vrsta (4).

Egipcani su lisaje koristili u mumificiranju tako $to su njima punili tjelesne $upljine
mumija. Uglavnom su to bile vrste rodova Evernia i Pseudevernia. Vrsta Alectoria sarmen-
tosa se stavljala u vatru za stvaranje dima kojeg su Indijanci koristili za sporazumijevanije
na daljinu. Vrsta Bryoria fremontii (Tuck.) Brodo & D). Hawksw. se u smjesi s blatom ko-
ristila za popunjavanje rupa u drvenim kolibama u Kanadi. Lisaj Cladina stellaris (Opiz)
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Brodo se u velikim koli¢inama koristi za ukrasavanje vijenaca i buketa i za izradu arhitek-
tonskih modela. U Kanadi su se vrste Alectoria sarmentosa (Ach.) Ach. i Usnea longissima
koristile kao smjesa za punjenje madraca i jastuka u sezonskim kampovima. Zbog svojih
upijajucih svojstava vrste Alectoria sarmentosa, Ramalina menziesii Tayl. i Usnea spp. ra-
bile su se u izradi pelena za bebe i higijenskih ulozaka. Vrsta Letharia vulpina dobila je
svoje ime jer su njome nekad trovali vukove i lisice.

Zbog svoje osjetljivosti na oneciséenje, lisaji se upotrebljavaju kao bioindikatori za
procjenu oneti$éenja nekog podruéja (35). Postoje skale (npr. Hawksworth-Rose, te Van
HaluwynLerond) u kojima je zabiljezeno koliko je koja vrsta otporna na oneciscenje te se
prema vrstama koje rastu na odredenom podrugju procjenjuje oneciséenje zraka. Na one
izlozeni zraku. Zbog sposobnosti komplcksiranja teskih metala, u blizini tvornica ligajima
se mjeri oneciséenje teskim metalima. Lihenometrija je grana koja se bavi prouc¢avanjem
brzina rasta pojedinih vrsta lisaja. Oni rastu vrlo sporo, nekoliko milimetara godi$nje
pa se veli¢ina lisaja moze koristiti za odredivanje starosti skulpture ili gradevine na kojoj
rastu.

ZAKLJUCAK

Ligaji se tradicionalno rabe u razli¢itim granama ljudske djclatnosti, od tekstilne in-
dustrije do kozmetike i prehrane, a u novije vrijeme pobuduju i interes farmaceutske in-
dustrije. Raznolikost uporaba je posljedica prisutnosti velikog broja kemijskih spojeva
prisutnih u li§ajima. S farmaceutskog stajalista, od najveceg su interesa fenolni spojevi i
polisaharidi. Fenolni spojevi su se pokazali vrlo djelotvornima na gram-pozitivne mikro-
organizme, ali to djelovanje nije ograni¢eno samo na njih nego i na gram-negativne orga-
nizme, kvasnice, dermatofite te viruse i parazite. Medu mnogobrojnim ispitivanim spoje-
vima, svojom aktivno$cu istice se usninska kiselina. Vecina ispitivanih ekstrakata lisaja
pokazala je i antitumorsko djelovanje, koje se moglo pripisati jednoj ili vise tvari izolira-
noj iz biljnog materijala. Interesantno je i imunostimulirajuce djelovanje koje pokazuju
polisaharidi prisutni u islandskom li§aju, Cetraria islandica, te vrstama Thamnolia vermi-
cularis i Peltigera canina. Spojevi prisutni u lifajima pokazuju i neka djelovanja karakteris
tiéna za analgoantipiretike poput analgetskog, antipirctskog, antitrombotskog i protu-
upalnog djelovanja. Jedan dio tih djelovanja se mogao pripisati usninskoj i difraktai¢noj
kiselini. Te kiseline, kao i neki drugi metaboliti lisaja, pokazali sui gastroprotektivno dje-
lovanje. To je narotito interesantno jer je jedan od najvecih nedostataka nekih od anal-
goantipiretika koji su danas u uporabi upravo uloga u nastanku zelu¢anog ulkusa. S obzi
rom na veliku raznolikost metabolita i djclovanja koje oni pokazuju, ligaji predstavljaju
vrlo interesantno istrazivatko podrugje. Stoga se s razlogom moze pretpostaviti da ce ovi
zanimljivi simbionti i njihovi produkti sve vise zauzimati mjesto u suvremenim na¢inima
lijecenja.
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Characteristics, chemistry and use of lichens
by M. Zovko, 1. Kosalec, Z. Kalodera, A. Partl, S. Pepeljnjal

Summary

Lichens are traditionally used in many aspects of human activities, from textile indus-
try to cosmetics and nutrition. Recently, lichen metabolites have become a subject of in-
tensc pharmaceutical research. Among them, phenolic compounds and polysaccharides
are the most interesting. Examples of metabolically active phenolics include some pheno-
lic acids such as usnic, protolichesterinic and diff ractaic acid, derivatives of emodin and
orsclinate, longissiminone and others. Those and other phenolic compounds have de-
monstrated antimicrobial, antiviral, antitumor, analgesic, antipyretic, anti-inflammatory,
gastroprotective and many other pharmacological activities. On the other hand, lichen
polysaccharides have demonstrated significant immunostimulatory activity. Thus, lichens
and the products obtained from lichens offer a promising field for research of new phar-
macologically active substances.
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