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SUMMARY

Numerous researches showed that propolis exhibits many heal-
ing properties. Not only has it antibacterial, anti-inflammatory,
antioxidant, immunoprotective and hepatoprotective activities, but
also anti-proliferative and cytotoxicity ones. The aim of this study
was to evaluate total polyphenolic content and in vitro cytotoxic
activity of ethanol extract of propolis depending on geographic
location from where the propolis was derived and EEP concentra-
tions used on HCT 116 colon cancer cells in in vitro tests.
Propolis samples were collected from different geographical
locations in Poland. Propolis was characterized by polyphenolic
content and flavonoids. A solution of ethanol extract of propolis
in dimethyl sulfoxide was used as a material for the research.
Ethanol from the extraction of propolis was removed by vapor-
ization under vacuum. Cytotoxicity was evaluated by means of
the MTT and LDH assays.

The cytotoxic effect of EEP at concentrations of 3.125-100 ug/ml
after a 24-h incubation was from 1.11 % to 22.96% cell death.
When EEP at concentration of 100 ug/ml was used, cytotoxicity
amounted to 22.96%; 19.31% and 14.84% respectively for propo-
lis from Kamianna, t.omza Landscape Park and Korbielow.
The results showed that in the case of the extract of propolis
could inhibit cell growth of HCT 116 cell line. Ethanol extract
of propolis from Poland obtained in the study exhibits cytotox-
icity activity in colorectal carcinoma cells in vitro. MTT assay
demonstrated that anti-proliferative properties of ethanol extract
of propolis are dependent on the applied concentration and
geographical locations.
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Wstep

Rosnace zainteresowanie niekonwencjonalnymi
metodami leczenia wykorzystywanymi przez wieki
sprawia, ze propolis staje sie coraz bardziej popular-
nym preparatem, stosowanym zaréwno w leczeniu
schorzefi miejscowych, jak i chorob wewnetrznych,

ktorych leczenie tradycyjna farmakoterapia wydaje
sie¢ by¢ nieskuteczne. Bogactwo skladu substancji
biologicznie czynnych w produktach pszczelich spo-
wodowato, ze znalazly one zastosowanie w wielu spe-
cjalnoSciach medycyny, gdzie stosowanie ich przynosi
wymierne korzySci. Przyktadem moze by¢ leczenie
ropnych zapalen skéry, odlezyn, nadzerek, stanéw
zapalnych pochwy, stanéw zapalnych gérnych drog
oddechowych oraz owrzodzen btony §luzowej gérnego
odcinka przewodu pokarmowego i wiele innych. Za-
stosowanie propolisu w leczeniu choréb wewnetrznych
jest do dnia dzisiejszego niedoceniane. Pozytywne
efekty leczenia uzyskano u 0s6b z chorobami uktadu
krazenia, uktadu oddechowego, uktadu pokarmowego,
a takze u chorych ze schorzeniami reumatycznymi.
Propolis jest jednym z najlepiej poznanych pro-
duktéw pszezelich. Stowo propolis pochodzi z jezyka
greckiego i oznacza w dostownym tlumaczeniu “przed-
murze miasta”. Propolis jest materiatem budulcowym,
bedacym spoiwem, stuzacym zaréwno do przytwier-
dzania plastra do Scian ramek, jak tez naprawy wszel-
kich uszkodzen ula. Pszczoly formuja z kitu pszczelego
rodzaj progu, przez ktory przechodzi kazdy mieszka-
niec ula. To swoiste ,,przedmurze” odpowiedzialne
jest za ochrone przed wprowadzeniem bakterii oraz
grzybow chorobotwdrczych do wnetrza ula, gdzie zna-
laztyby one dogodne warunki do wzrostu, prowadzac
do calkowitego wymarcia rodziny pszczele;.
Propolis jest bezpostaciowa, zywicowata, lepka
substancja, produkowana przez pszczoly, stanowiaca
potaczenie woskowatej wydzieliny owadow z zywica
zebrana z roSlin. Wykazuje on charakterystyczny
cierpki, gorzki i piekacy smak. Barwa propolisu jest
réznorodna — od czarnej, brazowej, poprzez czer-
wonag, z0tta po zielona. Sktad chemiczny propolisu
jest niezwykle zlozony. Zawiera okoto 300 réznych
substancji chemicznych. Polski propolis pochodzi
przede wszystkim z paczkéw liSciowych topoli czarnej
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(Populus nigra), a takze z brzozy (Betula) oraz olchy
(Alnus) (1-3).

Liczne badania naukowe wykazaly, ze propolis
wykazuje wiele cennych, leczniczych wlasciwoSci:
dziata przeciwbakteryjnie, przeciwgrzybiczo (4-6),
przeciwpasozytniczo (7, 8), przeciwwirusowo (9),
przeciwhepatotoksycznie (10), przeciwzapalnie (11),
przeciwutleniajaco (12), kardioochronnie (13), miej-
scowo znieczulajaco (14), przeciwcukrzycowo (15),
przeciwmutagennie (16). Coraz czeSciej takze w lite-
raturze fachowej mozna odnaleZ¢ informacje na temat
przeciwnowotworowego dzialania kitu pszczelego.
Istotnym dziataniem propolisu z tego punktu widzenia
jest jego aktywnoS¢ antyproliferacyjna, cytotoksyczna
oraz proapoptotyczna w stosunku do komdrek nowo-
tworowych (17-19). Prowadzone badania eksperymen-
talne maja na celu potwierdzenie sposobu dzialania
przeciwnowotworowego oraz poznanie jego doktad-
nego mechanizmu. Dzi§ wiadomo, Ze substancjami,
ktérym przypisuje si¢ dzialanie przeciwnowotworowe,
sa flawonoidy (gléwnie apigenina, luteolina, galangi-
na) oraz estry kwasoéw fenolowych (w szczegdlnosci
estry kwasu kawowego oraz ferulowego). Najwyzsza
aktywnos¢ przeciwnowotworowa wykazuje ester feny-
loetylowy kwasu kawowego. Jego mechanizm nie jest
do konca poznany, wiadomo jednak, Ze zapobiega on
wbudowywaniu tymidyny do tancucha DNA komo-
rek nowotworowych, przez co uniemozliwia on ich
proliferacje. W licznych badaniach in vitro propolis
oraz jego poszczegolne sktadniki biologicznie czynne
wykazywaly aktywnoS$¢ cytotoksyczng w stosunku do
roznych typéw komoérek nowotworowych, takich jak
komorki raka krtani, ptuc, trzustki, tarczycy, jelita
grubego, sutka, prostaty, a takze w stosunku do ko-
morek glejaka ztosliwego.

Bufalo i wsp. (20) w badaniach in vitro opisali
efekt cytotoksyczny zielonego brazylijskiego pro-
polisu w stosunku do komorek raka krtani HEp-2.
Wykazali oni, Ze jedynie niskie steZenia etanolowego
ekstraktu propolisu wywotywaty dtugoterminowy,
staly efekt cytotoksyczny. Natomiast wyzsze stezenia
EEP, dodawane do kom6rek nowotworowych, dziataty
krotkotrwale. Ponadto zauwazyli oni, Ze aktywnos¢
ta jest wynikiem synergizmu substancji chemicznych
zawartych w propolisie.

Badania Lee i wsp. (21) wykazaly, ze ester feny-
loetylowy kwasu kawowego (CAPE, ang. caffeic acid
phenethyl ester) dziata cytotoksycznie w stosunku do
linii komérkowej szczurzego glejaka C6. W badaniach
tych oreslono bardzo szczegdtowy mechanizm dziata-
nia CAPE. Stwierdzono, ze powoduje on uwolnienie
cytochromu ¢ z mitochondrium do cytozolu oraz
aktywacje kaspazy-3, jak réwniez aktywacje bialek

proapoptotycznych z rodziny Bel-2. Jednoznacznie po-
twierdzono aktywacje mechanizméw biochemicznych
prowadzacych do kontrolowanej Smierci komoérek —
apoptozy, w wyniku zastosowania CAPE w stosunku
do komorek badanej linii.

Cel pracy

Celem prezentowanej pracy byta ocena wlasciwosci
cytotoksycznych propolisu w zaleznosci od miejsca po-
zyskania, jak réwniez uzytych stezefi EEP w stosunku
do komorek raka okreznicy HCT 116 w badaniach
in vitro.

Materiat i metody

Materiat do badan

Materiat do badan stanowily probki propolisu po-
zyskane od pszczot z pasiek zlokalizowanych w:

— Kamiannej, w powiecie nowosadeckim (P1),

— Lomzynskim Parku Krajobrazowym Doliny

Narwi (P2),

— Korbielowie w powiecie zywieckim (P3).

AktywnoS$¢ przeciwnowotworowa etanolowego
ekstraktu propolisu (EEP, ang. ethanol extract of
propolis) oceniono przy uzyciu linii komdrkowej raka
jelita grubego (okreznicy) HCT 116 pochodzacej z
kolekcji ATCC.

Otrzymywanie etanolowego ekstraktu z propolisu

Probki propolisu poddano ekstrakcji etanolem.
Po mechanicznym rozdrobnieniu 10 g surowego kitu
pszczelego dodawano do kolb okragltodennych za-
wierajacych 100 g 75% etanolu. Szczelnie zamknicte
kolby umieszczono na wytrzasarce na okres dwoch ty-
godni w temperaturze pokojowej, bez dostgpu Swiatla.
Po tym czasie ekstrakty chtodzono w temp. 4°C przez
24 godz. w celu usuniecia wszystkich substancji nieroz-
puszczalnych w etanolu. W kolejnym etapie ekstrakty
saczono pod zmniejszonym ciSnieniem przy uzyciu
saczka filtracyjnego standardowego nr 4 (Whatman
Grade No. 4 Filter Paper). Uzyskany filtrat odparo-
wano za pomoca wyparki prézniowej w temperaturze
40°C. W ten sposob w kolbach okragtodennych (o
znanej masie) otrzymano ciagliwa substancje koloru
brazowego, ktéra zawierata nieznaczne iloSci roz-
puszczalnikéw — etanolu i wody. W nastepnym etapie
umieszczono otrzymane ekstrakty w cieplarce na okres
7 dni w celu odparowania pozostatoSci rozpuszczal-
nikéw. Po tym czasie otrzymano sucha mas¢ koloru
ciemnobrazowego, ktora postuzyta do sporzadzenia
roztworow roboczych. W tym celu EEP rozpuszczo-
no w dimetylosulfotlenku, otrzymujac roztwér EEP
o stezeniu 51,2 mg/ml (EEP

DMSO) :
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Analiza sktadu polifenoli oraz flawonoidow
w badanych probkach EEP

Calkowitg zawarto$¢ polifenoli w prébkach pro-
polisu okres§lono stosujac metode kolorymetryczna z
odczynnikiem fenolowym Folin-Ciocalteu. Mieszanine
referencyjng stanowita pinocembryna oraz galangi-
na w stosunku wagowym 2:1, przygotowana metoda
seryjnych rozcieficzen (od 0,021 do 0,335 mg/ml).
Postuzyta ona do wykonania krzywej kalibracyjne;j.
1 ml roztworu badanego przeniesiono do kolby mia-
rowej o pojemnosci 50 ml, zawierajacej 15 ml wody
destylowanej. Nastepnie dodano 4 ml odczynnika
Folin-Ciocalteu i 6 ml 20% roztworu weglanu sodu.
Catos¢ doprowadzono woda destylowana do objetosci
50 ml. Absorbancje mierzono po 2 godz. przy dtugosci
fali A=760 nm.

Catkowita zawarto$¢ flawonoidéw okreslano przez
kwantyfikacje flawonéw/flawonoli i flawanonéw/di-
hydroflawonoli. Roztwory standardowe galanginy
(0,04 mg/ml) dla flawonéw /flawonoli i pinocembryny
(1 mg/ml) dla flawanonéw/dihydroflawonoli zostaly
przygotowane w celu sporzadzenia krzywej kalibracyj-
nej. Przygotowano seri¢ pigciu rozcieficzef galanginy
w stezeniach od 0,005 do 0,04 mg/ml oraz pinocem-
bryny w stezeniach od 0,1 do 0,8 mg/ml.

Probke 1 ml badanego roztworu i 0,5 ml 5% meta-
nolowego roztworu chlorku glinu (AICL) zmieszano w
kolbie zawierajacej 10 ml metanolu. Objetos¢ dopro-
wadzono do 25 ml poprzez uzupelnienie metanolem
i po 30 min mierzono absorbancje¢ przy dlugosci fali
A=425 nm wzgledem §lepej proby, w celu ilosciowego
oznaczenia flawonéw/flawonoli.

Probke EEP ., (1 ml) oraz 2 ml roztworu 2,4-
-dinitrofenylohydrazyny (1 g DNP), zmieszanego z
2 ml 96% kwasu siarkowego (VI) i rozcienczonego
do 100 ml metanolem, ogrzewano w temperaturze
50°C przez 50 min. Po ochtodzeniu do temperatu-
ry pokojowej, roztwdr rozcienczono do 10 ml 10%
metanolowym roztworem wodorotlenku potasu. Tak
uzyskany roztwdr w ilosci 0,5 ml przeniesiono do
kolby miarowej i rozcieficzono ponownie metanolem
do objetosci 25 ml. W celu oszacowania stosunku
flawanonéw/dihydroflawonoli, absorbancje mierzono
przy dtugosci fali A=486 nm wobec $lepej proby

Proby Slepe przygotowano podobnie, zastepujac
EEP,,,, rownowazng iloscig etanolu i przeprowa-
dzono przez wszystkie kroki zastosowanej wyzej pro-
cedury. Uzyskane wyniki przedstawiono jako $rednia
zawarto$¢ procentowa i odchylenie standardowe (SD).
Zawarto$¢ innych zwiazkéw polifenolowych oceniano
poprzez odjecie catkowitej zawartoSci flawonoidéw
od calkowitej zawartosci polifenoli.

Catkowita zawartoS¢ flawonoidow uzyskano przez
zsumowanie zawartoSci flawonéw/flawonoli i fla-
wanonow/dihydroflawonoli w badanych prébkach
propolisu (22, 23).

Hodowla komérkowa

Doswiadczenie wykonano na komorkach raka jelita
grubego HCT 116. Linia komérkowa pochodzita z
kolekcji ATCC i hodowana byta zgodnie z zaleceniami
producenta przy uzyciu zmodyfikowanego podtoza
McCoy‘s z dodatkiem 10% surowicy bydlecej. Ko-
morki hodowane byty w butelkach o powierzchni
25 cm? (PAA) w zmodyfikowanym podtozu McCoy’s
z dodatkiem nastepujacych antybiotykéw 100 TU/ml
penicyliny, 100 ul/ml streptomycyny oraz 0,25 ul/ml
amfoterycyny B. Komorki hodowano w inkubatorze
w temperaturze 37°C w atmosferze nasyconej para
wodna z 5% dodatkiem CO.,,.

Po uzyskaniu przez komoérki 80% konfluencji, ob-
serwowanej w mikroskopie w uktadzie odwréconym,
dokonywano pasazowania komorek.

Ocena cytotoksycznosci testem MTT

W celu okreSlenia cytotoksycznosci EEP ., ko-
morki raka jelita grubego HCT 116 posiano na plytki
96 dotkowe w ilosci 5000 komorek/dotek i dodano
Swiezej pozywki, a nastepnie pozostawiono na okres
72 h w celu uzyskania logarytmicznego wzrostu ko-
morek. Po uplywie tego czasu pozywke usunieto, a
do dotkéw dodano podioze hodowlane zawierajace
EEP, , W stezeniach od 100 ug/ml do 3,125 ug/ml,
przygotowane poprzez sporzadzenie szeregu rozcien-
czen EEP ., w podtozu hodowlanym. Nast¢pnie po
dodaniu 0,1 ml podtoza wraz z okre§lonym st¢zeniem
EEP ., komorki pozostawiono na 24 godz. w inku-
batorze w temperaturze 37°C w atmosferze nasycone;j
para wodng z 5% dodatkiem CQO,. Po tym czasie znad
komérek usunieto podtoze i dalej postepowano zgod-
nie z zaleceniami producenta testu. Odczytu absor-
bancji dokonano przy uzyciu czytnika ptytek ELISA
firmy BioTek przy dlugosci fali A=570 nm.

Kontrole stanowity odczyty absorbancji uzyskane
z plytek, na ktoérych hodowano linie komérkowe bez
dodatku EEP ., zawierajace dodatkowo rozpusz-
czalnik (dimetylosulfotlenek) o stezeniu 0,2%.

Ocena cytotoksycznosci testem LDH

W celu oceny cytotoksycznosci EEP | przy uzyciu
testu LDH, komorki raka jelita grubego HCT 116 po-
siano na plytki 96 dotkowe w ilosci 10 000 komorek/do-
ek i dodano $wiezej pozywki, a nastepnie pozostawiono
na okres 72 godz. w celu uzyskania ich logarytmicznego
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wzrostu. Po uplywie 72 godz. pozywke usunigto, a do dot-
kéw dodano podtoze hodowlane zawierajace EEP
o stezeniach analogicznych do testu MTT. Nastepnie
komorki pozostawiono na 24 godz. w inkubatorze w
temperaturze 37°C w atmosferze nasyconej parag wodna
z 5% dodatkiem CO,. Po tym czasie komorki poddano
dzialaniu odczynnika Accutase. Komoérki wirowano
5 min przy predkosci 2000 obr./min. Nastepnie zebra-
no po 100 ul supernatantu w trzech powtdérzeniach
dla kazdej probki badanej. Supernatant przeniesiono
na plytke 96 dotkowa i do kazdej probki dodano po
100 wl roztworu reakcyjnego. Plytke inkubowano przez
30 min na wytrzasarce orbitalnej w temp pokojowe;j.
Odczytu absorbancji dokonano przy uzyciu czytnika
plytek ELISA przy diugosci fali A=490 nm. Jako 100%
$Smiertelno$¢ komorek przyjeto odezyt dtugosci fali dla
komorek poddanych lizie za pomoca 1% odczynnika
Triton X-100.

Kontrole stanowity odczyty absorbancji uzyskane z
plytek, na ktérych hodowano badane linie komorkowe
bez dodatku EEP | ., jednakze zawierajace rozpusz-
czalnik (dimetylosulfotlenek) w stezeniu 0,2%.

Analiza statystyczna uzyskanych wynikow

Do utworzenia bazy danych postuzyl program
Microsoft Excel 2010 for Windows. Analiz¢ staty-

styczng uzyskanych wynikéw wykonano za pomoca
programu Statistica firmy StatSoft. Normalno§¢ wy-
nikéw zbadano za pomoca testu Shapiro-Wilka. Do
oceny wplywu réznych stezefi EEP ., na komorki
raka jelita grubego HCT 116 uzyto testu t-Studenta
dla préb niezaleznych.

Badania finansowane byly z umowy statutowej nr

KNW -1-042/P/2/0.
Wyniki

Analizowane préobki propolisu prezentowaly
zmienne warto$ci catkowitej zawarto$ci polifenoli.
W prébcee pochodzacej z pasieki w Kamiannej (P1)
catkowita zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych wy-
nosita 52,04 = 3,26%. Nieznacznie nizsza zawarto$¢
polifenoli stwierdzono w propolisie zebranym od
pszczot z terenu Lomzyfskiego Parku Krajobrazowe-
go Doliny Narwi (P2) — wynosita ona 48,26 + 2,94%.
Wedtug danych Bankova i wsp. (24, 25) catkowita
zawartos$¢ zwigzkéw polifenolowych w propolisie
pochodzenia europejskiego nie powinna by¢ mniej-
sza od 21%. W prébee pochodzacej z Korbielowa
(P3) zidentyfikowano najnizsza zawarto$¢ zwiazkow
polifenolowych (25,01 * 1,23%), lecz mieszcza-
ca sie jeszcze w granicach standardu dla propoli-
su europejskiego, co przedstawiono na rycinie 1.

100

Zawartos$c¢ [%]

Zwigzki polifenolowe

flawony/flawonole

flawanony/dihydroflawonole

|:| Prébka propolisu z Kamiannej
] Prdbka propolisu z tomzyniskiego Parku Krajobrazowego Doliny Narwi

- Prébka propolisu z Korbielowa

Ryc. 1. Catkowita zawarto$¢ polifenoli oraz flawonoidéw w badanych prébkach propolisu.
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Zawarto$¢ procentowa flawondw/flawonoli byta po-
dobna we wszystkich trzech prébkach i miescita sie w
granicach od 4,76-5,26% i najwyzsza byta dla prébki
pochodzacej z Kamiannej. Podobne wyniki uzyskano
takze w analizie flawanon6w/dihydroflawonoli, naj-
wyzsza zawarto$¢ wykazywala probka pochodzaca
z Kamiannej (5,14 = 0,52%), a najnizsza — probka
pochodzaca z Korbielowa (3,17 = 0,46%).

W celu potwierdzenia dzialania cytotoksycznego
etanolowego ekstraktu propolisu zastosowano test ko-
lorymetryczny ukazujacy zmiany w metabolizmie mi-
tochondrialnym oraz w aktywnosci tanicucha oddecho-
wego. Rycina 2 obrazuje, ze wraz ze wzrostem stezenia
EEP,,,, Wzrastat odsetek komorek nekrotycznych. Po
24 godz. inkubacji komorek badanej linii z EEP |,  z
Kamiannej (P1) w stezeniu 3,125 ug/ml, procent ko-

morek nekrotycznych wynosit 7,25 + 1,26%, natomiast
takie same stezenia EEP |z F.omzyfiskiego Parku
Krajobrazowego Doliny Narwi (P2) i Korbielowa (P3)
powodowaty wzrost odsetka komoérek nekrotycznych
odpowiednio o 5,03 * 2,36% oraz o 2,01 = 1,01%.
Uzyskane wyniki byly znamienne statystycznie w po-
rownaniu do kontroli, za wyjatkiem probki P3. In-
kubacja komérek w dwukrotnie wyzszych stezeniach
odpowiednich EEP_ ., spowodowala znamienny
wzrost dzialania cytotoksycznego probek na komoérki
raka we wszystkich przypadkach i wynosita dla prébki
(P1): 12,96 = 2,38%, dla (P2) - 8,26 = 2,16% oraz
dla probki P3 6,24 + 1,01%. Przy jeszcze wyzszych
stezeniach EEP | . zaobserwowano poréwnywalne
dzialania cytotoksyczne probek P2 oraz P3. Najsil-
niejsza zdolno$¢ cytotoksyczng (22,96 = 3,57%), przy

Cytotoksycznosc¢ [%]

0 3,125 6,25

Stezenie etanolowego ekstraktu propolisu [ug/ml]

—l— Probka propolisu z Kamiannej
- Probka propolisu z tomzynskiego Parku Krajobrazowego Doliny Narwi

— -@ — Probka propolisu z Korbielowa

25 100

12,5

50

Ryec. 2. Ocena cytotoksycznosci 3 probek etanolowego ekstraktu z propolisu w stezeniach od 0 do 100 wg/ml w stosunku do
komorek raka okreznicy HCT 116 po 24 godz. ekspozycji. Wyniki przedstawiono jako Srednie = SD z 5 eksperymentow.
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najwyzszym zastosowanym stezeniu, wykazala probka
propolisu z Kamiannej (P1).

Przezywalnos$¢ komorek linii HCT 116 w obecnosci
EEP,,,,, oceniono poprzez pomiar aktywnosci dehy-
drogenazy mleczanowej, ktorej zwigkszona aktywnos¢
w Srodowisku pozakomdrkowym okresla stopiefi cyto-
toksycznosci EEP ., wzgledem badanych komorek
(uszkodzenie bton komérkowych).

W przeprowadzonych badaniach cytotoksyczny
wplyw etanolowego ekstraktu propolisu zalezny byt od
stezenia oraz rodzaju uzytego propolisu. Po 24 godz.
inkubacji komoérek HCT 116 z najnizszym badanym
stezeniem EEP . zaobserwowano spadek przezy-
walnoSci komérek 0 9,64% (P1), 0 6,46% (P2) oraz o
1,11% (P3) wzgledem kontroli. Najwyzsze badane ste-
zenie EEP ., spowodowato spadek przezywalnosci

komorek raka jelita grubego HCT 116 o 22,96% dla

probki pochodzacej z Kamiannej, o 19,31% dla prébki
z Lomzynskiego Parku Krajobrazowego Doliny Narwi
oraz o 14,84% dla probki pochodzacej z Korbielowa.
Wyniki zilustrowano na rycinie 3.

Dyskusja

W ostatnich latach prowadzone sa badania majace
na celu wykazanie nowych wiasciwosci produktéw po-
chodzenia pszczelego, w tym propolisu. Coraz dtuzszy
okres zycia ludzi, stres, a takze chemizacja Srodowiska
doprowadzaja do powstawania coraz to wigkszej liczby
choréb nowotworowych. Choroby nowotworowe sa
druga przyczyna zgonéw na Swiecie zaraz za choro-
bami uktadu krazenia. Walka z chorobami nowotwo-
rowymi ciagle nie przynosi oczekiwanych efektow,
gdyz dotychczasowe metody ich diagnozowania, w
fazie znacznego zaawansowania, nie pozwalajq na ich
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Ryc. 3. Wplyw réznych stezefi probek etanolowego ekstraktu propolisu na przezywalno$¢ komorek raka okreznicy linii HCT 116
w wyniku 24 godz. inkubacji komoérek raka okreznicy HCT 116. Wyniki przedstawiono jako Srednie = SD z 5 eksperymentéw.
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skuteczne leczenie. Stosowana chemioterapia dziata
niekorzystnie nie tylko na komérki nowotworowe, ale
takze na niezmienione komorki ustroju. Dlugotrwata
chemioterapia powoduje silne wyniszczenie orga-
nizmu, uszkadzanie szpiku kostnego oraz wykazuje
dziatanie hepato- i nefrotoksyczne. Jednym z gléw-
nych kierunkéw farmakologii i onkologii jest obecnie
poszukiwanie nowych lekéw przeciwnowotworowych,
ktére nie prowadzilyby do niszczenia prawidlowo
rozwijajacych sie komorek. Zasadne zatem wydaja
sie badania zwigzkéw pochodzenia naturalnego, ktére
znajduja sie w produktach, czy tez ro§linach wystepu-
jacych w §rodowisku naturalnym cztowieka.

Wyniki badan prezentowane w pracy wskazuja, ze
obecnos¢ propolisu w podtozu hodowlanym prowa-
dzita do zahamowania wzrostu komorek raka okrez-
nicy HCT 116, jednakze aktywnoS$¢ ta byla rézna w
badanych probkach propolisu. Uzyskane dziatanie
cytotoksyczne badanych prébek propolisu wykazuje
korelacje z wynikami uzyskanymi przez wielu bada-
czy (11, 16-21). Na calym Swiecie naukowcy badaja
propolis oraz jego sktadniki pod katem aktywnoSci
przeciwnowotworowej. Szliszka i wsp. (26) wykazali,
iz zawarta w brazylijskim propolisie artelipina C po-
wodowala zwigkszenie wrazliwosci komoérek nowo-
tworowych na biatko TRAIL. Bialko to jest silnym
stymulatorem procesu apoptozy w komdérkach nowo-
tworowych i waznym czynnikiem odpowiedzialnym za
eliminowanie rozwijajacych si¢ guzéw. Jednakze wiele
komoérek objetych procesem onkogenezy jest opornych
na Smier¢ apoptotyczng z udziatem biatka TRAIL.
W celu potwierdzenia postawionej tezy wykorzystano
testy cytotoksyczne (MTT i LDH), barwienie fluore-
scencyjne (w celu okreSlenia apoptozy), cytometri¢
przeplywowa (w celu oceny receptoréw §mierci) oraz
testy immunoenzymatyczne. Autorzy (26) wykazali, iz
zastosowanie powyzszego sktadnika propolisu, wraz
z biatkiem TRAIL, powodowalo zwigkszenie liczby
komérek obumierajacych na drodze apoptozy, na
drodze zwigkszenia aktywnosci kaspazy-3 i kaspazy-8
oraz hamowania czynnika jadrowego NF-kB.

Podobne wyniki uzyskali takze Jin i wsp. (27),
ktorzy w swojej pracy przeprowadzili podobne do-
Swiadczenie na linii ludzkiej biataczki szpikowej U937.
Wykazali oni, podobnie jak Lee i wsp. (21), ze ester
fenyloetylowy kwasu kawowego, zawarty w propolisie,
wykazuje dziatanie cytotoksyczne zalezne od stezenia
oraz czasu dziatania substancji na komérki nowotwo-
rowe. Uzywajac barwienia DAPI, zaobserwowali oni w
mikroskopie fluorescencyjnym charakterystyczne dla
procesu apoptozy zmiany w jadrach komorkowych.
Nie potwierdzili oni ekspresji biatka Fas na powierzch-
ni badanych komorek, jednakze zauwazyli uwalnianie

cytochromu ¢ do cytozolu, zahamowanie ekspresji
biatka antyapoptotycznego Bcl-2 oraz zwigkszenie
ekspresji biatka proapoptotycznego Bax.

Bardzo interesujace wydaja si¢ badania Chen
i wsp. (28), ktorzy zbadali wptyw propoliny A oraz
propoliny B, wyizolowanych z tajwanskiego propolisu,
na proces apoptozy komorek czerniaka. W swoich
badaniach wykazali oni, Ze propoliny dziataly przeciw-
nowotworowo w stosunku do pigciu badanych linii ko-
morek nowotworowych: ludzkiego czerniaka A2058,
ludzkiego raka sutka MCF-7, nerwiaka IMR-32,
glejaka C6 oraz ludzkiej biataczki HL-60. Traktowanie
komorek propoling A oraz B, w stezeniach od 5,7
do 34,2 uM, powodowato zmniejszenie zywotnosci
komorek w zaleznoSci od dawki. Zauwazono takze
kondensacje chromatyny w jadrze komérkowym, co
moze §wiadczy¢ o zapoczatkowaniu procesu apopto-
zy. W zwiazku z tym komorki poddano elektrofore-
zie w zelu agarozowym. Drabina fragmentacji DNA
znacznie wzrosta po zastosowaniu propolin. Indukcje
apoptozy potwierdzono takze przy uzyciu mikroskopii
fluorescencyjnej. W cytometrii przeplywowej zaob-
serwowano wzrost frakcji sub-G1. Ocenie poddano
rowniez kaspazo-zalezny szlak sygnatowy, ktory zostat
aktywowany w wyniku dzialania badanych zwiazkow.
W tym celu dokonano oceny aktywnosci prokaspazy-8
oraz biatka Bid. Badacze wykazali, ze nastapil wy-
razny spadek stezenia prokaspazy-8 oraz biatka Bid.
W wyniku zastosowania propolin doszto do szybkiego
wydzielania cytochromu ¢ z mitochondrium do cyto-
zolu. Co najwazniejsze, po raz pierwszy wykazano,
iz w wyniku zastosowania substancji pochodzacych
z propolisu, dochodzilo do zwigkszenia ekspresji re-
ceptora Fas oraz jego ligandu.

Podobnie Badr i wsp. (29) w badaniach przepro-
wadzonych na 150 samicach mysich, potwierdzili
cytotoksyczne dziatanie egipskiego propolisu. Myszy
zostaly podzielone na 3 grupy: 1 — negatywna grupa
kontrolna; 2 — myszy otrzymujace dootrzewnowo ko-
morki raka Ehrlicha, nie dostajace w diecie propolisu
oraz grupa 3 — ktdrej podano dootrzewnowo komor-
ki raka Ehrlicha, i ktérej dodatkowo przez 11 dni
podawano propolis. Wykazano, ze badane komorki
nowotworowe poddane dziataniu propolisu zmniejsza-
ly swoja objetosé, dochodzito takze do zmniejszenia
catkowitej liczby komorek i wzrostu odsetka komorek
martwych oraz do aktywacji ukltadu odpornosciowego
u badanych myszy.

Natomiast Chen i wsp. (30) przeprowadzili zakro-
jone na szerokg skale badania, polegajace na wyizolo-
waniu nowych zwiazkéw chemicznych z tajwanskiego
propolisu i okresleniu ich aktywnosci przeciwnowo-
tworowej. Wykazali oni, iz namyferol A, namyferol B
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oraz namyferol C wchodzace w sktad tajwanskiego
propolisu, wykazywaly cytotoksyczne dziatanie w sto-
sunku do komorek linii raka prostaty PC-3 i DU-145
oraz linii watrobiaka Hep-3B. Dokonali oni rowniez
syntezy 12 nowych zwiazkow chemicznych i wykazali,
iz 3 sposrdd nich wykazywaly silne dziatanie cytotok-
syczne w stosunku do badanych komoérek. Zwiazki
te ujawnily silniejsze dziatanie cytotoksyczne w sto-
sunku do komoérek PC-3, niz powszechnie stosowany
S-fluorouracyl. Przy pomocy cytometrii przeptywowe;,
barwienia aneksyng V oraz jodkiem propidyny, po-
twierdzili takze proapoptotyczne dziatanie badanych
zwigzkow.

Podobne badania przeprowadzili Omene i wsp. (31)
wykazujac, iz ester fenyloetylowy kwasu kawowego
(CAPE), wykazuje silne wlasciwosci cytotoksyczne
w stosunku do komorek linii gruczolakoraka sutka
MDA-231. CAPE powodowatl obnizenie ekspresji
genu opornoSci wielolekowej, genu jadrowego czyn-
nika transkrypcyjnego NF-kB, genu naskérkowego
czynnika wzrostu EGFR oraz genu czynnika wzrostu
Srodblonka naczyn VEGE. W pracy tej skupiono si¢
takze na wplywie CAPE na rakowe komorki macie-
rzyste. W tym celu wyizolowano komoérki macierzyste
z linii gruczolaka sutka MDA-231 o charakterystycz-
nym fenotypie CD44+/CD24- i poddano je dziataniu
CAPE. W ten sposob potwierdzono, ze zwigzek ten
powodowat spadek liczby rakowych komoérek macie-
rzystych o fenotypie CD44+/CD24- az 0 95%. Wyniki
te sugeruja, ze CAPE wykazuje zdolno$¢ hamowania
podziatu rakowych komoérek macierzystych, przez co
hamuje odnowe komorek rakowych oraz rakowych
komoérek macierzystych.

Z kolei Scifo i wsp. (32) poréwnuja dziatanie eks-
traktu propolisu ze stosowanymi w chemioterapii
zwiazkami potsyntetycznymi, takimi jak np. vino-
relbina. W badaniach in vitro na linii komérkowej
raka prostaty DU145 oznaczono parametry, takie
jak integralno$¢ bton komérkowych, status oksydo-
redukcyjny, zywotno$¢ komorek (test MTT), zmiane
potencjatu blonowego mitochondriéw oraz fragmen-
tacje genomowego DNA. Potwierdzono, ze propolis
wykazuje dziatanie przeciwnowotworowe, prowadzac
do $mierci komorek zaréwno na drodze nekrozy, jak
i apoptozy. Naukowcy sugeruja takze, iz doktadna
analiza sktadu propolisu moze doprowadzi¢ do uzycia
poszczegblnych substancji biologicznie czynnych za-
wartych w tym produkcie w rutynowej chemioterapii
lub wspomaganiu leczenia syntetycznymi chemiote-
rapeutykami.

Propolis pochodzenia holenderskiego, podobnie jak
inne badane ekstrakty, wykazuje dziatanie przeciwpro-
liferacyjne. Japonscy naukowcy wykazali, ze ekstrakty

propolisu oraz poszczegdlne substancje czynne hamo-
watly wzrost komoérek nowotworowych, zarowno ludz-
kich linii komoérkowych (widkniakomigsaka HT1080
oraz raka gruczotowego ptuc A549), a takze mysich
komérek nowotworowych (jelita grubego 26-L5 oraz
czerniaka B16-BL6). Estry kwasu kawowego dziala-
ly podobnie jak stosowany powszechnie cytostatyk
S-fluorouracyl w odniesieniu do 3 z 4 badanych linii
komoérkowych. Najmniej wrazliwymi komoérkami no-
wotworowymi okazaly sie komorki raka gruczotowego
ptuc linii A549 (33).

Przeciwnowotworowe dziatanie propolisu potwier-
dzili réwniez w swoich badaniach Barbari¢ i wsp. (34).
Wykazali oni, Ze zastosowanie etanolowego ekstraktu
propolisu w stosunku do linii raka szyjki macicy HeLa
powoduje silne dziatanie cytotoksyczne. Szczegdlnie
silne dziatanie przeciwnowotworowe (od 60 do 85%)
zaobserwowano przy stezeniu tego ekstraktu w iloSci
1 mg/ml. Nie wyjasnili oni jednak zwiazku pomiedzy
sktadem chemicznym 20 prébek propolisu, a ich ak-
tywnosciag biologiczna. Stwierdzajg natomiast, ze efekt
cytotoksyczny w stosunku do badanej linii komodrkowej
nie zalezy od stezenia poszczegdlnych sktadnikéw pro-
polisu lecz jest wynikiem synergistycznego dziatania
kwas6éw fenolowych oraz flawonoid6w.

Whioski

1. Etanolowe ekstrakty z propolisu wykazuja dzia-
fanie cytotoksyczne w stosunku do komorek raka
jelita grubego HCT 116.

2. Aktywno$¢ cytotoksyczna zalezna byta od pocho-
dzenia probki propolisu oraz od uzytego stezenia
EEP.

3. Uzyskane wyniki wskazuja na zr6znicowanie sktadu
chemicznego propolisu. Najwyzsza zawartoScia
zwiazkow polifenolowych odznaczala sie¢ probka
z Kamiannej (powiat nowosadecki) i to ona wy-
kazywatla najwyzsza aktywnos¢ cytotoksyczna w
stosunku do badanej linii komdrkowe;.

4. Uzyskane wyniki potwierdzaja zaleznos¢ dziatania
propolisu od oznaczonych zwiazkéw polifenolo-
wych zawartych w badanych prébkach propolisu.
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