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1.UVvOD

Propolis je pcelinji proizvod koji pcele koriste za zatvaranje pukotina i rupa na kosnici,
sterilizaciju te cjelokupno ucvrSéivanje strukture kosnice, kao i za svojevrsno balzamiranje
ubijenih uljeza koje ne mogu iznijeti iz kosnice [3]. Takoder, proplis zbog svojih svojstava
odrzava nizu razinu bakterija i plijesni u kosnici od one u vanjskoj atmosferi. Zbog svoje
ljepljive smolaste strukture naziva se jo§ i1 pCelinje ljepilo. Ime propolis potjece od grckih
rije¢i 'pro'- prije ili ispred i 'polis'- grad zbog njegove upotrebe pri izgradnji i regulaciji ulaza
u kosnicu. Postoji i miSljenje kako naziv potjeCe od grcke ili latinske rijeci "propoliso’ Sto

znaci zamazivati, zagladivati.

Zbog svojih ljekovitih svojstava i Siroke primjene, tokom povijesti koristio se u
narodnoj medicini u razli¢itim kulturama. Poznat je jo§ od antiCkih vremena, Aristotel ga
spominje u svom 'Govoru zivotinja' gdje spominje koristi propolisa u svrhu lije¢enja koznih
povreda, rana i infekcija. Za vrijeme Burskih ratova (1899 - 1902) u Juznoj Africi propolis je
uvelike upotrebljavan kod zacjeljivanja rana. Danas je poznato njegovo antisepti¢ko,
antimikoticko, antibakterijsko, anesteticko, protuupalno, imunomodulirajuée, antivirusno i
antikancerogeno djelovanje. U ovom radu kratko je opisan njegov sastav i imunomodulirajuce

djelovanje.

2.KEMIJSKI SASTAV PROPOLISA

Kemijski sastav propolisa poznat je tek u novije vrijeme i on bitno ovisi 0 njegovom
porijeklu. To je smolasta tvar koju pojedine péele radilice kada postanu izletnice (od 21. dana
zivota) sakupljaju s raznih biljaka, pupoljaka i kore drveca. Upravo zbog razli€itih izvora
sakupljanja ¢iji je kona¢ni proizvod propolis, on nema botani¢ki naziv za razliku od ostalih
materijala koje pcele sakupljaju, kao $to su primjerice nektar ili polen. Sadrzi mnoge prirodne
spojeve kao Sto su voskovi, masne kiseline, flavonoidi, aminokiseline, terpeni, aromatske

kiseline i esteri.

Ovisno o sastavu, odnosno izvoru prikupljnja i sezoni prikupljanja moze biti zut, zelen
ili smed [3]. Botani¢ko porijeklo propolisa moze se analizirati mikroskopskim i histoloskim
metodama ili kromatografijom. Konacan sastav propolisa nastaje mjeSanjem takozvanog
orginalnog propolisa kojeg su pcele prikupile, s pcelinjim voskom i B-glukozidazom koju

1zlu¢uju tijekom prikupljanja propolisa.



Unato¢ spomenutim razlikama u sastavu, udjeli pojedinih sastavnica veéine uzoraka
propolisa razli¢itog porijekla kre¢u se oko priblizno jednakih postotaka. Opcenito, propolis
sadrzi oko 50% smole sastavljene od flavonoida i sli¢nih polifenola, 30% voska, 10%

esencijalnih ulja, 5% polena i 5% raznih organskih komponenti.

Propolis se ne Koristi u krutom stanju, ve¢ se procesom eckstrakcije s odredenim
otapalom procis¢ava. Na taj na¢in uklanja se netopivi materijal, a polifenolna frakcija ostaje
ocuvana. Uzastopnim ekstrakcijama s etanolom moguce je dobiti ekstrakt propolisa koji je

osloboden voska, a bogat polifenolnim sastavnicama.

Zbog svog Sirokog spektra upotrebe, odnosno brojnih fizioloskih aktivnosti, vrlo je
vazan njegov to¢an sastav, posebice za standardizaciju pri upotrebi propolisa koji se koristi za
razne farmaceutske proizvode te za daljnja istrazivanja njegove aktivnosti. U tu svrhu
potrebno je Koristiti primjerene metode koje ukljuuju pripremu uzorka (ekstrakcija) i
analiticko odvajanje i kvantifikacija. Etanol je uobicajeno koristeno otapalo kod ekstrakcije
propolisa (najcesée 70 %-tne i 80 %-tne koncentracije). Neka druga otapala, kao $to su
metanol, heksan i aceton, i kloroform takoder su koriSteni za ekstrakciju propolisa.
Spektrofotometrijske metode smatraju se posebno korisnima za brze kvantifikacije fenolnih
sastavnica u uzorcima propolisa. HPLC (engl. high performance liquid chromatogrphy) je
trenutno najpopularnija i najpouzdanija analitiCka tehnika za kvantitativnu i kvalitativnu
analizu fenola [12]. Uz HPLC kromatografiju najcesce koristena tehnika za kemijsku analizu

uzoraka propolisa je GC-MS (engl. gas chromatography—mass spectrometry) [2].

Sastavnice koje uvelike pridonose ljekovitim svojstvima propolisa su flavonoidi.
Flavonoidi su skupina polifenolnih spojeva izoliranih iz biljaka, a nalaze se u gotovo svim
biljnim vrstama i u svim dijelovima biljke (listu, cvijetu, plodu, kori, Kkorijenu) [8].
Pretpostavlja se da je njihova uloga u biljkama pigmentacijska. Naime, oni daju boju cvijecu
koja privlaci kukce i time osiguravaju oplodnju. Osim u pigmentaciji cvijeca flavonoidi
sudjeluju i u pigmentaciji plodova, zastiti od nametnika, odbijanju drugih biljaka i kao

fungicidi.

Flavonoidi sadrze dvije benzenske jezgre povezane lancem od tri ugljika, dakle C6-C3-

C6. Osnovna kemijska struktura flavonoida temeljena je na kosturu sastavljenom od
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kromanskog prstena i sekundarnog aromatskog prstena koji se nalazi u polozajima na 2, 3 ili 4

atomu ugljika na kromanskom prstenu. Danas je utvrdeno vise od 8 000 flavonoida [8].

Slika 1. Osnovna kemijska struktura flavonoida [8]

S obzirom na strukturu postoji nekoliko osnovnih grupa flavonoidnih spojeva. To su kalkoni,

flavoni, flavonoli, flavanoni, antocijanini i izoflavonoidi.
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Slika 2. Osnovne grupe flavonoidnih spojeva: a) kalkoni, b) flavoni, ¢) flavonoli, d)

flavononi, €) antocijanini, f) izoflavonoidi [8].

Istrazivanja na tropskom i subtropskom propolisu potvrdila su da su flavonoidi vazne
satavnice ovih uzoraka. Zanimljivo je da je u posljednjih sedam godina, osim flavona,
flavonola i kalkona, naden i odreden broj izoflavonoida i neoflavonoida u propolisu.
Izoflavonoidi su izolirani iz kubanskog crvenog propolisa, od toga dva izoflavona, tri
izoflavana i Sest pterokarpana. Dvije od ovih sastavnica nadene su i u brazilskom crvenom
propolisu: izosativan i medikarpin. lzoflavonoidi su izolirani i iz nepalskog propolisa u kojem

su ujedno identificirani i neoflavonoidi [1].

Kemijski sastav propolisa razlikuje se ovisno o geografskom, odnosno botanickom
podrijetlu. Usporedba uzoraka propolisa iz razliitih geografskih regija obzirom na njihov
kemijski sastav, na neki je nacin jednaka usporedivanju ekstrakata iz biljaka koje pripadaju
razli¢itim rodovima [12]. Propolis iz Europe, Sjeverne Amerike i netropskih regija Azije
karakteriziraju fenoli koji ukljucuju flavonoid aglikon, aromatske kiseline i njihove estere
[12]. Propolis ovih podru¢ja potjece uglavnom od pupova jablana (Populus species) [9].
Karakteristi¢ne sastavnice brazilskog zelenog propolisa, koje nisu utvrdene u propolisu iz
drugih geografskih regija su derivati p-kumarinske kiseline i o-hidroksi-acetofenona. Takoder,
pronadeni su flavonoidi, razli¢iti od onih u europskom propolisu i diterpeni i lignani. Brazilski
zeleni propolis potje¢e od biljke Baccharis dracunculifolia (Asteraceae). Crveni propolis
porijeklom od biljke Clusia nemorosa (Clusiaceae) karakteristiCan za Kubu drugadiji je i od
europskog i od brazilskog propolisa. Tipi¢na sastavnica ovog propolisa su benzofenoni. Do
sada je utvrdeno vise od 300 sastavnica propolisa iz razli€itih geografskih regija ukljucujuci

fenolske kiseline, flavonoide, terpene, lignani, aminokiseline, masne kiseline, vitamine i

minerale [12].



3.Imunoloska svojstva

Imunoloski sustav vrlo je vazan za odrzavanje homeostaze u organizmu [11]. Cine ga
stanice, tkiva i organi koji koriste razne mehanizme u obrani organizma napadnutog nekim
stranim tijelom ili boles¢u. Imunoloski sustav vrlo je ucinkovit, moze prepoznati milijune
razli¢itth mikroorganizama 1 reagirati na svakog od njih. Jacanje imunoloSkog sustava
moguce je posti¢i putem posebnog rezima prehrane, primjerice unosom namirnica bogatih

vitaminima i raznih dodataka prehrani [6].

3.1. Imunomodulacija

Stolje¢ima se propolis spominje kao sredstvo za regulaciju imunoloSkog sustava.
Novija istrazivanja ukazuju na istinitost takvih tradicionalnih iskustava. Rezultati ukazuju da
ne samo regulira imunoloske mehanizme kojima se suprostavlja uzro¢niku bolesti i sprijecava
njeno napredovanje ve¢ djeluje i preventivno. Stru¢no se takav ucinak definira kao
imunomodulacijsko ili imunoregulacijsko djelovanje. Imunomodulacija je proces koji moze
regulirati imunoloski sustav putem sastavnica koje aktiviraju ili blokiraju njegove funkcije.
Ovisno o botanickom porijeklu, odnosno kemijskom sastavu propolisa imunomodulacija ¢e
djelovati na jedan ili drugi nacin. Takoder, metode ekstrakcije bioaktivnih komponenti
propolisa mogu utjecati na mehanizme djelovanja, tj. stimuliranje i blokiranje odredenih
funkcija imunolo$kog sustava. Naime, vrsta otapala i koriSteni protokol mogu rezultirati
vecom ili manjom ucinkovito$¢u ekstrakcije pojedinih sastavnica kao $to su primjerice fenoli.
Jo$ jedan faktor o kojem bi mogao ovisiti u¢inak propolisa na imunoloski sustav je 1 nacin

njegove primjene i sinergija s drugim tvarima [5].

3.2. Imunostimulacija

Jedan od nacina imunostimulacije propolisom je putem makrofaga. Makrofagi su
stanice imunolo$skog sustava koje imaju vaZznu ulogu u obrani organizma. U procesu
fagocitoze makrofag obuhvati patogen i zatvori ga u fagosom Kkoji se zatim spoji s lizosomom.
Tada enzimi iz lizosoma uniSte patogen. Makrofagi Cesto izbace ostatke patogena natrag u
tkiva kao bi signalizirali drugim stanicama imunoloskog sustava da je infekcija u tijeku. Na

taj nacin nastaje upalni proces.



Stanje makrofaga ovisi o tipu i jacini aktivacijskog signala kojeg dobije. Ako makrofagi
prime direktan signal od patogena (lipopolisaharid na povrSini gram-negativnih bakterija ili
manoza na povrsini mnogih Cestih patogena), do¢i ¢e do njihove hiperaktivacije. Oni tada
prestanu proliferirati, postanu veci i usredoto¢e se na uklanjanje patogena. U tu svrhu
povecaju broj lizosoma i proizvodnju reaktivnih oksida kao $to je hidrogen peroksid. Takvi
hiperaktivirani makrofagi, osim §to povecaju stopu fagocitoze, mogu fagocitirati patogene

veli¢ine jednostani¢nih parazita.

Djelovanje propolisa bi se moglo usporediti s hiperaktivacijom makrofaga direktnim
signalom od strane patogena. Dakle, rezultat djelovanja propolisa na makrofage je povecanje

kapaciteta fagocitoze patogena i opéenito povecanje njihove funkcionalne aktivnosti [5].

Osim na makrofage, propolis moze djelovati i na NK (natural killer) stanice. Propolis
moze izravno ili neizravno povecati aktivnost NK stanica, i to putem IL-12 kojeg proizvode
aktivirani makrofagi, a NK stanice poti¢e na proizvodnju citokina IFN-y, koji pak aktivira
nove makrofage [5]. Obrada propolisom (10%) tokom tri dana je kod misjeg limfoma
povecao citotoksi¢nu aktivnost NK stanica [13]. Dakle, upotreba propolisa vodi do pove¢anog

imunoloskog odgovora stanica urodenog imunoloskog sustava.

Ucinci propolisa mogu se uocCiti putem povecanja stani¢nog i humoralnog odgovora.
Primjerice, brazilski zeleni propolis pokazao se u¢inkovitim u poveéanju stani¢nog odgovora
na inaktivirani svinjski virus herpesa tipa 1 (SuHV-1) inokuliranog u misa. Taj se odgovor
ocitovao u povecanju ekspresije mRNA gama interferona (IFN-y) [4]. IFN- y je signalna
molekula kojom stanice medusobno komuniciraju. Njeni signali mogu aktivirati mirujuci
makrofag. IFN- y primarno izlu¢uju T stanice i NK stanice. Dakle, ovaj nacin primjene
propolisa uzrokovao je stanicni odgovor, ali nije stimulirao humoralni odgovor. Ipak,
povezivanjem ekstrakta proplisa s antigenom (SuHV-1) i aluminijevim hidroksidom doslo je
do povecanja i stani¢nog i humoralnog odgovora u usporedbi s obradom u kojem je SuHV-1
primjenjen samo sa aluminijevim hidroksidom [4]. Takoder, ovaj adjuvatni u¢inak propolisa
potvrdilo je 1 povecanje postotka zivotinja zasticenih od zaraze sa SuHV-1 nakon S§to su
primile vakcinu uz dodatak etanalskog ekstrakta propolisa, ¢ak i u slucaju kada nacin
primjene nije uzrokovao povecanje humoralnog odgovora. Povecanje samo stani¢nog
odgovora bilo je dovoljno za povecanje postotka zasticenih Zivotinja. Objasnjenje zasto U
jednom slucaju dolazi do povecanja samo stani¢nog, a ne 1 humoralnog odgovora je to $to je

propolis nespecifiCan adjuvant i njegova aktivnost ovisi o povezivanju sa specificnim
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adjuvantom. Nespecifi¢ni adjuvanti se ne udruzuju s antigenima, pa ih stanice imunoloskog
sustava brzo procesuiraju, a rezultat toga je slab humoralni odgovor. S druge strane, kada je
antigen adsorbiran na specifi¢éni adjuvant kao §to je aluminijev hidroksid, olaksano je
djelovanje antigen prezentirajucih stanica, ¢ime je omoguceno sporo otpusStanje antigena. S
duljim vremenom izloZenosti antigena stanicama imunoloS§kog sustava, odgovor se povecava.
Na taj nadin se moze objasniti povecanje humoralnog odgovora na SuHV-1 u Zzivotinja

imuniziranih propolisom udruZenim sa aluminijevim hidroksidom [5].

3.3. Imunosupresija

U nekim slu¢ajevima kao $to su autoimune bolesti i transplantacija organa, kada
reakcija imunoloskog sustava moze dovesti do odbacivanja organa, namecée se potreba za
imunosupresijom. Jedan od nacina supresije imunoloskog sustava pomocu propolisa vezan je
za inhibiciju nuklearnog faktora kappa B (NF-kB) odgovornog za razne imunoloske
odgovore. U svojoj inaktivnoj formi NF-kB je vezan za protein inhibitor IkB u citoplazmi.
Kada se IkB fosforilira, kompleks IkB/NF-kB se razdvaja, ¢ime se NF-kB aktivira. Tada
putuje u jezgru gdje se veze za razne promotorske regije, uzrokujuci povecanje ekspresije
ciljanih gena [5]. Vaznost ovog transkripcijskog faktora se o€ituje u velikom broju gena koje
regulira. NF-kB igra vaznu ulogu u rastu stanice, diferencijaciji, apoptozi, upalama, odgovoru
na stres i u mnogim drugim procesima [10]. Primjerice, poticanje apoptoze aktiviranih stanica
imunoloSkog sustava ogranicava opseg 1 trajanje upalnog procesa. Osim toga, mnogi geni
regulirani NF-kB doprinose ste¢enoj imunosti tako $to kontroliraju ekspresiju raznih upalnih
citokina MHC-a. Poremecena regulacija ovog faktora i o njemu ovisnih gena se povezuje sa

raznim patologijama, ukljucujuéi akutne upalne procese, virusne infekcije, rak [5].

Aktivacija NF-kB koja moze biti inducirana raznim upalnim agensima, moze u
potpunosti biti blokirana jednom od sastavnica proplisa, esterom kafeinske kiseline (CAPE).
Unato¢ tome $to put inhibicije NF-kB CAPE-om nije u potpunosti razjasnjen, najvjerojatnije
je da se inhibira reaktivnost intermedijarnog oksida, §to se podudara sa antioksidativnim
djelovanjem ove fenolne sastavnice propolisa. Uc¢inak propolisa u ovom slucaju moze se
uoCiti u smanjenju broja T stanica. Kada su aktivirane, T stanice poticu ekspresiju
transkripcijskih faktora, kao $to je NF-kB, stimulirajué¢i tako ekspresiju upalnih citokina i
molekula iz MHC-a. CAPE, koji se smatra specificnim inhibitorom za NF-kB, sprecava

interakciju NF-kB s DNA limfocita i inhibiraju¢i gensku ekspresiju, inhibira odgovor
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limfocita u smislu njihove proliferacije. Osim NF-kB, CAPE moze inhibirati i nuklearni
faktor aktiviranih T stanica (NFAT), §to na kraju rezultira inhibicijom proliferacije T stanica i
transkripcije 1L-2 gena [5]. Ovaj citokin, poznat i kao faktor rasta T stanica, ima razne uloge u

nekoliko razina upalnog i imunosnog odgovora.

Flavonoidi u propolisu takoder mogu djelovati supresijski. Ustanovljeno je da inhibiraju
proliferaciju lifocita miseva u uvijetima in vitro. Brazilski propolis je uspio aktivirati
makrofage in vivo, potaknuvsi produkciju IFN-y i NO, i kao posljedicu toga reducirati
proliferaciju  limfocita. Visoke koli¢ine IFN-y preko aktiviranih makrofaga stimuliraju
aktivnost iINOS, proizvodeéi koncentracije NO koje umanjuju proliferaciju T stanica. Zbog
ovog se razloga NO smatra glavnim faktorom imunosupresijske aktivnosti makrofaga. Prema
tome, bioaktivne tvari propolisa, kao Sto su flavonoidi, mogu se koristiti u kombinaciji ili kao
zamjena imunosupresijskih lijekova kao S$to su kortikosteroidi. Mehanizmi djelovanja
propolisa su u ovom slucaju sli¢ni djelovanju tih lijekova, a to su inhibicija NF-KB,

stimulacija proizvodnje NO ili promjena ekspresije gena za citokine, bez Stetnih posljedica

[5].
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5.Sazetak

Propolis ili pcelinje ljepilo koje pcele koriste za zatvaranje pukotina na svojim
koSnicama prepozat je kao ljekovito sredstvo jo§ od anti¢kih vremena. Zbog svog kemijskog

sastava, tj. bioaktivnih sastavnica posjeduje mnoga pozitivna svojstva.

Kemijski sastav propolisa je raznolik, i uglavnom ovisi o njegovom porijeklu. Do danas
je utvrdeno preko 300 razli¢itih sastavnica, od kojih vazno mjesto u istrazivanjima ljekovitih

svojstava propolisa imaju flavonoidi.

Iako jo$ nisu u potpunosti razjasnjeni mehanizmi njegova djelovanja, temeljem
dosadasnjih istrazivanja i iskustava propolis se smatra sigurnim i u¢inkovitim suuc¢esnikom u
imunomodulaciji. Njegovo imunomodulacijsko djelovanje ovisi 0 njegovom sastavu, metodi
ekstrakcije 1 nacinu primjene. Imunostimulacijska aktivnost propolisa se o€ituje u aktivnosti
makrofaga i NK stanica, te stanicnom i humoralnom odgovoru imunoloskog sustava.
Takoder, u slucajevima autoimunih bolesti i transplantacije organa, zbog ucinka slicnog
imunosupresijskim lijekovima, propolis bi se mogao koristiti u kombinaciji s njima ili kao

njihova zamjena.

Brojna istrazivanja provedena u laboratorijima diljem svijeta kao i klinicka iskustva
steCena kod brojnih bolesti, upucuju na S$iroki terapijski potencijal propolisa. Daljnja
istrazivanja mogla bi razjasnit nafine njegova djelovanja i time omoguditi njegovu Siru

upotrebu u prevenciji 1 lije€enju bolesti.

6.Summary
Propolis or bee glue that bees use as a sealant for unwanted open spaces in the hive has
been recognized as a healing agent since ancient times. Because of its chemical composition,

that is bioactive constituents, it possesses many positive characteristics.

Chemical composition of propolis varies, and mainly depends of its origin. Over 300
different constituents have been determined to this day, of which flavonoids have an

important place in propolis’s healing agents research.

Although the mechanism of its acting is not yet cleared, on grounds of researches

conducted so far, propolis is considered a safe and efficient accomplice in
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immunomodulation. Its immunomodulation effect depends of its composition, method of
extraction and the way of application. Immunostimulative activity of propolis can be observed
through activity of macrofages and NK cells, and through the cellular and humoral responses
of immune system. Also, propolis has an effect similar to immunosupresor drugs, so, in cases
like auto immune diseases and organ transplant, it could be used in synergy with them or as

their substitute.

Many researches conducted around the world as well as clinical experiences obtained
from many diseases, indicate a wide therapeutical potential of propolis. Further researches
could clear the mechanisms of its doing and therefore provide a wider usage in prevention and

curing diseases.
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