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Przeciwnowotworowe dzialanie sktadnikow propolisu.
Cz. 2. Zwiazki flawonoidowe

Anticancerogenic activity of some components of propolis. Part 2.
Flavonoid compounds

Instytut Widkien Naturalnych i Roslin Zielarskich, Poznan
Dyrektor Instytutu: dr hab. inz. Matgorzata Zimniewska, prof. IWNiRZ

SUMMARY

The paper presents a review of research on the anticancerogenic activity of flavonoid compounds and their prenylated derivatives
occurring in the propolis. In addition to the numerous biological and pharmacological properties of flavonoids, they also have a cy-
totoxic effect. The presented studies of flavonoids isolated from propolis fractions of various origins were carried out in vitro and
in vivo against various human and animal cancer cell lines, e.g. HT-1080 human fibrosarcoma cells, A549 lung adenocarcinoma
and Hela cervix, murine L5-26 colon carcinoma and B16-BL6 melanoma, and others. The obtained cytotoxic activity of flavonoid
compounds and their prenylated derivatives as IC,values was in the range of 3.4-10.0 ug/ml, while the ED, values were in the
range of 2.3-205.0 ug/ml. Flavonoids have a multidirectional effect on cancer cells: antioxidant, antiproliferative, blocking the cell
cycle, inhibiting angiogenesis, inducing apoptosis, and inactivating carcinogens and reducing the resistance of anti-cancer drugs.
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STRESZCZENIE

W pracy przedstawiono przeglad badan dotyczqcych aktywnosci przeciwnowotworowej wystepujqcych w propolisie zwiqzkow
flawonoidowych i ich pochodnych prenylowanych. Obok licznych wiasciwosci biologicznych i farmakologicznych flawonoidéw,
wykazujgq one rowniez dzialanie cytotoksyczne. Przedstawione w pracy badania flawonoidow wyodrebnionych z frakcji propolisu
roznego pochodzenia przeprowadzano w warunkach in vitro i in vivo wobec réznych linii komorek nowotworowych ludzkich
i zwierzecych, m.in. komérek ludzkiego wtokniakomiesaka HT-1080, raka gruczotowego ptuc A549, szyjki macicy Hela, mysiego
raka okreznicy L5-26 oraz czerniaka B16-BL6 i innych. Uzyskane wartosci aktywnosci cytotoksycznej zwigzkow flawonoidowych
oraz ich pochodnych prenylowanych miescily si¢ w zakresie IC,, = 3,4-10 ug/ml oraz w granicach ED,, = 2,3-205,0 ug/ml.
Flawonoidy wykazujq wielokierunkowe dziatanie na komorki nowotworowe: przeciwutleniajqce, antyproliferacyjne, blokujgce
cykl komorkowy, hamujgce angiogeneze, indukujqce apoptoze oraz inaktywujq karcynogeny i zmniejszajq opornosc lekow
przeciwnowotworowych.

Stowa kluczowe: propolis, flawonoidy, pochodne prenylowane, dziatanie przeciwnowotworowe, dziatanie cytotoksyczne, linie
komorek nowotworowych

Wstep

liniach nowotworéw zwierzecych i ludzkich. Zwrdcono

W czesci I w oparciu o przeglad piSmiennictwa
szczeg6towo omowiono dziatanie biologiczne wyste-
pujacego w propolisie estru fenyloetylowego kwasu
kawowego (ang. caffeic acid phenethyl ester — CAPE),
z naciskiem na uwzglednienie jego wlasciwosci prze-
ciwnowotworowych (1). Na podstawie badan in vitro
i farmakologicznych wykazano jego aktywnosS¢ cytotok-
syczna, ochronng wobec karcynogenéw, a takze hamu-
jaca przerzuty komodrek nowotworowych na réznych

takze uwage na synergistyczne dziatanie standardo-
wo stosowanych lekoéw przeciwnowotworowych wraz
z CAPE w r6znych uktadach doswiadczalnych, z czgsto
bardzo wysoka aktywnoscig cytotoksyczna takich pola-
czen (IC,, = 0,04 wmol/ml), co mogtoby by¢ wykorzy-
stane w praktyce medycznej. Z uwagi na zachecajace
wyniki badan, liczne o$rodki naukowe nadal zajmuja
si¢ poszukiwaniem innych sktadnikéw propolisu lub
grup zwiazkow o dziataniu przeciwnowotworowym.
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W pracy dokonano przegladu badan w zakresie ak-
tywnosci przeciwnowotworowej obecnych w propolisie
zwiazkow flawonoidowych i ich pochodnych prenylo-
wanych. Nalezy dodaé, ze zaréwno kwasy fenolowe,
jak i flawonoidy, wystepujace w etanolowym ekstrak-
cie z propolisu w stezeniu 25-30%, sa gtéwnymi aktyw-
nymi sktadnikami propolisu o dziataniu biologicznym
i farmakologicznym, w tym immunostymulujacym
i przeciwnowotworowym. Analizowane na podstawie
przegladu piSmiennictwa zwiazki flawonoidowe i ich
pochodne prenylowane wykazujgq wielokierunkowe
dziatlanie na komoérki nowotworowe. Obejmuje ono
wlasciwoSci przeciwutleniajace, antyproliferacyjne,
blokujace cykl komérkowy, hamujace angiogeneze,
indukujace apoptoze i roznicowanie komodrek oraz
inaktywujace karcynogeny i zmniejszajace opornosc¢
lekéw przeciwnowotworowych. Co istotne, moga by¢
one aktywne na réznych etapach karcynogenezy: ini-
cjacji, promocji i progresji (2), co daje nadzieje na ich
praktyczne wykorzystanie.

Zwiazki flawonoidowe

Jednymi z pierwszych autoréw badan nad aktywno-
Scia cytotoksyczna propolisu i wyodrebnionych z niego
zwiazkéw flawonoidowych byli Ellnain-Wojtaszek
iwsp. (3). W oparciu o uzyskang z ekstraktu etanolo-
wego z propolisu pochodzenia krajowego frakcje ete-
rowa, wyizolowano i okres§lono aktywnos¢ cytotoksycz-
na czterech zwiazkow flawonoidowych wobec komo-
rek nowotworu ludzkiego nosogardzieli KB (tab. 1).
Wartosci aktywnoSci cytotoksycznej chryzyny, tekto-
chryzyny i pinostrobiny okreslone jako ED_ , mieScity
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Tab. 1. AktywnoS¢ cytotoksyczna zwigzkéw flawonoidowych
wyizolowanych z frakcji eterowej propolisu polskiego (wg 3)

Aktywno$¢ cytotoksyczna
(ED,,, ug/ml) wobec komérek
nowotworowych KB

Nazwa zwigzku

Chryzyna 68
Tektochryzyna 205
Pinostrobina 165
Dimetoksynaryngenina > 1000

sie w granicach 68-205 ug/ml. Natomiast aktywnos¢
cytotoksyczna dimetylonaryngeniny byta znacznie
nizsza (ED,, < 1000 ug/ml).

Banskota i wsp. (4) z frakcji octanowej ekstraktu
metanolowego propolisu brazylijskiego wyizolowali
cztery zwiazki flawonoidowe, ktoérych aktywnos$¢
cytotoksycznag okre§lono wobec komérek nowo-
tworowych ludzkiego widkniakomiesaka HT-1080
i mysiego raka okreznicy L5-26 (tab. 2). Badania
wykazaly wysoka aktywno$¢ cytotoksyczna wobec
powyzszych hodowli komérkowych trzech zwigzkow
flawonoidowych, tj. betuletolu, kemferydu i ermaniny
(EDy, 2,3-7,6 ug/ml). Stabsze dziatanie cytotoksyczne
(ED,,27-71 wg/ml) wykazywata hydroksymetoksy
pochodna flawanolu.

Ci sami autorzy (5) z ekstraktu metanolowego
otrzymanego z propolisu holenderskiego wyodrebnili
cztery zwiazki flawonoidowe, ktére przebadano na ak-
tywnoS¢ cytotoksyczng wobec dwdch hodowli komérek
nowotworéw ludzkich: wiékniakomigsaka HT-1080
i gruczolakoraka ptuc A549 oraz dwoch hodowli ko-
morek nowotworowych mysich: raka okreznicy L.5-26
i czerniaka B16-BL6. Wyniki badan przedstawione
w tabeli 3 wskazuja, Ze chryzyna i 7-metyloeter-ga-
langiny odznaczaly sie Srednia aktywnoScia cytotok-
syczna wobec komdérek nowotworu ludzkiego HT-1080
i obu nowotworéw mysich: L5-26 i B16-BL6 (EC,,
13,4-30,3 wmol/ml). Zwiazki te wobec komoérek no-
wotworowych nowotworu ludzkiego A549, podobnie
jak pinobanksyna i 5-metyloeter pinobanksyny wobec
wszystkich badanych komoérek nowotworowych ludz-
kich i mysich, charakteryzowaly si¢ stabym dziataniem
cytotoksycznym.

Badania Banskoty i wsp. (6) dotyczyly dzialania
cytotoksycznego zwiazkéw flawonoidowych wyizo-
lowanych z ekstraktu metanolowego pochodzacego
z propolisu chinskiego. W badaniach wykorzystano ho-
dowle kom6rek nowotworowych ludzkich: wiékniako-
miesaka HT-1080, raka gruczotowego ptuc A549 i raka
gruczolowego szyjki macicy Hela, a takze hodowle
komorek nowotworowych mysich: raka okreznicy L5-
26 i czerniaka B16-BL6. Wyniki zebrane w tabeli 4

Tab. 2. Aktywnos¢ cytotoksyczna zwiazkéw flawonoidowych wyizolowanych z frakcji octanowej propolisu brazylijskie-

go (wg 4)
Aktywnos$¢ cytotoksyczna (ED,,, pg/ml) wobec komérek nowotworowych
Nazwa zwigzku

HT-1080 L5-26
Betuletol 5,8 5,0
Kemferyd 2,9 6,0
Ermanina 2,3 7,6
3,5,7,-Trihydroksy-4’-metoksyflawonol 27,0 71,0
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Tab. 3. Aktywnos¢ cytotoksyczna zwiazkow flawonoidowych wyizolowanych z ekstraktu metanolowego z propolisu

holenderskiego (wg 5)

Aktywnos¢ cytotoksyczna (EC
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umol/ml) wobec komérek nowotworowych

Nazwa zwiazku ludzkie mysie
HT-1080 A-549 L5-26 B16-BL6
Chryzyna 17,3 > 200 13,4 20,5
7-Metyloeter-galanginy 26,3 > 200 30,3 20,8
Pinobanksyna 284 > 368 > 200 > 200
5-Metyloeter-pinobanksyny > 200 > 200 > 200 187

Tab. 4. Aktywnos¢ cytotoksyczna zwiazkow flawonoidowych wyizolowanych z ekstraktu metanolowego z propolisu

chinskiego (wg 6)

Aktywnos$¢ cytotoksyczna (EC,,, umol/ml) wobec komérek nowotworowych
Nazwa zwiazku ludzkie mysie
HT-1080 A-549 Hela L5-26 B16-BL6
Chryzyna 94,9 233 111 109 74,4
Galangina 35,7 93,6 79,0 19,2 26,8
|1zalpinina > 350 > 350 106 330 > 250
Apigenina 36,6 101 92,7 25,0 31,6
Tektochryzyna 358 >370 > 370 273 226
Pinostrobina 156 >370 202 128 111
Pinocembryna 92,4 229 108 75,6 68,0
3-0O-[(S)-2-metylobutyrylo] pinobanksyna 143 160 116 78,9 185
6-Cynnamylochryzyna > 270 > 270 > 270 > 270 > 270
wskazuja, ze badane zwiazki flawonoidowe: chryzyna, S ki3s
galangina, apigenina, pinocembryna i 3-0[(5)-2-me- T x —

: & : o 1 umol; 10,6
tylobutyr}yllo]p1nobanksyna odznaczaly si¢ Srednig £ S K 10 umol: 8,8
aktywnosScia cytotoksyngq (ch?so 19,2-229 pwmol/ < E
ml), a slaba aktywnoscia: izalpinina, tektochryzyna, NS

. . . S 100 umol; 2,4
pinostrobina i 6-cynnamylochryzyna (EC, 106-> =8 ]
370 umol/ml) w odniesieniu do badanych hodowli 2
komdrek nowotworowych. Stezenie galanginy (umol)

Orsolic¢ i wsp. (7) badali wpltyw kwercetyny z eks-
traktu wodnego z propolisu chorwackiego na zdolno$¢
przerzutéw wszczepialnego mysiego nowotworu sutka
do ptuc. Myszom z wszczepionym nowotworem poda-
wano sonda do zotadka 1,200 mg kwercetyny dziennie.
Liczba guzkéw nowotworowych w ptucach badanych
zwierzat po 7 dniach terapii obnizyla si¢ o 18,1%,
a po 14 dniach o 58,4% w poréwnaniu z myszami
stanowiacymi probe kontrolna.

Wplyw galanginy wystepujacej w ekstraktach pro-
polisowych na przezywalno$¢ komoérek nowotworu
biataczki ludzkiej HL-60 w warunkach in vitro ba-
dali Bestwick i Milne (8). Po 48 godz. kontaktu
z galanging (ryc. 1) wyraZnie obnizyta si¢ liczba
komorek nowotworowych; przy stezeniu galanginy
1 wmol obnizenie to wynosito 21,5%, przy stezeniu
10 wmol - 34,8%, a przy stezeniu 100 umol — 82,2%
w porownaniu z kontrola.

Ryc. 1. Wplyw galanginy na przezywalno$¢ komérek nowotworu
biataczki ludzkiej HL-60 przez okres 48 godz. w warunkach in
vitro (wg 8); K — kontrola

Z badan Szliszki i wsp. (9) wynika, ze zwiazki
flawonoidowe wystepujace w propolisie polskim
odznaczaja sie umiarkowana aktywnoscia cytosta-
tyczna (tab. 5). Chryzyna, apigenina, akacetyna,
galangina, kemferol, kemferyd i kwercetyna w ste-
zeniu 50 umol obnizaly liczbe komoérek ludzkiego
nowotworu szyjki macicy Hela w zakresie 9,2-16,0%.
W obecnosci 0,1 wg/ml czynnika TRAIL (indukujace-
go apoptoze) aktywnosc cytotoksyczna tych zwigzkow
wzrastata. W przypadku kwercetyny wzrost ten byt
1,4-krotnie wyzszy, a akacetyny prawie 4-krotnie
wyzszy w poréwnaniu z samodzielnie dziatajacym
zwigzkiem.
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Tab. 5. AktywnoSc¢ cytotoksyczna zwiazkéw flawonoidowych wystepujacych w ekstrakcie etanolowym z propolisu pol-

skiego (wg 9)

Aktywno$¢ cytotoksyczna (%)*

Nazwa zwigzku
flawonoid (50 ymol) flawonoid (50 yumol) + TRAIL (0,1 ug/ml)
Chryzyna 11,7 38,3
Apigenina 15,7 58,8
Akacetyna 10,5 41,9
Galangina 12,1 45,0
Kemferol 9,2 255
Kemferyd 16,0 33,7
Kwercetyna 15,4 22,0

*Obnizenie liczby komérek ludzkiego nowotworu szyjki macicy Hela w procentach

Liiwsp. (10) z ekstraktu metanolowego propolisu
meksykanskiego wyizolowali zwiazek flawonoido-
wy (7”R)-8[1-(4’-hydroksy-3’-metoksyfenylo)prop-2-
-en-1-yl] galanginy, ktory odznaczat si¢ wysoka aktyw-
noscig cytotoksyczng (PC,, 4,6 umol) wobec komorek
ludzkiego nowotworu trzustki PANC-1.

Ten sam zesp6l badaczy (11) z ekstraktu metano-
lowego z propolisu meksykanskiego wyizolowat inny
zwigzek flawonoidowy (2R,3S)-8-(4-fenyloprop-2-
-en-1-on)-4',7-dihydroksy-3',5-dimetoksyflawan-3-ol,
wykazujacy wysoka aktywnoS¢ cytotoksyczng wo-
bec komérek nowotworowych ludzkiego wtdknia-
komiesaka HT-1080 i ludzkiego raka gruczotowego
pluc A549 (IC,, odpowiednio 3,9 i 6,2 umol). Byly
to wartoSci nizsze niz w przypadku stosowanego
w warunkach klinicznych leku przeciwnowotworo-
wego — S-fluorouracylu (IC,, wobec wymienionych
komorek nowotworowych wynosito odpowiednio 5,4
i 7,5 umol).

Flawonoidy prenylowane

Chen i wsp. (12-14) z ekstraktu etanolowego
z propolisu tajwanskiego wyizolowali 6 prenylowa-
nych flawanonéw, ktére nazwano propolinami A-F.
Na rycinie 2 przedstawiono budowe chemiczng wy-
izolowanych zwiazkéw. Do podstawowego szkieletu
flawanonu podiaczone sa w r6znych pozycjach rodniki
prenylowe, ktére sg uwodnionymi (prenyl 1) i odwod-
nionymi (prenyl 2) taficuchami geranylowymi.

Dalsze badania (12) wykazaly, ze propolin A i pro-
polin B charakteryzowaly sie wysoka aktywnoScia
cytotoksyczna wobec komdrek nowotwordéw ludzkich:
czerniaka, glejaka C6 i biataczki HL-60. Aktywno§¢
cytotoksyczna tych zwigzkow wyrazona jako IC, ) wy-
nosita od 3,5 do 7,5 ug/ml (tab. 6).

Aktywnos¢ cytotoksyczng propolinu C przebada-
no wobec 5 linii komérkowych nowotworéw ludz-
kich i jednej linii komdrkowej nowotworu mysie-
go (13). Zwiazek ten okazat si¢ wysoce aktywny wobec

CH, CH,
W OH
CH,
Prenyl 1
CH, CH,
/WCHS
Szkielet flawanonu Prenyl 2
Propoliny
Rodniki A B c D E F
R, H H prenyl 2 H H H
R, prenyl 1 H H prenyl 2 H H
Rs O OH OH OH prenyl 1 OH
R, H prenyl 1 H H H prenyl 2

Ryc. 2. Budowa chemiczna flawanonéw prenylowanych o nazwie propoliny A-F (wg 12-14)
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Tab. 6. Aktywnos¢ cytotoksyczna flawonoidéw prenylowanych (propolinu A i B) wystepujacych w ekstrakcie etanolowym

z propolisu tajwanskiego (wg 12)

Aktywnos¢ cytotoksyczna (IC,,, ug/ml)

Nazwa zwiazku
czerniak glejak C6 biataczka HL-60
Propolin A 6,0 3,5 7,5
Propolin B 7,5 4,0 7,5

czerniaka A2058, raka sutka MCF-7, raka watroby
Hep3B (nowotwory ludzkie) i czerniaka B16F10 (no-
wotwoOr mysi). Po 24 godz. dziatania propolinu C
w stezeniu 16,4 umol obnizenie liczby zywych komorek
tych linii nowotworowych wyniosto 94-99%. Zwiazek
ten wykazywal stabsze dziatanie na raka watroby
HepG2 i raka okreznicy HT-29 (nowotwory ludzkie).
Obnizenie liczby zywych komorek wymienionych no-
wotworéw wynosito odpowiednio 15 i 47% (tab. 7).
Badania w kierunku wyjasnienia mechanizmu dzia-
fania cytotoksycznego propolinu C wskazuja na jego
wplyw na apoptoze (zaprogramowana $mier¢ komoérek
nowotworowych), o czym §wiadczyt wzrost aktywnosci
kaspazy 3 (enzym uczestniczacy w apoptozie) w komor-
kach czerniaka ludzkiego (ryc. 3). Propolin Cw stezeniu

16,4 umol powodowal w ciagu 6 godz. prawie 4-krotny
wzrost tego enzymu w poréwnaniu z kontrolg (13).

Z badan Chena i wsp. (14) wynika, ze sposrod
wyizolowanych propolindw A-F najwyzsza aktywnoS¢
cytotoksyczna wobec komoérek czerniaka ludzkiego
wykazywaty propolin D i propolin C (IC,, odpowied-
nio 3,4 i 3,6 ug/ml). Pozostate propoliny (A, B, EiF)
odznaczaly si¢ nieco stabsza aktywnoscia cytotoksycz-
ng (IC,, w granicach 5,0-10,0 ug/ml) (tab. 8).

Kolejny flawonoid prenylowany (propolin G),
wyizolowany z ekstraktu etanolowego otrzymanego
z propolisu tajwanskiego, charakteryzowat si¢ aktyw-
noscia cytotoksyczna wobec komoérek nowotworéw
ludzkich mozgu: glejaka i glejaka wielopostaciowego,
powodujac ich apoptoze (15).

Tab. 7. Aktywnos¢ cytostatyczna propolinu C wobec ludzkich i mysich komoérek nowotworowych (wg 13)

Zywe komérki w poréwnaniu do kontroli*

Linie komérek nowotworowych
liczba stopien obnizenia (%)

Nowotwory ludzkie

Czerniak A2058 4 96

Rak sutka MCF-7 99

Rak watroby HepG2 85 15

Rak watroby Hep3B 6 94

Rak okreznicy HT-29 53 47
Nowotwory mysie

Czerniak B16F10 2 98

*Komoérki inkubowano w obecnosci 16,4 umol propolinu C przez okres 24 godz.
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Czas dziatania propolinu C w stezeniu 16,4 umol (godz.)

Ryc. 3. Wplyw propolinu C na aktywno$¢ kaspazy 3 w komorkach czerniaka ludzkiego (wg 13)
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Tab. 8. AktywnoS$¢ cytostatyczna propolindw A-F wobec

komorek czerniaka (wg 14)

Badane zwiazki

Aktywnos¢
cytotoksyczna (IC,;, pg/ml)

Propolin A 6,0
Propolin B 7,5
Propolin C 3,6
Propolin D 3,4
Propolin E 5,0
Propolin F 10,0

Li i wsp. (16) z ekstraktu metanolowego propo-
lisu birmanskiego wyizolowali flawanony prenylo-
wane (1-4) (ryc. 4). Ich aktywno$¢ cytotoksyczna
w odniesieniu do komérek nowotworowych mysich
i ludzkich (tab. 9) ksztaltowata si¢ na $rednim i ni-
skim poziomie (IC,, 14,0-> 100 wmol). Najsilniejsze
dziatanie wykazywat zwiazek 1, ktorego IC, wobec
wszystkich badanych nowotworéw wynosito od 14,0
do 26,4 umol. Aktywno$¢ cytotoksyczna flawanonéw
prenylowanych (1-4) byta zdecydowanie nizsza w po-
rOwnaniu z propolinami A-F.

Podsumowanie

Z przegladu piSmiennictwa wynika, ze zwiazki fla-
wonoidowe, wyizolowane z propolisu, w badaniach
zaréwno z uzyciem hodowli komérkowych (in vitro),
jak tez na zwierzetach do$wiadczalnych (in vivo), wo-
bec wybranych linii komdrek nowotworéw zwierzecych
i ludzkich, charakteryzuja sie r6zna sita dziatania cytotok-
sycznego (IC,; 2,3-205 ug/ml). Jednym z mechanizméw
dzialania cytotoksycznego prenylowanych flawonoidéw
jest indukowanie apoptozy. Ponadto flawonoidy dziataja
wielokierunkowo: przeciwutleniajaco, inaktywuja karcy-
nogeny, antyproliferacyjnie, blokuja cykl komorkowy,
hamuja angiogeneze oraz obnizaja opornos¢ lekéw
stosowanych w terapii przeciwnowotworowe;.

Na podstawie przegladu danych piSmiennictwa
dotyczacych przeciwnowotworowego dziatania fla-
wonoidéw mozna stwierdzié, ze zwigzki te, ktérych
bogatym Zrodiem jest propolis, moga wzbogaci¢ ar-
senat potencjalnych lekéw do stosowania w praktyce
medycznej, zarowno w profilaktyce, jak i wspomaganiu
terapii choréb nowotworowych.

Grupa prenylowa

Badane zwiazki
Rodniki
1 3 4
R, prenyl prenyl H H
R, OCH, OH OCH, OH

Ryc. 4. Budowa chemiczna flawanonéw prenylowanych wystepujacych w ekstrakcie metanolowym otrzymanym z propolisu

birmanskiego (wg 16)

Tab. 9. AktywnoS¢ cytostatyczna flawanonéw prenylowanych wobec mysich i ludzkich komérek nowotworowych (wg 16)

Nowotwory mysie Nowotwory ludzkie
Badane zwiazki
26-L5 B16-BL6 LLC A549 Hela HT-1080

1 14,0* 243 23,1 23,6 14,4 26,4

2 40,2 441 63,8 96,3 66,4 76,2

3 78,8 70,6 94,6 98,5 90,1 89,1

4 85,7 77,0 > 100 > 100 > 100 > 100
5-Fluorouracyl 0,44 4,88 1,97 11,7 0,79 4,62

*IC,, (umol)
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