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Streszczenie

W przebiegu cukrzycy obserwuje sie hiperglikemie, ktéra jest jedna z przyczyn
rozwoju stresu oksydacyjnego uszkadzajgcego rozne tkanki i narzady organizmu,
w tym serce. Suplementacja zwigzkéw pochodzenia rodlinnego o whasciwosciach
antyoksydacyjnych moze by¢ skuteczng metoda zapobiegania powstawaniu stre-
su oksydacyjnego. W niniejszym badaniu okreslono role flawonoidu hesperydyny
na parametry stresu oksydacyjnego w tkance serca w przebiegu cukrzycy typu 1.
W tym celu hesperydyne w dawkach 50 i 100 mg/kg podawano per os przez
28 dni samcom szczurow szczepu Wistar, u ktorych wywolano cukrzyce poprzez
wstrzyknigcie dootrzewnowe streptozotocyny. U gryzoni z cukrzycg wykazano
wzrost aktywnosdci katalazy, peroksydazy glutationowej oraz zawartoéci aldehydu
dimalonowego w sercu. Zastosowanie hesperydyny w obu dawkach spowodowalo
spadek aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej, zmniejszenie zawartosci aldehydu
dimalonowego, natomiast efektem wyzszej dawki flawonoidu byto takze obnizenie
calkowitego statusu oksydacyjnego polaczone ze wzrostem calkowitej odpowiedzi
antyoksydacyjnej. Mozna stwierdzi¢, ze hesperydyna tagodzi zaburzenia réwnowa-
gi oksydoredukcyjnej w tkance serca w przebiegu cukrzycy typu 1.

Summary

In the course of diabetes, hyperglycemia is observed, which is one of the reasons
for the development of oxidative stress that damages various tissues and organs of
the body, including the heart. Supplementation of plant-derived compounds with
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antioxidant properties can be an effective method of preventing oxidative stress. In
this study, the effect of the flavonoid hesperidin on the oxidative stress parameters
in the heart tissue in the course of type 1 diabetes was determined. For this purpose,
hesperidin at the doses of 50 and 100 mg/kg was administered per os for 28 days
to male Wistar rats, in which diabetes was induced by an intraperitoneal injection
streptozotocin. Diabetic rodents showed an increase in the catalase, glutathione pe-
roxidase activities and dimalonaldehyde content in the hearts. The use of hesperidin
at both doses resulted in a decrease in the activity of superoxide dismutase, a de-
crease in the content of dimalonaldehyde, while the higher dose of this flavonoid
also resulted in a decrease in the total oxidative status combined with an increase in
the total antioxidant response. It can be concluded that hesperidin alleviates redox
imbalances in heart tissue in the course of type 1 diabetes.

Wstep

Wedlug danych udostgpnionych przez International Diabetes Federation (pol.
Migdzynarodowa Federacja Diabetologiczna) na cukrzyce (fac. diabetes mellitus)
zachoruje 67 mln Europejczykéw w 2030 ., za$ w ciggu kolejnych 15 lat prognozo-
wane jest 69 mln nowych przypadkéw zachorowan. W tym czasie prawdopodobnie
okolo 36% diabetykow nie bedzie swiadomych, ze cierpi na cukrzyce. Na podsta-
wie dostepnych danych epidemiologicznych mozna stwierdzié, ze cukrzyca staje sie
coraz bardziej powszechng chorobg metaboliczng o ogromnych konsekwencjach
spolecznych, zdrowotnych oraz ekonomicznych [1]. Warto zauwazy¢, ze cukrzyca
nie jest schorzeniem jednorodnym. Pod tym terminem kryje si¢ wiele wariantow
tej choroby, w ktérych dominuje typ 1 i 2. Cukrzyca charakteryzuje si¢ przewlekl
hiperglikemia, ktéra wynika z deficytu insuliny, insulinoopornosci tkanek badz in-
sulinopenii polaczonej z obnizong wrazliwoscig tkanek organizmu na insuling [2].
Powoduje u pacjentéw liczne powiklania sercowo-naczyniowe, w tym niewydol-
nos¢ serca, niezaleznie od makronaczyniowych powiklan, takich jak nadci$nienie
tetnicze, choroba wiencowa oraz miazdzyca [3]. Coraz wigksza liczba przeprowa-
dzanych eksperymentow sugeruje, ze w przebiegu cukrzycy dochodzi do nadpro-
dukeji wolnych rodnikéw w sercu, przy jednoczesnym uposledzeniu endogennych
mechanizmoéw obronnych [4-6]. Obecnie brakuje skutecznych terapii, ktore mozna
wdrozy¢ w poczatkowej fazie cukrzycy, aby zmniejszy¢ ryzyko wystapienia powi-
kfan narzadowych [7, 8].

Z tego powodu przeprowadza si¢ wiele badan eksperymentalnych dotyczacych
nowych metod zapobiegania i leczenia komplikacji cukrzycowych, w ktorych takze
bada si¢ niektore zwigzki pochodzenia roslinnego posiadajace wlasciwoéci antyok-
sydacyjne [9].
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Rysunek 1. Wzor strukturalny hesperydyny.
Figure 1. Structural formula of hesperidin.
Zrédto: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/10621.

Hesperydyna jest zwigzkiem chemicznym zaliczanym do flawonoidéw. Znajdu-
je si¢ przede wszystkim w skorce owocow cytrusowych, a zwlaszcza pomaranczy
gorzkiej (Citrus aurantium), pomaranczy Hassaku (Citrus hassaku) i mandaryn-
ki Satsuma (Citrus unshiu) [10]. Obecne wyniki badan wskazuja, ze hesperydyna
moze mie¢ korzystny wplyw na uklad sercowo-naczyniowy [11-15]. W modelu
niedokrwiennego uszkodzenia reperfuzyjnego hesperydyna hamowata generowanie
wolnych rodnikéw, wzmacniala endogenne mechanizmy obrony antyoksydacyjnej
oraz zapobiegala zmianom patologicznym w cytoarchitektonice tkanki serca [11].
Zas u szczuréw z kardiotoksycznoscig wywotana jednoczesnie przez streptozotocy-
ne¢ i izoproterenol zaobserwowano wzrost aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych
oraz zwigkszone stezenia biatek PPAR i Bcl-2 potaczone ze spadkiem st¢zenia Bax po
podaniu niniejszego zwigzku [12]. Udokumentowano, ze wysokie dawki hesperydy-
ny (200 mg/kg, per os) maja dzialanie hipotensyjne u szczuréw z samoistnym nad-
ci$nieniem tetniczym [13-15]. Doniesiono takze, ze hesperetyna (aglikon hespery-
dyny) pozytywnie wplywa na uktad naczyniowy [16], hamuje agregacje ptytek krwi
indukowang kwasem arachidonowym [17] oraz dziala kardioprotekcyjnie [18, 19].
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Hesperydyna chroni przed stresem oksydacyjnym, hamuje proces apoptozy poprzez
ochrone mitochondriow, a takze dziala hipoglikemizujaco oraz hipolipemizujaco
w cukrzycy typu 1 [10, 15, 20]. Na podstawie dostgpnej literatury mozna stwierdzi¢
rowniez, ze powyzszy zwigzek wykazuje dzialanie przeciwdepresyjne, przeciwzapal-
ne oraz mukoprotekcyjne [10, 15]. Ma szeroko pojete wlasciwosci przeciwtoksyczne,
wlaczajac w to dzialanie hepatoprotekcyjne i nefroprotekcyjne [15].

W niniejszym eksperymencie okreslono role hesperydyny w rozwoju stre-
su oksydacyjnego w sercu szczurdw szczepu Wistar z wywolang cukrzyca typu 1.
W tym celu oznaczono poziom markerow stresu oksydacyjnego oraz okreslono wy-
dolno$é¢ systemu antyoksydacyjnego. Ponadto oszacowano stres oksydacyjny w ser-
cu poprzez zbadanie calkowitego stanu oksydacyjnego wraz z catkowita odpowie-
dzig antyoksydacyjna.

Materiat i metody

Zwierzeta laboratoryjne

Dokonano tygodniowej aklimatyzacji 3-miesiecznych samcéw szczuréw szczepu
Wistar w docelowym pomieszczeniu, gdzie panowala stala temperatura otoczenia,
wynoszaca 21 * 2°C oraz 12-godzinny cykl swiatlo/ciemnos¢. Zwierzeta otrzymy-
waly standardowg karme hodowlang (Labofeed B, Wytwoérnia Pasz ,Morawski’,
Kcynia) i wode ad libitum. Projekt eksperymentu zostal zatwierdzony przez Lokal-
ng Komisje Etyczng dziatajacg przy Slaskim Uniwersytecie Medycznym w Katowi-
cach (zgoda nr 36/2015). Szczury zostaly kupione w Centrum Medycyny Doswiad-
czalnej SUM w Katowicach.

Wywofanie cukrzycy typu 1

W niniejszym badaniu wykorzystano model cukrzycy typu 1, ktory jest dobrze
scharakteryzowany w dostepnej literaturze [21-23]. W tym celu podano jedno-
razowy, dootrzewnowy zastrzyk zawierajacy streptozotocyne (STZ) rozpuszczona
w buforze cytrynianowym (0,1 M, pH 4,5) w dawce 60 mg/kg. Stezenie glukozy
we krwi oznaczono za pomocg glukometru (MicroDot, Glukopharma) po uplywie
2 tygodni po iniekcji STZ. Gryzonie umieszczano w przygotowanym poskromie.
Nastepnie pobierano krew z koncowki ogona. Jezeli wartosci pomiaréw stezenia
glukozy przekraczaly 200 mg/dl, to uznawano, ze u szczuréw wystgpila cukrzyca
i kwalifikowano je do dalszej czeéci do§wiadczenia [21, 22].

Projelt eksperymentu

Zwierzeta laboratoryjne byly podzielone na 4 grupy:
* grupa I (K): zdrowe szczury otrzymujace wode,
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® grupa IT (DM): szczury z cukrzycg typu 1 otrzymujace wodg,

* grupa III (DM+Hes50): szczury z cukrzycg typu 1 otrzymujace hesperydyne
w dawce 50 mg/kg per os,

* grupa IV (DM+Hes100): szczury z cukrzyca typu 1 otrzymujace hesperydyne
w dawce 100 mg/kg per os.

Na koniec eksperymentu liczba szczuréw wynosita odpowiednio: n + 9 dla gru-
py C,n + 8 dla grupy DM, n + 9 dla grupy DM+Hes50, n + 8 dla grupy DM +Hes100.
Woda oraz hesperydyna w obydwu dawkach byly podawane przy uzyciu zgl¢bnika
zoladkowego codziennie przez okres 4 tygodni. Po uptywie 28 dni dokonano euta-
nazji szczuréw w znieczuleniu ogélnym.

Do tego celu zastosowano mieszaning 2 zwigzkow wykorzystywanych w ane-
stezji: ketaming (Ketamina 10%, Biowet Pulawy, Pulawy) oraz ksylazyne (Xylapan,
Vetoquinol Biowet, Gorzéw Wlkp.) w dawkach 87,5 i 12,5 mg/kg. Gdy zwierzeta
zostaly uspione, pobrano krew przez naklucie serca, a nastepnie przystapiono do
pobrania serc oraz okreélenia ich wagi.

Uzyskiwanie homogenatow serca do analizy biochemicznej

Pobierano fragmenty serca, ktére homogenizowano w 10 mM buforze PBS w celu
uzyskania 10% (obj./wag.) homogenatéw. Uzyskane homogenaty wirowano w wi-
rowce MPW-352R (10 000 x g, 4°C, 15 min). Supernatanty zabezpieczono do ozna-
czen biochemicznych poprzez natychmiastowe zamrozenie.

Analiza biochemiczna
Do pomiaréw wykorzystano czytnik mikroplytek Tecan Infinite M200 PRO (Tecan
Group Ltd., Mannedorf, Szwajcaria) z oprogramowaniem Magellan 7.2.

Pomiar stezenia biatka w homogenatach serca

Stezenie bialka oznaczono metodg opisang przez O.H. Lowryego i wsp. [24]. Po-
miar zostal wykonany w celu standaryzacji otrzymanych wartoéci aktywnoéci enzy-
mow antyoksydacyjnych i zawartosci zaawansowanych produktow utleniania bialtek
(AOPP).

Pomiar aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych

Do oceny aktywnos$ci enzymatycznej dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), katalazy
(CAT) oraz peroksydazy glutationowej (GPx) zastosowano komercyjne zestawy
odczynnikowe produkowane przez firme¢ Cayman (Cayman Chemicals, AnnArbor,
MI, USA).
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Oznaczenie markeréw uszkodzen oksydacyjnych: dialdehydu malonowego (MDA),
AOPP oraz stezenia witaminy C

MDA, AOPP okreslono zgodnie z metodami opracowanymi przez J.A. Buege i wsp.
[25], V. Witko-Sarsat i wsp. [26], za$ witaming C oznaczono, wykorzystujac do tego
protokot przedstawiony przez S.K. Jagote i wsp. [27].

Ocena zawartosci glutationu

Zawartos¢ glutationu catkowitego (tGSH), utlenionego (GSSG) oraz zredukowa-
nego (GSH) w sercu zbadano za pomoca komercyjnego zestawu odczynnikowego
Cayman (Cayman Chemicals, AnnArbor, MI, USA).

Oszacowanie stresu oksydacyjnego poprzez zbadanie catkowitego statusu
oksydacyjnego (TOS) wraz z catkowitg odpowiedzig antyoksydacyjng (TAR)
Wartosci TAR i TOS w tkance serca zostaly okreslone zgodnie z metodami przed-
stawionymi przez O. Erela [28, 29].

Analiza statystyczna

Uzyskane wartoéci parametréw przedstawiono jako srednig + blad standardowy
$redniej (SEM). W analizie statystycznej wykorzystano jednoczynnikowa analize
wariancji (test one-way ANOVA), a nastgpnie test post-hoc NIR. Wyniki uznawano
za istotne, w przypadku gdy warto$¢ p < 0,05. Do obliczen wykorzystano program
komputerowy Statistica 13.3 software (TIBCO Software Inc.). Przedstawione wyni-
ki sa czeécig duzego projektu badawczego, dlatego uzyskane wartosci dla grupy C
i DM sg takie same jak w opublikowanym wczesniej artykule [30].

Wyniki

Wptyw hesperydyny na aktywnosé enzymow antyoksydacyjnych

Aktywnos¢ SOD w sercu szczuréw kontrolnych (grupa K) wynosita 3,99 + 0,49 U/
mg biatka. U szczuréw z cukrzyca (grupa DM) aktywnos¢ SOD w badanym narza-
dzie nie byla istotnie rozna w poréwnaniu do wartosci zaobserwowanej w grupie K.
Aktywnos¢ SOD w sercu szczuréw otrzymujacych hesperydyne w dawce 50 mg/kg
(DM+Hes50) i w dawce 100 mg/kg (DM+Hes100) byla istotnie mniejsza (p < 0,05)
w odniesieniu do aktywnosci tego enzymu zaobserwowanej w grupie DM. W ser-
cu szczurdw z grupy K aktywnosé CAT wynosifa 8,71 + 1,20 nmol/min/mg biatka.
Aktywnos¢ CAT odnotowana w sercu szczuréw z grupy DM w poréwnaniu do gru-
py K byta istotnie wigksza (p < 0,01). U szczuréw z grup DM+Hes50 i DM+Hes100
aktywnos¢ CAT w badanym narzadzie nie ulegla zmianie w poréwnaniu
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do aktywno$ci katalazy obserwowanej w sercu szczuréw z grupy DM. U szczuréw
z grupy K aktywno$¢ GPx w sercu wynosila 127,55 + 6,44 nmol/min/mg biatka.
Aktywnos$¢ GPx zmierzona w sercu szczuréw w grupie DM w poréwnaniu do gru-
py K byla istotnie wigksza (p < 0,01). Aktywnos¢ GPx w sercu u szczuréw z grup
DM-+Hes50 i DM+Hes100 nie ulegla zmianie w poréwnaniu do aktywnosci GPx
w sercu szczurdow z grupy DM.

Tabela 1. Wplyw hesperydyny na aktywnoé¢ enzymow antyoksydacyjnych SOD, CAT i GPx
w sercu szczurow z cukrzyca typu L.

Table 1. Effect of hesperidin on the activity of antioxidant enzymes SOD, CAT and GPx in the
heart of rats with type 1 diabetes.

Rodzaj parametru K DM DM +Hes50 DM-+Hes100
SOD
. 3,99 + 0,49 4,90 + 0,36 3,49 + 0,36# 3,37 + 0,39%
(U/mg biatka)
AT 1/mi
UAT (nuedimin/mg 8,71+ 1,20 2575+ 571* | 2455+3,07** | 20,90 + 3,40*
biatka)
GPx (nmol/min/mg | 1, oo, ¢y | 161254913 | 149984942 | 159,79 9,53
biatka)
Wyniki przedstawiono w postaci $redniej arytmetycznej = SEM.
*p<0,05

** p< 0,01 - statystycznie istotne réznice w odniesieniu do wynikéw uzyskanych u szczuréw kontrolnych (grupa K)
*p < 0,05 - statystycznie istotne réznice w odniesieniu do wynikéw uzyskanych u szczuréw z cukrzyca (grupa DM)

Zrédlo: badanie wlasne.

Wptyw hesperydyny na zawartos¢ tGSH, GSH i GSSG
i wspotczynnik GSH/GSSG

Zawarto$¢ tGSH w sercu szczuréw z grupy K wynosita 223,10 + 6,77 pM/g tkanki.
Zawarto$¢ tGSH w grupie DM w poréwnaniu do grupy K nie ulegla zmianie w ba-
danym narzadzie. U szczuréw z grup DM+Hes50 i DM+Hes100 zawarto$¢ tGSH
nie roznila sie istotnie od wyniku uzyskanego u szczuréw z grupy DM.

W grupie K zawartos¢ GSH w sercu wynosila 112,32 + 4,56 uM/g tkanki.
U szczuréw z grupy DM zawarto$¢ GSH w sercu nie réznila si¢ w stosunku do
grupy K. Zawarto$¢ GSH w sercu szczuréw z grup DM+Hes50 i DM+Hes100 nie
ulegla zmianie w poréwnaniu do wartosci uzyskanych dla szczuréw z grupy DM.

W sercu szczuréw z grupy K zawartos¢ GSSG wynosila 110,78 + 2,79 uM/g tkan-
ki. U szczuréw z grupy DM zawarto$¢ GSSG w analizowanym narzadzie nie réznita
sie istotnie statystycznie od wyniku uzyskanego w grupie K. U szczuréw z grup
DM+Hes50 i DM+Hes100 zawarto$¢ GSSG w sercu nie ulegla zmianie w poréwna-
niu do szczurdw z grupy DM.
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W sercu szczurdw z grupy K wspotczynnik GSH/GSSG wynosit 1,014 + 0,029.
Wspolczynnik GSH/GSSG wyliczony dla serc szczuréw z grupy DM byl podobny
do wyniku otrzymanego dla grupy K. U szczuréw z grup DM+Hes50 i DM+Hes100
wspolczynnik GSH/GSSG w sercu nie ulegl zmianie w poréwnaniu do wartosci
otrzymanej u szczurdw z grupy DM.

Tabela 2. Wplyw hesperydyny na stezenie tGSH, GSH i GSSG oraz na wspélczynnik GSH/GSSG
w sercu szczuréw z cukrzyca typu 1.

Table 2. Effect of hesperidin on the concentration of tGSH, GSH and GSSG and on the GSH/
GSSG ratio in the heart of rats with type 1 diabetes.

Rodzaj parametru K DM DM-+Hes50 DM+Hes100
o 223,10 £ 6,77 210,88 + 29,01 252,45+ 4,35 237,27 £ 6,18
(uM/g tkanki serca) B S A CHE
i 112,32 + 4,56 120,41 + 7,87 126,21 + 3,42 125,55+ 2,36
(uM/g tkanki serca) i e Sl L
L300 . 110,78 +2,79 116,65 + 2,78 119,67 * 1,66 117,95 + 1,34*
(uM/g tkanki serca)

GSH/GSSG 1,014 + 0,029 1,015 + 0,050 1,054 + 1,66 1,071 + 0,021

Wyniki przedstawiono w postaci $redniej arytmetycznej + SEM.
*p < 0,05 - statystycznie istotne roznice w odniesieniu do wynikow uzyskanych u szczuréw kontrolnych (grupa K)

Zrédlo: badanie wlasne.

Wptyw hesperydyny na zawartosé¢ MDA, AOPP
i witaminy C
Zawartos¢ MDA w sercu szczuréw z grupy K wynosila 31,60 + 1,67 umol/g tkan-
ki. Zawartos¢ MDA w sercu w grupie DM w poréwnaniu do grupy K byla istot-
nie wigksza (p < 0,01). Zawarto$¢ MDA w sercu szczurdw z grup DM+Hes50 oraz
DM-+Hes100 byla istotnie mniejsza (p < 0,01) w odniesieniu do grupy DM.

U szczuréw z grupy K zawartos¢ AOPP w sercu wynosita 1,80 + 0,08 nmol/mg
biatka. W sercu szczuréw z grupy DM zawartos¢ AOPP nie roznila si¢ w poréw-
naniu do warto$ci odnotowanej w grupie K. Zawarto$¢ AOPP w sercu szczurdw
z grup DM+Hes50 i DM+Hes100 nie byla istotnie rézna od wynikow uzyskanych
u szczuréw z grupy DM.

W sercu szczuréw z grupy K zawartos¢ witaminy C wynosita 1,998 + 0,110 nmol/mg
biatka. W grupie DM zawarto$¢ witaminy C w badanym narzadzie nie réznita sig
istotnie w poréwnaniu do grupy K. Zawarto$¢ witaminy C w sercu szczuréw z grup
DM-+Hes50 i DM+Hes100 nie ulegta zmianie w odniesieniu do wartoéci odnotowa-
nej dla tego parametru w grupie szczurow DM.
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Wykres 1. Wplyw hesperydyny na stezenie MDA w sercu szczuréw z cukrzyca typu 1.
Figure 1. Effect of hesperidin on MDA concentration in the heart of rats with type 1 diabetes.

Wyniki przedstawiono w postaci $redniej arytmetycznej = SEM.

**p < 0,01 - statystycznie istotne réznice w odniesieniu do wynikow uzyskanych u szczurdéw kontrolnych (grupa K)
7p < 0,01 - statystycznie istotne réznice w odniesieniu do wynikéw uzyskanych u szczuréw z cukrzyca (grupa DM)
Zrodto: badanie wlasne.

Tabela 3. Wplyw hesperydyny na stezenie AOPP i witaminy C w sercu szczuréw z cukrzyca typu 1.
Table 3. Effect of hesperidin on the concentration of AOPP and vitamin C in the heart of rats
with type 1 diabetes.

Rodzaj parametru K DM DM-+Hes50 DM+Hes100
AL ; 1,80 + 0,08 2,30+£0,10 1,99 £0,19 1,83+0,17
(nmol/mg biatka

Witamina C (pg/g tkanki

1,998 + 0,110 1,867 £ 0,125 2,000 + 0,120 2,050 £ 0,130
serca)

Wyniki przedstawiono w postaci $redniej arytmetycznej = SEM.
Zrédto: badanie wlasne.

Wptyw hesperydyny na wartos¢ TOS i TAR

Dla serca szczurdw z grupy K wartos¢ TOS wynosita 7,64 + 0,07 pmol réwnowaz-
nika H,O,/L. U szczuréw z grupy DM warto$¢ TOS w sercu byta podobna do war-
tosci zmierzonej w sercu szczuréw z grupy K. Warto$¢ TOS wyznaczona dla serca
szczuréw z grupy DM+Hes100 byta istotnie mniejsza (p < 0,05) w odniesieniu do
grupy DM. Nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian w warto$ciach TOS
pomiedzy grupami szczuréw DM+Hes50 i DM.

Warto$¢ TAR oznaczona dla serca szczuréw z grupy K wynosila 79,80 + 3,53 pmol
réwnowaznika troloksu/L. U szczuréw z grupy DM warto$¢ TAR w sercu nie ulegla
zmianie w poréwnaniu do grupy K. Wartos¢ TAR zmierzona w sercu szczuréw z grupy
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DM-+Hes100 byta istotnie wigksza (p < 0,01) w odniesieniu do grupy DM. Nie stwier-
dzono istotnych statystycznie zmian w wartosci TAR w poréwnaniu do grupy DM
w sercu szczurow, u ktorych stosowano hesperydyne w dawce 50 mg/kg.

TOS (umol rownowaznika Hzoz/L)
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Wykres 2. Wplyw hesperydyny na warto$¢ TOS w sercu szczurdw z cukrzycg typu 1.
Figure 2. Effect of hesperidin on the TOS value in the heart of rats with type 1 diabetes.

Wyniki przedstawiono w postaci $redniej arytmetycznej + SEM.
*p < 0,05 - statystycznie istotne roznice w odniesieniu do wynikéw uzyskanych u szczuréw kontrolnych (grupa K)
*p < 0,05 - statystycznie istotne réznice w odniesieniu do wynikéw uzyskanych u szczurow z cukrzycg (grupa DM)
Zrédlo: badanie wlasne.
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Wykres 3. Wplyw hesperydyny na wartoé¢ TAR w sercu szczurdw z cukrzyca typu 1.
Figure 3. Effect of hesperidin on the TAR value in the heart of rats with type 1 diabetes.
Wyniki przedstawiono w postaci §redniej arytmetycznej + SEM.
*p < 0,05 - statystycznie istotne réznice w odniesieniu do wynikéw uzyskanych u szczuréw kontrolnych (grupa K)

#p < 0,01 - statystycznie istotne réznice w odniesieniu do wynikéw uzyskanych u szczuréw z cukrzyca (grupa DM)
Zrédlo: badanie wlasne.
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Dyskusja
Na przestrzeni ostatnich lat wzrasta odsetek eksperymentow dotyczacych zwigzkow
pochodzenia roslinnego, ktore zapobiegaja zmianom patologicznym (mikro- i ma-
kroangiopatiom) w przebiegu cukrzycy typu 1 i 2 u zwierzat laboratoryjnych. Re-
zultaty wigkszoéci doswiadczen wskazujg na obiecujacy role powyzszych zwigzkéw
chemicznych w prewencji przytoczonych powiktan cukrzycowych [30-35].

Do tej pory nie udalo si¢ opracowac skutecznej terapii zapobiegajacej rozwojowi
uszkodzenia serca u pacjentéw z cukrzyca [36, 37]. W niniejszej pracy prébowano
oceni¢ wplyw hesperydyny na parametry zwigzane ze stresem oksydacyjnym w ser-
cu szczurow w przebiegu cukrzycy typu 1. W tym celu wykorzystano dobrze pozna-
ny model cukrzycy streptozotocynowej, ktory jest powszechnie stosowany w tego
typu badaniach [21, 22].

U szczuréw jednorazowe podanie streptozotocyny spowodowalo zwigkszenie
aktywnosci enzymatycznej CAT i GPx w sercu wzgledem grupy K. Podobny trend
zaobserwowano rowniez w przypadku SOD, jednak zmiana ta nie byla istotna sta-
tystycznie. Na podstawie dostepnej literatury mozna stwierdzié, ze aktywnos$¢ oma-
wianych enzymow antyoksydacyjnych moze zwigkszac sie [30, 38, 39] lub zmniej-
sza¢ [11, 40-42] w homogenatach tkanek pozyskanych od szczuréw z cukrzyca.
U zwierzat otrzymujacych badany zwigzek odnotowano zmniejszenie aktywnosci
SOD w sercu w poréwnaniu do gryzoni stanowigcych grupe DM, co moze wskazy-
wac na korzystne dzialanie hesperydyny wzgledem analizowanego enzymu. W in-
nym doswiadczeniu dotyczacym wplywu hesperydyny na stres oksydacyjny w tkan-
ce serca Rezaeyan i wsp. [43] poddali zwierzeta promieniowaniu rentgenowskiemu
w dawce 18 Gy. Zwierzgta otrzymywaly 100 mg/kg mc. badanego zwigzku roslinne-
go przez okres jednego tygodnia przed napromieniowaniem. Badacze zauwazyli, ze
zastosowanie hesperydyny spowodowalo odwrdcenie niekorzystnych zmian zwia-
zanych z aktywno$cia SOD w migsnidwce, czego nie odnotowano u gryzoni z grupy,
u ktorej zwigzku nie stosowano. W przypadku aktywnosci CAT i GPx u zwierzat
z grup DM+Hes50 oraz DM+Hes100 nie zaobserwowano zmian w stosunku do
szczuréw z grupy DM. Na podstawie dotychczasowych prac dotyczacych wplywu
flawonoidéw cytrusowych, w tym hesperydyny, stwierdza si¢ na ogél, ze pod ich
wplywem zwigksza si¢ aktywno$¢ CAT oraz GPx w migsniu sercowym szczurow
z cukrzycg streptozotocynowa, jesli wezedniej aktywno$¢ tych enzyméw w wyniku
cukrzycy zostala patologicznie obnizona [11, 38, 44, 45]. Jak wspomniano powy-
zej, w niniejszym do$wiadczeniu zaobserwowano wzrost aktywnosci tych enzymow
w badanym narzadzie u szczuréw z cukrzycg typu 1, co moze wynikac z wystepu-
jacych u zwierzat mechanizméw kompensacyjnych (obronnych) [46], jednak w za-
stosowanym ukladzie doswiadczalnym uzyte dawki flawonoidu nie wplynely na ich
aktywnosc¢.
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GSH jest istotnym przeciwutleniaczem endogennym, ktéry wspiera utrzymanie
prawidlowej struktury i funkcji komérek. Najczgsciej poziom stresu oksydacyj-
nego w danej tkance jest odzwierciedlany poprzez stosunek GSH do GSSG [47].
W przedstawionym doswiadczeniu nie zaobserwowano istotnych zmian w zawar-
toéci tGSH, GSH, GSSG oraz wartosci wspolczynnika GSH/GSSG w sercu szczurdw
z grupy DM w poréwnaniu do szczuréw K, a takze po zastosowaniu hesperydyny
w grupach DM+Hes50 i DM+Hes100 w odniesieniu do grupy DM. Mozna przy-
puszczad, ze brak zmian w zawartosci wszystkich form glutationu w sercu badanych
zwierzat moze by¢ zwigzany z mechanizmami kompensacyjnymi w obrebie tego
narzadu [46], jednak udowodnienie tego wymaga dodatkowych badan.

Udokumentowano wzrost stezenia MDA w sercu szczurow z cukrzycg typu 1
w poréwnaniu do szczuréw z grupy K. Wyniki sg zgodne z danymi dostepnymi
w literaturze, ktére dotyczyly badan nad cukrzyca [45, 48, 49]. Po podaniu hespe-
rydyny zwierzetom z cukrzycy typu 1 wykazano nizsza zawartos¢ MDA w sercu
w odniesieniu do szczuréw z grupy DM. Otrzymane rezultaty sa w pelni spdjne
z wynikami przedstawionymi w poprzednim badaniu dotyczacym innego flawo-
noidu obecnego w cytrusach — naryngeniny [30]. Podobne obserwacje poczynio-
no w badaniu dotyczacym neuroprotekcyjnego dziatania hesperydyny u szczu-
row z cukrzycg typu 1. Zwierzetom podawano przytoczony flawonoid w dawce
200 mg/kg mc. przez 35 dni, czego efektem bylo obnizenie MDA w tkance mo-
zgowia [50]. Stezenie AOPP w homogenatach serc bylo podobne we wszystkich
badanych grupach szczuréw. Brak zmian w tym parametrze po wywolaniu cu-
krzycy, jak réwniez po zastosowaniu zwigzkéw moze by¢, podobnie jak w przy-
padku GSH, wynikiem mechanizméw naprawczych wystepujacych w badanym
narzadzie.

Wykazano niewielki wzrost warto$ci TOS w sercu szczuréw z cukrzyca. Sugeruje
to zwigkszony stres oksydacyjny w tym narzadzie u szczurdw z grupy DM w po-
rownaniu do zwierzat z grupy K. Podobny kierunek zmian obserwowali inni eks-
perymentatorzy w réznych modelach i narzadach [51, 52], a takze w badaniach kli-
nicznych obejmujacych pacjentéw z nefropatia cukrzycowg w przebiegu cukrzycy
typu 1 [53]. W niniejszym badaniu u gryzoni otrzymujacych hesperydyne w dawce
100 mg/kg zanotowano spadek TOS oraz wzrost TAR w odniesieniu do zwierzat
z grupy DM. Potwierdza to korzystne antyoksydacyjne wlasciwosci hesperydyny.

W innych badaniach podjeto wstepne proby okreslenia mechanizmu dzialania
hesperydyny w przebiegu cukrzycy typu 1. E. Dokumacioglu i wsp. [54] stwierdzili,
ze powyzszy flawonoid prawdopodobnie dziala hepato- i nefroprotekcyjnie poprzez
zwigkszenie poziomu ekspresji czynnika wzrostu fibroblastow-23 oraz obnizenie
ekspresji biatka alfa-klotho. Podobne badania z uzyciem metod molekularnych
warto wykona¢ w stosunku do serca w modelu cukrzycy typu 1.
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W niniejszym doswiadczeniu oznaczono wybrane parametry biochemiczne
w homogenatach tkanki serca szczuréw (samce szczepu Wistar), u ktérych wywola-
no cukrzyce. W przyszlosci nalezaloby wykonac diagnostyke histologiczna, na kto-
ra si¢ sklada histopatologia i immunohistochemia polaczona z komputerows anali-
z3 obrazu. Ponadto celowa zdaje si¢ ocena profilu cytokin prozapalnych u zwierzat
chorych oraz leczonych badanymi zwigzkami. Dodatkowo mozna réwniez ozna-
czy¢ $ciezki sygnalowe wewnatrzkomadrkowe, a takze markery apoptozy i autofagii.
Dlatego nalezy kontynuowa¢ wieloo$rodkowe eksperymenty naukowe dotyczace
hesperydyny, aby definitywnie wyjasnic jej role w terapii powiktan cukrzycy typu 1.

Whioski

Niniejszy eksperyment sugeruje, ze hesperydyna przeciwdziata wybranym zaburze-
niom réwnowagi oksydacyjno-redukcyjnej w przebiegu cukrzycy typu 1. Prawdopo-
dobnie jest to spowodowane wlasciwosciami antyoksydacyjnymi tego flawonoidu.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze warto prowadzi¢ dalsze badania nad ta substancja
pochodzenia roélinnego, w celu dowiedzenia, czy moze staé si¢ ona w przyszloéci
srodkiem farmakologicznym skutecznym w prewencji oraz wspomaganiu terapii
cukrzycy i jej powiktan.

Podziekowanie
Niniejsza praca zostal sfinansowana przez Slgski Uniwersytet Medyczny w Katowi-
cach (PCN-2-021/N/2/F).
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