©Borgis Post Fitoter 2016; 17(3): 200-207
*Elzbieta Studziniska-Sroka’, Daria Zarabska-Bozejewicz’

Pustutka pecherzykowata (Hypogymnia
physodes (L.) Nyl.) — charakterystyka porostu
1 jego whaSciwosci biologiczne

Hypogymnia physodes (L.) Nyl. — characteristic of the lichen
and its biological properties

'Katedra i Zaklad Farmakognozji, Uniwersytet Medyczny im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu
Kierownik Zakfadu: prof. dr hab. n. farm. Wiestawa Bylka

Instytut Srodowiska Rolniczego i Le$nego, Polska Akademia Nauk w Poznaniu

Dyrektor Instytutu: prof. dr hab. n. farm. Lech W. Szajdak

SUMMARY

Hypogymnia physodes (L.) Nyl. is the lichenized fungus within the Parmeliaceae family, that commonly occurs both in Poland,
and other parts of Europe as well as in many other parts of the world. It is the epiphytic lichen growing on trunks and branches
of deciduous and coniferous trees. As a result of the specific relationship between a heterotrophic fungus and an autotrophic
photobiont — algae or cyanobacteria among others some secondary compounds are produced by mycobiont, not found among
plants and with interesting and little-known biological properties. Till now, the presence of: atranorin, chloroatranorin, phy-
sodic acid, 3-hydroxyphysodic acid, 2'-O-methylphysodic acid, physodalic acid, protocetraric acid and isophysodic acid, was
confirmed in thallus of H. physodes. In vitro studies revealed interesting biological properties of compounds and extracts from
H. physodes. Results of experiments proved their antibacterial and antioxidant activities, as well as cancer cell cytotoxicity and
inhibitory effects on enzymes. Depsidones isolated from H. physodes also influenced on cells of the immune system. Moreover,
this lichen is often used in bioindicator and biomonitoring studies that allow for assessment of environmental conditions, also
air pollution with i.a. heavy metals.
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STRESZCZENIE

Pustutka pecherzykowata (Hypogymnia physodes (L.) Nyl.) jest porostem z rodziny tarczownicowatych (Parmeliaceae), powszechnie
wystepujgcym w roznych czesciach Europy, w tym w Polsce oraz na innych kontynentach. Jako epifit porasta pnie i gatezie drzew
lisciastych oraz iglastych. W wyniku swoistych relacji pomiedzy cudzozywnym grzybem a samozywnym fotobiontem — glonem lub
sinicq, dochodzi do wytwarzania przez pierwszego z wymienionych wyzej partneréw metabolitow wtornych, niespotykanych w Swiecie
roslin, o interesujqcych, stabo poznanych wtasciwosciach biologicznych. Zwiqzki, ktorych obecnosé w plechach pustutki pecherzy-
kowatej potwierdzono, to: atranoryna, chloroatranoryna, kwas fyzodowy, kwas 3-hydroksyfyzodowy, kwas 2'-O-metylofyzodowy,
kwas fyzodalowy, kwas protocetrarowy oraz kwas izofyzodowy. Prowadzone badania o charakterze in vitro wykazaty, ze zwigzki
i wyciqgi z H. physodes wykazujq wielokierunkowe wiasciwosci biologiczne. Rezultaty eksperymentow Swiadczq o ich aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej, antyoksydacyjnej, cytotoksycznej wobec komdrek nowotworowych oraz hamujqcej aktywnos¢é enzyma-
tyczng. Depsydony izolowane z pustutki pecherzykowatej wplywaly réwniez na komorki uktadu odpornosciowego. Ponadto porost
ten jest czesto wykorzystywany w badaniach bioindykacyjnych i biomonitoringowych na potrzeby oceny stanu srodowiska, w tym
zanieczyszczenia powietrza m.in. metalami ciezkimi.

Stowa kluczowe: porosty, Hypogymnia physodes, metabolity wtorne, biowskaznik

Wstep oraz cudzozywnego grzyba lichenizujacego zwanego

mikobiontem. Obaj partnerzy wchodza w swoisty

Porosty (grzyby zlichenizowane) to organizmy, typ wzajemnej zaleznosci o charakterze symbiozy.
ktoérych plecha zbudowana jest z komérek autotro- To dzieki zdolnoSciom fotosyntetycznym fotobionta
ficznego komponentu zielonego (glonu lub sinicy) mozliwe jest wytwarzanie potrzebnych do wzrostu
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sktadnikéw odzywczych, natomiast przemiany bioche-
miczne zachodzace w strzepkach mikobionta pozwa-
laja na produkcje metabolitow wtérnych. Zwiazki te
zapewniaja porostom m.in. ochrone przed wpltywem
niekorzystnych czynnikéw zewnetrznych.

Do tej pory na terenie Polski stwierdzono wyste-
powanie ok. 1500 gatunkéw grzybéw zlichenizowa-
nych (1). Jednym z nich jest pospolita na obszarze
calego kraju pustultka pecherzykowata (Hypogymnia
physodes (L.) Nyl.). Dotad niewykorzystywana w lecz-
nictwie, wzbudzita zainteresowanie naukowcow, a re-
zultaty prowadzonych eksperymentéw $wiadcza o in-
teresujacych wlasciwoSciach badanego porostu, w tym
o jego aktywnoSci biologicznej. Praca stanowi przeglad
informacji na temat porostu H. physodes i obejmuje
jego charakterystyke, opis wlasciwosci biologicznych
ekstraktow otrzymanych z plechy pustutki oraz obec-
nych w niej zwigzkéw o charakterze metabolitow
wtornych, a takze omowienie roli gatunku w analizach
bioindykacyjnych.

Opis gatunku

Hypogymnia physodes jest gatunkiem powszech-
nie wystepujacym w réznych czesciach Europy,
Ameryce Péinocnej, Afryce Wschodniej, a nawet
w Himalajach (2, 3). Jako epifit porasta pnie i gate-
zie drzew liSciastych oraz iglastych. Jest gatunkiem
kwasolubnym, dlatego szczegdlnie korzystne wa-
runki dla swojego rozwoju znajduje na podtozach
0 nizszym odczynie, np. na korze sosny, brzozy,
Swierka, debu. Ponadto porost ten stwierdzany jest
rowniez na drewnie, stomianych dachach, rzadziej
na piaszczystej glebie, humusie oraz na podiozu
skalnym (3, 4).

Pustutka pecherzykowata ma listkowata, luZno
przyczepiona do podloza pleche o ksztalcie roze-
tkowatym lub nieregularnym, silnie podzielona na
odcinki, o rozmiarze dochodzacym najczesciej do
5 cm (5). Goérna powierzchnia plechy jest gtadka,
szara lub szarozielona, na koncach odcinkéw bru-
natnawo nabiegta, natomiast dolna cze$¢ jest silnie
pomarszczona i ma kolor czarny, przechodzacy na
obwodzie w odcien jasnobrazowy. Pustutka peche-
rzykowata nie ma chwytnikéw, natomiast do podtoza
przyczepiona jest za pomoca zmarszczek dolnej kory.
Soralia, ktére stanowia skupienia sorediow (czyli wy-
tworéw na plesze sktadajacych sie zwykle z kilku lub
kilkunastu komoérek glonéw oplecionych strzepkami
grzyba, stuzacych namnazaniu si¢ porostéw), sa typu
paszczowatego i powstaja wskutek peknigcia plechy na
granicy dolnej i gornej warstwy korowej na koficach
odcinkéw (4). Owocniki, osiagajace $rednice 2-8 mm,
sa bardzo rzadko obserwowane, natomiast zarodniki

sa jednokomorkowe, bezbarwne, elipsoidalne o wy-
miarach 6-9 x 4-5 um (5).

Zwiazki chemiczne

H. physodes wytwarza substancje chemiczne o cha-
rakterze depsydéw i depsydondw. Do pierwszej grupy
naleza atranoryna i chloroatranoryna (obecne w czgsci
korowej plechy). Do grupy depsydonéw zaliczane
sa: kwas fyzodowy, kwas 3-hydroksyfyzodowy, kwas
2'-O-metylofyzodowy, kwas fyzodalowy oraz kwas pro-
tocetrarowy (w czesci rdzeniowej). Ponadto z plechy
wyizolowano kwas izofyzodowy (2, 6-10) (ryc. 1).

Wykonane analizy HPLC okreSlajace zawartoS¢
zwiazkow w plesze H. physodes zebranej na terenie
Skandynawii (Norwegia) wykazaly, ze wsrdéd obec-
nych w poroScie metabolitow wtérnych, najwyzsze
stezenie charakteryzowalo kwas fyzodalowy (2,7-8,4%
suchej masy) i fyzodowy (3,3-5,0%), natomiast kwas
protocetrarowy, a takze substancje zawarte w czeSci
korowej: atranoryna i chloroatranoryna byly obecne
w znacznie mniejszej ilosci (odpowiednio 0,26-0,52%;
0,14-0,43%; 0,03-0,18%) (8).

Badano réwniez catkowita zawarto§¢ polifenoli
oraz flawonoidow w ekstraktach otrzymanych z plech
H. physodes. Wycigg metanolowy, uzyskany droga
24-godzinnej maceracji w temp. pokojowej, charak-
teryzowala wysoka zawarto$¢ polifenoli (141,59 mg
kwasu galusowego/g wyciagu) oraz znacznie nizsza
flawonoidéw (20,14 mg rutyny/g wyciagu) (10). W in-
nym badaniu zawarto§¢ polifenoli dla ekstraktéw
acetonowego, metanolowego oraz wodnego wynosita
odpowiednio 30,1; 86,8 i 6,3 ug rownowaznika pi-
rokatecholu. Ilos¢ flawonoidéw byta poréwnywalna
dla ekstraktow acetonowego i metanolowego (30,1
i 32,1 ug réwnowaznika rutyny) oraz znacznie niz-
sza dla ekstraktu wodnego (11,3 ug rownowaznika

rutyny) (11).

Metabolity wtorne a czynniki Srodowiskowe

[lo§¢ metabolitéow wtérnych, obecnych w plesze
pustutki pecherzykowatej, moze ulega¢ zmianom
wskutek dziatania r6znorodnych czynnikéw Srodowi-
skowych, w tym powiazanych z dziatalnoScia antropo-
geniczna. Zmiany te moga przejawiac sie¢ wzrostem lub
obnizeniem zawartosci substancji porostowych (12).
Solhaug i wsp. (8) przeprowadzili ilo§ciowg analize
stezenia metabolitow wtérnych w plechach H. physo-
des rosnacych na stanowiskach o odmiennym stopniu
nastonecznienia. Zwiekszenie catkowitej zawartoSci
metabolitéw wtérnych w badanym poroScie powiazane
bylo ze wzrostem nastonecznienia. Ponadto wykaza-
no dodatnie zaleznoSci pomiedzy iloScia atranoryny
i chloroatranoryny a bezpoSrednim i rozproszonym
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Ryc. 1. Wzory zwiazkéw obecnych w H. physodes

promieniowaniem. W przypadku kwaséw: fyzodowe-
go, fyzodalowego i protocetrarowego wykryto lepsze
korelacje ich zawartosci z promieniowaniem stonecz-
nym w poréwnaniu z promieniowaniem bezpoSred-
nim (8).

Wplyw metali ciezkich na wytwarzanie metaboli-
téw wtornych u H. physodes oceniano u transplantow

eksponowanych przez 6 mies. na stanowiskach zlo-
kalizowanych na terenie Krakowskiego Okregu
Przemystowego (12). Najwigksza zawarto$¢ Cd,
Pb i Zn stwierdzono w plechach zebranych w po-
blizu huty cynku i otowiu, podczas gdy Cr i Ni
— w sasiedztwie zaktadu chemicznego produku-
jacego zwiazki chromu, fosforu i siarki. Blisko§¢
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zaktadu przemystowego wptyneta na zmniejszenie
ilosci kwasow fyzodowego i hydroksyfyzodowego
oraz atranoryny u transplantéw. Podobne wyniki
uzyskali Hauck i wsp. (13), ktérzy wykryli m.in.
dodatnie korelacje pomiedzy zawartosScia kwasu
fyzodalowego u H. physodes a wzrostem Cu** i Mn?*
w substracie, przy zmniejszaniu si¢ iloSci kwasu
3-hydroksyfyzodowego. Udowodniono, ze zwiazki
o charakterze depsydondw, wystepujace w plesze
H. physodes, moga wykazywa¢ zdolno$¢ wigzania
kation6éw niektérych metali (14). Wedlug danych pi-
Smiennictwa kwas fyzodalowy wykazywatl niezwykle
silng (95%) zdolno$¢ adsorbowania jonow metali
Fe3*. Wiasciwos$¢ te miaty réwniez kwasy fyzodowe
1 protocetrarowy, jednak w stopniu znacznie niz-
szym od wymienionego wyzej zwigzku (odpowiednio
ok. 44 1 43%). Zjawiska nie zaobserwowano dla
jonéw Fe?*. Zdolno$¢ adsorpcji kationéw metali,
jednak juz w duzo mniejszym stopniu, dotyczyta
takze jonow Ca** i Mg**.

Zwiekszona ilo§¢ kwasu fyzodalowego w plechach
wskutek ekspozycji na metale ciezkie mozna trak-
towac¢ jako przejaw funkcji tego zwiazku w ksztal-
towaniu strategii obronnej u H. physodes wzgledem
kumulujacych si¢ zanieczyszczen (12-14). Wskazana
wyzej wlasciwo$¢ moze postuzyé wyjasnieniu procesu
wolniejszego ustepowania pustutki pecherzykowatej
wskutek zanieczyszczenia Srodowiska w poréwnaniu
z innymi przedstawicielami tego rodzaju, tj. H. fari-
nacea, H. tubulosa i H. vittata, czyli gatunkami, ktore
nie maja w swojej plesze kwasu fyzodalowego (14).
Dane prezentowane w piSmiennictwie przedmiotu
przemawiaja za mozliwoScia wykorzystania meta-
bolitéw wtdérnych jako biomarkeréw w badaniach
Srodowiskowych (12).

Znane jest takze oddziatywanie substancji poro-
stowych na inne elementy biotyczne obecne w eko-
systemach. Zdaniem Latkowskiej i wsp. (15) meta-
bolity wtorne u pustutki pecherzykowatej przyczynity
sie¢ do obnizenia zywotnoS$ci Swierku Picea abies
i usychania jego gatezi porosnietych obficie plecha-
mi porostu. Stwierdzenie to oparto na wynikach
wskazujacych na obecno§¢ kwasu fyzodalowego,
3-hydroksyfyzodowego oraz atranoryny w korze
drzewa w miejscach bezposSrednio zasiedlonych
przez porost (16). Ekstrakt acetonowy z H. physo-
des hamowal rozw6j grzybow chorobotwdrczych tj.
Pythium ultimum, Ustilago maydis i Phytophthora
infestans (17). Sugeruje to, ze metabolity wtérne
inne niz atranoryna, znajdujace si¢ u pustutki pe-
cherzykowatej, takze hamuja wzrost wymienionych
powyzej grzybow (17).

Aktywnos¢ biologiczna
Dziatanie przeciwdrobnoustrojowe

Przeciwbakteryjne dziatanie ekstraktow otrzyma-
nych z porostéw oraz izolowanych z nich tzw. kwa-
sOw porostowych jest testowane od dawna. Mitrovi¢
i wsp. (10) badali ekstrakt metanolowy z H. physodes
na 29 szczepach drobnoustrojéw. W zaleznosci od gru-
py testowanych drobnoustrojow aktywno$¢ znacznie
roznita sie. Ekstrakt wykazywat zr6znicowana aktyw-
nos$¢ wobec Bacillus sp. (MIC = 0,04-0,08 mg/ml),
Enterococcus faecalis (MIC = 0,08-5,0 mg/ml),
Staphylococcus aureus (MIC = 0,04-0,3 mg/ml)
i Pseudomonas aeruginosa (MIC = 6,3 mg/ml).
Ekstrakty metanolowe z H. physodes dziataly rowniez
przeciwgrzybiczo. Ekstrakt metanolowy z H. physodes
wykazywat doS§¢ wysoka aktywno§¢ wobec szczepu
wzorcowego Aspergillus niger (MIC = 0,01 mg/ml),
przy czym aktywnos$¢ wobec szczepu klinicznego
A. niger byta znacznie nizsza (MIC = 5,0 mg/ml).
Wykazane w badaniach minimalne stezenie hamu-
jace rozwdj innych grzybéw ple$niowych i drozdzo-
idalnych wahato si¢ dla omawianych wyciagdéw od
0,63 do 10 mg/ml. Aktywnos¢ flukonazolu wahata
sie w odniesieniu do badanych grzybéw w granicach
MIC = 0,03-0,5 mg/ml.

Aktywno$¢ przeciwbakteryjna wykazywal takze
obecny w H. physodes kwas fyzodowy. Antybiotyczne
dzialanie tego zwigzku badano na réznych gatunkach
drobnoustrojéow. Okazato sie, ze testowany depsy-
don hamowal rozwdj bakterii Gram-dodatnich: S.
aureus (MIC = 25 ug/ml) oraz Mycobacterium smeg-
matis (MIC = 100 wg/ml). Substancjg wzorcowa byt
siarczan streptomycyny, ktéry wzrost wymienionych
mikroorganizméw hamowat w stezeniu 511,25 ug/ml.
Kwas fyzodowy nie wptywat w badanych stezeniach
na rozwoj bakterii: Escherichia coli, Salmonella gal-
linarum, Klebsiella pneumoniae, P aeruginosa oraz
grzyba drozdzoidalnego Candida albicans (MIC
> 100 wg/ml) (18).

Tirk i wsp. (19) wykazali, ze kwas fyzodowy stabiej
od chloroatranoryny i kwasu oliwetorowego hamowat
rozw0j Proteus vulgaris, S. aureus, Streptococcus fa-
ecalis (MIC = 53,1 mmol), nie dziatal natomiast na
bakterie Aeromonas hydrophila, E. coli, K. pneumo-
niae, P aeruginosa, P syringae, Salmonella typhimu-
rium oraz na wszystkie testowane grzyby ple$niowe.
Ponadto kwas fyzodowy dziatat silniej od chloro-
atranoryny, lecz stabiej od kwasu oliwetorowego
na szczepy Bacillus cereus, Bacillus subtilis 1 Listeria
monocytogenes (MIC = 6,6-13,3 mmol). Stwierdzono,
ze badany depsydon, na skutek obecnoSci wigzania
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eterowego w czasteczce, nie ma mozliwoSci rotacji
wokot wiazania estrowego. Depsydy (np. kwas oli-
wetorowy) pozbawione sa blokady przestrzenne;j
i zmieniajac potozenie w przestrzeni, moga dziatac
na centrum inhibicji zlokalizowane w komorkach
grzyba (19).

W innych badaniach aktywnoS§¢ przeciwdrobno-
ustrojowa kwasu fyzodowego byta nizsza niz testo-
wanych roéwnolegle substancji: atranoryny, kwasu
gyroforowego i usninowego (MIC = 0,5-1 mg/ml
dla kwasu fyzodowego; MIC = 0,0075-0,5 mg/ml dla
pozostatych zwigzkéw). Opisywany depsydon dziatat
najsilniej na Botrytis cinerea i Paecilomyces variot-
ti (MIC = 0,5 mg/ml) (20).

Wystepujacy w plechach pustutki pecherzyko-
watej kwas 3-hydroksyfyzodowy zostal przebada-
ny na 13 szczepach bakterii, 2 szczepach grzybow
drozdzoidalnych i 10 szczepach grzybéw plesnio-
wych. Pochodna kwasu fyzodowego byta aktywna
wobec 9 sposrdd wszystkich badanych drobnoustro-
jow (B. cereus, B. subtilis, E. coli, L. monocytogenes,
P, vulgaris, S. typhimurium, S. aureus, S. faecalis,
C. albicans). Wyznaczona doS$wiadczalnie wartos¢
MIC wahata si¢ miedzy 0,08-2,57 mmol. Uwage
zwraca silna aktywno$¢ zwiazku wobec C. albi-
cans (MIC= 0,08 mmol) (21).

Interesujacym jest fakt, iz kwas fyzodowy oraz
fyzodalowy wraz z kwasem usninowym (zwiazkiem
izolowanym z porostow o silnym dzialaniu przeciw-
bakteryjnym) wchodzity w sktad preparatu Evosin
II, popularnego w II potowie XX wieku, gtownie
w Niemczech, jako §rodka do stosowania zewnetrz-
nego w przypadku ropiejacych i trudno gojacych sie
ran (22).

Dziatanie antyoksydacyjne

Zdolno$¢ zmiatania wolnych rodnikoéw przez wy-
ciagi z H. physodes byta okre§lana w kilku badaniach
zwykorzystaniem odczynnika DPPH. AktywnoSc prze-
ciwutleniajaca ekstraktow metanolowych otrzymanych
metoda 24-godzinnej maceracji oceniono, wyznaczajac
wspotczynnik EC, | Okazato sig, ze stezenie ekstraktu
w badanej prébie wymagane do zmniejszenia pier-
wotnego stezenia DPPH" o0 50% wynosito 79,7 ug/ml,
podczas gdy EC, dla zastosowanego jako wzorca BHT
byto réwne 19,2 ug/ml (23).

Mitrovic i wsp. (10) badali metanolowy ekstrakt przy-
gotowany w analogiczny sposob. Eksperymentalnie wy-
znaczona warto$¢ IC, wynosita 45,6 ug/ml. Nast¢pnie
badano ekstrakty acetonowe, metanolowe i wodne
z H. physodes, otrzymane metoda ekstrakcji w apara-
cie Soxhleta. Otrzymane wyniki wskazuja, ze wszystkie
badane ekstrakty w stezeniu 1 mg/ml wykazywaly

zdolno$¢ zmiatania rodnika odpowiednio w: 60,2;
73,2 1 31,0%. W przypadku zastosowanych w tym
samym stezeniu wzorcow, poziom rodnika DPPH*
zmniejszat si¢ odpowiednio dla witaminy C o 86,6%,
BHA o0 79,8% i a-tokoferolu o 64,0% (11).

Badano réwniez redukujace wtasciwosci acetono-
wych, metanolowych i wodnych ekstraktow z H. phy-
sodes metoda z heksacyjanozelazianem (III) pota-
su (11). Wyciagi, otrzymane metoda ekstrakcji w apa-
racie Soxhleta i zastosowane w stezeniu 1 mg/ml,
wykazywaly silniejsza zdolno§¢ redukowania jonow
Fe’*, w poréwnaniu do badanych réwnoczesnie
ekstraktow uzyskanych z innych gatunkéw poro-
stow (Cladonia furcata, Parmelia caperata i Parmelia
sulcata). Odnotowane dziatanie byto jednak stabsze
od stosowanych jako wzorce: BHA, a-tokoferolu
i witaminy C (11).

Wiasciwosci przeciwutleniajace kwasu fyzodowe-
go zostaly zbadane metoda z odczynnikiem DPPH
oraz metoda oceniajaca zdolno§¢ zmiatania aniono-
rodnika ponadtlenkowego (24). Otrzymane wyniki
Swiadczyly o dziataniu przeciwwolnorodnikowym bli-
sko 11 razy stabszym od witaminy C (odpowiednio
IC,, = 69,10 ug/ml oraz 6,42 pg/ml). Natomiast zdol-
no$¢ zmiatania anionu ponadtlenkowego byta jedynie
0 ok. 46% nizsza od dziatania witaminy C, uwaza-
nej za substancje o niezwykle silnym dziataniu prze-
ciwutleniajagcym (odpowiednio IC,, = 169,65 ug/ml
oraz 115,61 ug/ml) (24).

Tirkez i wsp. (25) w plazmie pozyskanej z ho-
dowli komoérek krwi okreslali catkowita pojemnos§é
antyoksydacyjna (TAC) i catkowity status oksy-
dacyjny (TOS). Stwierdzono, ze wodny ekstrakt
z pustutki pecherzykowatej (50 mg/l) powodowat
znaczacy wzrost TAC, natomiast w wyzszych ste-
zeniach (1000 i 2000 mg/l) obserwowano spadek
poziomu tego wskaznika. Dla badanego ekstraktu
TOS wzrastal wraz z testowanym st¢zeniem (250,
500, 1000 i 2000 mg/l) (25).

Hamowanie aktywnosci enzymow

Badania wykazaly, ze obecny w plesze porostu
H. physodes kwas fyzodowy wykazuje zdolnos¢ blo-
kowania integrazy HIV-1 — enzymu spelniajacego
wazna role w procesie uaktywniania replikacji wirusa
HIV (26, 27). Ponadto kwas fyzodowy hamuje ak-
tywnoS¢ elastazy trzustkowej oraz trypsyny. Stopien
inhibicji enzymatycznej wynosit okoto 20% wobec
elastazy (w stezeniu 100 wmol) i trypsyny (W stezeniu
500 umol). Aktywno$¢ kwasu hydroksyfyzodowego
byla wyzsza. Poziom hamowania elastazy trzustko-
wej wynosit 74,3% przy stezeniu 100 umol badane-
go zwiazku. Wykazano ponadto, ze hydroksylowa
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pochodna kwasu fyzodowego w stezeniu 500 umol
obnizala dziatanie trypsyny o 29,7% (28).

Wplyw na komorki uktadu odpornosciowego

Pavlovic i wsp. (9) prowadzili badania na ko-
morkach uktadu odpornosciowego wyizolowanych
z H. physodes kwas6w: fyzodalowego, fyzodowego,
3-hydroksyfyzodowego oraz izofyzodowego. Zwiazki
te poddano badaniu na szczurzych tymocytach.
Oceniano wplyw wymienionych wyzej metabolitoéw
wtornych na proliferacje, zywotno§¢, produkcje re-
aktywnych form tlenu (ROS) i potencjal blony mito-
chondrialnej (MMP) badanych komdrek. Uzyskane
wyniki wykazaly, ze najsilniej na komorki te dziatat
kwas fyzodalowy. Spadek proliferacji tymocytow ob-
serwowano w stezeniach 11 10 ug (kwas fyzodalowy)
lub 10 ug (kwas fyzodowy i 3-hydroksyfyzodowy).
Kwas izofyzodowy powodowat nieistotny statystycznie
spadek proliferacji badanych komorek.

W celu oceny zywotnosci tymocytéw przeprowadzo-
no test z syntetycznym oktapeptydem CCK-8. Wzrost
dzialania cytotoksycznego odnotowano dla réznych
stezen kwasu fyzodalowgo (11 10 ug). Kwasy fyzodowy
i 3-hydroksyfyzodowy dziataly stabiej (10 ug). Kwas
izofyzodowy nie zmieniat zywotnoSci tymocytéw (9).

Badania wptywu substancji porostowych na pro-
dukcje reaktywnych form tlenu oraz potencjat btony
mitochondrialnej wykazaty, ze w obu przypadkach
kwas fyzodalowy najsilniej zmienial badane parame-
try (0,1; 1 i 10 ug), stabsze dziatanie wykazano dla
kwasu fyzodowego (10 wg). Dla pozostatych zwiazkow
nie zaobserwowano istotnego statystycznie dziatania.
W tym samym badaniu zauwazono, ze wzrost pro-
dukcji ROS powodowat spadek potencjatu MMP.
Ekspozycja tymocytéw na wzrastajace stezenia kwasu
3-hydroksyfyzodowego i izofyzodowego nie wplywata
na potencjal MMP (9).

Na podstawie wynikéw przeprowadzonych badan
stwierdzono, ze toksyczny wptyw na badane komorki
miat, obserwowany w przypadku poddania tymocy-
tow dziataniu kwasu fyzodalowego i fyzodowego,
wzrastajacy poziom reaktywnych form tlenu i spadek
mitochondrialnego potencjatu btonowego (9).

Dziatanie cytotoksyczne

Wplyw metanolowego wyciagu z H. physodes na
zywotno$§¢ komorek nowotworu piersi linii MCF-7
i MDA-MB-231 oraz wplyw tego ekstraktu na wyste-
powanie w komorkach zjawiska apoptozy oceniano
w badaniach prowadzonych przez Ari i wsp. (29).
Otrzymane wyniki wskazywaly na wlaSciwosci cyto-
toksyczne ekstraktu wobec badanych linii komérko-
wych (IC,, = 50 i 44 ug/ml; test MTT po 72 godz.

inkubacji). Zjawisko apoptozy badano, mierzac w ko-
morkach poziom markera programowanej Smier-
ci komorki — antygenu M30. Rezultaty wykazaly,
ze ekstrakt metanolowy w stezeniu 100 wg/ml po
72-godzinnej inkubacji wywotywal apoptoze komorek
MCF-7, natomiast nie wptywat na komoérki MDA-MB-
-231. Analiza z uzyciem mikroskopu fluorescencyj-
nego wykazata, ze ekstrakt metanolowy spowodowat
fragmentacje jadra w komorkach MCF-7, natomiast
w komdrkach MDA-MB-231 nie wywotat podobnych
zmian, co Swiadczy o tym, ze zjawisko apoptozy doty-
czyto linii MCF-7. Rezultaty eksperymentu wskazuja,
ze H. physodes moze by¢ Zrédtem substancji o whasci-
wosciach przeciwnowotworowych (29).

Kosani¢ i wsp. (30) badali wplyw acetonowego
ekstraktu z H. physodes na komorki ludzkiego czer-
niaka (FemX) oraz ludzkiego nowotworu okrezni-
cy (LS 174). Otrzymane wyniki potwierdzaly aktywnos¢
badanego ekstraktu, jednak w stezeniach wyzszych niz
cisplatyna, ktora zastosowano jako substancje odnie-
sienia. IC,  dla FemX wynosita 43,45 ug/ml, a dla LS
174 — 38,1 pug/ml. Dla cisplatyny wartosci te ksztalto-
waly sie odpowiednio na poziomie 0,9 i 2,3 ug/ml.

Wlasciwosci mutagenne i genotoksyczne

Badania mutagennych wlasciwosci kwasu fyzodo-
wego i fyzodalowego prowadzono w latach 80.-90.
XX wieku. Test Amesa przeprowadzono na dwdch
szczepach Salmonella typhimurium (TA98 i TA100).
Okazato sig, ze kwas fyzodalowy wykazywal zalezna
od dawki mutagenno$¢ dla szczepu TA100 (31, 32).

Zbadano takze whasciwosci genotoksyczne ekstrak-
tu metanolowego z pustutki pecherzykowatej na ko-
morkach limfocytéw ludzkich, stosujac test aberracji
chromosomowych oraz test mikrojadrowy. Uzyskane
wyniki dowiodly, ze genotoksyczne dziatanie eks-
traktu wystepowalo przy relatywnie wysokich steze-
niach (> 125 pg/ml), w poréwnaniu z jego aktywnoscia
cytotoksyczna (29).

W innych badaniach prowadzonych z uzyciem ho-
dowli ludzkich limfocytow krwi obwodowej stwier-
dzono, ze ekstrakt z pustutki pecherzykowatej w za-
stosowanych stezeniach (0-2000 mg/l) nie wykazywat
dzialania, gdyz nie indukowat istotnego statystycznie
wzrostu liczby aberracji chromosomowych oraz iloSci
mikrojader w badanych komérkach w poréwnaniu
z prébg kontrolna (25).

Pustutka pecherzykowata jako biowskaznik

Pustutka pecherzykowata jest czesto proponowana
jako gatunek biotestowy w badaniach oceniajacych
stan §rodowiska z wykorzystaniem porostéw (3, 33,
34). Wynika to gtéwnie z jej rozpowszechnienia i tym
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samym dostepnosci, szybkiej reakcji na stres, tatwej
identyfikacji zmian pojawiajacych si¢ na jej plesze,
umiarkowanej wrazliwosSci na SO, i metale cigzkie,
wzglednej tolerancji i wykazywanej dobrej zdolnoSci
do akumulacji zanieczyszczen powietrza (4, 14, 33).
Istnieje szereg metod badawczych stosowanych przy
lichenoindykacji, w ktorych zaleca sie¢ prowadzenie
obserwacji z wykorzystaniem H. physodes (33). Jedna
z nich, zwana metoda gatunkéw wskaznikowych, wy-
réznia omawiany porost jako wskaznik wybranych stref
porostowych o okre§lonym stopniu zanieczyszczenia
powietrza. W tym samym celu moze by¢ przeprowa-
dzona analiza udziatu form morfologicznych, w tym
porostow o plesze listkowatej, do ktorej to grupy
nalezy réwniez opisywany epifit (33). Metoda testu
plytkowego (metoda transplantacji) pozwala okresli¢
stopiefl zamierania plech pustulki pecherzykowatej
przeniesionych ze stanowisk naturalnych na obszary
znajdujace si¢ pod znaczacym wplywem obiektéw
emitujacych duze iloSci zanieczyszczen, tj. emitora
punktowego (np. komin fabryczny, zaktad przemysto-
wy) lub pasmowego (np. ruchliwa szosa) (4).

PiSmiennictwo zawiera wiele przyktadéw Swiadcza-
cych o dobrej zdolnoS$ci do akumulacji zanieczyszczen
w plesze opisywanego porostu (12, 33, 35-37). Jednym
z nich sa analizy, w ramach ktérych dokonano oceny
zawarto$ci mikroelementow (Pb, Ni, Cr, Cu, Zn,
Fe) u H. physodes (33). Stwierdzono, ze ich §rednie
stezenia byly wieksze u transplantéw eksponowanych
w obrebie Biategostoku w poréwnaniu z préba kontro-
Ina na terenie Puszczy Knyszynskiej. Ponadto nizsze
wartoSci uzyskiwano w poblizu komplekséw leSnych
niz terendw zabudowanych i otwartych. Szczeg6lnie
okres jesienny i zimowy zdaje si¢ sprzyja¢ kumulacji
zwigkszonej iloSci zanieczyszczef, co jest zwigzane
z trwajacym wdwczas sezonem grzewczym oraz zwick-
szonym zuzyciem i niepelnym spalaniem paliwa przez
silniki pojazdéw.

W ramach badan nad réznorodnosciga porostow
nadrzewnych w zamierajacych lasach §wierkowych
porastajacych gory Harzu w Niemczech dowiedziono,
iz stopief pokrycia plechami pni drzew przez pustut-
ke pecherzykowata zmniejszal sie wraz ze wzrostem
koncentracji wielu pierwiastkow w korze (K, Fe, Cu)
i w wodzie sptywajacej po pniu (NH,*, NO., S, K,
Mg, Fe). Natomiast bezposredni wptyw stwierdzono
w odniesieniu do stezenia S w wodzie sptywajacej po
pniu (38).

Podsumowanie
H. physodes to wystepujacy pospolicie gatunek

porostu, wytwarzajacy metabolity wtdrne o interesu-
jacych wlasciwoSciach biologicznych. Produkowane

przez tego grzyba zwiazki chemiczne naleza gléwnie
do depsydow i depsydonéw, z ktérych w najwickszej
iloSci w poroScie wystepuja kwasy: fyzodowy i fyzoda-
lowy. Wyniki prowadzonych na przestrzeni ostatnich
lat eksperymentow in vitro wykazaly, ze niestosowana
dotychczas w lecznictwie pustutka pecherzykowata
wykazuje interesujace dziatanie biologiczne. Oprocz
opisywanego od dawna w piSmiennictwie przeciw-
drobnoustrojowego dziatania porostu wykazano, ze
aktywno$¢ przeciwutleniajaca i cytotoksyczna eks-
traktow otrzymanych z badanego grzyba byla wysoka.
Wyniki zaprezentowanych w pracy badan wskazuja,
ze zaréwno ekstrakty, jak i same zwiazki izolowane
z pustutki pecherzykowatej maja potencjat leczniczy,
jednak brak eksperymentéw in vivo i prac klinicznych
uniemozliwia ich zastosowanie w medycynie. Oprocz
aspektu dziatania biologicznego istotna jest tez moz-
liwo§¢ wykorzystania H. physodes w bioindykacji i
biomonitoringu, pozwalajacych na dokonanie oceny
stanu Srodowiska, w tym zanieczyszczenia powietrza
dwutlenkiem siarki czy metalami cigzkimi.
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