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Wplyw propolisu
na rozwoj danio pregowanego (Danio rerio)

Streszczenie: Badaniu poddano 150 embrionéw danio pregowanego (Danio rerio). Po 24 h
od dodania propolisu oceniono Smiertelnos¢ rozwijajqcych sie embrionéw. Zauwazono, ze
po tym czasie ekspozycji badany propolis w stezeniach 2100 ug/ml wywotuje 100% smier-
telnos¢ wsréd embrionéw danio pregowanego, w stezeniu 30 ug/ml 93%, 10 ug/ml 33%,
natomiast niZsze stezenia nie spowodowaty zamierania zarodkéw. Co ciekawe w stezeniu
30 pg/ml i 10 pg/ml zauwazono wyraznie opdéznienie w rozwoju osobniczym, co moze su-
gerowac antyproliferacyjny bgdz proapoptotyczny efekt propolisu. W 48 h oraz 72 h po do-
daniu propolisu oceniono czestotliwos¢ skurczéw serca embriondw. Zauwazono, Ze w steze-
niu 10 ug/ml czestotliwos¢ uderzen serca byta nizsza o 42%. Hamujgcy wpltyw na rozwdj
zarodka jest interesujqgcym aspektem dziatania propolisu, ktdry zostanie zbadany doktad-
niej w planowanych nastepnych badaniach.

Wstep

Propolis jest substancja gromadzong przez robotnice pszczét (Apis meli-
fera) z paczkéw kwiatowych roslin. Owady wykorzystuja propolis do zmniejsza-
nia szczelin oraz uszczelniania ula. W jego sktadzie zidentyfikowano ponad 300
sktadnikéw. Dominujaca grupa sa zwiazki fenolowe oraz flawonoidy [Sokét i Mi-
chalczyk 2012]. Znalazt zastosowanie w medycynie ludowej. Badania wykazaty
jego liczne pozytywne wiasciwos$ci m.in. zdolno$ci przeciwbakteryjne, przeciw-
wirusowe, przeciwzapalne oraz przeciwnowotworowe [Popova i inni 2017].
Wymienione wtasciwosci spowodowaly, Ze propolis jest coraz czestszym obiek-
tem badan naukowcéw. Do badan wykorzystano embriony danio pregowanego
(Danio rerio), ktéry stat sie ostatnio bardzo popularnym organizmem modelo-
wym w badaniach naukowych.

Celem prezentowanych badan byto sprawdzenie, jaki wplyw na rozwdéj da-
nio pregowanego ma propolis.

Materiaty i metody

Do przeprowadzenia badania zostat uzyty etanolowo-wodny wyciag propo-
lisu z rejonu Lubelszczyzny, rozpuszczony w DMSO oraz szczep dziki [Tuebingen,
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Tu] danio pregowanego (Danio rerio). Wyselekcjonowano embriony niewykazu-
jace odchylen w budowie oraz rozwoju. Na podstawie Fish Embryoo Toxicity
Assay [Braunbeck i in. 2006] okres$lono wiek embrionéw na 3 h od zaptodnienia.
Wyodrebniono grupe kontrolng oraz 9 grup badanych, w kazdej umieszczono
15 embrionéw, ktére zostaly poddane dziataniu wybranych stezen propolisu
(tab. 1). Stezenie DMSO w kazdym roztworze wynosito 0,1%. Embriony podczas
rozwoju przechowywano w cieplarce w temperaturze 28,5°C. Zmiany w embrio-
genezie obserwowano co 24 h od dodania propolisu.

Tabela 1. Dane metodyczne

Nr grupy SteZenie
1 kontrola
3000 pg/ml
1000 pg/ml
300 pg/ml
100 pg/ml
30 pg/ml
10 pg/ml
3 pg/ml
1 pg/ml
10 0,3 pg/ml

Zrédto: opracowanie whasne
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Wyniki badan i dyskusja

Po 24 h po podaniu roztworu propolisu okreslono $miertelno$¢ embrio-
néw w danych grupach (rys. 1). Smiertelnoé¢é wynoszaca 100% wystepowata
u embrionéw umieszczonych w roztworach o stezeniu 2100 pg/ml. W steZeniu
30 pg/ml wynosita 93%, a w 10 ug/ml wynosita 33%. W nizszych stezeniach nie
zaobserwowano martwych embrionéow.

Po 48 h po podaniu roztworu propolisu okreslono $miertelno$¢ embrio-
néw w danych grupach wzgledem liczby poczatkowej: w stezeniach 230 pg/ml
wynosita 100%, a w stezeniu 10 pg/ml 54%, w stezeniu 3 ug/ml 0,7% (rys. 2).
W nizszych stezeniach nie zaobserwowano martwych embrionéw. Po 72 h od po-
dania propolisu nie zaobserwowano réznicy w $miertelnosci embrionéw.

Po 24 h od dodania propolisu oceniono morfologie embrionéw. Zauwa-
zono, Ze rozwoj embrionéw w stezeniach 30 pg/ml oraz 10 pg/ml roztworu pro-
polisu réznit sie od préby kontrolnej. Zauwazono, ze rozwdéj osobniczy w tych
dawkach byt zdecydowanie opézniony i embriony wygladaty na stadium 8-10
somitéw (ok. 12 godzin po zaptodnieniu). Stopierr rozwoju embrionéw w steze-
niach <3 pg/ml nie wykazywat réznic w stosunku do grupy kontrolnej (rys. 3).
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Po 48 h ekspozycji na propolis oceniono ilo§¢ wylegnietych larw. W prébie
kontrolnej wylegto sie 5/15 (33,3%) larw, w stezeniu 3 pg/ml 7/14 (50%),
w stezeniu 1 ug/ml 6/15 (40%), w stezeniu 0,3 pg/ml 2/15 (13,3%). W dawkach
30 pg/ml oraz 10 pg/ml zadna larwa sie nie wykluta (rys. 4). Po 72 h ponownie
oceniono wylegowo$¢ larw. W prébie kontrolnej wylegto sie 15/15 larw (100%),
w grupie o stezeniu 3 pg/ml 14/14 (100%), w grupie o steZzeniu 1 pg/ml 10/15
(66,6%), a w grupie o stezeniu 0,3 ug/ml 15/15 (100%) (rys. 5).

Po 48 h policzono czestotliwos¢ uderzen rozwijajacego sie serca. Dla grupy
kontrolnej wynosita 150 uderzen, dla stezenia 10 ug/ml 59 uderzen, a dla stezen
3 pug/ml 142 uderzenia, 1 pg/ml - 141 ug/ml, 0,3 pg/ml - 140 uderzen na minute.
Po 72 h policzono czestotliwo$¢ uderzen serca w ciggu minuty. Dla grupy kon-
trolnej wynosita 158 uderzen, dla stezenia 3pg/ml — 167 uderzen, dla steZenia
1 pg/ml - 161 uderzen, dla stezenia 0,3 ug/ml - 153 uderzenia w ciggu minuty.
Po 72 h zaobserwowano w stezeniu roztworu 10 pg/ml prace serca u jednego
osobnika, wynosita 78 uderzen na minute (rys. 6).
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Rys. 1i 2. Smiertelno$¢ po 24h (A) oraz 48h (B) po podaniu propolisu
Zrédto: opracowanie whasne.

Rys. 3. Poréwnanie embrionu z préby kontrolnej (A) oraz w stezeniu 30 pg/ml
po 24 h ekspozycji (B)
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% wylegnietych larw % larw wylegnigtych
(72 h) (48 h)
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Rys. 4 i 5. Ilo$¢ wylegnietych larw po 48 h oraz 72 h po zaptodnieniu

Czestotliwos¢ pracy serca (48 h) Czestostliwo$¢ pracy serca (72 h)
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Rys. 6 i 7. Czestotliwos¢ uderzen serca po 48 h oraz 72 h od dodania roztworu propolisu

WhiosKi

Smiertelno$¢ embrionéw w grupach o stezeniu propolisu 2100 pg/ml wy-

nosita 100%. Swiadczy to o negatywnym dziataniu propolisu na rozwéj danio

pregowanego w tych stezeniach. Propolis w stezeniu 30 pg/mli 10 pg/ml powo-
dowat wyraZnie opéZnienie w rozwoju osobniczym, co moze sugerowac antypro-
liferacyjny badz proapoptotyczny efekt propolisu, skutkowato to tez opdznionym

wyleganiem.

Hamujacy wplyw na rozwdj zarodka jest interesujacym aspektem dziata-
nia propolisu, ktéry zostanie zbadany doktadniej w planowanych nastepnych

badaniach.
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The effect of propolis on the development of zebrafish (Danio rerio)

Summary: The research was conducted on 150 zebrafish (Danio rerio) embryos. After
24 hours exposition to propolis the mortality of embryos has been estimated. After exposure it
was noticed that propolis in concentration 2100 pg/ml causes 100% mortality rate in embryos,
concentration 30 pg/ml causes death in 93% embryos and 10 pg/ml leads to death rate 33%.
Lower concentrations did not cause deaths in any embryos. What is interesting propolis in con-
centration 30 pg/ml and 10 pg/ml also caused significant delayed in development which may
suggest antiproliferative or proapoptotic effect of propolis. After 48 and 72 hours from propolis
exposed embryos heart contraction was measured. It was noticed that in 10 pug/ml propolis
solution heart contraction was 42% lower. Those interesting inhibitory properties of propolis
are going to be investigated more precisely in planed research.
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