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ANTIHEPATOTOXIC ACTIVITY OF BEE POLLEN

SUMMARY

The presented studies show the high activity of bee pollen used for
the regeneration of liver tissue intoxicated by carbon tetrachloride,
ethionine, galactosamine and allyl alcohol — substances with a
very strong damage activity for all possible structures of this organ.
Moreover the activity of bee pollen is not limited only to treatment
of damaged liver tissue. The extracts of bee pollen have the ability
to protection of liver against intoxications.
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Dzialanie na tkanke watrobowa

W farmakologii doswiadczalnej stosuje si¢ caty
szereg substancji, ktorych podanie zwierzgtom do-
Swiadczalnym wywoluje stany patologiczne przypo-
minajace symptomy choréb powstatych u cztowieka
pod wplywem czynnikéw chorobowych. W przypadku
watroby do substancji, ktére do tego celu stosuje sie
najczesciej, naleza: tetrachlorek wegla, etionina, ga-
laktozamina i alkohol allilowy.

Tetrachlorek wegla

Tertrachlorek wegla (ryc. 1) zaliczany jest do naj-
lepszych modelowych substancji hepatotoksycznych
(uszkadzajacych watrobe). Nawet pojedyncze dawki
tego zwiazku powoduja szybkie stluszczenie i dege-
neracje watroby. Juz w kilka minut po podaniu te-
trachlorku wegla obserwuje si¢ uszkodzenie siateczki
cytoplazmatycznej, po 56 godz. dochodzi do uszko-
dzenia lizosoméw, a po 12-20 godz. do uszkodzenia
mitochondriéw. Co istotne, zmiany biochemiczne
znajduja swoje odzwierciedlenie w zmianach histo-
patologicznych (1).

Tetrachlorek wegla metabolizowany jest w hepa-
tocytach z udziatem cytochromu P-450. Wigkszos¢
szkodliwych efektéw dziatania tego zwiazku przypisy-
wana jest wolnemu rodnikowi trichlorometylowemu,
ktéry powstaje w trakcie detoksykacji. Powoduje on
peroksydacje lipidow, oksydacje grup tiolowych oraz
uszkodzenie struktury biatek i kwaséw nukleinowych
w tkance watrobowe;.

Peroksydacja nienasyconych kwasow tluszczowych
w btonach komérek siateczki cytoplazmatycznej pro-
wadzi do ich rozpadu i powstania rodnikéw lipido-
wych. Jest to reakcja taficuchowa, ktéra powoduje
uszkodzenie hepatocytow. Poza tym tetrachlorek
dziata bezpoSrednio na btony cytoplazmatyczne hepa-
tocytow, co prowadzi do zaburzenia transportu jonow
metali i biatek (1).

Wojcicki i Samochowiec (3) podawali szczurom
karmionym pasza standardowa wyciagi Cernitin T60
i Cernitin GBX w iloSci 50 mg/kg, a nastepnie po
4 godz. tetrachlorek wegla w iloSci 0,25 ml/100 g
m.c. i po dalszych 24 godz. wykonywano badania
biochemiczne. Wyniki badan przedstawione w tabeli
1 wykazaly, ze po podaniu tetrachlorku wegla po-
ziom aminotransferazy alaninowej w surowicy krwi
szczurOw wzrést o ok. 260 razy, fosfatazy alkalicz-
nej o 3,8 raza i bilirubiny o ok. 64 razy. Natomiast
uprzednie podanie wyciagu wodnego (Cernitin T60)
z pylku kwiatowego, a nastepnie tetrachlorku wegla,
powodowalo obnizenie wymienionych wskaZnikow
odpowiednio o 34,1, 24,7 141,5%. Podobne obnizenie
wskaznikéw biochemicznych obserwowano w przy-
padku wyciagu lipidowego (Cernitin GBX) z pyltku
kwiatowego, odpowiednio o 17,1, 18,5 i 80,3%.

NH,
CHy—CH,—S—CH;—CH,—CH
COOH

CI\C /CI
AN

Cl Cl

Tetrachlorek wegla Etionina

CH,OH

HO 0]

OH
NH,

Galaktozamina Alkohol allilowy

Ryec. 1. Wzory chemiczne modelowych substancji hepatotok-
sycznych (wg 2).
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W tabeli 2 zamieszczone zostaly takze wskaZni-
ki fizjologiczne i histopatologiczne odnotowane w
trakcie powyzszych badan. Stwierdzono, ze podanie
tetrachlorku wegla powoduje wzrost masy watroby o
1,8 raza, obnizenie poziomu biatka o 10,4%, wzrost
zawartosci triglicerydow o 3,5 raza i infiltracji tlusz-
czOw w komorkach watrobowych o 8 razy. Z kolei
podawanie wyciggu wodnego (Cernitin T60) i lipido-
wego (Cernitin GBX) z pytku kwiatowego wyraznie
zmniejszalo skutki toksycznego dziatania tetrachlorku
wegla w granicach 4,4-17,5%, przy czym dzialanie
wyciagu lipidowego bylo silniejsze w poréwnaniu do
wyciagu wodnego z pytku kwiatowego.

W innym do$wiadczeniu Loniewski i wsp. (1) po-
dawali zapobiegawczo wyciag wodny (Cernitin T60)
i lipidowy (Cernitin GBX) dootrzewnowo szczurom
w dawce 200 mg/kg m.c. Nastgpnie po 24 godz. od
zwierzat pobierano surowice krwi do badafn. Wyniki
zebrane w tabeli 3 wskazuja, ze tetrachlorek wegla
powodowat wzrost poziomu wymienionych enzyméw
watrobowych, wskazujacych na silne uszkodzenie wa-
troby, odpowiednio o 70,6; 53,4 i 6,9 raza. Podawanie
samych wyciagéw korzystnie dziatato na watrobe, na co
wskazuja wyniki zawarte w tabeli. Wyciagi te obnizaly
poziom badanych enzymdéw watrobowych w poréwna-
niu do zwierzat nieleczonych w granicach 4,8-50,0%.

Tabela 1. Wplyw wyciagu wodnego (Cernitin T60) i wyciagu lipidowego (Cernitin GBX) z pylku kwiatowego podawanego
doustnie na wskazniki biochemiczne watroby szczuréw zatruwanych tetrachlorkiem wegla (wg 2).

Wskazniki biochemiczne
Grupa zwierzat
AIAT (U/) AP (U/l) B (umol/l)
Kontrolna (nieleczona) 38 100 0,03
CCl4 9,900 380 1,93
CCl4 + Cernitin T60 6,520 286 1,13
CCl4 + Cernitin GBX 8,210 310 0,38

CCl4 — Tetrachlorek wegla, AIAT — aminotransferaza alaninowa, AP — fosfataza alkaliczna, B — bilirubina

Tabela 2. Wplyw wyciagu wodnego (Cernitin T60) i wyciagu lipidowego (Cernitin GBX) z pylku kwiatowego podawanego
doustnie na wskazniki fizjologiczne i histopatologiczne watroby szczuréw zatruwanych tetrachlorkiem wegla (wg 3).

Wskazniki fizjologiczne i histopatologiczne
Grupa zwierzat
A B Cc D
Kontrolna (nieleczona) 2,83 6,7 0,20 0,5
CCl4 5,01 6,0 0,69 4,0
CCl4 + Cernitin T60 4,50 6,3 0,66 3,8
CCl4 + Cernitin GBX 4,15 6,4 0,60 3,3

CCl4 — Tetrachlorek wegla

A — Masa watroby (g/100 g m.c.), B — ogdlna zawarto$¢ biatka w watrobie (g/100 g m.c.), C — zawarto$¢ triglicerydéw (mmol/g
homogenatu watrobowego), D — stopien infiltracji ttuszczéw w komdrkach watroby (punkty)

Tabela 3. Wplyw wyciagu wodnego (Cernitin T60) i lipidowego (Cernitin GBX) na aktywnos$¢ enzyméw watrobowych

po zatruciu szczuréw tetrachlorkiem wegla (wg 1).

Aktywnos$¢é enzymoéw watrobowych
Grupa zwierzat
AIAT (ug/l) AspAT (ug/l) v-GT (ug/l)
Kontrolna (nieleczona) 32 124 0,40
CCl4 2,258 6,620 2,75
Cernitin T60 16 118 0,25
CCl4 + Cernitin T60 1,700 5,000 2,00
Cernitin GBX 22 87 0,30
CCl4 + Cernitin GBX 56 252 0,25

CCl4 — Tetrachlorek wegla

v-GT - s-glutamylotransferaza

AIAT - Aminotransferaza alaninowa, AspAT — aminotransferaza asparaginianowa,
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W przypadku uprzedniego podawania obu wycia-
gow, zatrucie zwierzat tetrachlorkiem wegla ujawnia-
fo wyrazna ochrone watroby przed dzialaniem tego
zwigzku. W przypadku wyciagu wodnego (Cernitin
T60) dziatanie ochronne byto stabsze niz w przy-
padku wyciagu lipidowego (Cernitin GBX). Wodny
wyciag z pylku kwiatowego obnizal aktywno$¢ ami-
notransferazy alaninowej o 24,7%, aminotransfera-
zy asparaginianowej o 24,5%, a y-glutamylotransfe-
razy o 27,3% w poréwnaniu do tetrachlorku wegla.
Natomiast lipidowy wyciag z pytku kwiatowego obnizat
poziom wymienionych enzymow odpowiednio o0 97,5,
96,2 1 89,1% (tab. 3).

Etionina

Etionina (ryc. 1) jest analogiem etylowym ami-
nokwasu metioniny. Powoduje ona m.in. wytwarza-
nie tluszczu w tkance watrobowej, hamuje synteze
biatka, a takze obniza aktywno$¢ fosforylazy watro-
bowej i stezenie AMP. Etionina zmniejsza liczbe
potaczen SH. W efekcie powstaja zmiany procesu
oksydoredukcyjnego i zaburzona zostaje aktywnos$¢
wielu enzymoéw (4).

W badaniach uczestniczyly 4 grupy szczuréw:
grupa kontrolna (nieleczona), grupa otrzymujaca
etionine (25 mg/100 g m.c.), grupa otrzymujaca
etionine, wyciag wodny z pytku kwiatowego (Cer-
nitin T60) w dawce 200 mg/kg m.c., a takze grupa
zwierzat otrzymujaca etionine i wyciag lipidowy z
pytku kwiatowego (Cernitin GBX) w dawce 200
mg/kg m.c. Zaréwno etioning, jak i wyciagi z pytku
kwiatowego podawano zwierzetom droga doustna.
Doswiadczenie prowadzono przez 14 dni. Nastepnie
zwierzeta usypiano i badano histopatologicznie ich
watroby.

Wyniki badan histopatologicznych wykazaly, ze
po podawaniu samej etioniny komorki watrobowe
miaty cechy zwyrodnienia, szczegdlnie w obwodo-
wych czeSciach zrazikow watrobowych. Obserwo-
wano rozwdj nukleolizy i cytolizy hepatocytéw, jak
rowniez wzrost liczby komoérek Browicza-Kupffera
oraz rozszerzenie naczyn zatokowych w calym zrazi-
ku watrobowym. Stwierdzono obecnos¢ duzej iloSci
substancji tluszczowych w postaci matych kropelek
miedzykomodrkowych. U zwierzat otrzymujacych etio-
ning obserwowano takze uszkodzenie hepatocytéw,
charakteryzujace si¢ wakouolizacja oraz lize licznych
hepatocytéw (ryc. 2A).

Dla odmiany u szczuréw otrzymujacych oprocz
etioniny wodny wyciag z pytku kwiatowego (Cernitin
T60) w watrobie nie obserwowano zadnych zmian
morfologicznych, za wyjatkiem sporadycznie namna-
zajacych sie komodrek Browicza-Kupffera (ryc. 2B).

Podobna sytuacje odnotowano w przypadku zwie-
rzat otrzymujacych etionine i wyciag lipidowy z pyltku
kwiatowego. W preparatach histopatologicznych nie
stwierdzono zadnych zmian morfologicznych.

Galaktozamina

Galaktozamina (ryc. 1) powoduje stan zapalny wa-
troby, ktéry w obrazie histopatologicznym przypomina
stan kliniczny wystepujacy u chorych na przewlekte
wirusowe zapalenie watroby (5).

Wjcicki i wsp. (5) w badaniach uzyli szczuréw, kto-
re podzielono na cztery grupy: kontrolna (nieleczong),
zatruwang galaktozaming w dawce 400 mg/kg m.c.,
otrzymujace réwnoczesnie galaktozamineg i wodny
wyciag z pylku kwiatowego (Cernitin T60) w dawce
50 mg/kg m.c., a takze otrzymujace réwnocze$nie
galaktozaming i lipidowy wyciag z pytku kwiatowego
(Cernitin GBX) w dawce 50 mg/kg m.c. Galaktoza-
mine¢ i wyciagi z pytku kwiatowego podawano droga
doustna. Doswiadczenie trwato 7 dni.

Wyniki badan biochemicznych zebrano w tabeli 4.
Wynika z nich, ze po podaniu galaktozaminy poziom
aminotransferazy alaninowej i asparaginianowej, fos-
fatazy alkalicznej i bilirubiny w surowicy krwi wzrdst
odpowiednio o 47,6; 17,4; 1,4 i 7,0 razy. Po leczeniu
wodnym wyciagiem z pytku kwiatowego obnizyt sie
w poréwnaniu do samej galaktozaminy odpowiednio
0 17,6; 13,7; 1,71 6,0 razy, a w przypadku lipidowego
wyciagu z pytku kwiatowego odpowiednio o 1,6; 2,0;
1,9 1 5,5 raza. Jak widad, leczenie zatrucia watroby
szczurOw galaktozaming za pomoca wodnego wyciggu
z pylku kwiatowego byto bardziej efektywne.

Z badan histopatologicznych wynika, Ze zatru-
cie szczuréw galaktozaming spowodowalo rozlegle
zmiany morfologiczne w watrobie, przypominajace
wirusowe zapalenie watroby (ryc. 3A). Obserwowano

Ryec. 2. Obraz histopatologiczny tkanki watrobowej szczu-
ra po zatruciu etioning (25 mg/kg m.c.) (A) i po leczeniu
wodnym wyciagiem z pylku kwiatowego (Cernitin T60,
200 mg/kg m.c.) (B).
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liczne, duze nacieczenia hepatocytéw, lize komorek
miazszowych oraz zwyrodnienie wodniczek. Nato-
miast ochronne dziatanie wodnego wyciagu z pytku
kwiatowego byto ewidentne (ryc. 3B). W tkance wa-
trobowej zwierzat otrzymujacych galaktozamine i
wymieniony wyciag nie stwierdzono zadnych zmian
zwyrodnieniowych ani martwiczych. W przypadku
wyciagu lipidowego z pytku kwiatowego odnotowano
niecatkowita ochrone tkanki watrobowej. Doktadne
dane przedstawia tabela 5.

Alkohol allilowy

Alkohol allilowy (ryc. 1) powoduje nekroze tkan-
ki watrobowej zlokalizowanej wokét zyly wrotnej,
ktéra powstaje na skutek Srodbtonkowego uszko-
dzenia naczyn wlosowatych. Dochodzi do tego w
wyniku alkilacji makroczasteczek komdrkowych oraz
hamowania syntezy biatka. Toksycznos¢ alkoholu
allilowego jest prawdopodobnie takze wynikiem
reakcji jego podwdjnego wigzania z grupami SH
okreslonych enzyméw watrobowych, co powoduje
ich inaktywacje i prowadzi do uszkodzenia i martwicy
tkanki watrobowej (6).

Wojcicki i wsp. (6) w badaniach uwzglednili trzy
grupy szczuréw doswiadczalnych: kontrolne (niele-
czone), zatruwane alkoholem allilowym (0,4 g/100 g
m.c.) oraz leczone po zatruciu alkoholem allilowym
przez 2 dni mieszaning wyciagu wodnego (Cernitin
T60, 50 mg/kg m.c.) i wyciaggu lipidowego (Cernitin
GBX, 50 mg/kg m.c.). Alkohol allilowy i mieszanine
wyciagow podawano droga doustna.

Wyniki badafi umieszczone w tabeli 6 wskazu-
ja, ze po podaniu alkoholu allilowego aktywnos$¢
enzymOw watrobowych w surowicy krwi szczuréw
wzrosta w przypadku aminotransferazy alaninowej o
21,8 raza, aminotransferazy asparaginianowej o 12,9
raza i w przypadku fosfatazy alkalicznej o 2,8 raza.
Leczenie mieszaning wyciagéw z pytku kwiatowego
spowodowato obnizenie aktywnosci tych enzymoéw
odpowiednio o 11,4, 4,0 i1 2,9 raza w poréwnaniu do
stanu zatrucia.

Z badan histopatologicznych wynika, ze po zatru-
ciu alkoholem allilowym w hepatocytach pojawito
sie¢ wiele kropelek ttuszczu lub byly one catkowicie
wypetnione tluszczem (ryc. 4A). Pojedyncze zwy-
rodniale hepatocyty takze byly widoczne. W przeci-

Tabela 4. Wplyw wyciagu wodnego (Cernitin T60) i lipidowego (Cernitin GBX) na aktywnos$¢ enzyméw watrobowych

i bilirubiny po zatruciu szczuréw galaktozaming (wg 5).

Wskazniki biochemiczne
Grupa zwierzat
AIAT (U/1) AspAT (U/l) AP (U/l) B (umol/l)
Kontrola (nieleczona) 53 102 247 3,5
Galaktozamina 2,523 1,772 338 24,6
Galaktozamina + Cernitin T60 143 129 201 41
Galaktozamina + Cernitin GBX 1,563 890 181 4,4

AIAT — Aminotransferaza alaninowa, AspAT — aminotransferaza asparaginianowa, AP — fosfataza alkaliczna, B - bilirubina

Ryc. 3. Obraz histopatologiczny tkanki watrobowej szczura po zatruciu galaktozamina (400 mg/kg m.c.) (A) i po leczeniu
wodnym wyciagiem z pytku kwiatowego (Cernitin T60, 50 mg/kg m.c.) (B).
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wiefistwie do tego, w watrobie szczuréw poddanych Iub zwyrodniatych ttuszczowo hepatocytéw (ryc. 4B).
leczeniu mieszaning wyciagdw z pytku kwiatowego W niektorych przypadkach widoczne byly odnowione
nie zaobserwowano zadnych symptoméw martwicy komorki Browicza-Kupffera.

Tabela 5. Uszkodzenia watroby szczura po podaniu galaktozaminy oraz wyciagu wodnego (Cernitin T60) i lipidowego
(Cernitin GBX) w postaci wartosci punktowych (wg 5).

Grupy zwierzat

Uszkodzenia watroby

A B C D
Nacieczenia komérkowe 0 3 0 2
Nacieczenia okolicy zyty wrotnej 0 3 0 2
Nacieczenia skrajnych fragmentéw zrazika watrobowego 0 3 0 0
Przekrwienie 0 3 1 2
Rozszerzenie naczyn zatokowych 0 3 1 2
Wzrost liczby komoérek Browicza-Kupffera 0 2 1 2
Martwica ogniskowa 0 1 0 0
Martwica obwodowa 0 3 0 1
Martwica posrednia 0 2 0 1
Zwyrodnieniowe kropelki ttuszczu o niewielkich rozmiarach 0 3 1 3
Nacieczenie zwyrodnieniowe obwodowych czes$ci zrazika watrobowego 0 3 0 2
Zwtbknienie 0 2 0 0
tacznie 0 31 4 17
A — kontrola (nieleczona), B — galaktozamina (400 mg/kg m.c.), C — wyciag wodny z pytku kwiatowego (50 mg/kg m.c.),
D - wyciag lipidowy z pytku kwiatowego (50 mg/kg m.c.)

Tabela 6. Wplyw mieszaniny wyciaggu wodnego (Cernitin T60) w iloSci 50 mg/kg m.c. i lipidowego (Cernitin GBX) w
ilo$ci 50 mg/kg m.c. na aktywno$¢ enzyméw watrobowych po zatruciu szczuréw alkoholem allilowym (wg 6).

Enzymy watrobowe

Grupa zwierzat

AIAT AspAT AP
Kontrola (nieleczona) 35 62 149
Alkohol allilowy 763 799 418
Alkohol allilowy + mieszanina wyciggu wodnego i lipidowego z pytku 67 202 144
kwiatowego

AIAT — Aminotransferaza alaninowa, AspAT — aminotransferaza asparaginianowa, AP — fosfataza alkaliczna

P> Vg e
i e S el

Ryc. 4. Obraz histopatologiczny tkanki watrobowej szczura po zatruciu alkoholem allilowym (0,4 g/100 g m.c.) (A) oraz po
leczeniu mieszaninag wodnego wyciagu (Cernitin T60, 50 mg/kg m.c.) i lipidowego (Cernitin GBX, 50 mg/kg m.c.) z pytku
kwiatowego (wg 6).

(206 [ Postepy Fitoterapii 3/2011 ) )




Antyhepatotoksyczne dziatanie pytku kwiatowego

Podsumowanie badan

Z przedstawionych powyzej badan wynika, ze wy-
ciagi z pytku kwiatowego odznaczaja si¢ wysokim
stopniem odnowy tkanki watrobowej, zatruwanej
substancjami o bardzo silnym dziataniu uszkadzajacym
wszelkie mozliwe struktury tego narzadu. Co wiecej,
dziatanie to nie ograniczalo si¢ wylacznie do lecze-
nia uszkodzonej tkanki watrobowej. Wyciagi z pytku
kwiatowego mialy takze zdolnos§¢ ochraniania watroby
przed szkodliwym dziataniem trucizn watrobowych,
to znaczy wykazywaly bardzo skuteczne dzialanie
zapobiegajace zatruciom.
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