©Borgis

*Bogdan Kedzia, Elzbieta Holderna-Kedzia

Post Fitoter 2020; 21(2): 93-99 DOI: https://doi.org/10.25121/PF.2020.21.2.93

Dzialanie przeciwmutagenne 1 przeciwgenotoksyczne
propolisu

Antimutagenic and antigenotoxic activity of propolis

Zaktad Innowacyjnych Biomateriatéw i Nanotechnologii
Instytut Widkien Naturalnych i Roslin Zielarskich w Poznaniu
Dyrektor Instytutu: dr hab. inz. Matgorzata Zimniewska, prof. IWNiRZ

SUMMARY

The literature data indicate that propolis is distinguished by anti-mutagenic and anti-genotoxic activity. Mutagenicity is character-
ized by the formation of permanent and hereditary changes in the structure of the genetic material of a cell or organism. However,
genotoxicity is associated with the harmful effects of substances on genetic material. To determine the anti-mutagenic and anti-
-genotoxic effect, a microbiological test using the histidine-dependent Salmonella typhimurium strains (Ames Test) is applied, and in
pharmacological studies mutations in mammalian cells and recess mutations in the fruit fly Drosophila melanogaster are determined.
A review of the literature indicates that ethanol and aqueous extracts from propolis have got a significant anti-mutagenic and anti-
-genotoxic influence on many substances that cause mutagenic changes and that damage genetic material. Research indicates that
propolis extracts used in therapeutic doses are safe for the human body. Mutagenic and genotoxic effects may only be induced by
doses that are many times higher than therapeutic doses, i.e. above 1 glkg body weight daily.
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STRESZCZENIE

Dane pismiennictwa wskazujq, Ze propolis odznacza si¢ dziataniem przeciwmutagennym i przeciwgenotoksycznym. Mutagennosé
charakteryzuje sie powstawaniem trwalych i dziedzicznych zmian w budowie materiatu genetycznego komorki lub organizmu. Ge-
notoksycznos¢ wiqze sie natomiast ze szkodliwym oddzialywaniem substancji na material genetyczny.

Do okreslania dziatania przeciwmutagennego i przeciwgenotoksycznego wykorzystuje sie badanie mikrobiologiczne z wykorzysta-
niem histydynozaleznych szczepow Salmonella typhimurium (test Amesa), a w badaniach farmakologicznych okresla sie mutacje
w komorkach ssakoéw oraz mutacje recesyjne u muszki owocowej Drosophila melanogaster.

Z przeglgdu pismiennictwa wynika, ze ekstrakty etanolowe i wodne z propolisu odznaczajq sie wyraznym dziataniem przeciwmutagen-
nym i przeciwgenotoksycznym w odniesieniu do wielu substancji powodujqcych zmiany mutagenne i uszkadzajqgce materiat genetyczny.
Badania wskazujq, ze ekstrakty propolisowe stosowane w dawkach terapeutycznych sq bezpieczne dla organizmu cztowieka. Dziatanie
mutagenne i genotoksyczne mogq wywolywac dopiero dawki wielokrotnie przekraczajgce dawki lecznicze, tj. powyzej 1 glkg m.c. dziennie.

Stowa kluczowe: ekstrakty z propolisu, dziatanie przeciwmutagenne, dziatanie przeciwgenotoksyczne, materiat genetyczny

Wstep

Mutagennoscia okreSla si¢ powstanie trwatych
i dziedzicznych zmian w budowie materiatu gene-
tycznego komorki lub organizmu. Zmiany te, zwane
mutacjami, moga obejmowac pojedynczy gen lub jego
odcinki, zespdt gendw lub cate chromosomy.

Genotoksyczno$¢ wiaze si¢ natomiast ze szkodli-
wym dziataniem substancji na materiat genetyczny,
przy czym dziatanie to nie musi by¢ potaczone z dzia-
faniem mutagennym. Dla przyktadu moze by¢ ona
zwiazana z uszkodzeniem DNA przy jednoczesnym
braku powstania mutacji.

Do okreslenia dziatania przeciwmutagennego
1 przeciwgenotoksycznego wykorzystuje sie badania
mikrobiologiczne i farmakologiczne.

W badaniach mikrobiologicznych wykorzystuje si¢
histydynozalezne szczepy Salmonella typhimurium TA
97,98, 100, 102 i 1535. Charakteryzuja sie one tym, ze
rewersja powrotna, prowadzaca do powstania szczepu
niezaleznego od obecnosci histydyny, wywotywana jest
przez substancje mutagenne (test Amesa).

Badania farmakologiczne moga obejmowaé mu-
tacje postepowe w komorkach ssakéw, recesywne
mutacje letalne zwigzane z plcia u muszki owocowej
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Drosophila melanogaster oraz mutacje w komodrkach
somatycznych.

Badania mikrobiologiczne

Badania nad przeciwmutagennym dzialaniem
propolisu zapoczatkowali Cizmarik i Lahitova (1).
Oceniali oni dzialanie przeciwmutagenne ekstraktu
etanolowego z propolisu stowackiego (EEP) wobec ta-
kich substancji mutagennych, jak nitrovin (chlorowo-
dorek-1,5-bis(5-nitro-2-furylo-)-1,4-pentadieno-3-on-
-imino-semikarbazonu) i nitroguanidyna (N-metylo-
-N-nitrozoguanidyna). W badaniach zastosowano test
mikrobiologiczny Amesa z wykorzystaniem szczepow
Salmonella typhimurium TA 98 i TA 100. Wyniki
oznaczen przedstawione w tabeli 1 wskazuja, ze ptynny
EEP w stezeniu 50 mg/ptytke Petriego odznaczat si¢
stosunkowo silnym dzialaniem przeciwmutagennym.
Hamowat on powstawanie mutantéw histydynozalez-
nych w przypadku mutagenu nitrovin w odniesieniu
do szczepow TA 98 i TA 100 odpowiednio w 67,2
i 55,9%. W przypadku mutagenu nitrozoguanidy-
ny wartoSci te wynosily 52,3 i 67,1%. Wskazuje to
na wyrazne dziatanie przeciwmutagenne EEP wobec
uzytych w badaniach substancji mutagennych.

Nastepnie Varanda i wsp. (2) wykazali, ze ekstrakt
etanolowy z propolisu brazylijskiego (EEP) odzna-
cza sie dziataniem przeciwmutagennym wobec kilku
substancji mutagennych. W stezeniu 4,0 mg/plytke
Petriego hamowat on powstawanie mutantéw histydy-
nozaleznych wobec 2-antraminy w 60,4% w przypadku
szczepu TA 100 i w 81,7% w przypadku szczepu TA
98 (tab. 2). EEP w tym samym stezeniu hamowat takze
w 71,5% powstawanie mutantéw histydynozaleznych
wobec benzo(a)pirenu w przypadku szczepu TA 100
iw 43,9% w przypadku szczepu TA 98. Ponadto EEP
hamowatl powstawanie mutantéw histydynozaleznych

w 85,2% wobec aflatoksyny B, (szczep TA 98), 51,0%
wobec 2-aminofluorenu i w 48,7% wobec daunomycy-
ny (szczep TA 102). Natomiast nie stwierdzono dziata-
nia przeciwmutagennego wobec azydku sodu (szczep
TA 100) i 4-nitro-O-fenylenodiaminy (szczep TA
98). Z przeprowadzonych badan wynika, ze EEP
charakteryzowat si¢ dziataniem przeciwmutagennym
w odniesieniu do takich mutagendw, jak 2-antrami-
na, benzo(a)piren, aflatoksyna B,, 2-aminofluoren
i daunomycyna.

Z kolei Jeng i wsp. (3) badali dziatanie przeciw-
mutagenne ekstraktu etanolowego z propolisu bra-
zylijskiego (EEP) wobec 4 mutagendéw z uzyciem
szczepu TA 98. Wyniki badan (tab. 3) wskazuja, ze
EEP w stezeniach 20 i 80 ug/plytke Petriego hamowat
powstawanie mutantéw histydynozaleznych wobec
4-nitro-O-fenylenodiaminy w 5,5 1 20,2% w odniesie-
niu do 1-nitropirenu w 37,0147,7% oraz w przypadku
2-amino-3-metylo-imidazolo-(4,5)-chinoliny w 22,7
168,3%. Natomiast w obecnosci benzo(a)pirenu EEP
w stezeniach 8 i 16 ug/ptytke hamowal powstawa-
nie mutantéw histydynozaleznych w 34,6 i 63,0%.
Z przeprowadzonych badan wynika, ze EEP odzna-
czat si¢ wyraznym dzialaniem przeciwmutagennym
w odniesieniu do takich mutagendw, jak 1-nitropiren,
2-amino-3-metylo-imidazolo-(4,5)-chinolina i benzo-
(a)piren. W stosunku do 4-nitro-O-fenylenodiaminy
EEP charakteryzowatl si¢ stabym dziataniem przeciw-
mutagennym.

Nastepnie Fu i wsp. (4) oceniali dziatanie przeciw-
mutagenne ekstraktu etanolowego z propolisu chin-
skiego (EEP) wobec badanych juz wcze$niej substancji
mutagennych: azydku sodu, daunomycyny i 2-ami-
no-fluorenu. Z przeprowadzonych badan (tab. 4)
wynika, ze EEP wobec azydku sodu (szczep TA 100)
nie wykazywat dzialania mutagennego. Natomiast

Tab. 1. Dzialanie przeciwmutagenne ekstraktu etanolowego z propolisu stowackiego (EEP) w te$cie mikrobiologicznym

Amesa (wg 1)

] Mutageny histydynozalezne (His*)/ptytke Petriego
2‘:.?:;1?151'2 I(EnEgP/ggtTg szczep S. typhimurium TA 98 szczep S. typhimurium TA 100
Walplytie) liczba komérek | hamowanie wzrostu (%) | liczba komoérek | hamowanie wzrostu (%)
0 424 0 472 0
Nitrovin 50 139 67,2 208 55,9
10 170 59,0 241 48,9
0 596 0 992 0
Nitrozoguanidyna 50 284 52,3 326 67,1
10 287 51,8 479 51,7
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Tab. 2. Dziatanie przeciwmutagenne ekstraktu etanolowego z propolisu brazylijskiego (EEP) w tescie mikrobiologicz-

nym Amesa (wg 2)

Substancja Stezenie EEP . Hamowanie
mutagenna (tg/plytke) (ug/ptytke) Mutanty His*/plytke wzrostu (%)
Szczep TA 100
0 0 1172 0
Azydek potasu
1,25 4,0 1171 0
0 0 687 0
2-Antramina
0,125 4,0 272 60,4
0 0 1150 0
Benzo(a)piren
1,0 4,0 328 71,5
Szczep TA 98
0 0 1178 0
Aflatoksyna B,
0,5 4,0 174 85,2
0 0 240 0
2-Antramina
0,125 4,0 44 81,7
0 0 310 0
Benzo(a)piren
1,0 4,0 174 43,9
4-Nitro-O- 0 0 1273 0
-fenylenodiamina 5.0 40 1977 0
Szczep TA 102
0 0 783 0
2-Aminofluoren
10 4,0 384 51,0
0 0 907 0
Daunomycyna
1,5 4,0 465 48,7

Tab. 3. Dziatanie przeciwmutagenne ekstraktu etanolowego z propolisu brazylijskiego (EEP) w tescie mikrobiologicz-

nym Amesa (wg 3)

Substancja Stezenie EEP sy Hamowanie
mutagenna (ug/ptytke) (ug/ptytke) Mutanty His*/ptytke wzrostu (%)
0 0 183 0
4-Nitro-O-
-fenylenodiamina 1.0 20 73 55
1,0 80 146 20,2
0 0 392 0
1-Nitropiren 0,2 20 247 37,0
0,2 80 205 47,7
2-Amino-3-metylo- 0,001 20 796 22,7
-imidazolo-(4,5)-
-chinolina 0,001 80 327 68,3
0 0 127 0
Benzo(a)piren 1,0 8 83 34,6
1,0 16 47 63,0
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Tab. 4. Dzialanie przeciwmutagenne ekstraktu etanolowego z propolisu chifiskiego (EEP) w tescie mikrobiologicznym

Amesa (wg 4)
mutagenna (waphytke) (ugiplytie) Mutanty His'/plytke warostu (%
Szczep TA 100
0 0 1310 0
Azydek sodu 1,25 20 1279 2,4
1,25 60 1237 5,6
Szczep TA 998
0 0 1353 0
Daunomycyna 10,0 20 1163 14,0
10,0 60 572 57,5
0 0 1064 0
2-Amino-fluoren 20,0 20 936 12,0
20,0 60 608 42,9

*W przeliczeniu na 100% ekstrakt

wobec daunomycyny i 2-amino-fluorenu EEP w ste-
zeniu 60 ug/plytke Petriego odznaczat si¢ dziataniem
przeciwmutagennym. W tym stezeniu hamowat on
powstawanie mutantéw histydynozaleznych odpo-
wiednio w 57,5 i 42,9%. Potwierdzono w ten sposdb
wczeSniejsze doniesienia (2).

Po6zniejsze badania Kedzi i Holdernej-Kedzi (5)
dowiodty, ze ekstrakt etanolowy z propolisu pol-
skiego (EEP) wykazuje dzialanie przeciwmutagenne
wobec azydku sodu (100 ug/ptytke Petriego). EEP
w stezeniu 1.000 wg/ml hamowatl powstawanie mutan-
téw histydynozaleznych u szczepu TA 1535 w 97,5%.

Warto dodad, ze ester fenyloetylowy kwasu ka-
wowego (CAPE) odznaczat si¢ znaczng aktywnoscia
przeciwmutagenna wobec 3,2-dimetylo-4-aminofe-
nylu (DMBC), substancji wywolujacej nowotwory
u zwierzat do§wiadczalnych. Rao i wsp. (6) wykazali,
ze CAPE w stezeniach 10-20 ug/ml w znacznym stop-
niu hamowal powstawanie mutantéw histydynozalez-
nych u szczepéw TA 98 1 TA 100 w obecnosci 5-10 ug
DMBC/plytke Petriego.

Badania farmakologiczne

Fu i wsp. (4) badali rowniez dziatanie przeciw-
mutagenne ekstraktu etanolowego z propolisu chin-
skiego (EEP) na komdrkach szpiku kostnego myszy
poddanych dziataniu cyklofosfamidu (CA) i prze-
ciwgenotoksyczne na komorkach jednojadrzastych
myszy poddanych dziataniu mitomycyny (MMA).
EEP w postaci 20% roztworu podawano myszom

przez 28 dni droga pokarmowg w dawkach: 22,5; 45
i 135 pg/kg masy ciata (m.c.). CA podano 2-krotnie
w ostatnich dniach do§wiadczenia w dawce 60 mg/kg
m.c., natomiast MMA podano myszom jednora-
zowo w 14. dniu doswiadczenia w dawce 2 mg/kg
m.c. Wyniki badan wskazuja (tab. 5), ze EEP w dawce
451135 mg/kg m.c. wykazywal dziatanie przeciwmu-
tagenne wobec CA. Liczba komdrek mikrojadrza-
stych byta w obu przypadkach nizsza (odpowiednio
0 24,7 1 25,5%) w poréwnaniu do zwierzat niele-
czonych (kontrola). Podawanie EEP myszom, ktére
otrzymaly MMA (tab. 6), réwniez wskazuje na dzia-
lanie przeciwgenotoksyczne tej substancji. U myszy,
ktore otrzymywaty EEP w wysokosci 135 mg/kg m.c.,
stwierdzono o 33,3% komorek z aberracjami chro-
mosoméw mniej niz u zwierzat nieleczonych (kon-
trola).

Na tej podstawie mozna przyjaé, ze EEP wyka-
zuje dziatanie przeciwmutagenne wobec cyklofosfa-
midu (przeciwdziala powstawaniu komoérek mikro-
jadrzastych) i przeciwgenotoksyczne wobec mito-
mycyny (przeciwdziata aberracjom chromosomaéw).
Oznacza to, ze ochrania on przed mutageneza zar6w-
no komorki somatyczne, z ktorych nie powstaja bez-
posrednio komérki rozrodcze, jak i dojrzate komérki
reprodukcyjne.

Tavares i wsp. (7) badali dziatanie przeciwgenotok-
syczne ekstraktu etanolowego z propolisu brazylijskie-
go (EEP) w odniesieniu do komdrek jajowych cho-
mika chifiskiego (CHO) indukowanych mutagenem

(96
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Tab. 5. Wplyw ekstraktu etanolowego z propolisu chifiskiego (EEP) na tworzenie si¢ komérek mikrojadrzastych wy-
wotane cyklofosfamidem (CA) (wg 4)

Badane substancje Da(vr::g/z;bnit.ggcii - Komorki mikrojadrzaste
liczba* procent
CA (kontrola) 60 259 100,0
EEP + CA 22,5 + 60 222 85,7
EEP + CA 45 + 60 195 75,3
EEP + CA 135 + 60 193 74,5

*W odniesieniu do 1.000 komérek

Tab. 6. Wplyw ekstraktu etanolowego z propolisu chifiskiego (EEP) na aberracje chromosoméw w mysich komdrkach
mikrojadrzastych wywotane mitomycyna (MMA) (wg 4)

Dawki substancii Komorki z aberracjami chromosomowymi
Badane substancje (mg/kg m.c.) ]
9/kg m.c. liczba* procent
MMA (kontrola) 2 7,5 100,0
EEP + MMA 225+ 2 6,4 85,3
EEP + MMA 45 + 2 6,1 81,3
EEP + MMA 195 + 2 5,0 66,7

*W odniesieniu do 1.000 komorek

doksorubicyng (DXR). Do hodowli CHO wprowa-
dzono na 60 min odpowiednie stezenie EEP (12,5; 25
lub 50 pg/ml) oraz doksorubicyne w ilosci 0,5 ug/ml.
Nastepnie okre§lono liczbe komorek z aberracja-
mi chromosoméw. Z tabeli 7 wynika, ze pod wptly-
wem matej dawki EEP (12,5 ug/ml) liczba komérek
z aberracjami chromosoméw byta o 54,5% nizsza od
kontroli. Natomiast wyzsze st¢zenia EEP (25 i 50 mi-
krogramdéw/ml) w mniejszym stopniu ochranialy ko-
morki jajowe chomika chifiskiego przed aberracjami
chromosoméw (odpowiednio o 18,2 i 36,4%). Stad
wniosek, ze tylko okreSlone niskie stezenia EEP

wykazuja wysoka aktywno$§¢ przeciwgenotoksyczna
wobec doksorubicyny.

Valadares i wsp. (8) oceniali wplyw ekstraktu wod-
nego z propolisu brazylijskiego (WEP) na mutacje
somatyczne i rekombinacje u muszek owocowych
(Drosophila melanogaster) wywotane doksorubicy-
na (DXR). W badaniach uzyto krzyzowki tego owada
o genotypie MW/flr3. Jajeczka owadoéw inkubowano
na specjalnej pozywce z dodatkiem WEP w stezeniach:
12,5; 25 1 50 mg/ml oraz DXR (uzyta jako substancja
mutagenna) w stezeniu 0,125 mg/ml. Po 48 godz.
z larw D. melanogaster powstawaly formy doroste,

Tab. 7. Wplyw ekstraktu etanolowego z propolisu brazylijskiego (EEP) na aberracje chromosomdéw w komdrkach jajo-
wych chomika chifiskiego wywotane doksorubicyng (DXR) (wg 7)

Stezenia w hodowli Komorki z aberracjami chromosomowymi
Badane substancje komoérkowej
(ug/ml) liczba* procent
DXR (kontrola) 0,5 33 100,0
EEP + DXR 125+ 0,5 15 45,5
EEP + DXR 25 + 0,5 21 63,6
EEP + DXR 50 + 0,5 27 81,8

*W odniesieniu do 300 komdérek w stadium metafazy
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ktorych skrzydta stanowity materiat do badan gene-
tycznych. Pod wptywem DXR na skrzydtach dorostych
osobnikéw pojawily sie plamy: pojedyncze mate i duze
oraz podwdjne, bedace wynikiem rekombinacji mi-
totycznej, mutacji i aberracji chromosoméw. Wyniki
badan zebrane w tabeli 8 wykazaly, ze pod wpltywem
DXR srednia liczba plam na skrzydtach D. melanoga-
ster wzrosta 14,5-krotnie. W obecno$ci WEP $rednia
liczba plam na skrzydtach malata wraz ze stezeniem
tej substancji. Dodatek WEP w iloSci 12,5 mg/ml
pozywki, na ktdrej rozwijaly si¢ larwy D. melanoga-
ster, zmniejszyt liczbe plam o 21,7%, w iloSci 25 mg/
ml - 0 40,5% iw ilosci 50 mg/ml — o0 71,2%. Oznacza
to, ze dodatek WEP zmniejszal mutacje somatyczne
i rekombinacje u muszek owocowych Drosophila me-
lanogaster. Dane te §wiadcza o wyraznym dziataniu
przeciwmutagennym ekstraktu wodnego z propolisu
brazylijskiego wobec doksorubicyny.

Na zakoficzenie nalezy réwniez przytoczy¢ wyniki
badan Pereiry i wsp. (9) dotyczace genotoksyczne-
go i mutagennego dziatania ekstraktu etanolowego
z propolisu brazylijskiego (EEP) podawanego myszom
droga pokarmowa w duzych dawkach. EEP podawano

zwierzgtom w dawkach 1.000-2.000 mg/kg m.c. i okre-
§lano po 4 godz. migracje DNA w uszkodzonych leu-
kocytach krwi obwodowe;j (dzialanie genotoksyczne)
oraz po 48 godz. liczbe wielobarwliwych erytrocytéw
mikrojadrzastych (dziatanie mutagenne). Jako sub-
stancji genotoksycznej i mutagennej uzyto N-nitro-
N-metylomocznika (NNEM) w dawce 50 mg/kg
m.c., ktéra takze podawano zwierzetom droga po-
karmowa. Wyniki badafn przedstawiono w tabe-
li 9. Przeprowadzone badania wskazuja na wyrazny
wzrost liczby uszkodzonych leukocytéw krwi obwodo-
wej (w granicach 32,3-40,7) oraz liczby wielobarwli-
wych erytrocytow (w granicach 5,3-6,5) w poroéwnaniu
do kontroli (odpowiednio wartosci 20,4 i 2,8). Po po-
daniu zwierzetom EEP w dawce 2.000 mg/kg m.c.
otrzymane wyniki badan byly tylko prawie o potowe
nizsze w poréwnaniu do wynikéw uzyskanych dla
NNEM. Swiadezy to o genotoksycznym i mutagennym
dziataniu duzych dawek EEP dawkowanych zwie-
rzetom doswiadczalnym droga pokarmowa (powyzej
1.000 mg/kg m.c.). Oznacza to, ze niebezpieczne dla
organizmu cztowieka moga by¢ dopiero dawki propo-
lisu przekraczajace 1 g/kg m.c. na dobe.

Tab. 8. Wplyw ekstraktu wodnego z propolisu brazylijskiego (WEP) na mutacje somatyczne i rekombinacje u muszek
owocowych Drosophila melanogaster wywotane doksorubicyna (DXR) (wg 8)

o . Plamy na skrzydtach dorostych owadéw
Badane substancie Stezelz:‘a:gs/;k:)stancu D. melanogaster
$rednia liczba* procent

Bez dodatku substancji (kontrola) 0 0,67 6,9

DXR 0,125 9,78 100,0
WEP + DXR 12,5 + 0,125 7,66 78,3
WEP + DXR 25 + 0,125 5,82 59,5
WEP + DXR 50 + 0,125 2,82 28,8

*W odniesieniu do 37 owaddw

Tab. 9. Wplyw ekstraktu wodnego z propolisu brazylijskiego (EEP) na migracje DNA i liczbe wielobarwliwych erytro-

cytow mikrojadrzastych

- - Migracja DNA (liczba . . .
Badane substancije Stef,en';fk;un?_sé:‘;"c" “sz"‘sf';i"l:‘)m’vhofg('v';gj‘;y‘éw eryl{r'gzgta:svv:'ﬁ:?m?:cli':\z’;::‘ych
Bez dodatku substanciji (kontrola) 0 20,4 2,8
EEP 1.000 32,3 53
EEP 1.500 39,5 5,8
EEP 2.000 40,7 6,5
NNEM 50 83,6 15,0

(o8
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