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SUMMARY

Propolis is a substance produced by honey bees and its com-
ponents among other are strong antioxidant and free radical
scavengers. Flavonoids and phenolic acids are major classes of
poliphenolic substances which may act as potent antioxidant.
Numerous researches showed that propolis exhibits many healing
properties such immunoprotective and hepatoprotective activities,
but also anti-proliferative ones. The aim of this study was to
evaluate the protective effects of propolis against toxicity sodium
fluoride in vitro. The ethanol extract of propolis (EEP) in dimethyl
sulfoxide was used for the research. Ethanol from the extraction
of propolis was removed by vaporization under vacuum. The
cytotoxicity was evaluated by means of the MTT and LDH assays.
The study was conducted using the WI-38 lung fibroblasts. The
protective effect of EEP from Kamianna at concentrations of 50
and 100 pg/ml after a 24, 48 and 72 h incubation was observed
in all examined concentration of sodium fluoride in medium.
It depended on time, too. The increase of protective effect on
fibroblast cell line was higher after administration of EEP with
of 100 ug/ml vs. 50 ug/ml. The doses of propolis which we served
demonstrated better protective effect in presence lower concentra-
tions of fluoride sodium. The results of the present study revealed
that administration of propolis decrease toxicity sodium fluoride
in fibroblast culture.
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Wstep

Fluor nalezy do pierwiastkéw wykazujacych korzyst-
ne dziatanie w zapobieganiu prochnicy zebow przez
miejscowe stosowanie w stomatologii w pastach do
zebow lub fluoryzacje wody. Korzystne dziatanie flu-
oru zwiazane jest takze z jego wpltywem na kosci (1).
Jednakze dlugotrwata ekspozycja na wysokie stezenia
fluoru wyraza sie szkodliwym dzialaniem na zgby,
koSci i inne narzady (1, 2). Glownie jest to narazenie
Srodowiskowe. Ostatnie, licznie prowadzone badania
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wskazuja, ze przekroczenie dawek dopuszczalnych
zwieksza sie¢ nawet w tych rejonach, gdzie nie ma na-
razenia endemicznego. Zwigzane jest to z narazeniem
na fluor z réznych zrédet jednoczesnie. Zrédtem fluoru,
poza woda, sa produkty spozywcze, preparaty stomato-
logiczne, emisje przemystowe i leki (1). Fluor stanowi
naturalne zanieczyszczenie wody. Endemiczna fluoroza
jest powaznym problemem w wielu krajach Azji (Indie,
Chiny), Ameryki (Meksyk), Europy (Hiszpania), czy
Afryki (Tanzania), dotyczacym milionéw ludzi uzywaja-
cych wody gruntowej o zwigkszonej zawartoSci fluorkdw
(> 1,5 ppm) (2, 3). Osoby mieszkajace na terenach,
gdzie zanieczyszczenie fluorem jest znacznie wyzsze niz
dopuszczalne, cierpig nie tylko z powodu fluorozy kosci
i zebow, ale takze z powodu wplywu na rézne narzady
w wyniku zaburzenia ich funkcji (4).

Przewlekte narazenie na szkodliwe dziatanie fluoru
zaburza procesy metaboliczne w sercu, watrobie,
nerkach, trzustce, przewodzie pokarmowym, plucach,
moézgu. Zmianom biochemicznym towarzysza zmiany
morfologiczne w roznych narzadach (1, 3). Wykazano
istotny wptyw fluoru na metabolizm weglowodanéw,
biatek i tluszczow (2, 3). Jest to nastepstwem jego
oddzialywania na aktywno$¢ enzymoOw uczestniczacych
w metabolizmie komorkowym. Wykazano, ze fluor ha-
muje aktywnos¢ enzymow szlaku glikolizy, B-oksydacji,
cyklu Krebsa, taficucha oddechowego. Ponadto ha-
muje réwniez aktywnoS$¢ Nat/K*-ATPazy. Prowadzi
to do wyczerpania zapaséw adenozynotrifosforanu
(ATP) oraz do zaburzenia btonowego potencjatu ko-
morki. W badaniach wykazano, ze fluorki moga tez
stymulowaé aktywnos$¢ enzymatyczng. Do enzymdw
aktywowanych przez fluor naleza: cyklaza adenyla-
nowa i fosfoglukomutaza. Mechanizm hamowania
aktywnoSci enzymow wynika z wigzania si¢ jonow flu-
orkowych z grupami aminokwasowymi wchodzacymi
w sktad centrum aktywnego enzymu. Ponadto jony
fluorkowe wplywaja na aktywnos$¢ enzymOw poprzez
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wigzanie si¢ z metalami: Mg?*, Fe?*, Fe’*, Zn?*, Mn**,
Cu?* i Mo?*, znajdujacymi si¢ w centrum aktywnym
metaloenzyméw (4).

Wykazano takze neurotoksyczne dziatanie fluoru.
Badania epidemiologiczne dowiodly, ze fluor wplywa
negatywnie na procesy uczenia si¢. Powoduje zabu-
rzenia pamigci (5). W badaniach eksperymentalnych
wykazano niekorzystny wptyw fluoru na reprodukcje,
zwrOcono uwage na jego dzialanie teratogenne oraz
na przedwczesne starzenie (2, 6).

Dziatanie szkodliwe fluoru wykazano takze w ba-
daniach in vitro. W hodowlach neuronéw i odon-
toblastéow wykazano hamujace dziatanie fluoru na
wydzielanie i/lub synteze bialek oraz wplyw na rézne
Sciezki sygnatowe zaangazowane w proces proliferacji
i apoptozy, m.in. na kinazy biatkowe aktywowane mio-
genem (MAPK), biatko p53 oraz na czynniki trans-
krypcyjne AP-1 (ang. activator protein 1) i NF-xB
(ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells) (7, 8).

Natomiast w hodowlach fibroblastow wykazano
mechanizmy cytotoksycznego oddziatywania fluoru
(9, 10). Najliczniejsze badania in vitro odno$nie od-
dzialywania toksycznego fluoru wykonano w hodow-
lach osteoblastow — komorek kostnych (11, 12). W ho-
dowlach wykazano takze wplyw cytotoksyczny jonéw
fluorkowych w odniesieniu do komoérek nowotworo-
wych, miedzy innymi w hodowlach kostniako-migsaka
(13) i w komorkach biataczki HL-60 (14).

W licznych, ostatnio prowadzonych badaniach wy-
kazano, ze istotna role w powstawaniu obserwowanych
zmian po narazeniu na fluor odgrywaja réwniez za-
burzenia rownowagi oksydacyjno-redukcyjnej. W ba-
daniach eksperymentalnych zaobserwowano, ze przy-
czyniaja si¢ one do nadmiernej peroksydacji lipidow
poprzez ostabienie obrony antyoksydacyjnej ustroju,
co jest przyczyng stresu oksydacyjnego (15, 16).

Nasilenie proceséw oksydacyjnych wykazano tak-
ze w badaniach in vitro. Obserwacje takie poczyniono
w odniesieniu do hepatocytéw (17), erytrocytéw (18)
i osteoblastow (19, 20) narazonych na jony fluorkowe.

Zatem skuteczne dzialanie antytoksyczne, ktore
wynika takze z indukcji stresu oksydacyjnego przez
fluor w organizmie, musi by¢ zwiazane ze stworzeniem
wydajnego uktadu kontrolujacego procesy utleniania.
W wielu badaniach in vivo potwierdzono dzialanie
ochronne nieenzymatycznych zwiazkéw antyoksyda-
cyjnych: witamin i antyoksydantow niewitaminowych
przeciwko skutkom narazenia na fluor. Wydaje sie
celowe kontynuowanie badafn z zastosowaniem an-
tyoksydantow, zaréwno in vivo, jak i in vitro, w celu
opracowania profilaktyki w warunkach zwigkszonego
narazenia na fluor. Ostatnio siega si¢ po produkty

pochodzenia naturalnego, zawierajace zwiazki o dzia-
faniu antyoksydacyjnym, ktére moga by¢ spozywane
bez ryzyka przedawkowania, na co zwraca si¢ uwage
przy suplementacji preparatami witaminowymi.

Na uwage zastuguje propolis, jeden z najlepiej po-
znanych produktéw pszczelich. Sktad chemiczny pro-
polisu jest niezwykle ztozony. Zawarte w nim zwiazki
wykazuja cenne, lecznicze whasciwosci, miedzy innymi
przeciwbakteryjne (21), przeciwmutagenne (22), prze-
ciwhepatotoksyczne (23), przeciwzapalne (24) i anty-
oksydacyjne (25, 26). To ostatnie dziatanie uwarun-
kowane jest obecnoScia w propolisie miedzy innymi
duzej iloSci 1 r6znorodnosci zwiazkow flawonowych.
Wsrdd nich na szczegélna uwage zastuguja rézne po-
lifenole o wielokierunkowym dziataniu, co powoduje,
Ze wiaze si¢ z propolisem nadzieje na wykorzystanie
go w profilaktyce wielu chordb lub w przeciwdziataniu
skutkom narazenia na rézne ksenobiotyki, w dziala-
niu ktorych istotna role odgrywa generowanie stresu
oksydacyjnego. Zwiazki polifenolowe odpowiedzialne
sa za hamowanie proceséw wolnorodnikowych, jak
roéwniez usuwanie z organizmu powstatych juz wol-
nych rodnikéw. Naleza do nich, m.in. kwercetyna,
chryzyna, tektochryzyna i wiele innych. Aktywnos¢
przeciwutleniajaca wykazuja rowniez zawarte w pro-
polisie fenolokwasy, usuwajace rodniki nadtlenkowe,
hydroksylowe, hydroksynadtlenkowe. Ponadto che-
latuja one jony zelaza i hamujg oksydazy (25, 26).
W efekcie koncowy efekt ochronny moze by¢ znacznie
lepszy niz suplementacja diety witaminami.

Cel pracy

Celem pracy byla ocena wptywu rdéznych stezen
propolisu na cytotoksycznos$¢ i przezywalno$¢ linii
fibroblastow WI-38, w hodowlach prowadzonych
w obecnosci roznych stezen jonéw fluorkowych.

Materiat i metody

Materiat do badan

Badania przeprowadzono na propolisie pozyskanym
od pszczot z pasieki w Kamiannej (pow. nowosadecki).
Do badan uzyto fluorku sodu (Avantor Performance
Materials, Gliwice).

Oceng¢ wplywu etanolowego roztworu propolisu na
toksyczno$¢ fluorku wykonano na linii komoérkowej
o nazwie Adherentne fibroblasty plucne WI-38 (ATCC)
uzyskane z Instytutu Immunologii i Terapii Doswiad-
czalnej im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu.

Sktad chemiczny uzytego do badan propolisu

Metodyka i wyniki analizy sktadu chemicznego
etanolowego ekstraktu propolisu uzytego do badan,

([ Postepy Fitoterapii 1/2015 |




Barbara Stawiarska-Pi¢ta, Robert Kubina, Agata Kabata-Dzik

zostaly opublikowane wczesniej (27). Analizowana
probka propolisu zawierata polifenole i flawono-
idy. Catkowita zawartoS$¢ zwigzkow polifenolowych
w probkach propolisu uzytych do badan wynosita 52,04
*+ 3,26%. Zawarto$¢ procentowa flawonéw i flawonoli
wynosita 5,26 = 0,95% Podobne wyniki uzyskano tak-
ze w analizie flawanonow i dihydroflawonoli, ktorych
zawarto$¢ wynosita 5,14 * 0,52%. WS&réd kwasow
fenolowych o aktywnoSci antyoksydacyjnej obecnych
w analizowanej probce wystepowaly kwasy: kawowy,
galusowy, ferulowy i kumarynowy (27).

Otrzymywanie etanolowego ekstraktu propolisu (EEP)

Propolis zebrany zostat na przetomie lipca i sierp-
nia 2013 r. w pasiece ,,Bar¢” im. Ks. dra Henryka
Ostacha w Kamiannej. Propolis do czasu ekstrakcji
przechowywany byl w temp. 4°C bez dostepu Swiatla.
W celu otrzymania ekstraktu 10 g surowego propolisu
rozdrobniono mechanicznie i zalano 100 g 75% (v/v)
alkoholu etylowego (Avantor Performance Materials,
Gliwice).

Tak przygotowany ekstrakt umieszczono w szczel-
nie zamknietych kolbach na okres dwoch tygodni
w temp. pokojowej i wytrzasano bez dostepu Swiatta.
Po tym czasie uzyskany ekstrakt schtadzano przez
24 godz. w temp. 4°C. Nastepnie ekstrakt przesaczono
pod zmniejszonym ciSnieniem. Uzyskany filtrat odpa-
rowano za pomoca wyparki prézniowej w temp. 40°C.
W celu usunigcia resztek etanolu kolby umieszczono
w cieplarce na okres 3 dni. Zawarto$¢ kolby zwazo-
no i rozpuszczono w czystym dimetylosulfotlenku
(DSMO) (Avantor Performance Materials, Gliwice)
do uzyskania stezenia podstawowego 50 mg/ml.

Hodowla komérkowa

Adherentne fibroblasty ptucne WI-38 hodowano
zgodnie z zaleceniami producenta przy uzyciu podtoza
Eagle’a z dodatkiem 10% inaktywowanej termicznie
ptodowej surowicy bydlecej (FBS Thermo Scientific
HyClone).

Zarowno stezenia jonow fluorkowych w podiozu,
jak i stezenia ekstraktu propolisu, zostaly wyznaczone
empirycznie. Ostatecznie prowadzono hodowle fibro-
blastow w obecnoSci nastepujacych stezen fluorku
sodu w podtozu: 30, 60, 90, 120 i 150 wg/ml. Podobnie
prowadzono hodowle fibroblastéw w obecnosci wybra-
nych stezen propolisu w DMSO (EEP,.,): 50, 100
i 200 ug/ml. Ostatecznie do oceny wptywu propolisu
na toksycznos¢ fluoru wybrano stezenia optymalne
dostosowane do osiggniecia zamierzonego celu pracy
(501 100 wg/ml).

Hodowla komorek odbywata si¢ w inkubatorze CO,
firmy Heraeus w temp. 37°C w atmosferze powietrza

wzbogaconego 5% dwutlenkiem wegla. W celu zaha-
mowania ewentualnego rozwoju bakterii i grzyboéw
podtoze suplementowano antybiotykami oraz fungista-
tykiem o konicowych stezeniach: 100 U/ml, 100 pwg/ml
1 0,25 ug/ml odpowiednio dla penicyliny, streptomy-
cyny oraz amfoterycyny B. Podtoze zmieniano co
2-3 dni, a pasazu dokonywano przy konfluencji row-
nej 80% obserwowanej w mikroskopie odwréconym
(Axiovert 25, Carl Zeiss).

Ocena zywotnosci komorek

Do oceny zywotnoSci komérek zastosowano test
MTT. Test ten polega na kolorymetrycznym ozna-
czeniu barwnego produktu, powstajacego po dodaniu
soli tetrazolowej do hodowli komorkowej w obecnoSci
substancji badanych. Ilo§¢ powstajacego w wyniku
reakcji formazanu jest proporcjonalna do liczby zy-
wych komorek.

Fibroblasty linii WI-38 posiewano na plytki
96-studzienkowe w liczbie 10000 komorek/dotek i do-
dawano swiezej pozywki Eagle’a. Komorki pozostawia-
no na okres 72 godz. Po tym czasie pozywke usuwano,
a do studzienek przenoszono podtoze hodowlane nie
zawierajace jonéw wapnia, suplementowane badanymi
substancjami.

Plytki

Plytka kontrolna 1 stanowita kontrole wzrostu fi-
broblastéw. W tym celu na cala ptytke posiewano
fibroblasty WI-38 zawieszone w podtozu DMEM
(bez jonéw Ca?*) bez dodatku fluorku sodu i bez
dodatku EEP.

Ptytka kontrolna 2 stanowita kontrole rozpusz-
czalnika dimetylosulfotlenku (DMSO). W tym celu
na plytke posiewano fibroblasty zawieszone w pod-
tozu DMEM (bez jonéw Ca**) i dodawano DMSO
o stezeniu koncowym 0,3% (najwyzsze uzyte stezenie
DMSO).

Na cate plytki badane posiewano fibroblasty WI-
38 zawieszone w podlozu DMEM (bez jonow Ca?*).
Maksymalna objeto$¢ zawiesiny komoérek wynosita
200 ul. Potowa plytki zawierata wyltacznie fibroblasty
oraz podtoze wzrostowe DMEM (bez jonow Ca?*),
natomiast druga potowa kazdej kolejnej ptytki od 1 do
5 zawierata dodatkowo pozywke hodowlang zawiera-
jaca: 30, 60, 90, 120 i 150 ug NaF/ml. Do nastepnych
3 plytek dodawano kolejno pozywki zawierajace: 50,
1001 200 g EEP ,  /ml.

Ocenge zywotnoSci komoérek traktowanych fluorem
lub EEP dokonano w trzech odstepach czasowych.
Oznaczenia wykonano po 24, 48 i 72 godz.

W ramach dalszych badaf oceniano wptyw propolisu
na zywotno§¢ komorek hodowanych w obecnosci fluoru.
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Oznaczenia wykonano podobnie jak poprzednio po
24, 48 1 72 godz. w hodowlach fibroblastow prowa-
dzonych w obecnosci tych samych stezen fluorku sodu
w podtozu hodowlanym (30, 60, 90, 120, 150 ug/ml)
z dwoma stezeniami EEP_ ., (50 i 100 ug/ml). Do
hodowli uzyto podloze hodowlane DMEM nieza-
wierajace jonOw wapnia, suplementowane badanymi
substancjami. Plytki kontrolne przygotowywano jak
wyzej.

Na cafe plytki badane posiewano fibroblasty WI-38
zawieszone w podtozu DMEM (bez jonow Ca?*).
Maksymalna objetos¢ zawiesiny komoérek wynosita
200 ul. Potowa plytki zawierata wylacznie fibroblasty
oraz podtoze wzrostowe DMEM (bez jonéw Ca?*),
natomiast druga potowa kolejnych plytek (od 3 do 7)
zawierala dodatkowo 30, 60, 90, 120 i 150 ug NaF/ml
oraz 50 ug EEP_ . /ml, jak rowniez kolejnych ptytek
(od 8 do 12) 30, 60, 90, 120 i 150 ug NaF/ml oraz
100 ug EEP ) /ml.

Analize wptywu propolisu na toksyczno$¢ fluorku
sodu réwniez oceniano w trzech odstepach czasowych:
po 24, 48 1 72 godz.

Po uptywie 24 godz. znad komoérek usuwano podto-
ze i dodawano po 100 ul 1% roztworu MTT w podtozu
DMEM (bez jonéw Ca**). Komorki inkubowano
z odczynnikiem przez 4 godz. w inkubatorze w temp.
37°C. Po tym czasie znad krysztatow zlewano roztwor
MTT, a powstale krysztaty formazanu rozpuszczono,
dodajac do kazdej studzienki po 200 ul DMSO i do-
ktadnie mieszano w celu rozpuszczenia powstatych
krysztatéw. Odczytu absorbancji dokonywano przy
uzyciu czytnika plytek ELISA (BioTek) przy dlugosci
fali 570 nm.

W przypadku pozostatych ptytek po 24 h wymienia-
no podloze i pozostawiano je na kolejne 24 godz. Po
tym czasie dokonywano w spos6b analogiczny odczytu
absorbancji po 48 godz. Ostatniego odczytu, po wy-
mianie podtoza i hodowli, dokonywano po 72 godz.

Badanie cytotoksycznosci fibroblastow oraz
wyznaczenie dawki IC,

Dla badane;j linii komérkowej wyznaczono wartosci
IC,, tj. stezen fluorku sodu, w ktorych zywotnos¢
badanej linii fibroblastow WI-38 byla zahamowana
w 50% hodowli.

Wartos¢ IC,, obliczono przy pomocy oprogramo-
wania ED,  plus software wersja 1.0 w postaci arkusza
kalkulacyjnego do analiz farmakologicznych Microsoft
Excel, pozwalajacego na tworzenie i analizowanie
krzywych: dawka/odpowiedz.

W badaniach in vitro oceniano takze wplyw EEP
na cytotoksyczno$¢ fluoru w hodowlach fibroblastéw
narazanych na jony fluorkowe w podtozu.

W tym celu po osiagni¢ciu stanu bliskiego konfluen-
cji, komorki dwukrotnie przeptukano roztworem PBS
i zawieszono w podtozu przy uzyciu 0,25% roztworu
trypsyny w EDTA. Zawieszone komoérki odwirowy-
wano (1000 x g) przez 3 min w temp. 25°C. Uzyskany
osad komoérkowy zawieszono w odpowiedniej ilosci
medium pomiarowego z dodatkiem 1% bydlecej suro-
wicy plodowej w taki spos6b, aby koncowa zawiesina
zawierata 1 x 10° komorek/ml. Do kazdej studzienki
mikroplytki hodowlanej (z wyjatkiem studzienki be-
dacej kontrola tla) dodawano po 100 ul wcze$niej
przygotowanej zawiesiny komoérek oraz po 100 ul
medium hodowlanego. Kazda plytka zawierala trzy
rodzaje kontroli:

Kontrola tla (I) — studzienka zawierata wytacznie
200 ul podtoza hodowlanego, kontrole spontanicznego
uwalniania LDH (II) — studzienka zawierata 100 ul
podtoza badanego oraz 100 ul zawiesiny komorek
oraz kontrolg maksymalnego uwalniania LDH (III)
—studzienka zawierata 100 ul roztworu Triton-X (ste-
zenie koncowe 2%) w medium pomiarowym i 100 ul
zawiesiny komorek.

Nastepnie komoérki inkubowano 48 godz. w inku-
batorze w temp. 37°C w atmosferze nasyconej para
wodng i 5% CO,. Bezposrednio przed badaniem
przygotowywano rozcieficzenia testowanych substancji
w medium pomiarowym, tak aby koficowa objetosé
wszystkich sktadnikéw w studzience wynosita 200 wul.
Nastepnie usuwano medium pomiarowe znad ko-
morek osadzonych na dnie studzienek i dodawano
po 100 ul $wiezego medium pomiarowego oraz po
100 ul odpowiednich stezen testowanych substancji.
Préby badane byly analogicznie jak w przypadku testu
MTT. Komoérki inkubowano w temp. 37°C w atmos-
ferze nasyconej parg wodna i 5% CO, przez 24, 48
oraz 72 godz. Po uplywie okreslonego czasu inkubacji
zbierano po 100 ul supernatantu z kazdej plytki i prze-
noszono do plytek mikrotestowych (96 studzienek)
i dodano po 100 ul mieszaniny reakcyjnej. Plytki
mikrotestowe inkubowano w temp. pokojowej przez
30 min bez dostepu Swiatta. Po okreslonym czasie wy-
konano pomiar absorbancji kazdej prébki przy uzyciu
czytnika ELISA przy dlugosci fali 490 nm. Wszystkie
proby wykonano w trzech powtdrzeniach.

Cytotoksyczno$¢ w % wyliczano ze wzoru:

Cytotoksyczno$¢ % = (Abs_ .\ 4~ AbS

(Absm kontroli bsn kontroli

Do utworzenia bazy danych postuzyt program
Microsoft Excel 2010. Analize statystyczna uzyska-
nych wynikéw przeprowadzono za pomoca progra-
mu Statistica 8.0 (Statsoft). Wiarygodnos$¢ wynikow
analizowano przy pomocy testu Shapiro-Wilka. Do
oceny istotnosci statystycznej badanych wynikow

11 kontroli)/
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uzyto testu t-studenta oraz jednoczynnikowej ana-
lizy wariancji ANOVA dla jednego analizowanego
czynnika oraz wieloczynnikowej analizy wariancji
ANOVA dla réznych czynnikéw rozpatrywanych
facznie. Za warto$¢ graniczna poziomu istotnosci
przyjeto p < 0,05.

Wyniki

Ocena zywotnosci fibroblastow

Na rycinie 1 zilustrowano cytotoksycznos¢ fibro-
blastéw, wyrazong w procentach w zaleznos$ci od
czasu i stezenia fluorku sodu w podtozu. Wykazano
istotne podwyzszenie odsetka komorek nekrotycznych
(z wyjatkiem najnizszego stezenia NaF po 24 godz.)
wraz ze wzrostem stezenia fluorku sodu w podtozu.
Podobnie cytotoksyczno$¢ rosta wraz z czasem trwania
narazenia. Byla ona odpowiednio wyzsza po kolejnych
dobach. Najwyzsza cytotoksycznos¢ wykazano w ho-
dowlach fibroblastéw po 72 godz. w obecnosci 150
ug NaF/ml w podtozu (wynosita 78,2% = 6,46%),
za$ najnizsza po pierwszej dobie (5,36 = 2,49%) przy
stezeniu 30 ug/ml NaF. Najnizsza cytotoksycznosé
stwierdzono po 48 godz. Wynosita ona 32,47 + 4,26%.
Natomiast przy narazeniu na fluorek sodu w stezeniu
60 wg/ml, procent komdérek nekrotycznych po 2 i 3
dobach byt zblizony i wynosit odpowiednio: 37,43 =+
5,19%; 38,26 = 5,91. Cytotoksyczno$¢ na poziomie
50,11 = 8,41% obserwowano po 72 godz. przy stezeniu
90 pug/ml NaF.

Na podstawie otrzymanych danych oraz modelu
matematycznego opisanego wczesniej, wyznaczono
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dawki IC,, wyrazajace stezenia fluorku sodu, przy
ktorych nastepowato 50% obnizenie aktywnoSci en-
zym6w mitochondrialnych (tab. 1).

Jak wynika z tabeli 1 wraz z wydluzaniem czasu
ekspozycji komorek na fluorek sodu znacznie maleje
warto$¢ IC,, co wskazuje, ze wyraznie zalezy ona od
czasu narazenia.

Jak mozna zaobserwowacd na ryc. 1 inkubacja fibro-
blastéw linii WI-38 z fluorkiem sodu przez 24 godz.
nie powoduje silnej reakcji cytotoksycznej, o czym
swiadczy wartos$¢ I1C,; wynoszaca ponad 1000 ug/ml.
Jednakze wydtuzajaca sie ekspozycja komorek na flu-
orek sodu wywotuje bardzo silny efekt cytotoksyczny
i powoduje Smier¢ 50% fibroblastéw plucnych po 72
godz. przy stezeniu 78,90 wg/ml.

Cytotoksycznos¢ EEP | - w stosunku do fibro-
blastéw linii WI-38 przedstawiono na rycinie 2.
Wykazano niewielki wzrost odsetek komoérek nekro-
tycznych przy stezeniu 50 i 100 wg/ml etanolowego
ekstraktu propolisu. Nieco wyzsze, istotne staty-
stycznie zmiany w odsetku komorek nekrotycznych
obserwowano w obecnoS$ci najwyzszego stezenia

Tabela 1. Stezenia fluorku sodu hamujace zywotnosé 50%
komorek (IC,)) fibroblastéw ptucnych linii WI-38 w zalez-
nosci od czasu ekspozycji.

Czas (godz.) Wartos$¢ IC50 NaF (ug/ml)
24 1402,76
48 117,16
72 78,90
*I#,I\
20
= 18
[
£ 16
o
< 14
512 A
8 10 e
E 8 / ]
>
g, S
g . —
© 2
0 T T )
50 100 200
Stezenie etanolowego ekstraktu propolisu [ug/ml]
——24h ——48h —72h

Rye. 1. Cytotoksycznos¢ fibroblastow ptucnych linii WI-38 w za-
leznosci od stezenia fluorku sodu i czasu inkubacji badanych
komoérek. Symbolem ™ oznaczono znamienno$¢ statystyczna
wynikéw uzyskanych po 24 godz. inkubacji komérek z NaF,
symbolem * po 48 godz., a symbolem # wyniki uzyskane po
72 godz. w stosunku do kontroli.

Ryec. 2. Cytotoksyczno$¢ etanolowego ekstraktu propolisu
w stosunku do fibroblastéw plucnych linii WI-38. Symbolem
~ oznaczono znamienno§¢ statystyczna wynikow uzyskanych
po 24 godz. inkubacji komoérek z NaF, symbolem * po 48
godz., a symbolem # wyniki uzyskane po 72 godz. w stosunku
do kontroli.
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EEP ., (200 ug/ml) we wszystkich analizowanych
czasach. Na tej podstawie stezenie to zostalo wy-

taczone z dalszych badan.

Wplyw EEP na toksycznosc fluorku sodu.

Wynikizwigzane zwptywem EEP w stezeniu 50 ug/ml
na cytotoksyczno$¢ fluorku sodu w stosunku do ba-
danych komorek fibroblastow WI-38 zostaly przed-
stawione na rycinie 3. Natomiast ochronne dzialanie
wyzszej dawki EEP (100 wg/ml) przedstawiono na
rycinie 4. Z przeprowadzonych badan wynika, ze
EEP o stezeniu 50 ug/ml w podtozu niweluje nie-
korzystne dziatanie fluorku sodu w stosunku do
fibroblastow. Wykazano, ze jedynie przy najnizszym
1 najwyzszym stezeniu fluorku 30 wg/ml i 150 pg/ml
(po 24 godz.) EEP nie wplywa w istotny spos6b na
cytotoksyczno$¢ fluoru w odniesieniu do fibrobla-
stow WI-38. Jednakze po zastosowaniu 100 wg/ml
EEP mozna zaobserwowac jego korzystny wplyw na
fibroblasty plucne takze w najwyzszym analizowanym
stezeniu NaF.

Wyniki oznaczania stopnia
cytotoksycznosci (test LDH)

Okreslanie stopnia cytotoksycznosci w tescie LDH

Ocen¢ wplywu etanolowego ekstraktu propolisu
w stezeniach 50 oraz 100 wg/ml na cytotoksyczne
dziatanie fluorku sodu w stezeniach 30, 60, 90, 120
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Ryc. 3. Wplyw EEP w stezeniu 50 ug/ml na cytotoksyczno$¢
fluorku sodu w stosunku do fibroblastéw plucnych linii WI-
38. Symbolem ™ oznaczono znamienno§¢ statystyczna analizy
wariancji wynikéw uzyskanych po 24 godz. inkubacji komo-
rek traktowanych NaF oraz EEP w poréwnaniu do hodowli
prowadzonych w obecnosci NaF, symbolem * po 48 godz.,
a symbolem # wyniki uzyskane po 72 godz. Liniami przery-
wanymi zaznaczono wyniki cytotoksycznosci fluorku sodu na
fibroblasty ptucne.

Cytotoksyczno$¢ [% kontroli]

150
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Ryc. 4. Wplyw EEP w stezeniu 100 pwg/ml na cytotoksyczno$é
fluorku sodu w stosunku do fibroblastéw ptucnych linii WI-
38. Symbolem © oznaczono znamienno$¢ statystyczng analizy
wariancji wynikéw uzyskanych po 24 godz. inkubacji komo-
rek traktowanych NaF oraz EEP w poréwnaniu do hodowli
prowadzonych w obecnosci NaF, symbolem * po 48 godz.,
a symbolem # wyniki uzyskane po 72 godz. Liniami przery-
wanymi zaznaczono wyniki cytotoksycznosci fluorku sodu na
fibroblasty ptucne.

i 150 wg/ml w stosunku do badanych fibroblastow
przy uzyciu testu LDH przedstawiono na rycinie 5
(A, B, C, D, E). Badania wykazaty ochronne dzia-
lanie EEP w stosunku do NaF Podanie obu stezen
EEP zmniejszyto uszkodzenie komorek obserwowane
przy kazdym badanym stezeniu NaF. Obserwowane
zmiany wykazywaly istotnoS§c¢ statystyczna na poziomie
p < 0,05, z wyjatkiem najmniejszego stezenia NaF po
24 godz. ekspozycji.

Dyskusja

W ostatnich latach wzrasta liczba badan poswie-
conych przeciwutleniaczom, tj. witaminom i réznym
zwigzkom niewitaminowym, ktére moga obnizac
toksyczno$¢ fluoru i przeciwdziata¢ zmianom po-
wstajacym w uktadzie oksydacyjno-redukcyjnym pod
wplywem jonow fluorkowych w organizmach zywych.
Wyniki przewazajacej czeSci eksperymentéw wska-
zuja na korzystny wplyw suplementacji substancjami
o wlasciwosciach antyoksydacyjnych w zapobieganiu
skutkom narazenia na fluor.

W dotychczas przeprowadzonych badaniach do-
Swiadczalnych stwierdzono korzystny wplyw witamin
E i C na zmiany pojawiajace si¢ w blonie Sluzowej
macicy oraz na stres oksydacyjny u samic szczurOw po
narazeniu na fluor. Podanie witamin wraz z fluorem
spowodowato obnizenie stezenia dialdehydu malono-
wego (MDA) oraz wzrost aktywnoSci enzyméw an-
tyoksydacyjnych; dysmutazy ponadtlenkowej (SOD),
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Ryc. 5. Wplyw EEP na cytotoksyczno$¢ NaF w stosunku do fibroblastow ptucnych linii WI-38 przy uzyciu testu LDH. Czas
inkubacji 24, 48 1 72 godz. Symbolem * oznaczono znamienno$¢ statystyczng na poziomie p < 0,05. A — cytotoksyczno$¢ NaF —
30 ng/ml + EEP; B — cytotoksyczno$¢ NaF — 60 ug/ml + EEP; C — cytotoksyczno$¢ NaF — 90 ug/ml + EEP; D — cytotoksyczno$é
NaF - 120 pwg/ml +EEP; E — cytotoksyczno$¢ NaF — 150 ug/ml + EEP.

katalazy (CAT) i peroksydazy glutationowej (GPx)
w stosunku do aktywnoSci tych enzymow i stezenia
MDA w grupie intoksykowanej fluorem (28).
Stawiarska-Pigta i wsp. (29) wykazali korzystny
wplyw witamin A i E podawanych tacznie z koenzy-
mem Q w zapobieganiu zmianom morfologicznym

powstajacym w plucach i trzustce po intoksykacji
szczurow fluorkiem sodu. W innych badaniach pro-
wadzonych na szczurach badacze wykazali korzystny
wplyw witaminy E i metioniny na aktywnoS§¢ enzy-
mow przemiany weglowodanowej, enzymdow zwiagza-
nych z glutationem, a takze zaobserwowali ustapienie
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zmian patomorfologicznych widocznych w watrobie
przy narazeniu zwierzat na jony fluorkowe (30).
Btlaszyk i wsp. (31) wykazali ochronne dziatanie
witaminy E i metioniny na uktad antyoksydacyjny
w nerkach szczuréw.

Grucka-Mamczar i wsp. (32) opisali korzystny
wplyw diety suplementowanej r6znymi antyoksydan-
tami: witaminami A, C, E oraz antyoksydantami nie-
witaminowymi: koenzymem Q i liponianem w r6znych
kombinacjach, na stezenie MDA w surowicy krwi
szczuréw narazanych na fluorek sodu w dawce 10 mg/
kg m.c. w czasie 24 godz. Najlepsze dzialanie ochronne
zaobserwowano po podaniu diety zawierajacej koen-
zym Q oraz witaminy A i E.

Natomiast Kaushik i wsp. (33) opisali ochronny
wplyw suplementacji diety spiruling — produktem bo-
gatym w antyoksydanty, sktadniki mineralne i biatko.
Stwierdzono korzystne zmiany parametréow ukladu
antyoksydacyjnego (wzrost aktywnosci GR i GST)
oraz korzystny wplyw na procesy peroksydacji we
krwi szczuréw narazonych na jony fluorkowe. Bada-
cze wiaza to dzialanie z wlasciwoSciami B-karotenu
zawartego w tym produkcie.

Z kolei Chawla i wsp. (34) w eksperymencie na
myszach wykazali korzystny wptyw melatoniny w od-
niesieniu do hepatotoksycznoSci indukowanej fluor-
kiem sodu.

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze
fluorek sodu wptywa cytotoksycznie na fibroblasty
ptucne linii WI-38, w zaleznosci od jego stezenia
w podtozu i czasu ekspozycji. Ponadto wykazano, ze
etanolowy ekstrakt propolisu (EEP) nie wykazuje
aktywnosci cytotoksycznej w stosunku do badanych
komoérek w stezeniach 50 i 100 pwg/ml. Natomiast
niska, ale istotna statystycznie, cytotoksycznosé
wykazuje w najwyzszym uzytym stezeniu EEP —
200 wg/ml. Wykazane ochronne dziatanie EEP, nie
byto jednak w petni skuteczne w ochronie przed
dziataniem cytotoksycznym fluorku sodu w stosun-
ku do badanych fibroblastow. Wptyw tego dziatania
byt zalezny od stezenia propolisu i czasu trwania
hodowli. Wyzsze stezenie EEP wykazywato silniej-
szy efekt protekcyjny w stosunku do badanej linii
fibroblastéw narazonych na badane stezenia fluorku
w podtozu. Jednakze zastosowane dawki propolisu
wykazywaly wieksza skuteczno$§¢ w obecnosci niz-
szych stezen fluorku sodu, natomiast zastosowanie
ich w obecnosci najwyzszego stezenia fluorku bylo
mniej skuteczne.

Uzyskane wyniki, dotyczace wplywu propolisu in
vitro na toksyczno$¢ fluorku sodu, koreluja z wyni-
kami badan uzyskanymi w badaniach in vivo. W ba-
daniach eksperymentalnych wykazano korzystny

wplyw propolisu (35, 36) lub zwiazkow fenolowych
(37, 38), ktére wystepuja w réznych owocach na
toksyczno§¢ fluoru.

Panneerselvam i wsp. (37) zaobserwowali korzystny
wplyw kwasu ferulowego, zwiazku fenolowego po-
wszechnie wystepujacego w owocach cytrusowych, na
obnizenie aktywnoSci markeréw uszkodzenia watroby
(ALT, AST, GGTP) w surowicy krwi szczuréw, a takze
w przeciwdzialaniu zmianom morfologicznym w tym
narzadzie, powstalym po intoksykacji zwierzat dawka
25 mg/l NaF.

Podobnie Nabavi i wsp. (38) w badaniach in vivo
stwierdzili dziatanie ochronne kwercetyny na tkanke
watrobowa szczuréw intoksykowanych roztworem
fluorku sodu w dawce 600 ppm. Zaobserwowali oni
takze przywracanie rownowagi w uktadzie oksyda-
cyjno-redukcyjnym w watrobie zwierzat po podaniu
kwercetyny w dawce 10 i 20 mg/kg.

Fatma i wsp. (35) zbadali wlaSciwoSci antyoksy-
dacyjne propolisu na toksyczno$¢ fluoru in vivo. Ba-
dacze wykazali zmniejszenie dzialania toksycznego
fluoru na szczury pod jego wplywem. Wykazali takze
korzystny wplyw propolisu na oznaczane parame-
try biochemiczne: aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej,
stezenie mocznika, kreatyniny i biatka. Ponadto
zaobserwowali wzmocnienie obrony antyoksyda-
cyjnej zwierzat (znaczny wzrost aktywnos$ci SOD,
podwyzszenie poziomu GSH we krwi i mézgu) oraz
obnizenie procesow oksydacyjnych (spadek poziomu
MDA).

Ponadto Eraslan i wsp. (36) w badaniach na
szczurach wykazali korzystny wptyw propolisu
na parametry ukladu oksydacyjno-redukcyjnego
(MDA, SOD) oraz na niektére parametry bioche-
miczne, jednak to dzialanie nie byto w stanie w pet-
ni skutecznie wyeliminowa¢ zmian wynikajacych
z toksycznosci fluoru. Zaréwno zmiany parametrow
lipidowych, jak i aktywnoSci transaminaz nie byly
statystycznie istotne.

Korzystne dziatanie propolisu odnotowano row-
niez w odniesieniu do innych ksenobiotykéw. W ba-
daniach na szczurach wykazano korzystny wptyw
propolisu (100 mg/kg m.c./dobe¢) na parametry
stresu oksydacyjnego (stezenie MDA) oraz na ak-
tywnos$¢ enzymow antyoksydacyjnych: dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD), katalazy (CAT) i peroksy-
dazy glutationowej (GPx) we krwi, watrobie, ner-
kach i mézgu u zwierzat narazonych na pestycydy
(Propetamphos) (39).

Alsayed Ali Mahran i wsp. (40) w badaniach do-
tyczacych wptywu propolisu na ptodnos¢ u szczuréw
narazonych na chlorek glinu wykazali, ze stosowanie
tego produktu zapobiega zmianom pojawiajacym si¢
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pod postacia uszkodzen kanalikéw nasiennych, komo-
rek rozrodczych oraz komorek Sertoliego.

W badaniach przedstawionych w niniejszej pracy
zastosowano propolis, ktory w swoim skladzie za-
wierat okoto 50% polifenoli. Zawarto$¢ procentowa
flawondéw i flawonoli oraz flawanonéw i dihydro-
flawonoli wynosita tacznie okoto 10,5%. Wsrod
kwasow fenolowych o aktywnosci antyoksydacyjnej
w badanym propolisie wystepowal kwas kawowy,
kwas galusowy, kwas ferulowy oraz kwas kumaro-
wy (32). Wydaje si¢ zatem, ze dziatanie ochronne
propolisu uzytego w badaniach w odniesieniu do
cytotoksycznoSci fluorku sodu, zwigzane jest przede
wszystkim z obecno$cia zwigzkéw polifenolowych
o dziataniu antyoksydacyjnym, zarowno takich,
ktorych dziatanie polega na hamowaniu reakcji
utleniania, jak i takich, ktore usuwaja wolne rodniki
tlenowe. Dlatego dalsze badania zwiazane z okre-
Sleniem przeciwutleniajacego dziatania propolisu
sa konieczne w celu okreSlenia optymalnej dawki,
przy ktorej beda obserwowane maksymalne korzySci
jego wplywu ochronnego.

Przeprowadzone badania wskazuja na mozliwos¢
wykorzystania EEP wszedzie tam, gdzie istnieje za-
grozenie narazenia ludzi na zwiazki fluoru.

Whioski

1. Fluorek sodu wptywa niekorzystnie na fibroblasty
ptucne linii WI-38 poprzez dziatanie cytotoksyczne
zalezne od stezenia i czasu ekspozycji.

2. Etanolowy ekstrakt badanego propolisu (EEP)
nie wykazuje aktywnoSci cytotoksycznej w sto-
sunku do fibroblastow ptucnych w stezeniach 50
1 100 wg/ml.

3. Wykazano ochronne dziatanie EEP wobec cyto-
toksycznego dziatania fluorku sodu na fibroblasty

ptucne linii WI-38.
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