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Ekstrakty z grzybow jako zrodlo substancji o aktywnosci
przeciwwirusowej. 1I. Zastosowanie metod chromatograficznych
do izolacji substancji przeciwwirusowych z Piptoporus betulinus

(Bull. ex Fr.)

I'pubHble 9KCTPAKTbl KaK MCTOYIIMK BEILleCTBA C aHTMBMPYCHOM aKTMBHOCTHIO. II.
IIpumenenne xpoMaTOorpadMyeCKuX METOAOE B BbIAEJE€HMM aAHTUBUPYCHBIX BELECTB
u3 Piptoporus betulinus (Bull, ex Fr.)

Fungal Extracts as Source of Antiviral Substances. II. Application
of the Chromatography Methods for the Isolation of Antiviral Substances
from Piptoporus betulinus (Bull. ex Fr.)

Owocniki grzyba Piptoporus betulinus (Bull. ex Fr.) zawieraj
szereg substancji biologicznie aktywnych: o wilasciwosciach przeciwbak-
teryjnych (6, 18), hamujgcych mitoze komoérek roslinnych (24), stymu-
lujagcych wzrost grzybow (6) i dzialajagcych przeciwwirusowo (11). Nie-
ktore z tych substancji zostaly izolowane z grzybni i okreslono ich
strukture chemiczng. Uzyskano kilka zwigzkow o charakterze trojter-
penow, takich jak kwasy poliporenowe A, Bi C (2, 3, 4, 6, 7, 8, 10, 17, 21),
kwas eburikowy (6), kwasy tluszczowe, kwas olejowy, neosterol, fitoste-
rol (17) i inne blizej nie znane trojterpeny. Przy otrzymywaniu tych
zwigzkow ekstrahowano je z grzybni rozpuszczalnikami organicznymi
1 rozdzielano przez estryfikacje, hydrolize i frakcjonowana krystalizacje.
Stosowano réwniez chromatografie kolumnows i cienkowarstwows do
oczyszczania tych zwigzkow.

Celem tej pracy byla izolacja substancji przeciwwirusowych z owoc-

nikow Piptoporus betulinus przy zastosowaniu metod chromatograficz-
nych.

1 Annales, sectio C, vol. XXXV1
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MATERIALY I METODY

Grzyb. Do badan uzyto wysuszone i rozdrobnione owocniki Piptoporus be-
tulinus (Bull. ex Fr.), zebrane w okolicach Lublina.

Szczepy wirusow. Wirus kleszczowego zapalenia moézgu (KZM) szczep
K;s o mianie 107°LDg*/ml adaptowany do myszy. Wirus ten uzywano do doswiad-
czen in vivo. Wirus krowianki (Vaccinia), szczep szczepionkowy. Miano wirusa
okreslone w hodowli tkankowej fibroblastow zarodka kury wynosito 108SPFU**/ml.
Wirus pecherzykowego zapalenia jamy ustnej (VSV) szczep Indiana. Miano wi-
rusa okres$lone w hodowli tkankowej fibroblastéw zarodka kury wynosilto
1079TCID;,***/ml. Wirus krowianki i VS jako wirusy dokazajace uzywano w do-
swiadczeniach in vitro.

Hodowle tkankowe. FZK — pierwotng hodowle fibroblastow zarodka
kury otrzymywano standardowg metoda trypsynizacji 9-dniowych zarodkow ku-
rzych. Do hodowli uzywano plynu Eagle’a z 10% surowicy bydlecej.

Szczepy bakterii. Poszczegdlne, uzyte w doswiadczeniach szczepy bakte-
ryjne otrzymano z Zakladu Fizjologii Roslin UMCS. Namnazano je na skosach
z agarem odzywczym lub w bulionie odzywczym.

Zwierzeta. Do badan in vivo uzyto myszki biale Swiss-Albino wagi ok. 13 g.

Podltoza do hodowli tkankowych. Plyny do hodowli tkankowych,
surowice bydlecg i cieleca oraz trypsyne otrzymano z Lubelskiej Wytwoérni Su-
rowic i Szczepionek.

Wzorce kwasow poliporenowych. Wzorce kwas6w poliporenowych
A i B otrzymano dzieki uprzejmosci prof. dr Ireny Matunowicz z Instytutu Pod-
staw Chemii Akademii Rolniczej we Wroctawiu.

Metody izolacji substancji biologicznie aktywnych z Pip-
toporus betulinus. Rozdrobnione owocniki huby ekstrahowano alkoholem etylowym
w temperaturze pokojowej przez kilka tygodni. Ekstrakt etanolowy odparowano do
suchosci pod proznig i wytrzagsano z mieszaning woda : eter etylowy (1:1). Cze$¢
ekstraktu nie rozpuszczata sie ani w wodzie, ani w eterze. Kolejne frakcje ozna-
czono symbolami:

PB 1 — ekstrakt etanolowy,

PB II — ekstrakt eterowy ekstraktu etanolowego,

PB III — ekstrakt wodny ekstraktu etanolowego,

PB IV — nierozpuszczalna pozostalos$é.

Z wymienionych ekstraktow jedynie ekstrakty PB I i PB II wykazywaty
aktywnosé przeciwwirusowa (11). Ekstrakt eterowy PB II odparowano i rozdzielono
przy pomocy ci$nieniowych chromatografii kolumnowych. Kolejne etapy pre-
paratyki zestawiono na schemacie 1 i w tab. 1. Poszczeg6lne frakcje chromatogra-
ficzne laczono dobierajac substancje o podobnym R;. Warto$¢ R, okreslano w chro-
matografii cienkowarstwowej (TLC) na zelu krzemionkowym przy zastosowaniu od-
powiednich ukladéw eluentéw (metanol : benzen — 0—50%). Chromatogramy wy-

LDg, (lethal dose) — 50% dawka Smiertelna, czyli takie rozcienczenie wirusa,
ktore powoduje smieré 50% zakazonych zwierzat.
** PFU (plaque forming units) — jednostka tysinkowa wirusa. Jest to naj-
wieksze rozcienczenie wirusa, w ktorym spostrzega sie lysinki.
*** TCIDy, (tissue culture infections dose) — 50% dawka zakazna dla hodowii
komorek, czyli takie rozcienczenie badanego wirusa, ktore wywoluje w 50% za-
kazonych probowek efekt cytopatyczny.
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Tab. 1. Chromatograficzny rozdzial! ekstraktu eterowego z Piptoporus betulinus.
Warunki chromatografii
Chromatographic separation of the ether extracts from Piptoporus betulinus.
Chromatography conditions
Wymiary Objetosé
Prébka pneinienic kolumny Przeplyw frakcji
Nr kolumny Eluent
Sample Column Flow rate Fraction
No Column Eluent
E dimension mYmin. volume
packing cm ml
1 PB Silica gel 0,08 mm @®=2 metanol: 0,4 3
0,25 200 mesh 1=20 :benzen
(Merck) 1:10
la PB Silica gel 0,08 mm =14 metanol: 0,5 65
0,2 200 mesh 1=1 :benzen
(Merck) 1:10
2 PB II Kieselgel ®=6,3 gradient 9,7 65
Al O 70—270 mesh 1=81,5 skoko-
5 (Merck) wy —
— benzen:
‘aceton
0—40%
3 PB II Kieselgel 60 O=4 gradient 7 65
Al,04 70—230 mesh 1=35 -skoko-
1,25 (Merck) wy —
— heksan:
roctan
etylu
0—30%
4 PBII MN Kieselgel ®=6,3 gradient 9,7 65
Al,04 70—270 mesh 1=87,5 skoko-
4,2 Kieselgel 60 wy —
70—230 mesh — benzen:
5:1 :meta-
nol 0—20%
5 PB 11 MN Kieselgel ®»=6,3 gradient 9,7 65
Al,O4 kleiner 1=817,5 skoko-
3,4 200 mesh wy —
(Merck) — benzen:
’ :meta-
nol 0—50%

wolywano parami jodu (23) lub mieszaning aldehydu anyzowego z metanolem
i kwasem siarkowym (23). Kolejne probki do badan biologicznych odparowywana
do sucha pod proznig, a bezposrednio przed do$wiadczeniem rozpuszczano w dwu-
metylosulfotlenku (DMSO). Spos6éb doboru frakcji z kolejnych chromatografii ze-
stawiono w tab. 2.

Metodyka badania wplywu substancji z Piptoporus betulinus
na plon wiruséw VS i krowianki w hodowli tkankowej FZK.
Komorki fibroblastéow zarodka kury (FZK) zakazano wirusem VS lub krowianki
w wielokrotnosci zakazenia 1 i 10 MOI*/komoérke. Po 1 godz. adsorpcji wirusow,

* MOI (multiplicity of infection) — wielokrotnos¢ zakazenia, czyli liczba cza-
stek zakainych wirusa przypadajaca na 1 komérke gospodarza.
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Schemat 1. Izolacja substancji biologicznie aktywnych z Piptoporus betulinus
Isolations of substances with biological activity from Piptoporus betulinus

Piptoporus betulinus (owocniki)
Fruiting bodies of Piptoporus
betulinus

Ekstrakcja etanolem
Ethanol extraction

|
Odparowanie pod préznig
Evaporation to dryness

Wytrzasanie z mieszaning woda-+teter etylowy 1:1
Shaking with water +ethanol ether 1:1
y 3

| | |
Warstwa wodna PB III Osad PB IV Warstwa eterowa PB II
Water layer PB III Sediment PB IV Ether layer PB II
Odparowanie pod proz- Odparowanie pod préz-
nig nia
Evaporation to dryness Evaporation to dryness
Chromatografia na Al,0,
Substancje tluszczowe , neutr.
Fat substances Chromatography on

A),0; neutr.

Odparowanie pod préz-
nia

Evaporation to dryness
Chromatografia na zelu

krzemionkowym
Gradient — benzen:me-

tanol
Chromatography on
silica gel
Gradient — benzen:me-
thanol
|
| | Odparowanie frakcji pod
Chromatografia cienko- préznig
warstwowa Evaporation to dryness
Thin layer chromato- of chromatography
graphy fractions

Rozpuszczanie w DMSO
Solution in DMSO

Badanie aktywnosci
przeciwwirusowej

i przeciwbakteryjnej
Examination of antibac-
terial and antiviral
activity
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komoérki wirowano, ptukano, zawieszano w plynie Eagle’a z 2% surowicy bydlecej
(1 mln komérek/ml) i dodawano badanych substancji w dawce 10 pg/ml. Zawie-
sine inkubowano 24 godz. w 37°C, a nastepnie okre$lano plon wirus6w, miarecz-

kujgc prébki w hodowli tkankowej FZK.
Metodyka badania aktywnosci

Tab. 2. Dob6r frakcji chromatograficznych do badan aktywnosci biologicznej
Selection of the chromatographic fractions for determination of biological activity

przeciwbakteryjnej.
stosowano metode krazkéw bibutowych (=10 mm) nasyconych badanymi sub-

Nr Symbol
chromatografii frakcji Nr frakcji
No Symbol No fraction
chromatography of fractions
A 6—8
B 9
C 11—13
1 D 14
E 16—20
F 26—38
G 40—52
PB II-A 1—18
PB II-B 19—54
PB II-IX 55—174
PB II-X 75—81
3 PB 11-XI 82—120
PB II-XII 121—146
PB II-XIII 147—162
PB II-XIV 163—188
PB II-XV 189—238
PB II-XVI 239—250
PB II-IH 7—32
PB II-IIH 33—50
3 PB II-IIIH 51—68
PB II-1IVH 69—80
PB II-VH 81—90
PB II-VIH 91—103
PB II-WA 36—42
4 PB 1I-WB 43—66
PB II-WC 67—115
PB 1I-WD 116—126
PB I1I-1 13—55
PB 11-2 56—179
PB 1I-3 80—90
PB 1I1-4 93—106
PB II-5 107—124
PB 11-6 125—128
5 PB I11-7 129—140
PB 11-8 141—146
PB I1I-9 147—162
PB I1I-10 164—171
PB II-11 172—196
PB 11-12 197—216
PB 1I-13 217—230
PB 11-14 231—250
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stancjami (100 ug’krazek). Krazki nanoszono na 1,5% agar odzywczy, do ktorego
przed skrzepnieciem dodano 24-godzinng hodowle bulionowg réznych szczepow
bakteryjnych. Po inkubacji 24 godz. w 4°C i 24—48 godz. w 37°C i uzyskaniu obfi-
tego wzrostu bakterii, mierzono Srednice stref zahamowania wzrostu bakterii woko6t
krazka z badang substancja.

Badanie aktywnosci przeciwwirusowej substancji z Piptoporus betulinus me-
todg dyfuzji w agarze i metodg interferencji w hodowli tkankowej FZK i in vivo
na bialych myszkach opisano wczesniej (11, 15).

WYNIKI BADAN

W tab. 3 zestawiono wyniki badania przeciwbakteryjnej aktywnosci
ekstraktow z Piptoporus betulinus. Ekstrakty otrzymano przy zastoso-
waniu roznych rozpuszczalnikéw organicznych. Najsilniejszg przeciwbak-
teryjng aktywnos¢ wykazywal peilny ekstrakt eterowy — PB oraz PBE
— ekstrakt benzenowy z ekstraktu eterowego PB. W przypadku zasto-
sowania metodyki Crossa (3) do rozdzialu substancji biologicznie ak-
tywnych z Piptoporus betulinus stwierdzono, ze zdolnos¢ do hamowania
wzrostu drobnoustrojow Sarcing lutea i Bacilus subtilis zachowuje jedy-
nie frakcja PB I Cy, czyli ekstrakt etanolowy, hydrolizowany KOH w me-
tanolu.

Do nastepnych do$wiadczen uzyto substancji uzyskanych z rozdziatu
chromatograficznego. Kolejne frakcje, otrzymane po chromatografii nr 1
i oznaczone literami alfabetu, przebadano na wlasciwos¢ zapobiegania
zakazeniu hodowli tkankowej FZK wirusem krowianki. Frakcje chro-
matograficzne w dawce 10 pg/ml inkubowano 24 godz. z hodowlg FZK
przed zakazeniem wirusem krowianki. Wyniki przedstawiono na ryc. 1.
Najaktywniejsze okazaly sie frakcje F i G, ktore powodowaly spadek
ilosci lysinek wirusa krowianki o ponad 50%. Badano réwniez aktyw-
nos¢ interferencyjng frakcji chromatograficznych in vivo. W tym celu
myszkom podawano dozylnie badane substancje 24 godz. przed domoz-
gowym zakazeniem wirusem K; dawkg 104 LD;s/mysz. Wyniki zesta-
wiono w tab. 4. Stwierdzono, ze nieznaczng aktywnos¢ ochronng posia-
daty frakcje C i D.

W tab. 5 zebrano wyniki badania aktywnosci przeciwbakteryjnej
1 przeciwwirusowe] poszczegdlnych frakcji uzyskanych z chromatografii
nr 2, 3, 4 i 5. W chromatografii nr 2 frakcje PB II-A 1 PB II-B byly
aktywne zarowno wobec wirusa krowianki, jak i VS. Frakcje te w dawce
100 pg/krazek nie wykazywaty toksycznosci dla hodowli tkankowej FZK.
Z kolei bardzo slabg aktywnos¢ przeciwbakteryjng wykazywaly jedynie
frakcje PB II-B i PB II—X wobec Bacillus circulans szczep 5121. W chro-
matografii nr 3 zauwazono rozdzial substancji wykazujacych aktywnosc
przeciw wirusowi krowianki od substancji aktywnych przeciw wiruso-
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Tab. 3. Przeciwbakteryjna aktywnosé¢ ekstraktow z Piptoporus betulinus
Anmtibacterial activity of the extracts from Piptoporus betulinus

Srednica zahamowania

stu
Symbol 3 PO
ekstraktu Metoda izolacji Dlam?r:fll"b(')tfi (frxl‘owth
Symbol Method of isolation ! (1 i )
of extract sl
B. subtilis  S. lutea
PB A Ekstrakcja acetonem
ekstraktu
etanolowego 13,3 14,4
PB B Ekstrakcja eterem
etylowym huby
po ekstrakeji
eterem naftowym 14,3 14,0
PB C Ekstrakcja etanolem
huby po ekstrakcji
eterem naftowym 11,2 13,0
PB D Bkstrakcja eterem
naftowym 12,0 12,5
PB E Ekstrakt benzenowy
z ekstraktu
eterowego PB 17,2 17,4
PB Ekstrakcja huby
eterem etylowym 16,6 15,5
PB I Ekstrakcja huby
etanolem 13,5 12,9
PB1C, PB I hydrolizowany
KOH 13,0 13,7

PBLI"CH Pozostalos¢ po hydro-
lizie ekstrahowana
eterem etylowym —_ —_

PB I C, Osad otrzymany
z hydrolizatu PB IC,
po dodaniu CH;COOH n n

PBI1C, PB IC, rekrystalizo-
wany z propanolu —_ —

Srednica krazka bibutowego wynosita 1,0 cm.
N — nie badano.

Disc diameter was 1.0 cm.

N — not tested.

wi VS, Aktywne frakcje wykazywaly jednak toksycznosc dla hodowli
tkankowej FZK. Wyrazng aktywnos¢ przeciwbakteryjna w tej chroma-
tografii wykazywaly frakcje PB II—IV-H aktywne wobec siedmiu
z badanych jedenastu szczepOw bakterii, w tym najwieksza strefe zaha-
mowania wzrostu obserwowano w przypadku Staphylococcus aureus
(szczep Copenhaga). W chromatografii nr 4 dwie frakcje wykazywaty
aktywnos¢ biologiczng. Jedna z nich PB II-WB byla aktywna wobec
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%
7; C Ryc. 1. Aktywnosé przeciwwirusowa
chromatograficznych frakcji (A—QG)
60 substancji z Piptoporus betulinus w ho-
50, dowli tkankowej FZK. Czas inkubacji
- \ hodowli FZK 2z poszczegblnymi frak-
| cjami 24 godz. Dokazanie wirusem kro-
304 wianki 40 PFU/prob6wke
20 Antiviral activity of chromatographic
10 fractions (A—G) of substances from
Piptoporus betulinus in CEF tissue
B 7 07 Q01 0001 pg/m! culture. Time of incubation of CEF
Stezene suos'mné/: ~Concentra- tissue culture with fractions 24 hrs.
ton of substances Challenge — virus Vaccinia 40 PFU/
/tube

wirusa VS, a druga PB II-WD wobec dwu szczepow bakterii: Bacillus
subtilis (szczep Oxford) i Bacillus subtilis (szczep 6633). W chromato-
grafii nr 5 uzyskano najlepszy rozdzial substancji aktywnych. Stwier-
dzono obecnos¢ dwu grup substancji posiadajacych aktywnos¢ przeciw-
wirusowg. Frakcje o wysokim R, nr 4, 5 i 6 w stosowanych dawkach byly
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Tab. 4. Ochrona myszy przed letalng infekcja wirusa kleszczowego zapalenia mézgu
(szczep K;) 104 LDgy/mysz. Induktor: frakcje z chromatografii nr 1 podawane dozylnie
w 24 godz. przed wirusem
Protection of mice against lethal infection of Tick borne encephalitis virus (Kg
strain) 10¢ LDgy/mouse. Inducer: No 1 chromatography fractions injected intrave-
nously 24 hrs before virus inoculation

Dawka Procent
Frakcja ‘w ug/mysz Pa;i ;&/;r;:k' ochrony
Fraction Dose Dead/Treated Percentage
ug/mouse of protection
A 100 6,6 0
10 6/6 0
b 5/6 16,6
0,1 6/6 0
B 100 6/6 0
10 6/6 0
1 6/6 0
0,1 6/6 0
C 100 5/6 16,6
10 6/6 0
1 5/6 16,6
0,1 5/6 16,6
D 100 5/6 16,6
10 6/6 0
1 5/6 16,6
0,1 6/6 0
E 100 6/6 0
10 6/6 0
1 6/6 0
0,1 6/6 0
F 100 6/6 0
10 6/6 0
1 6/6 0
0,1 6/6 0
G 100 6/6 0
10 6/6 0
1 6/6 0
0,1 6/6 0
H 100 5/6 16,6
10 6/6 0
1 6/6 0
0,1 6/6 0
KV i 6/6 =
K DMSO 100 6/6 0
KM — 0/6 =

nietoksyczne dla hodowli tkankowej FZK i aktywne wobec obu testo-
wych wiruséw: krowianki i VS. Aktywnos$¢ przeciwbakteryjna tej grupy
frakeji byla niska i dotyczyla czterech szczepéw bakteryjnych Bacillus

circulans, Bacillus subtilis Oxford, Sarcina lutea i Staphylococcus epi-
dermidis szczep 200.
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Druga grupa frakcji: nr 12, 13, 14, 15+16 o niskim Ry, posiadajacych
aktywnos¢ przeciwwirusowa, wykazywata toksycznosc dla hodowli tkan-
kowej FZK i charakteryzowatla sie aktywnoscig przeciwbakteryjng wobec
osmiu z jedenastu badanych szczepow bakterii.

Frakcje posiadajgce aktywnoS$¢ przeciwwirusowyg przebadano pod
wzgledem zdolnosci do bezposredniej inaktywacji wirusow. Wirus VS
by} czesciowo inaktywowany przez frakcje 13 (spadek miana o ok. 1 log),
natomiast nie obserwowano inaktywacji wirusa krowianki zadng z ba-
danych frakcji. Wyniki zestawiono w tab. 6.

Badano rowniez wplyw substancji’ na replikacje wiruséow krowian-
ki i VS w komoérkach FZK przy niskiej (1 MOI/komoérke) i wysokiej
(10 MOI/komoérke) wielokrotnosci zakazenia. Po adsorpcji wiruséow za-
kazone hodowle tkankowe FZK traktowano frakcjami posiadajacymi ak-
tywnosc przeciwwirusowg (10 pg/10® komorek). Po 24 godz. badano plon
wirusé6w. Przy wielokrotnosci zakazenia 1 MOI/komoérke (tab. 7) aktywna
w hamowaniu replikacji obu wirusé6w okazala sie frakcja nr 13 (obnize-
nie zbioru wirusa VS o ok. 2 log i wirusa krowianki o ponad 2 log). Po-
zostale frakcje wykazywaly znacznie nizszg aktywnos¢ (np. frakcja nr 4)
lub nie wplywaly na plon wiruséw testowych (np. frakcja nr 12).

W tab. 8 poréwnano wplyw frakcji PB II-4 i PB II-13 na plon wiru-
sow przy niskiej i wysokiej wielokrotnosci zakazenia. W warunkach
wysokiej wielokrotnosci zakazenia (10 MOI/komoérke) frakcje PB 1I-4

i PB II-13 okazaly sie mniej skuteczne w hamowaniu replikacji zaré6wno
wirusa VS, jak i krowianki.

Tab. 6. Wirusobéjcza aktywnosé frakcji chromatograficznych substancji z Piptoporus
betulinus
Virucidal activity of chromatographic fractions substances from Piptoporus betulinus

Wirus Dosw. Nr frakcji

Virus Exp. No fraction
3 4 6 11 12 13 -_—
\L 1 10524 10538 10522 10512 10523 10438 105.24
11 n 1055 n n n 1043 108
1 10499 1047 1047 1048 1047 H(ORZE | 104es

Vacc

II n 1061 n n n 10¢.30 108.7

n — mie badano.

Do badan uzyto frakcje chromatografii nr 5.

Stezenie substancji 100 pug/ml.

Czas inkubacji 4 godz. w 4°C.

n — not tested.

Fractions of chromatography No 5 were used in this experiment.
Concentration of substances 100 pg/ml.

Time of incubation 4 hrs in 4°C.
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Tab. 7. Wplyw substancji z Piptoporus betulinus na plon wiruséw w hodowli tkan-

kowej FZK przy niskiej wielokrotnosci zakazenia

Effect of substances from Piptoporus betulinus on yieds of viruses in CEF tissue

culture at low multiplicity of infection

Wirus Dosw. Nr frakcji
Virus exp. No fraction
3 4 6 12 13 —_
vs 1 100 1083 n 1073 10567 1078
11 n n 1060 n n 10¢.0
1 1080 n n n n 1083
Vacc
11 n 1043 1050 1035 1037 10333

n — nie badano.

Stezenie substancji 10 pg/10° komorek.

Czas inkubacji 24 godz.

Wielokrotnosé¢ zakazenia — 1 PFU/komorke.
n — not tested.

Concentration of substances 10 pg/108 cells.
Time of incubation 24 hrs.

Multiplicity of infection 1 PFU/cell.

Tab. 8. Wplyw substancji z Piptoporus betulinus na plon wirusow w hodowti tkan-

kowej FZK
Effect of substances fromm Piptoporus betulinus on yields of viruses in CEF tissue
culture
Frakcja Wielokrotnosé zakazenia (MOIfkomoérke)
Fraction Multiplicity of infections (MOI/cell)
VSv Vacc
= = < o
2%’5:' g g *-..'GE’_: é ,9_: :%"—'2 g g "H%’._‘: é g
SBS® G5 08C% gg3 983¢ 545 OE0Y Suz
‘:OO‘- ga-ﬂ 202 ",-";m-s Ot ﬁm-c S 88w ‘gg-:
= 1083 -t 1073 — 10062 e 10833 —
PB II-4 108.77 0,56 1063 1,0 108.63 0 1043 0,88
PB II 13 1038 0,83 10387 1,83 1068 0,1 1030 2,33

Stezenie substancji 10 ug/108 komorck.
Czas inkubacji 24 godz.

Concentration of substances 10 pg/10¢ cells.
Time of incubation 24 hrs.



14 M. Kandefer-Szerszen, J. Kaczor, Z. Kawecki

Badano wpilyw PB 1I-4 i PB 1I-13 na plon wiruséow VS i krowianki
w obecnoSci inhibitoréw syntezy biatka, tj. chloramfenikolu i cyklohe-
ksymidu, oraz w obecnosci duzych dawek penicyliny i streptomycyny.
Wyniki zestawiono w tab. 9. Sam cykloheksymid wykazywal hamujacy
wplyw na replikacje wirusa VS, lecz nie wzmacnial przeciwwirusowego
dzialania substancji z Piptoporus betulinus. Chloramfenikol z kolei nie
hamowatl replikacji wiruséw, ale wyraznie wzmacnial przeciwwirusowy
efekt PB II-4 przeciw wirusowi VS i krowianki, a takze substancji
PB II-13 przeciw wirusowi VS. Penicylina i streptomycyna w uzytych
dawkach nie wykazywaly wyraznego wspomagajgcego wplywu na ak-
tywnos¢ PB II-4 lub PB II-13. Obydwie badane substancje wykazywaly
silniejszg aktywnos¢ przeciwwirusowg po podawaniu ich do hodowli
tkankowej FZK w 2 lub 4 godz. przed zakazeniem wirusem anizeli po
wprowadzeniu do hodowli tkankowej po adsorpcji wiruséw (tab. 10).
Potraktowanie hodowli tkankowej FZK substancja PB II-4 w 4 godz.
przed zakazeniem wirusem powodowalo najsilniejszy efekt ochronny.
Wynik ten obserwowano niezaleznie od tego, czy substancja znajdowata
sie w plynie hodowlanym po adsorpcji wiruséw, czy tylko byla obecna

Tab. 9. Wplyw substancji z Piptoporus betulinus na plon wirusbw w obecnosci an-
tybiotykow
Effect of substances from Piptoporus betulinus on yields of viruses in presence of
the antibiotics

Antybiotyki Wirusy
Antibiotics Viruses
VSv Vacc
— PB 1I-4 PB II-13 — PB II-4 PB II-13
— 10533 105.77 105.50 108.62 10863 106.59
Chloramfenikol 108.0 10467 104.00 10672 10388 108.67
Penicylina+ .
streptomycyna 108.33 10550 105.00 10817 10¢8.40 106-50
Cykloheksymid 10500 10817 10840 10608 10800 10608

Stezenie substancji=10 pg/10¢ komorek.

Stezenie antyhiotykéw: chloramfenikol=1 pug/10¢ komérek, penicylina+strepto-
mycyna=1000 pg/10®¢ komorek, cycloheksymid=1 pg/10¢ komérek.

Czas inkubacji — 24 godz.

Wielokrotno$é zakazenia (MOI)=10'komorke.

Concentration of substances=10 ug/10¢ cells.

Concentration of antibiotics: chloramphenicol=1 pug/10¢ cells, penicillin+strepto-
mycin=1000 nug/10¢ cells, cycloheximid=1 pug/10¢ cells.

Time of incubation — 24 hrs.

Multiplicity of infection (MOI)=10 per cell.
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Tab. 10. Wplyw substancji z Piptoporus betulinus na replikacje wirusow w hodowii
FZK. Zaiezno$¢ hamowamnia wirusow od czasu potraktowania hodowli FZK przed
lub po zakazeniu komoérek wirusem
Effect of substances from Piptoporus betulinus on virus replication in CEF tissue
culture. Dependence of wirus inhibition on time of CEF tissue culture treatment
before or after virus inoculation

Wirus VSv Vacc

Czas podania subst.
przed lub po wirusie

(godz.)
Treatment with subst. —4* —2 Sl —4 =2 2Rl
before or after virus
inoculation
(hrs.)
Substancje .23
i o i da i T Procent zahamowania CPE
PICETIA HOT Percentage inhibition of CPE
ug/ml
PB 11-4 25 25 12,5 0 90,2 87,4 63,8
10 25 12,5 0 54,7 71,0 66,5
1 0 12,5 0 6,0 29,0 0
0,1 0 12,5 0 — - 0
— 0 0 t] 0 0 0
PB II-13 25 12,5 31,5 12,5 44 4 96 75,8
10 12,5 25 0 0 89,4 0
1 0 0 0 0 81,6 5,8
0,1 0 0 0 0 74,5 8,3
— 0 0 0 0 0 0

* Hodowle tkankowe FZK traktowano substancjami przez 4 godz., po czym
substancje usuwano, w pozostalych doswiadczeniach substancje obecne byty przez
caly czas replikacji wirusow.

* CEF tissue cultures were treated 4 hrs with substances before virus inocula-
tion and after that substances were removed from tissue culture. In residual

experiments substances were present in tissue culture media during whole experi-
ment.

W plynie przez 4 godz. przed adsorpcjg, a nastepnie usunieta. Natomiast
PB 11-13 wykazywala najsilniejsze wlasciwosci przeciwwirusowe wow-
€zas, gdy byla w kontakcie z hodowlg tkankowa FZK przez 4 godz. przed
dodaniem wirusa i pozostawala w hodowli przez caly okres replikacji
wiruséw VS i krowianki. Wplyw substancji na replikacje wiruséw nie
byl Spowodowany dzialaniem toksycznym dla hodowli tkankowej FZK.
Metoda barwienia biekitem trypanu okreslono toksycznos¢ PB II-4 i PB
II-13. Wyniki zestawiono w tab. 11. Substancje okazaly sie toksyczne
w dawkach 100, 75 i 50 pg/ml. Natomiast dawka 10 pg/ml zwiekszala
jedynie o ok. 10% ilos¢ komérek martwych w poréwnaniu z kontrola.

Obie badane substancje PB 1I-4 i PB II-13 wykazywaty podobng to-
ksycznos¢ dla hodowli tkankowej FZK.



14 M. Kandefer-Szerszen, J. Kaczor, Z. Kawecki

Badano wpiyw PB 1I-4 i PB II-13 na plon wirusow VS i krowianki
w obecnosci inhibitoréw syntezy biatka, tj. chloramfenikolu i cyklohe-
ksymidu, oraz w obecnosci duzych dawek penicyliny i streptomycyny.
Wyniki zestawiono w tab. 9. Sam cykloheksymid wykazywat hamujacy
wplyw na replikacje wirusa VS, lecz nie wzmacniat przeciwwirusowego
dzialania substancji z Piptoporus betulinus. Chloramfenikol z kolei nie
hamowal replikacji wiruséw, ale wyraznie wzmacnial przeciwwirusowy
efekt PB 1I-4 przeciw wirusowi VS i krowianki, a takze substancji
PB II-13 przeciw wirusowi VS. Penicylina i streptomycyna w uzytych
dawkach nie wykazywaly wyraznego wspomagajacego wplywu na ak-
tywnos¢ PB II-4 lub PB II-13. Obydwie badane substancje wykazywaty
silniejszg aktywnos¢ przeciwwirusowg po podawaniu ich do hodowli
tkankowej FZK w 2 lub 4 godz. przed zakazeniem wirusem anizeli po
wprowadzeniu do hodowli tkankowej po adsorpcji wiruséow (tab. 10).
Potraktowanie hodowli tkankowej FZK substancjg PB II-4 w 4 godz.
przed zakazeniem wirusem powodowalo najsilniejszy efekt ochronny.
Wynik ten obserwowano niezaleznie od tego, czy substancja znajdowata
sie w plynie hodowlanym po adsorpcji wiruséw, czy tylko byla obecna

Tab. 9. Wplyw substancji z Piptoporus betulinus na plon wirusébw w obecnosci an-
tybiotykow
Effect of substances from Piptoporus betulinus on yields of viruses in presence of
the antibiotics

Antybiotyki Wirusy
Antibiotics Viruses
VSv Vacc

— PB 11-4 PB1I-13 — PBII-4 PB II-13

— 1063 105.7 105.50 100.62 108.63 106.58

Chloramfenikol 106.0 10467 104.00 1087 10383 10867
Penicylina+

streptomycyna 10833 10550 105.00 10817 108.40 10¢-80
Cykloheksymid 1030 10817 10840 Q608 10800 10808

Stezenie substancji=10 ug/10° komoérek.

Stezenie antybiotykow: chloramfenikol=1 pg/10¢ komorek, penicylina+strepto-
mycyna=1000 pg/10® komorek, cycloheksymid=1 ug/10¢ komorek.

Czas inkubacji — 24 godz.

Wielokrotno$é zakazenia (MOI)=10'komorke.

Concentration of substances=10 ug/10¢ cells.

Concentration of antibiotics: chloramphenicol=1 ug/10¢ cells, penicillin+strepto-
mycin=1000 pg/10¢ cells, cycloheximid=1 ug/10¢ cells.

Time of incubation — 24 hrs.

Multiplicity of infection (MOI)=10 per cell.
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Tab. 10. Wplyw substancji z Piptoporus betulinus na replikacje wiruséw w hodowii
FZK. Zaiezno$¢ hamowamnia wirusow od czasu potraktowania hodowli FZK przed
lub po zakazeniu komoérek wirusem
Effect of substances from Piptoporus betulinus on virus replication in CEF tissue
culture. Dependence of virus inhibition on time of CEF tissue culture treatment
before or after virus inoculation

Wirus VSV Vacc

Czas podania subst.
przed lub po wirusie

(godz.)
Treatment with subst. —4° -2 +1 —4 =9 Sl
before or after virus
inoculation
(hrs.)
Substancje Ly
Substancés gtt)izceex;:frat‘ o Procent zahamowania CPE
io A il 1
ug/ml Percentage inhibition of CPE
PB II-4 25 25 12,5 0 90,2 87,4 63,8
10 25 12,5 0 54,7 77,0 66,5
I 0 12,5 0 6,0 29,0 0
0,1 0 12,5 0 — — 0
— 0 0 0 0 0 0
PB II-13 25 12,5 3735 12,5 44,4 96 75,8
10 125 25 0 0 89,4 0
1 0 0 0 0 81,6 5,8
0,1 0 0 0 0 74,5 8,3
- 0 0 0 0 0 0

* Hodowle tkankowe FZK traktowano substancjami przez 4 godz., po czym
substancje usuwano, w pozostalych doswiadczeniach substancje obecne byty przez
caly czas replikacji wirusow.

* CEF tissue cultures were treated 4 hrs with substances before virus inocula-
tion and after that substances were removed from tissue culture. In residual
experiments substances were present in tissue culture media during whole experi-
ment.

W plynie przez 4 godz. przed adsorpcjy, a nastepnie usunieta. Natomiast
PB 1I-13 wykazywala najsilniejsze wlasciwosci przeciwwirusowe wow-
€zas, gdy byta w kontakcie z hodowlg tkankowa FZK przez 4 godz. przed
dodaniem wirusa i pozostawala w hodowli przez caly okres replikacji
wiruséw VS i krowianki. Wplyw substancji na replikacje wirusow nie
byt Spowodowany dzialaniem toksycznym dla hodowli tkankowej FZK.
Metoda barwienia blekitem trypanu okreslono toksycznos¢ PB I1-4 i PB
II-13. Wyniki zestawiono w tab. 11. Substancje okazaly sie toksyczne
w dawkach 100, 75 i 50 pg/ml. Natomiast dawka 10 pg/ml zwiekszala
jedynie o ok. 10% ilo$¢ komérek martwych w poréwnaniu z kontrola.
Obie badane substancje PB II-4 i PB 1I-13 wykazywaly podobna to-
ksycznos¢ dla hodowli tkankowej FZK.
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Tab. 11. Wptyw substancji PB II-4 i PB 11-14 na zywotnos¢ komorek FZK
Effect of fractions PB 1I-4 and PB II-13 on viability of CEF cells

Procent
w porownaniu
Stezenie Procent zywotnosci
Frakcja Concentra- zywotnosci z kontrolg
Fraction tion Percentage Percentage
ug/ml of viability of viability

in comparison
with control

100 0 0
75 74, Hh 7,6
50 74.85 77,3
25 79.75 824
RO 10 90,65 93.7
1 95.15 98.3
0,1 995 102,9
il 96.8 100,0
100 0 0
75 22,0 23,8
50 63,4 68.6
25 83.3 90,1
PB 1I-13 10 89.9 97.3
1 96.9 100,9
0,1 96.0 103.9
= 92.4 100

Komoérki barwiono biekitem trypanu.
Viability determined using the trypan blue dye exclusion test.

DYSKUSJA

Z wielu przebadanych pod wzgledem aktywnosci przeciwwirusowej
gatunkow grzybow (4, 11, 13) szczegdlnie interesujacy jest Piptoporus
betulinus. Ekstrakty wodne uzyskane z owocnikéw tego grzyba nie tylko
hamowaly replikacje wiruséow VS i krowianki, ale rowniez posiadaly
zdolnos¢ do inaktywacji tych wiruséw. Za aktywnos¢ biologiczng eks-
traktow wodnych, jak wykazano w badaniach poprzednich (14), odpo-
wiedzialnych jest kilka substancji o réznych wlasciwosciach biologicz-
nych i chemicznych. S3 to kwasy nukleinowe RNA i DNA, ktére izolo-
wane z owocnikow posiadajg zdolno$¢ do indukcji interferonu zaréwno
in vivo, jak i in vitro (15) i hamuja replikacje wiruséw za posSrednictwem
interferonu. Ponadto wystepujg substancje niskoczasteczkowe, inakty-
wujace wirusy VS i krowianki oraz posiadajace wlasciwosé hamowania
replikacji wirusow, jednak mechanizm ich dzialania nie jest jeszcze po-
znany.

Substancje niskoczasteczkowe sa slabo rozpuszczalne w wodzie, na-
tomiast dobrze rozpuszczalne w wielu rozpuszczalnikach organicznych
w tym rowniez w DMSO. Stad tez zastosowano rozpuszczalniki organicz-
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ne, takie jak alkohol etylowy i eter etylowy, do ekstrakeji substancji
z grzybni, a do doswiadczen biologicznych izolowane substancje rozpusz-
czano w DMSO. Zastosowanie chromatografii kolumnowej adsorpcyjnej
z roznymi ukladami eluentéw pozwolilo na dobranie warunkéw chro-
matografii i uzyskanie mozliwie dobrego rozdzialu aktywnych substancji.
W doswiadczeniach badano dwie aktywnosci biologiczne, tj. aktywnosé¢
przeciwbakteryjng i przeciwwirusowa. Oba ekstrakty — etanolowy i ete-
rowy posiadaly aktywnos¢ przeciwbakteryjna, zaréowno w stosunku do
Sarcina lutea, jak i Bacillus subtilis. W pismiennictwie jest kilka donie-
sien dotyczacych aktywnosci przeciwbakteryjnej substancji z Piptoporus
betulinus (6, 18), a za posiadajace aktywnos¢ taka uwaza sie substancje
o charakterze trdjterpenow: kwasy poliporenowe A, B i C. W naszych
doswiadczeniach substancje z Piptoporus betulinus rozdzielane wg me-
tody Crossa (3) posiadaly wlasciwosci przeciwbakteryjne. Cala ak-
tywnos¢ przeciwbakteryjna zlokalizowana byla w hydrolizacie KOH (PB
I C,), gdzie wg Crossa znajdujg sie kwasy poliporenowe. Réwniez z ana-
lizy substancji uzyskanych po rozdziale chromatograficznym wynika, ze
Ry frakeji PB II-13 nieznacznie roznit sie od Ry kwasu poliporenowego A,
natomiast R; kwasu poliporenowego B mozna poroéwna¢ z R; frakcji
PB II-10 lub PB II-11. Wszystkie te frakcje w naszych badaniach wy-
kazywaly aktywnosc przeciwbakteryjng. W warunkach chromatografii
nr 3 i 4 rozdzielono aktywnos¢ przeciwbakteryjng od przeciwwirusowej,
natomiast w chromatografii nr 5 uzyskano dwie grupy substancji posia-
dajacych zdolnos¢ do hamowania replikacji wirusow VS i krowianki.
Z uzyskanych w chromatografii nr 5 frakecji najsilniejszg aktywnose
przeciwwirusowg posiadaly frakcje PB II-4 i PB II-13, z tym, ze aktyw-
nos¢ wirusobdjcza i hamujgca replikacje wirusow byla nizsza niz przy
pelnym ekstrakcie eterowym uzyskanym z wysuszonych owocnikow Pi-
ptoporus betulinus. W literaturze znane sg przypadki, gdy surowy, za-
wierajgcy szereg skladnikow, material posiada wyzszg aktywnos¢ biolo-
giczng niz jego izolowane chemicznie skladniki. Tak jest np. z komple-
ksem streptowarycyny, produktem fermentacji Streptomyces spectabilis
(1, 9, 19) hamujacym rozwéj bakterii gram dodatnich i gram ujemnych
oraz kwasoopornych, a takze pokswirusow i onkogennych wirusow RNA.
Natomiast jego skladniki, jak streptowarycyna A, C i E, w mniejszym
stopniu hamujy splenomegalie wywolang wirusem bialaczki Rausche-
ra (). Przypuszcza sie, ze w tym preparacie przeciwwirusowa aktyw-
nos¢ nie musi byé¢ spowodowana tylko znanymi i juz opisanymi strepto-
warycynami, zaklada sie istnienie szeregu innych skladnikow dotychczas
nieokreslonych odpowiedzialnych za te aktywnosé¢ (9). Prawdopodobnie
mechanizm przeciwwirusowego dzialania frakcji PB II-4 i PB 1I-13 jest
rozny. Swiadczq o tym doswiadczenia nad hamowaniem replikacji wi-

2 Annales, sectio C, vol. XXXVI
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rusow VS i krowianki w obecnosci chloramfenikolu. W przypadku wirusa
VS silniejszy efekt synergistyczny obserwowano przy frakeji PB II-13,
natomiast frakcja PB II-4 silniej hamowata replikacje wirusa krowianki.
Obserwowano rowniez roéznice w hamowaniu replikacji wirusow VS
i krowianki w zaleznosci od momentu podania badanych frakcji. Frakcja
PB 1I-4 prawdopodobnie posiadala zdolnos$¢ adsorpcji na komaérkach FZK
lub wywolywania ich niewrazliwosci na dzialanie wiruséw. Podana
w 4 godz. przed wirusem i usunieta z plynem hodowlanym dziatala sil-
niej niz wtedy, gdy podana byla w 2 godz. przed wirusem i pozostawata
caly czas w plynie hodowlanym. Natomiast w przypadku PB II-13 wy-
magana byla stala obecnos¢ substancji, szczegélnie w czasie poczgtko-
wych etapow replikacji wiruséw. Prawdopodobnie dziala ona na wczesne
etapy replikacji: na adsorpcje i penetracje wirusa. Mozna przypuszczac,
ze zwigzane to jest rowniez ze zdolnoscig PB II-13 do inaktywacji wiru-
sow zwlaszcza VSV. Wiele substancji pochodzenia naturalnego wykazuje
dziatanie profilaktyczne, sg one aktywne pod warunkiem uzycia przed
zakazeniem lub ljcznie z wirusem. Tak dziala caly szereg substancji
zwanych induktorami interferonu (15), substancji przeciwwirusowych po-
chodzenia naturalnego, jak ekstrakty z morskich glonow (5, 22) lub nie-
ktére preparaty przeciwwirusowe, np. amantadyna (16), ktéra hamuje
penetracje wirusa grypy do komoérki.
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PE3IOME

IIpuMenenst METOAbLI KOJIOHHOM abcopbumoHHONM XxpomaTtorpacdumu AJaA BbIAEIEHUA

AHTMBUDYCHOrO Bewiectsa u3 Piptoporus betulinus, BbinmonHen psan XpoMaTorpamst
B pa3HbIX CMCTeMax HOCHTeNell M OJIIOEHTOB, 3aTeM IMOJyueHHble (paKuMy uccie-
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IOBaJIMCb C TOYKM 3PEHUA NMPOTMBOOAKTEPHUIIION M alITUBMPYCHOM aKTUBHOCTM. Y CTa-
HOBJIEHO, YTO HEKOTOpbleé M3 MOJyYeHHbIX XpoMaTorpaduuecKux cpakumit obianawoTt
npoTuBOGAKTEPMITHON AKTUBHOCTLIO, OCOGEHHO MO OTHouIeHMio X Sarcina lutea, Sta-
phylococcus epidermidis u K pa3HbIM uIiTamMmaMm Bacillus, Onpengenena BuUPYyJIMLMA-
HaA aKTUBHOCTBb MOJYyHeHHbIX XpoMaTorpacduyecKux ¢ppakuuii ¥ M3yyajoch UX BIM-
fAiliMe HaA pa3Hble 3Tanbl PENJMUKALMM BUPYCOB. YCTaHOBJIEHO, 'ITO HEKOTOPbIe XpoMa-
Torpaguyeckue ppakumMyu akKTUBHbI IPOTMB BUPYCOB Be3uKynApHoro cromaTtura (BBC),
ocnoBakuuHbl (BOB) u kiemeBoro sHuedanura.

SUMMARY

The application of adsorption column chromatography for the isolation of
antiviral substances from Piptoporus betulinus is presented. A number of chromato-
grams in various carrier — eluent systems were made and the fractions obtained
were examined in respect to their antibacterial and antiviral activities. It was
found that some of the obtained chromatographic fractions had antibacterial activity
against Sarcina lutea, Staphylococcus epidermidis and various strains of Bacillus.
The virucidal activity of the obtained chromatographic fractions was determined
as well as their effects on different stages of virus replication. It was found that
some chromatographic fractions were active against the viruses of vesicular sto-
matitis (VSV), vaccinia, and thick borne encephalitis (TBE).



