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Pinocembryna — flawonoidowy skladnik
krajowego propolisu o dzialaniu opdzniajacym
rozw0j choroby Alzheimera

Pinocembrin — flavonoid component of domestic propolis
with delaying effect of the development of Alzheimer’s disease
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SUMMARY

The most commonly used drugs for delaying the development of Alzheimer’s disease include acetylcholine esterase inhibitors and
glutamic acid antagonists. These drugs, despite their beneficial therapeutic properties, are burdened to a large extent with undesirable
effects, limiting their longer-term use or provoking patients to give up therapy. Hence the search for other formulations effective in
treating Alzheimer’s disease, with no side effects not showing side effects.

Based on the studies presented, it is possible to assume, that pinocembrin has been shown to inhibit the accumulation of amyloid 3
in brain tissue, blood-brain barrier permeability reduction activity, retarded apoptosis, antioxidant activity, as well as a clearly marked
improvement of spatial orientation and cognitive functions.

In this context, pinocembrin offers potential opportunities for its use in the prevention and treatment of Alzheimer’s disease. Due to
the fact that domestic Polish propolis is a rich source of pinocembrine, it can be a convenient source for the use of this substance
for therapeutic purposes.
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STRESZCZENIE

Do lekow najczesciej stosowanych w opoznianiu rozwoju choroby Alzheimera nalezq inhibitory esterazy acetylocholinowej, a takze
antagonisci kwasu glutaminowego. Leki te, mimo korzystnych wlasciwosci terapeutycznych, obarczone sq jednak w duzym stopniu
dziataniami niepozgdanymi, co ogranicza ich dtuzsze stosowanie lub wrecz zmusza chorych do rezygnacji z terapii. Stqd poszukiwania
innych preparatow skutecznych w leczeniu choroby Alzheimera, niewykazujgcych efektéw ubocznych.

Na podstawie przedstawionych badait mozna stwierdzié, ze pinocembryna odznacza sie dziataniem ograniczajqgcym gromadzenie
sie w tkance mozgowej amyloidu B, dziataniem zmniejszajgcym przepuszczalnosé bariery krew-mozg, opoznianiem apoptozy neuro-
now, dziataniem przeciwutleniajgcym, a takze wyraznie zaznaczonym dziataniem poprawiajgcym orientacje przestrzenng i funkcje
poznawcze.

W tym kontekscie omawiana substancja stwarza potencjalne mozliwosci zastosowania jej w zapobieganiu i leczeniu choroby Alzhe-
imera. Ze wzgledu na to, ze krajowy propolis jest bogatym zZrédlem pinocembryny, moze on stanowic¢ dogodng forme dla wykorzy-
stania tej substancji do celow leczniczych.

Stowa kluczowe: pinocembryna, propolis krajowy, choroba Alzheimera

Wstep

Choroba Alzheimera jest postepujaca choroba
neurodegeneracyjna, charakteryzujaca si¢ wystepowa-
niem plytek starczych, splotéw neurowtékienkowych
oraz ubytkiem neuronéw w strukturach mézgu. Plytki
starcze stanowia ztogi zewnatrzneuronowe amyloidu
B (A,), a szczegdlnie peptydu tego amyloidu o se-
kwencji B, ,,, natomiast sploty neurowtokienkowe

zlokalizowane sg wewnatrz neurondéw i stanowia
kompleks hiperfosforylowanego biatka tau. Zmiany
chorobowe wystepuja gtéwnie w rejonie kory mozgo-
wej 1 hipokampa i upoSledzaja procesy poznawcze,
takie jak: pamied, zdolno$¢ abstrakcyjnego myslenia,
orientacja przestrzenna, a takze funkcjonalne, a mia-
nowicie mowe i umiejetnosci ruchowe. Prowadza one
stopniowo do otepienia, zobojetnienia na czynniki
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zewnetrzne, znieruchomienia i zaburzen funkeji fi-
zjologicznych (1, 2).

Do lekéw najczesciej stosowanych w opdZnianiu
rozwoju choroby Alzheimera naleza inhibitory es-
terazy acetylocholinowe] (donepezil, rywastygmina,
galantamina), a takze antagoni$ci kwasu glutamino-
wego (memantyna). Leki te, mimo korzystnych wtasci-
wosci terapeutycznych, obarczone sg jednak w duzym
stopniu dzialaniami niepozadanymi, co ogranicza
ich dhuzsze stosowanie lub wrecz zmusza chorych do
rezygnacji z terapii (2).

Stad poszukiwania innych preparatéw skutecznych
w leczeniu choroby Alzheimera, niewykazujacych
efektéw ubocznych. W tym celu prowadzone sg préby
stosowania izolowanych substancji ro§linnych (kwas
y-liponowy, hupercyna A, kwas rozmarynowy), ekstrak-
tow roslinnych (Bacopa monnieri, Withania somnifera,
Ginkgo biloba, Panax ginseng), izolowanych substancji
zwierzecych (acetylo-L-karnityna, fosfatydylosery-
na, kwas dokozaheksaenowy), produktéw spozyw-
czych (olej kokosowy), witamin (witaminy z grupy B,
witaminy D i E) oraz produktéw pszczelich (mleczko
pszczele, pytek kwiatowy, propolis) (3-8).

Bardzo obiecujace sa badania neurobiologiczne nad
flawonoidowym sktadnikiem propolisu, a mianowicie
nad pinocembryna (9, 10), dlatego wydawalo si¢ celo-
we blizsze omoOwienie tego zwiazku, jako mozliwego
do wykorzystania w praktyce w leczeniu choroby
Alzheimera.

Pinocembryna jako skladnik propolisu

Propolis pozyskiwany przez pszczelarzy jest miesza-
ning zywiczno-balsamicznych substancji, z domieszka
innych produktéw pszczelich (wosk, obndze pszczele,
pierzga) oraz zanieczyszczen mechanicznych. Przyjmuje
sie, Zze surowy propolis zawiera ok. 60% substancji bio-
logicznie aktywnych i ok. 40% substancji balastowych.
W celu ich usunigcia, surowy propolis poddaje sie
zazwyczaj ekstrakcji za pomoca 70% etanolu (w sto-
sunku 1:10). Po odparowaniu alkoholu uzyskuje si¢
pOtplynna pozostato$¢ o zawartosci ok. 67% suchej
masy. Uzyskany w ten sposob zageszczony etanolowy
ekstrakt z propolisu (EEP) stuzy do sporzadzania sta-
tych form preparatow leczniczych (11).

W sktad EEP, otrzymanego z surowego propolisu
krajowego, zbieranego przez pszczoty gtéwnie z pacz-
kow lisciowych topoli czarnej, w najwickszej iloSci
wchodza zwiazki flawonoidowe (ok. 45%). Duza grupe
zwigzkow stanowia takze kwasy fenolowe (ok. 30%)
iich estry (ok. 10%) (12).

Badania Kalety (13) wykazaly, ze w 10% ekstrak-
tach etanolowych z propolisu, pochodzacego z réz-
nych rejonéw kraju (badania obejmowaly 15 probek

propolisu), zawarto$¢ zwiazkéw flawonoidowych
wahala si¢ w zakresie od 6,2 do 18,8%. Wsrdd fla-
wonoidéw w najwickszej iloSci znajdowata sie pino-
cembryna (Sr. 4,7%). W mniejszych iloSciach wykry-
wano pinobanksyne ($r. 3,1%), galangine (Sr. 2,2%)
i chryzyne (Sr. 2,1%).

Na tej podstawie mozna przyjaé, ze propolis kra-
jowy jest bogatym Zrédiem pinocembryny — zwiazku
nalezacego do grupy flawanonow (ryc. 1).

Jedli zatozy¢, ze wydajno$¢ ekstrakcyjna propolisu
wynosi §rednio 22% (14), to w zaggszczonym ekstrak-
cie etanolowym z propolisu (EEP) znajduje si¢ od 8,4
do 31,0% pinocembryny (13).

Jest to stwierdzenie bardzo istotne, poniewaz propo-
lis pochodzacy z innych krajéw Swiata moze zawierac
tylko §ladowe ilosci pinocembryny (propolis brazylijski)
lub moze wcale nie zawierac tego flawonoidu (propo-
lis pochodzacy z Wysp Kanaryjskich) (12).

Charakterystyka neurobiologiczna
choroby Alzheimera

Istnieja co najmniej dwie teorie probujace wyjasnicé
powstawanie choroby Alzheimera. Jedna z nich za-
ktada gromadzenie si¢ w tkance mézgowej amyloidu
B (Ay), co daje poczatek calej kaskadzie zmian pro-
wadzacych do rozwoju tej choroby (1, 2, 15). W mysl
drugiej teorii poczatkiem choroby Alzheimera jest
udar mézgu. Powstajace w zwiazku z tym zaburzenia
przepuszczalno$ci krew-mozg stanowia podstawe do
gromadzenia si¢ amyloidu B w strukturach mézgo-
wych (9).

Pierwsza z wymienionych hipotez neurobiologicz-
nych choroby Alzheimera zaktada, ze w starzejacym
sie¢ organizmie ludzkim dochodzi do stopniowego
zwyrodnienia i obumierania neuronéw mdzgowych
w nastepstwie zmian strukturalnych niektorych bia-
tek oraz uszkodzenia szlakéw przekazywania sy-
gnatéw (1, 2). W strukturach moézgu, szczegdlnie
kory mézgowej i hipokampa, zaczynaja pojawiac si¢
réznorodne formy patologiczne, m.in. zbudowane

Ryc. 1. Struktura chemiczna pinocembryny (5,7-dihydro-
ksyflawanonu)
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z amyloidu B blaszki starcze (przestrzenie poza-
neuronowe) oraz sploty neurowtokienkowe ztozone
z nadmiernie ufosforylowanego biatka tau (twory
wewnatrzneuronowe). Powoduja one stan zapalny
komoérek nerwowych. Dochodzi do zaburzen pozio-
mu wapnia, uwolnienia cytochromu C, gromadze-
nia chromatyny, uszkodzenia jader komorkowych
i fragmentacji DNA, a to w konsekwencji prowadzi
do $mierci neuronéw (15).

Ponadto stwierdzono, ze przewlekly stan zapal-
ny tkanki mézgowej powoduje aktywacje komorek
mikrogleju i astrocytéw. W wyniku tego procesu na-
stepuje uwalnianie mediatoréw zapalnych, takich
jak cytokiny (TNF-a, IL-1p, IL-6), wolne rodniki
tlenowe (ROS) i tlenek azotu (NO). Nastepstwem
tych zmian jest zaburzenie ciaglosci bariery krew-
-mozg, co umozliwia naptyw komoérek obwodowego
uktadu odpornosciowego (limfocyty) i powoduje dal-
sze poglebianie si¢ stanu zapalnego (1, 2).

Warto dodad, ze peptydy amyloidu  maja zdolnos¢
wiazania si¢ z roznymi receptorami zlokalizowanymi
na komorce nerwowej. Jednym z najwazniejszych jest
receptor dla produktéw zaawansowanej glikacji (ang.
receptor for advanced glycation end products — RAGE).
Liu i wsp. (15) wykazali, ze pinocembryna blokuje re-
ceptor RAGE i uniemozliwia wiazanie si¢ amyloidu 3
ze strukturami moézgowymi. A zatem jest to jedno
z mozliwych rozwiazan dotyczacych zapobiegania od-
ktadaniu sie amyloidu  w tkance nerwowej w postaci
blaszek starczych i usuwania go wraz z pradem krwi
poza struktury mozgowe (15).

Druga hipoteza dotyczaca powstawania choroby
Alzheimera zaklada, ze duza role odgrywa w tym
procesie uszkodzenie naczyn moézgowych w wyni-
ku udaru lub mikroudaréw mézgu. Ma to zaburzac
przepuszczalnos¢ bariery krew-mdzg, a takze spowal-
nia¢ krazenie krwi w naczyniach kapilarnych mézgu.
W konsekwencji oczyszczanie struktur mézgowych
z amyloidu B ulega ostabieniu i sprzyja jego odkta-
daniu si¢ w tkance mézgowe;.

To z kolei zwieksza proces zapalny i prowadzi do
stresu oksydacyjnego. Liu i wsp. (9) nazwali ten stan
patologiczny jednostka nerwowo-naczyniowa (ang.
neurovascular unit — NVU). NVU obejmuje krwio-
no$ne naczynia mdzgowe, otaczajace je astrocy-
ty (komorki glejowe gwiazdziste), neurony i inne
komorki podporowe (mikroglej okotonaczyniowy),
ktére tacza funkcje komoérek nerwowych z miejsco-
wym przeplywem krwi, a takze reguluja przepusz-
czalno$¢ przez Srodbtonek mézgowy sktadnikow
odzywczych, peptydéw i elementéw morfotycznych
krwi. W wyniku zaburzenia ciagtoSci bariery krew-
-moézg dochodzi do przemieszczania sie do struktur

mozgowych komdérek obwodowego uktadu odpor-
no$ciowego, m.in. limfocytow.

W normalnych warunkach wytwarzane w tkance
nerwowe]j wolne rodniki nadtlenkowe (ang. reactive
oxygen species — ROS) sa neutralizowane przez wy-
stepujace w tej samej tkance uklady przeciwutlenia-
jace. Jednym z takich uktadéw neuroochronnych jest
erytroidalny czynnik jadrowy 2 (ang. nuclear factor 2
— Nrf2). Jest on powigzany z elementem odpowiedzi
przeciwutleniajacej (ang. antioxidant response element
— ARE) (16, 17). System ten powigzany jest §cile ze
stresem oksydacyjnym. W przypadku wzrostu poziomu
ROS w tkance nerwowej system Nrf2-ARE przyczy-
nia si¢ do wytworzenia duzej liczby czastek enzymdw
przeciwutleniajacych, takich jak hemowa oksygena-
za-1 (ang. heme oxygenase-1 — HO-1) oraz syntetaza
y-glutamylocysteinowa (ang. y-glutamylcysteine syn-
thetase — y-GCS). Jednak w przypadku wytworze-
nia w tkance nerwowej zbyt duzego poziomu ROS
w wyniku stresu oksydacyjnego, system ten zawodzi
i dochodzi do uszkodzenia, a nastepnie do apopto-
zy (Smierci) neuronéw (16, 17).

Wedtug Wang i wsp. (17) pinocembryna nalezy do
substancji, ktére opdzniaja uszkodzenie i apoptoze
neurondéw pod wpltywem utleniania spowodowanego
przez amyloid B, a takze stresu oksydacyjnego na
drodze pobudzania systemu Nrf2-ARE. Szczeg6lnie
istotna jest w tym przypadku aktywnos$¢ enzymu prze-
ciwutleniajacego, a mianowicie HO-1.

Badania doswiadczalne nad wplywem
pinocembryny na struktury mozgowe

W ostatnich latach przeprowadzono szereg badan
z udziatem zwierzat do§wiadczalnych i hodowli komor-
kowych, ktére dotyczyly neuroochronnego dziatania
pinocembryny.

Liu i wsp. (15) wykazali, ze pinocembryna znacz-
nie ogranicza u szczuréw wilaczanie amyloidu § do
struktur kory mézgowej. Podanie tej substancji droga
pokarmowa w dawce 20 mg/kg m.c. spowodowato
zmniejszenie stopnia wigzania amyloidu 3 przez tkan-
ke nerwowa do 54,1%, a w dawce 40 mg/kg m.c. do
8,2% w poréwnaniu z kontrola (tab. 1). Ustalono, ze
pinocembryna blokuje komorkowy receptor RAGE,
uniemozliwiajac w ten sposob gromadzenie si¢ w tkan-
ce mozgowej amyloidu p.

Efektem dziatania pinocembryny byla poprawa pa-
mieci i orientacji przestrzennej u myszy w tescie labi-
ryntu wodnego Morrisa. Podanie amyloidu 3 zwierze-
tom spowodowato, ze czas potrzebny na odnalezienie
platformy ukrytej w basenie z woda byt czterokrotnie
dluzszy (400%) niz u zwierzat kontrolnych (100%).
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Tab. 1. Wplyw pinocembryny na wiazanie si¢ amyloidu 3
do struktur mézgowych (15)

Stopien wiazania amyloidu

Badane substancije do struktur mézgowych (%)

Kontrola 0
Amyloid B 100,0
Amyloid B + pinocembryna 54.1
(20 mg/kg m.c.) ’
Amyloid § + pinocembryna 8.0
(40 mg/kg m.c.) ’

Podanie pinocembryny w dawce 20 mg/kg m.c. skra-
cato ten czas o ponad 30%, a w dawce 40 mg/kg m.c.
blisko 50% w odniesieniu do kontroli (tab. 2).

W podzniejszych badaniach Liu i wsp. (9) dowiedli,
ze pinocembryna ochrania tkanke mdzgowa zwie-
rzat doSwiadczalnych przed czynnikami szkodliwymi
oraz poprawia ich funkcje poznawcze. W badaniach
uzywano myszy transgenicznych linii APP/PS1 o upo-
Sledzonych funkcjach poznawczych. Pinocembryne
podawano w dawce 40 mg/kg m.c.

Badania wykazaly, ze przesaczalno$¢ kapilarnych
naczyfh mézgowych pod wplywem pinocembryny
zmniejszata si¢ o ok. 45%, aktywno$¢ mediatorow

prozapalnych z grupy cytokin (TNF-a, IL-1p i IL-6)
obnizyla si¢ w tkance mézgowej Srednio o 32%),
a gromadzenie si¢ amyloidu B w strukturach mo-
zgu zostato zahamowane w granicach 30% (tab. 3).
Ponadto stwierdzono, ze pinocembryna zwickszata
u zwierzat liczbe poszukiwan ukrytej platformy w la-
biryncie wodnym Morrisa o 125% oraz powodowata
wzrost pamieci krotkotrwalej w tescie jasnego pola
0 57% (tab. 4).

Wyniki te §wiadczg wyraznie o korzystnym neu-
roochronnym dziataniu pinocembryny na struktury
moézgowe. Ujawnily one dziatanie zmniejszajace prze-
puszczalno$¢ bariery krew-mozg, dzialanie przeciwza-
palne oraz dziatanie ograniczajace gromadzenie si¢
amyloidu B. Ponadto obserwowano pod wpltywem
pinocembryny ksztattowanie si¢ u zwierzat funkc;ji
poznawczych.

Z kolei Wang i wsp. (17) przebadali wplyw pino-
cembryny na neurotoksyczno§¢ amyloidu 3 z udziatem
hodowli komdrek ludzkiego nerwiaka niedojrzate-
go (ang. human neuroblastoma) linii SH-SY5Y. Do ho-
dowli wymienionych komérek dodali oni amyloid 8
oraz pinocembryne w iloSci 20 umoli. Stwierdzono,
ze przezywalno$¢ komorek nerwowych w obecnoSci
tej substancji wzrosta po 24-godz. inkubacji o 15,5%
w pordwnaniu do kontroli (tab. 5). Poza tym wykazano,

Tab. 2. Wplyw pinocembryny na pamigc i orientacje przestrzenng u myszy (15)

Badane substancje

Czas potrzebny do odnalezienia ukrytej platformy
w tescie labiryntu wodnego Morrisa

(s) (%)
Kontrola 9 100
Amyloid B 36 400
Amyloid B + pinocembryna (20 mg/kg m.c.) 24 267
Amyloid 4+ pinocembryna (40 mg/kg m.c.) 19 211

Tab. 3. Dziatanie neuroochronne pinocembryny (9)

Poziom badanych parametréw w tkance mézgowej

Badana wtasciwos$¢

kontrola pinocembryna

Przesaczalno$¢ kapilarnych naczyn mézgowych (%)

58 32

Aktywno$¢ mediatoréw prozapalnych z grupy cytokin w tkance mézgowej (pg/g)

(226

TNF-a 132 91
IL-1B 80 63
IL-6 16 9
Gromadzenie sie amyloidu B w strukturach mdzgu (ug/g) 2,05 1,25
( Postepy Fitoterapii 3/2017 ) )




Pinocembryna — flawonoidowy sktadnik krajowego propolisu o dziataniu opdZniajacym rozwdj choroby Alzheimera

Tab. 4. Wplyw pinocembryny na funkcje poznawcze myszy (9)

Grupy zwierzat

Funkcje poznawcze Kontrolna badana
(otrzymujaca pinocembryne)
Liczba poszukiwan ukrytej platformy w labiryncie wodnym Morrisa 1,6 3,6
Wzrost pamieci krétkoterminowej w tescie jasnego pola (czas utajenia w s) 135 212

Tab. 5. Przezywalno$¢ komoérek nerwiaka niedojrzatego
linii SH-SYSY w obecnos$ci amyloidu  oraz pinocem-

bryny (17)

Tab. 6. Pobudzanie aktywnosci erytroidalnego czynnika

jadrowego 2 (Nfr2) oraz hemowej oksygenazy-1 (HO-1)

przez pinocembryne (17)

Badane substancje Przezywalno$¢ komorek (%)

Stopien aktywnosci (%)

Badane uktady
Kontrola 100,0 0 godz. 24 godz.
Amyloid f 70,4 Nrf2 + lamina 2 100 210
Amyloid B + pinocembryna 85,9 HO-1 + p-aktyna 100 240

ze pinocembryna pobudza aktywnos¢ erytroidalnego
czynnika jadrowego 2 (Nrf2) oraz hemowej oksyge-
nazy-1 (HO-1). Zaréwno aktywno$¢ czynnika Nrf2
w obecnoSci inhibitora laminy 2, jak i aktywno§¢
enzymu HO-1 w obecnoSci inhibitora a-aktyny po
24-godz. inkubacji komérek wzrastaty ponad dwukrot-
nie (tab. 6). Doswiadczenia te §wiadcza o wyraznym
przeciwapoptycznym (op6zniajacym $mieré komorek)
dziataniu pinocembryny.

Podsumowanie

Na podstawie przedstawionych powyzej badan
mozna stwierdzi¢, ze pinocembryna odznacza si¢
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