Flavonoidi i sec¢erna bolest

Jankovié, lva

Undergraduate thesis / Zavrsni rad

2009

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveuciliSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:587005

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-26

AY)
% £,
S S
é‘? % Repository / Repozitorij:
27% f’-‘; Repository of the Faculty of Science - University of
2 g Zagreb
% &
< N
O‘Pﬂ.” r‘{\t*'
0. MaTEMP

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:587005
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:3690
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:3690
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:3690

SVEUCILISTE U ZAGREBU
PRIRODOSLOVNO-MATEMATICKI FAKULTET
BIOLOSKI ODSJEK

FLAVONOIDI | SECERNA BOLEST

FLAVONOIDS AND SUGAR DISEASE

SEMINARSKI RAD

Iva Jankovic¢
Preddiplomski studij molekularne biologije

(Undergraduate Study of Molecular Biology)
Mentor: prof. dr. sc. Nada Orsoli¢

Zagreb, 2009.



SADRZAJ

1. DIABETES MELLITUS =mmmmm e 1-2
1.1. DIABETES MELLITUS-MOLEKULARNI PRISTUP ~---mmmmmmmmmmeeeemmmmec e 2-6
2. PATOFIZIOLOGIJA =mm e e 7-11
2.1. OKSIDATIVNI STRES ------ VERUU—— 7-8
A N B =30 1] (I 1T 7 S —————— 8-9
BT [ (02 1 —————————— 9
2.4. RETINOPATIJA ~mmmmmmmmmmmmmmme e 9-10
2.5, NEUROP A T I A o e 10
LD Y S ———————— --10-11
3. FLAVONOIDI ~===mmmmm e e 12-16
3.1. UCINAK FLAVONOIDA U LIJECENJU SECERNE BOLESTI ---------------- 13-15
3.1.1. POZITIVNO DJELOVANJE FLAVONOIDA NA ENZIMSKE SUSTAVE -13-15
8111 KINAZE e 13
3.1.1.2. FOSFOLIPAZA A2 - oo 14
T TR T = 01T 0 I [V Y S ———————— 14
I I N 010y N a0 U -V R ———— 14-15
3.1.2. ANTIOKSIDACIISKA SVOISTVA FLAVONODIA ----mmmmmmmmmeemmmmmeemeee 15-16
4, PRODUKTI PCELA U KONTORLI DIABETES MELLITUSA ----17-19
B 2 (0 =0 [ L ———————— -17-18
Y | = OSSO — 18-19
4.8, VO S AK e 19
5. LITERATURA ~=-mm e 19-24
6. SAZETAK e 25

F AU Y 1Y 26



1. DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus (DM) je heterogeni, autoimuni metabolicki i hormonalni
poremecaj za koji je karakteristiCna trajna hiperglikemija (visoka koncentracija SeCera u
krvi), a nastaje kao rezultat nedovoljnog izluCivanja hormona inzulina, nedovoljnog
odgovora ciljnih stanica na inzulin, ili kombinacije ovih dvaju faktora. Godine 1674.
Thomas Willis, profesor fiziologije na Oxfordu, je izvijestio da je pojava urina ,,slatkog
kao med* znak dijabetesa. U 19. stoljecu je predloZeno nekoliko reakcija za otkrivanje
glukoze u urinu te su ovakva mjerenja postala uobicCajena po laboratorijima u Europi.
Bolest diabetes mellitus je dijagnosticirao 1864. Giacinto Namias. Pacijentica je bila 34-
godiSnja Zena kod koje su bili izraZeni jaki simptomi dijabetesa: jaka Zed (polidipsija),
poliurija te umor. Buduci da su simptomi upucivali na dijabetes, lijeCnik je zatraZio
kemijske analize i pregled kod lijeCnika za oCli, jer se znalo da u sluCaju bolesti dolazi do
komplikacija s vidom (Dall'Olio i Dorizzi, 2000; Peumery, 1990). Analize (tezina urina,
relativna gustoca urina, metode po Mooreu, Trommeru i Fehlingu) su dokazale prisutnost
glukoze u wurinu, potvrdujuci dijagnozu diabetes mellitusa. Dijabetes je danas
najrasprostranjenija bolest na svijetu koja zahvaca gotovo 25% Citave populacije (Park i
Min, 2005).

Uslijed nedostatka hormona inzulina, koji je esencijalan za prijenos glukoze iz
krvi u miSicne stanice i ostala tkiva, dolazi do pojave dijabetesa. Inzulin izluCuju (-
stanice Langerhansovih otoCi¢a u gusteraCi, kao odgovor na povecanu razinu glukoze u
Krvi.

Bez dovoljne razine inzulina, razina glukoze u krvi postaje abnormalno visoka
(hiperglikemija) te na kraju moZze dosegnuti i grani¢nu vrijednost razine glukoze u
bubrezima. Ako prijede tu razinu, glukoza prelazi u urin. U isto vrijeme, efektivni
nedostatak glukoze kao izvora energije na stani¢noj razini znaCi da se mora priskociti
nekim drugim oblicima izvora energije- zalihama masti, a ponekad €ak i miSiénim
tkivom. Zbog ovako poremecenog metabolizma glukoze javljaju se tipicni simptomi
karakteristicni za dijabetes: povecana proizvodnja urina, Zed te gubitak teZine.

Postoji puno poznatih oblika dijabetesa, od kojih su naj¢es¢i i najbolje prouceni
tip 1, tip 2 te gestacijski dijabetes (tip 3). Tip 1 DM se zove jos i inzulin-ovisni DM



(IDDM) ili juvenilni DM. Za ovaj tip dijabetesa je karakteristiCna ili vrlo niska razina
inzulina ili potpuni nedostatak p-stanica Langerhansovih otoCia. Kako bi se
kompenzirao ovaj nedostatak, bolesnici se lijeCe inzulinskim injekcijama. Faktori koji
uzrokuju ovu bolest su jos uvijek nedovoljno istrazeni, no pretpostavlja se da veliku
ulogu imaju virusi, autoimune bolesti i geneticki faktori. NajceSCi uzrok gubitka beta
stanica je autoimuno razaranje, popracena proizvodnjom antitijela (CD4+ i CD8+ T-
stanice, kao odgovor na antigene prezentirane B-stanicama, makrofagima i dendritickim
stanicama) koja su usmjerena protiv inzulina i proteina beta stanica. Bez inzulina dolazi
do razvoja ketoze, dijabetiCke ketoze te dijabeticke ketoacidoze.

Tip 2 DM, koji se zove jos i inzulin-neovisni DM (NIDDM) ili adultni DM, se
javlja kao posljedica poremecenog izlu€ivanja inzulina i poremecenog odgovora stanica
na inzulin (smanjena osjetljivost na inzulin). U pocCetnim fazama bolesti predominantno
se javlja smanjena osjetljivost na inzulin, praena povisenom razinom inzulina u Krvi.
Hiperglikemija se u toj fazi lijeCi lijekovima koji povecavaju osjetljivost na inzulin ili
smanjuju proizvodnju glukoze u jetri, no kako bolest napreduje, terapeutiCko
nadomjeStanje inzulina postaje neophodno. Ovaj tip dijabetesa je usko povezan sa
genetickim faktorima i prekomjernom debljinom. NajceSCe se javlja u srednjoj i kasnoj
dobi, no danas je sve viSe zastupljen i u mladoj populaciji, pa ¢ak i kod djece. Promjenom
zivotnih i prehrambenih navika, bolesnici mogu ovakvu bolest drzati pod kontrolom,
premda su ponekad potrebni i lijekovi koji potiCu pojacanu proizvodnju inzulina.

Tip 3 dijabetesa je vrlo sli¢an tipu 2, takoder se javlja kao posljedica kombinacije
nedovoljnog izluCivanja inzulina i nedovoljne osjetljivosti stanica na inzulin. Javlja se
tijekom trudnoce te se nakon poroda moZe ili pogorsati ili potpuno nestati. lako moze biti
kratkotrajan, ovaj tip dijabetesa moze narusiti zdravlje majke i fetusa, a 4% Zena s ovim

tipom dijabetesa razviju NIDDM u kasnijoj dobi.
1.1. DIABETES MELLITUS: MOLEKULARNI PRISTUP
Primarna fizioloSka uloga inzulina je odrzavanje homeostaze glukoze, koja se

postiZe inhibicijom glukoneogeneze i stimulacijom primanja glukoze u inzulin-senzitivna

tikva- adipozna tkiva, skeletne miSice i sréani miSi¢ (Cheatham, 2000). Sposobnost



inzulina da stimulira primanje glukoze pociva na kompleksnoj signalnoj kaskadi (Slika 1)
koja dovodi do translokacije glukoznog transportera proteina 4 (GLUT4) koji se iz
unutarstani¢nog odjeljka prebacuje na plazma membranu, $to rezultira poveéanjem
koncentracije GLUT4 na povrsini stanice (10-40 puta). Djelovanje inzulina zapocinje na
povrsini stanice vezanjem hormona na inzulinski receptor. Unutar nekoliko sekundi,
receptor se autofosforilira na tirozinskim ograncima, ¢ime se otvara aktivno mjesto tako
da enzim moze fosforilirati Tyr na ciljnim proteinima. Prvi ciljni protein koji se
fosforilira je substrat-1 inzulinskog receptora (IRS-1). Ovi fosforilirani tirozinski ogranci
stvaraju vezna mjesta za signalizirajue proteine koji posjeduju SH2 domenu. Kad je
jednom fosoforiliran na svojim Tyr ograncima, IRS-1 postaje toCka nukleacije za
komplekse proteina koji nose informaciju od inzulinskog receptora do ciljnih stanica u
citosolu i jezgri, preko dugog niza intermedijernih proteina. Prvo se fosforilirani
tirozinski ogranak u IRS-1 veze za SH2 domenu proteina Grb2. Grb2 takoder posjeduje i
drugu protein-veznu domenu, SH3, koja se veZe na regije Sos proteina, koje su bogate
prolinom. Vezan za Grb2, Sos protein katalizira izmjenu vezanog GDP sa GTP na
proteinu Ras (iz obitelji G proteina). Kad je na njega vezan GTP, Ras aktivira protein
kinazu Raf-1, prvi od tri protein kinaze (Raf-1, MEK i ERK) koje Cine kaskadu u kojoj
svaka kinaza aktivira sljede¢u fosforilacijom. Fosforilacijom Thr i Tyr ogranaka, protein
kinaza ERK postaje aktivna te ulazi u jezgru i fosforilira protein Elk1, koji onda djeluje
na promijenjenu transkripciju stotinjak inzulin-reguliranih gena. Proteini Raf-1, MEK i
ERK su Clanovi tri vece porodice proteina: ERK je ¢lan MAPK obitelji (engl. mitogen-
activated protein kinases; mitogeni su signali koji djeluju s vanjske strane stanice, a
induciraju mitozu i stani¢nu diobu). Ubrzo nakon otkrica MAPK, otkriveno je da je ovaj
enzim aktiviran drugom protein kinazom, MAP kinazom kinaze (MEK pripada ovoj
skupini proteina), dok je MAP kinaza kinaze aktivirana MAP kinazom kinaze kinaze,
MAPKKK (Raf-1 protein pripada ovoj porodici proteina). Ovaj signalni slijed, koji
povecava inicijalni signal za nekoliko redova veliCine je poznat kao MAPK kaskada
(Slika 2). Grb2 nije jedini protein koji je pridruzen fosforiliranim IRS-1; enzim
fosfoinzitid 3-kinaza (P1-3K) se veZze na IRS-1 preko SH2 domene (Slika 3). Tako
aktivirana, PI-3K pretvara membranski lipid fosfatidilinzitol-4,5-bisfosfat (PIP,) u
fosfatidilinozitol 3,4,5-trifosfat (PIP3). Kad je vezana za PIP3, protein kinaza B (PKB) je



fosforilirana i aktivirana te fosforilira Ser i Thr ostatke na ciljnim proteinima, od kojih je
jedan kinaza glikogen sintaze 3 (GSK3). U svojoj aktivnoj, nefosforiliranoj formi, GSK3
fosforilira glikogen sintazu te ju na taj naCin inaktivira i pridonosi sporijoj sintezi
glikogena. Nemogucénost inzulina u regulaciji ovog kljuénog metabolickog dogadaja

moZe dovesti do otpornosti na inzulin i diabetes mellitusa tipa 2.
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Slika 1. Model signalnog puta u tranlokaciji vezikula sa vezanim GLUT4. (Preuzeto iz:
Cheatham, 2000).
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principles of biochemistry, 4th edition).



@

IR5-1, phosphorylated
A by the insulin receptar,
SR activates PI-3K by binding
e ~ . foits SHE domain, PI-3K
@ l‘“ . converts PIP, fo PIP,
GSK3, mactivatad by AL o=
phosphorylation, eannct = :
convert giyecgen synthase i i‘_"_f’._'—PIFE
(GB)to its mactive form  ~ GSK3 m—
by phesphorylation. so iinactivel Bl o A e PIPE
(S remains active. == )
PERB bound o FIP:
15 phosphorylatad by
PDEK1 (not shown).
Thus activated, FEB
phosphorylates GSE3
om & Ser residue,
imactivating it.
~—GLUT4
~ @ Glucose
o
Synthesis of o ®
glycogan =D PEE stimulates movement
from glucose L e of zluense transporter GLUTY
15 acceleratad. T e from interral mambrane vesicles

to the plasma membrane,
inereasing the uptake of glucoss.

Slika 3. Aktivacija glikogen sintaze inzulinom. (Preuzeto iz: Lehninger principles of

biochemistry, 4th edition).



2. PATOFIZIOLOGIJA

2.1. OKSIDATIVNI STRES

Regulirana proizvodnja slobodnih radikala u visSim organizmima i odrzavanje
»redoks homeostaze” su esencijalni za zdravlje organizma. Medutim, za vrijeme
metabolickih procesa, mali udio slobodnih radikala (2-3%) moZe pobjeCi od zastite
antioksidativnih mehanizama. Bioloski sustavi tijekom evolucije razvili su enzimatske i
neenzimatske antioksidativne mehanizme za zastitu stanicnih komponenti od oksidativnih
oStecenja. NeuravnoteZzenost izmedu stvaranja i neutralizacije reaktivnih oblika kisika,
ROS (O+? OH, H,0, 0, HOCI) pomoéu antioksidativnih mehanizama se naziva
oksidacijski stres. ROS mogu modificirati staniCne proteine, lipide i DNA, Sto rezultira
promijenjenom funkcijom ciljnih stanica. Uloga oksidacijskog stresa u tipu 1 i tipu 2 DM
se danas intenzivno istrazuje. U tipu 1 DM, makrofagi proizvode ROS koji pridonose
toksicnosti te dovode do nekroze i apoptoze stanica koje proizvode inzulin. Smatra se da
je povisena razina slobodnih kisikovih radikala u dijabetesu povezana s povisenom
koncentracijom glukoze u krvi, koja autooksidacijom stvara ROS. Izlucivanje inzulina je
takoder usko povezano s peroksidima nastalim djelovanjem lipoksigenaze (Walsh, 1984).
Niske razine lipoksigenaznih peroksida stimuliraju izluCivanje inzulina, no kad
koncentracija endogenih peroksida poraste, moze zapoCeti nekontorliranu lipidnu
peroksidaciju, koja dovodi do oSteCenja beta stanica Langerhansovih otoCiéa. Lipidna
perkosidacija ima utjecaj na stanicne membrane: dovodi do povecanja membranske
fluidnosti te mijenja aktivnost mambranskih proteina i receptora. Proizvodi reakcija
lipidne peroksidacije, lipidni radikali i lipidni peroksidi, uzrokuju oSte¢enja stanice te su
povezani s nastankom ateroskleroze i oStecenjima mozga, bubrega, o€iju, bolesti srca i
krvozilnoga sustava te drugih tkiva.

Tip 1 DM nastaje zbog oStecenja beta stanica koje proizvode inzulin, no medutim,
jo$ uvijek se ne zna to€ni stani¢ni mehanizam kojim dolazi do ovakvih osteCenja. Ipak,
pretpostavlja se da su u mehanizam ukljuCeni lokalno nastali reaktivni oblici Kisika te
dusSikov oksid (NO), koji nastaje nakon aktivacije citokinima. NO, kao i NO-sintaza

imaju vaznu ulogu u DM te su povezani s mnogim fizioloskim i patoloSkim promjenama



u organizmu. NO proSiruje krvne Zile i smanjuje krvni tlak, no usprkos tome, prevelike
koncentracije NO su patogene. Studije su pokazale da NO uzrokuje mitohondrijsku
disfunkciju te oSteCenja kromosomske DNA, §to na kraju rezultira nemoguénoscu
izluCivanja inzulina. Kod tipa 2 DM, hiperglikemija dovodi do prekomjerne proizvodnje
reaktivnih oblika Kkisika, koji uzrokuju stanicna oSteCenja preko nespecificnih

modifikacija i oSteCenja proteina, fosfolipida i nukleinskih kiselina.

2.2. ATEROSKLEROZA

Ateroskleroza je bolest velikih i srednje velikih areterija, pri kojoj se na
unutrasnjoj povrsini aretrijske stijenke odlazu masne naslage (ateromatozne ploce).
Poremecaji metabolizma pojedinih lipoproteinskih Cestica zbog pretjerane sinteze ili
onemogucene razgradnje uzrokuju nakupljanje odredenih vrsta Cestica u krvi. To se
naziva hiperlipoproteinemija. Proliferacija glatkih misi¢nih stanica je glavni proces u
razvoju ateroskleroze. Akumulacija glatkih miSiénih stanica u intimi je posljedica njihove
proliferacije i usmjerene migracije. Dokazano je da je progresija aterosklerotickih lezija
ubrzana kod dijabetesa, premda molekularni mehanizam nije do kraja razjaSnjen. Osim
glatkih misicnih stanica, u razvoju ateroskleroze sudjeluje i LDL (engl. low density
lipoprotein). Kolesterolske naslage i stanicna proliferacija mogu biti toliko veliki da ploca
koja strsi u lumen potpuno zaCepi krvnu Zilu ili znatno smanji krvni protok. Skleroti¢ne
arterije postanu slabije rastegljive, a zbog degeneriranih podrucja u njihovoj stijenci lako
pucaju.

Najvazniji Cimbenik u nastanku ateroskleroze je velika koncentracija kolesterola u
krvnoj plazmi u obliku lipoproteina male gustoe (LDL). U jetri se sintetiziraju
tiracilgliceroli koji se pakiraju sa apolipoproteinima u obliku VLDL (engl. very low
density lipoproteins), koji se transportiraju krvlju do adipoznih tkiva. Manjak inzulina
povecava ucinkovitost lipaze ovisne o hormonu i oslobadanje masnih kiselina iz masnog
tkiva. Neenzimatska glikacija LDL, prirodna kemijska modifikacija liznskih ogranaka
apolipoproteina B (apo-B), ima utjecaj na povecani rizik od ateroskleroze u pacijenata
koji boluju od DM, jer se tako glicirani LDL veZe na receptore na membranama

endotelnih stanica i monocita, aktivira ih i potiCe njihovu proliferaciju u intimu. Smatra



se da je glikacija proteina pocCetni dogadaj vaskularnih komplikacija kod dijabetesa.

Tijekom procesa proliferacije se ukljucuje kaskada MAP kinaza.

2.3. NEFROPATIJA

Zbog smanjene proizvodnje inzulina smanjuje se iskoriStavanje glukoze, pa
njezina koncentracija u plazmi moze dosegnuti i do 17-66 mmol/L. Zbog tako visoke
koncentracije glukoze u krvi u bubreZzne se kanalice filtrira vise glukoze nego Sto se moze
reapsorbirati, stoga se ona prelijeva u mokracu (pojava povisene koncentracije glukoze u
urinu se naziva glukozurija) i uzrokuje poliuriju (pojacanu diurezu). Dijabetes je
poremecaj koji je najvise povezan sa nastankom ESRD (engl. end stage renal disease) u
SAD-u, Europi, Juznoj Americi, Japanu, Indiji i Afrci. Dijabeticka nefropoatija je glavni
poremecaj koji se javlja uslijed DM, a rezultira visokom stopom smrtnosti (Park i Min,
2005). Do nefropatije dolazi zbog poremecaja stanica proksimalnih tubula (Park i Min,
2005; Park i sur.,, 2001; 2002). Nefropatija izazvana dijabetesom zapocCinje

mikroalbuminurijom, prelazi u azotemiju te kulminira ESRD-om.

2.4. RETINOPATIJA

Dijabeticka retinopatija posljedica je djelovanja povecane razine Secera u krvi na
krvne Zile oka. BuduCi da je oCna le¢a tkivo koje ne ovisi o inzulinu, povecana
koncentracija glukoze dovodi do aktivacije brojnih metaboliCkih puteva za razgradnju
glukoze. Jedan od najbolje proucenih puteva je sorbitolski put. Djelovanjem enzima
aldozne reduktaze glukoza se pretvara u sorbitol te dolazi do njegovog unutarstanicnog
nagomilavanja i povecanja unutarstanicne osmolalnosti. Posljedica je ulazak vode u
stanicu i stani¢no bubrenje koje remeti njezinu funkciju i uzrokuje oStecenje.

Najraniji stadij te bolesti poznat je pod nazivom neproliferativna dijabeticka
retinopatija. U toj fazi, arterije mreznice postaju oslabljene i pocinju propustati plazmu i
krvne stanice, zbog Cega nastaju sitna, toCkasta krvarenja. U makuli (Zutoj pjegi) moze se

pojaviti zadebljanje (edem) Sto dovodi do smanjenja vidne oStrine.



Tezi stupanj bolesti naziva se proliferativna dijabetiCka retinopatija. Zbog
smanjene opskrbe mreznice Kisikom i posljedicne ishemije, stvaraju se nove krvne Zile
(organizam na taj naCin Zeli povecati dopremu krvi i Kisika u ugroZeno podrucje). No,
nove krvne Zile loSije su kvalitete i lako pucaju te moZe doci do krvarenja u staklovinu
(unutraSnjost oka) zbog Cega osoba moZe vidjeti "lebdeCe mutnine” i mrlje pred
zahvacenim okom, a vid moZe biti i znatnije smanjen. U zadnjem stadiju bolesti, daljnji
rast abnormalnih krvnih zila i stvaranje vezivnih oziljaka unutar oka uzrokuju ozbiljne
komplikacije kao Sto su odljepljenje mreznice i glaukom (oSte¢enje vidnog Zivca zbog

povisenog ocnog tlaka) s posljedi¢nim potpunim gubitkom vida.

2.5. NEUROPATIJA

Nastanak slobodnih kisikovih radikala, kao posljedica hiperglikemije, ima glavnu
ulogu u patogenezi dijabeticke neuropatije (Celik i Erdogan, 2008; Brownlee, 2001).
Ovisno o tome koji su Zivci zahvaceni, pacijenti koji boluju od dijabetiCke neuropatije
osjecaju simptome kao Sto su ukoCenost, trnci ili bol u stopalima, nogama, rukama i
Sakama, znojenje, dijareja ili konstipacija, vrtoglavice i slabost. Mnogi patogeni faktori
koji uzrokuju dijabetiCku neuropatiju su medusobno povezani. Hiperglikemija potice
promjene u poliolnom putu te uzrokuje akumulaciju osmolita (sorbitol, taurin,
glicerofosforil kolin, visoka razina aldoza reduktaze) koji uzrokuju smanjenu aktivnost
Na'/K" adenozintrifosfataze. Posljedino, dolazi do zadrzavanja natrija, stani¢nih edema i
lize stanice (Kannan, 2000; King i Brownlee, 1997). Lokalna ishemija potiCe stanjivanje
bazalnih membrane, proliferaciju endotelnih stanica, anomalije u kontraktilnosti krvnih
Zila, hipoksiju i okluziju. Redoks status stanice je smanjen, dok je poveéana razina
reaktivnih oblika kisika. Proizvodi pojaCane glikacije potiu autooksidaciju glukoze,

promjene endotela, promjene makrofaga i smanjivanje NO.

2.6. UPALE

Pretpostavlja se da je diabetes mellitus tipa 2 povezan s bolestima imunoloskog

sustava (Devaraj i sur., 2005; Pickup, 2001; Jialal i sur., 2002). Dokazi za pojacane upale
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u jedinki oboljelih od dijabetesa ukljucuju povisenu razinu prototipskog upalnog biljega
C-reaktivnog proteina, kao i proupalnih citokina TNFa i interleukina 6 (IL-6) (Devaraj i
sur., 2005; Jialal i sur., 2002). Od svih proupalnih citokina, IL-6 ima glavnu ulogu u
razvoju dijabetesa i kardiovaskularnih bolesti (Devaraj i sur., 2005; Dandona i sur.,
2004; Jain i sur., 2003). Stovise, dokazano je da u ateroskleroti¢nim lezijama dolazi do
iznimnog povecanja razine IL-6 mRNA i proteina (Devaraj i sur., 2005; Sukovich i sur.,
1998). IL-6 je glavni induktor odogovora u ranoj fazi (C-raktivnog proteina i amiloida A)
te potiCe otpornost na inzulin (Devaraj i sur., 2005; Pickup, 2001). Isto tako, zamijecena
je povisena razina IL-6 u pacijenata oboljelih od DM tipa 1. U molekularnom mehanizmu
kojim se pojacano otpusta IL-6 iz monocita u stanju hiperglikemije posreduju PKC preko
p38MAPK | NF-kB, sto rezultira povisenom razinom mRNA | proteina IL-6. Ranije je
pokazano da je otpustanje IL-6 (potaknuto superoksidima) iz monocita u stanju povisene
razine glukoze posredovano proteinom PKC-a. Stoga je Devaraj dokazao da inihibitori
ROS ne uspijevaju potaknuti oslobadanje IL-6 iz monocita u stanju poviSene razine

glukoze.
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3. FLAVONOIDI

Postoji viSe od 4000 strukturno jedinstvenih flavonoida otkrivenih u biljkama

(Middleton i sur., 2000; Harborne i sur., 1975; Harborne, 1986). Primarno se prepoznaju

u jesen kao razliCite nijasne Zute, narancaste i crvene boje cvjetova (Middleton i sur.,

2000; Timberlake i Henry, 1986; Brouillard i Cheminant, 1988). NajceScCe su zastupljeni

u vocu, povrcu, oraSastim plodovima, sjemenkama. travama, zacCinima, stabljikama,

cvjetovima, kao i u Caju i crvenom vinu. Vrlo su zastupljeni i u citrusima (Middleton i

sur., 2000; Kefford i Chandler, 1970), i drugim izvorima hrane koje svakodnevno

konzumiramo. Flavonoidi su molekule malih molekularnih masa, a po kemijskom sastavu

su fenilobenzo-pironi, s karakteristichom strukturom od tri prstena (slika 4). Obzirom na

supstituente, dijele se na nekoliko skupina: 1) flavanoli, 2) antocijanidini te 3) flavoni,

flavanoni i halkoni.

Tablica 1. NajceS¢e skupine flavonoida i supstituenti na C-atomima
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s Elavonoids
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Felarganidin H H OH CH H H
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Slika 4. Glavne skupine flavonoida (kemijske strukture) (Preuzeto iz: Middleton I
suradnici, 2000).

3.1. UCINAK FLAVONOIDA U LIJECENJU SECERNE BOLESTI

3.1.1. POZITIVNO DJELOVANJE FLAVONOIDA NA ENZIMSKE SUSTAVE

3.1.1.1. KINAZE

Protein kinaza C (PKC) je Ser i Thr-fosoforilirajui enzim, koji sudjeluje u
brojnim stani¢nim funkcijama, ukljuCujuci poticanje tumora, mitogenezu, sekrecijskie
procese, funkcije upalnih stanica i T-limfocita (Middleton i sur., 2000; Nishizuka, 1986;
1988; 1995). Graziani i suradnici su dokazali da kverecin, iz porodice flavonoida, djeluje
na smanjenje aktivnosti ovog enzima vezuéi se za ATP i GTP vezno mjesto
(kompeticija).

Opisan je i veliki broj protein tirozin kinaza (PTK), koje sudjeluju u regulaciji

stanicnih transformacija i staniCnog rasta, genskoj ekspresiji, interakcijama izmedu
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stanica, stani¢noj pokretljivosti i njihovom obliku. Akiyama i suradnici (1987) su

dokazali da genistein inhibira PTK.

3.1.1.2. FOSFOLIPAZA A,

Fofsoliapaza A, (PLA,) je enzim ukljuCen u brojne aktivacijske stani¢ne procese,
katalizira hidrolizu fosfolipida koji su esterificirani na drugom C-atomu glicerolske
oksnice. Arahidonska kiselina je obicno esterificirana na ovoj poziciji te aktivnost PLA
otpusta arahidonsku kiselinu kako bi se mogla ukljucCiti u puteve djelovanja
ciklooksigenaze (CO) i lipooksigenaze (LO). PLA; je vjerojatno vazan unutar- i
izvanstanicni posrednik u uplanim procesima (Middleton i sur., 2000; Pruzanski i Vadas,
1991). Lee i suradnici (1982) su dokazali da je kvercetin inhibitor PLA; u ljudskim

leukocitima.

3.1.1.3. FOSFOLIPAZA C

Premda nije direktno odreden utjecaj flavonoida na aktivonst PLC, poznato je da
je za aktivaciju PLC-y potrebna fosforilacija pomoc¢u PTK. Posljedi¢no, inhibicijom PTK
flavonoidima, inihibira se i aktivacija PLC, a time i nastanak inozitol 3-fosfata (IPs) i
diacilglicerola (DAG). Ranije istrazivanje Cockcrofta (1982) inidirektno je pokazalo

inhibiciju PLC kvercetinom, no mehanizam jo$ uvijek nije poznat.

3.1.1.4. ALDOZA-REDUKTAZA

Enzim aldoza reduktaza je ukljuCen u patogenezu katarakte kod jedinki oboljelih
od dijabetesa. Ovaj enzim Katalizira redukciju glukoze i galaktoze do njihovih poliolnih
oblika (sorbitol), uz oksidaciju NADPH do NADP™. Unutarstani¢na akumulacija sorbitola
doprinosi  kroni¢nim poremecajima dijabetesa, kao Sto su periferna neuropatija,
retinopatija i katarakt (Koukoulitsa i sur., 2005; Kinoshita i Nishimura, 1988). Ilwu i

suradnici  (1989) su pokazali da bioflavonoidi imaju inhibirajucu aktivnost na ovaj
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enzim. Koukoulitsa i suradnici (2006) su istrazili djelovanje pet razlicitih bioflavonoida
izoliranih iz biljke Origanum wvulgare L. ssp. hirtum na aktivnost alodaza reduktaze:
kafeinske kiseline, ruzmarinske kiseline, litospermiCke kiseline, 12-hidroksijasmonska
kiselina 12-O-B-glukopiranozida i p-menth-3-ene-1,2-diol 1-O-B-glukopiranozida. Svaki
od ovih spojeva je uzrokovao znaCajnu inhibiciju aldoza reduktaze, dok se kao najjaci

inhibitor pokazala litospermska kiselina.

3.1.2. ANTIOKSIDACIISKA SVOJSTVA FLAVONOIDA

Obrana od ROS pomocu antioksidacijskog sustava (enzimskog i neenzimskog) je
bitna za prezivljavanje organizma. Enzimski dio antioksidacijskog sustava ukljucuje
aktivnost enzima superoksid-dismutaze, katalaze i glutation-peroksidaze. Neenzimski
antioksidansi su manje specificni, no takoder sudjeluju u skupljanju slobodnih radikala.
Dijele se na antioksidanse topljive u vodi (askorbinska kiselina i urati) te antioksidanse
topljive u lipofilnim otopinama (ubikvinoli, retinoidi, karotenoidi i tokoferoli). Rice-
Evans i Miller (1999) dokazali su da kvercetin, mirecitin, kampferol i katehin djeluju
ucinkovito u sakupljanju slobodnih radikala. In vivo istraZzivanja pokazala su da katehini
zelenog €aja djeluju na ukupno povecanje aktivnosti antioksidacijskog sustava plazme
(Crespy i Williamson, 2004; Yokozawa i sur., 2002; Skrzydlewsa i sur., 2002). Fu-Liang
i suradnici (2006) su proucavali utjecaj puerarina na ativnost antioksidacijskog sustava.
Puerarin je flavonoid izoliran iz kineske biljke Pueraria lobata, a pokazalo se da ima
zastitnu ulogu protiv H,0,-induciranog stresa u stanicama gusteraCe. Poznata je i zastitna
uloga reservatrola (fitoaleksina koji je dosta zastupljen u grozdu i crvenom vinu) u stanju
oksidativnog stresa. Prehrana bogata vo¢em i povréem povezana je sa smanjenim rizikom
od bolesti koronarnih arterija, reumatoidnog artiritisa i karcinoma, zbog zaStitnog
antioksidativnog djelovanja vitamina C, E i [B-karotena (Prior, 2003). Antocijani i
antocijanidini imaju antioksidativna svojstva (Prior, 2003; Wang i sur., 1997).
Najzastupljeniji antocijanidin je cijanidin, pronaden u vise od 90% vrsta voca (Prior,
2003; Macheix i sur., 1990). Koncentracija antocijanina (mg/100 g svjeZe mase) varira od
0,25 kod krusaka do 500 u borovnicama (Prior, 2003; Macheix i sur., 1990), dok je
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antocijaninima (>20 mg/100 g svjeZe tvari) najbogatije jako obojeno (tamno-ljubicasto i
crno) bobicasto voce.

Flavonoidi imaju zastitnu ulogu u bolestima koronarnih arterija, djeluju¢i na
nekoliko procesa: smanjuju oksidaciju LDL, povecavaju razinu HDL te smanjuju
kardiovaskularne upale. Dokazano je da flavonoidi iz zelenog Caja imaju aktivnosti slicne
inzulinu (Tsung i Cheng, 2005, cit. Anderson i Polanski, 2002). Ojewole (2006) je
proucio pozivitvan ucCinak sastojaka iz kore drveta Harpephyllum caffrum, koje se
tradicionalno koristi u narodnoj medicini u Africi. HCE (engl. Harpephyllum caffrum
extract) pokazuje pozitivni uCinak u lijeCenju dijabetesa (ima hipoglikemijska svojstva)
te snizuje krvni tlak (tj. djeluje antihipertenzivno). Buduci da je primijeCeno da ekstrakt
smanjuje ili zaustavlja uCinak noradrenalina, moglo bi se pretpostaviti da mehanizam
djelovanja, makar djelomicno, ide preko adrenergicnog puta. Medutim, detaljnija
istraZzivanja su svakako potrebna. Poznato je da H. caffrum posjeduje mnostvo
polifenolnih spojeva, kampferol i druge flavonoide, stoga nije nerazumno pretpostaviti da
su neki od ovih polifenolnih spojeva i flavonoida odgovorni za primijeena

hipoglikemijska i hipotenzivna svojstva ekstrakta (Ojewole, 2006).
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4. PROIZVODI PCELA U KONTROLI DM

4.1.PROPOLIS

Propolis je ljepljivi smolasti materijal koji pCele (Apis mellifera L.) sakupljaju iz
razliCitih biljaka te ga mijeSaju sa voskom i drugim sekretima. Po svojem kemijskom
sastavu, propolis je uglavnom sacinjen od flavonoida, aromatskih kiselina i estera,
aldehida i ketona, masnih kiselina i estera, terpena, steroida, ugljikovodika, alkohola,
hidroksibenzena i drugih spojeva (Fuliang i sur., 2004; Marcucci i sur., 2001; Marcucci,
1995). Propolis se i u proslosti koristio u narodnoj medicini zbog osobitih bioloskih i
farmakoloskih svojstava: protuupalnih (Okutan i sur., 2004; Michaluart i sur., 1999),
antioksidacijskih (Okutan i sur., 2004; Rao i sur., 1992; Sudina i sur., 1993),
antikarcinogenih (Okutan i sur., 2004; Chen i sur., 2001), antiviralnih (Okutan i sur.,
2004; Fesen sur., 1994) i imunoprijenosnih (Okutan i sur., 2004; Park i Khang, 1999).
Nedavna istraZivanja pokazuju da propolis ima antidijabeticka svojstva te da moze biti
bitan faktor u kontroli razine glukoze u krvi. Dokazano je da su najvazniji farmakoloski
sastojci propolisa flavonoidi, premda rezultati ukazuju i na postojanje nekih drugih
supstanci koje su topljive u vodi, jer je poznato da postoje razliCiti protuupalni
mehanizmi ovisno o tome je li uzorak propolisa dobiven ekstakcijom s etanolom ili
vodom (Fuliang i sur., 2004; Hu i sur., 2003).

Jedan od glavnih sastojaka propolisa je CAPE (engl. caffeic acid phenethyl
esther), spoj slican flavonoidima. Kako bi istrazili antioksidacijska svojstva propolisa,
Okutan i suradnici (2004) pratili su uCinak CAPE na antioksdativni status sr¢anog tkiva u
Stakora sa STZ-induciranim DM. Mijerili su razinu malondialdehida (MDA)-zavrSnog
proizvoda u reakcijama lipidne peroksdacije, aktivnost superoksid-dismutaze (SOD),
katalaze (CAT) i glutation-perkosidaze (GSH-Px). Smanjena razina MDA u Stakora
obradenih s CAPE u odnosu na kontrolnu skupinu ukazuje na to da je CAPE glavni faktor
u zastiti sr€anog tkiva od oksidacijskog stresa izazvanim dijabetesom. Pojacana aktivnost
CAT (aktivna u uvjetima poviSene koncentracije vodikovog peroksida) i SOD (Stiti
stanice od toksicnih uCinaka superoksidnih radikala) ukazuje na visoku razinu

oksidativnog stresa u srcanom tkivu Stakora sa DM. Medutim, u Stakora koji su obradeni
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s CAPE je aktivnost CAT i SOD smanjena, §to upucuje na zakljucak da CAPE veZe na
sebe slobodne kisikove radikale i sprijeCava oksidativni stres u sr¢anom tkivu. Drugo
istrazivanje je pokazalo da CAPE uzrokuje vidljivo smanjenje aktivnosti GSH-Px i
poviSenje razine GSH u mozgu Stakora sa STZ-induciranim DM (Celik i Erdogan, 2008).
Istrazivanje Fulianga i suradnika (2004) pokazalo je da propolis ne samo da pojacava
aktivnost i ubrzava regeneraciju i popravak stanica gusSteracCe i ostalih tkiva, nego da ima i
terapeutska svojstva u lijeCenju dijabetesa, jer privremeno moze smanjiti razinu glukoze u
krvi. Isto tako, propolis mijenja razinu lipida u krvi, smanjuje ukupnu razinu kolesterola u
krvi, smanjuje viskoznost krvi te na taj naCin usporava aterosklerozu i poboljSava
cirkulaciju (Fuliang i sur., 2004; Stefano i Francesco, 2002; Burdock, 1998; Lin i sur.,
1999, Frang i sur., 2000; Karsten, 2001). Na kraju, propolis znac¢ajno smanjuje razinu NO
i NOS, 5to upucuje na to da smanjuje aktivnost NOS (a na taj nacin i razinu NO) i tako

Stiti endotelne stanice krvnih Zila.

4.2.MED

Med se koristi u lijeCenju bolesti respiratornog, urinarnog i gastrointestinalnog
sustava, koznih Cireva, rana, ekcema, psorijaze i peruti (OrSolic i BaSi¢, 2008; Al-Waili i
sur., 1999; Molan, 1999; Zaghloul i sur., 2001). Reducira upale, edeme, luCenje, ubrzava
ozdravljenje, stimulira regeneraciju tkiva, ubrzava zacjeljenje rana i potiCe epitelizaciju
(Orsoli¢ i Basi¢, 2008; Bergman i sur., 1993; Oryan i Zaker, 1998). Med potiCe i
proliferaciju B i T limfocita i stimulira monocite na otpustanje citokina, koji aktiviraju
imunoloski odgovor.

Kemijski sastav meda je vrlo sloZen. Sastoji se od SeCera i mnogih drugih
potencijalno aktivnih spojeva. Na vodu otpada 18-20% sastava meda, koji se sastoji od
glukoze, fruktoze, vitamina A, B-kompleksa, C, D, E, K i B-karotena, kao i minerala,
antioksidanasa, aminokiselina i enzima. Neobradeni med ima najveée medicinske i
nutritivne vrijednosti. Minerali ukljucuju kalcij, bakar, zeljezo, magnezij, mangan, fosfor,
kalij, natrij i cink. Unos meda prehranom djeluje na metabolizam glukoze kako kod
zdravih osoba, tako i kod bolesnika oboljelih od dijabetesa. Kod zdravih osoba, unosom

saharoze u organizam se postizu puno vece razine Secera u krvi, nego li unosom meda
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(Orsoli¢ i Basic¢, (2008); Samanta i sur., 1985). Istrazivanje koje su proveli Waili i
suradnici (1999) je pokazalo da inhalacijom meda u koncentraciji od 60% kod zdravih
jedinki dolazi do smanjenja razine glukoze u krvi, porasta razine inzulina i C-peptida u
plazmi te blagog porasta PEFR (engl. peaked expiratory flow rate). Kod osoba oboljelih
od dijabetesa je inhalacija meda uzrokovala znacajno smanjenje razine glukoze u Krvi.
Kod pacijenata koji boluju od hipertenzije, inhalacija meda je uzrokovala smanjenje
sistolickog i dijastolickog tlaka.

Med sadrZzi mnoge sastojke, uklju€ujuci i glukozu i fruktozu. Mehanizam kojim djeluje
na razinu glukoze u krvi, krvni tlak i PEFR nije do kraja razjasnjen, no zna se da male
koliCine fruktoze djeluju na povecanje primanja glukoze u jetri, i pohrane glikogena, kao
I da smanjuju glikemiju i razinu inzulina.

Shamala i suradnici (2000) pokazali su da med potiCe rast bakterija koje
iskoriStavaju mlijeCnu kiselinu u crijevnoj mikroflori (Lactobacilli i Bifidobacteria).
Pretpostavlja se da je mehanizam probiotickog djelovanja odreden kompeticijom za
adhezijske receptore na crijevnom epitelu, kompeticijom za nutrijente, stvaranjem
antibakterijskih supstanci i stimulacijom imunoloSskog sustava. Prema Bazzaru i
suradnicima (1983), kulture iz jogurta imaju hipokolesteromi¢ne ucinke. Poznato je da
crijevna mikroflora razgraduje Zucne Kiseline. Kolesterol je prekursor Zucnih Kiselina,
koje su esencijalne za metabolizam masti. Kad uslijed ekskrecije opadne razina kiselina,
vece koliCine Kkolesterola Ce biti usmjerene u proizvodnju Zucnih kiselina. Zahvaljujuci
crijevnoj mikroflori, javlja se smanjena razina kolesterola, Sto moze rezultirati

smanjenjem bolesti srca i krvoZilnog sustava te jetrenih tegoba.

4.3.VOSAK

Polikosanol je vostani C,-Cs4 alkohol koji se prirodno nalazi u pcelinjem vosku,
rizi, zelenom povrcu, pSenici, palmi Serenoa repens i Secernoj trski. Nedavno su
kubanski znanstvenici otkrili da 5-20 mg polikosanola dnevno moze znatno utjecati na
razinu lipida u serumu. Polikosanol smanjuje ukupni kolesterol (engl. total cholesterol;
TC) i LDL te povecava HDL (engl. high density cholesterol), tako $to inhibira sintezu i
potiCe degradaciju LDL.
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6. SAZETAK

Diabetes melliuts je metabolicki i hormonalni poremecaj za koji je karakteristicna
trajna hiperglikemija. Nastaje kao rezultat nedovoljnog izlu€ivanja hormona inzulina,
nedovoljnog odgovora ciljnih stanica na inzulin, ili kombinacije ovih dvaju faktora.
Inzulin izlu€uju B-stanice Langerhansovih otocica u gusterai kao odgovor na poveéanu
razinu glukoze u krvi. Hiperglikemija moze toliko uznapredovati da dosegne i grani¢nu
vrijednost razine glukoze u bubrezima, nakon Cega prelazi u urin. Isto tako, nedostatak
glukoze kao izvora energije na stani¢noj razini znaci da organizam mora prijeci na druge
izvore energije-masti, pa ¢ak i miSi¢no tkivo. Zbog ovako poremecenog metabolizma
javljaju se tipicni simptomi karakteristicni za dijabetes: povecana proizvodnja urina, Zed
te gubitak tezine. Kao posljedica dijabetesa se javljaju razne bolesti, od kojih su najvise
zastupljene ateroskleroza i bolesti koronarnih arterija, neuropatija, nefropatija, katarakta i
razliCiti upalni procesi.

Jos u pradavna vremena ljudi su prepoznali da neke biljke imaju povoljne ucinke
u lijeCenju bolesti te se tako pocCela razvijati narodna medicina. Biljke koje se najceSce
koriste u narodnoj medicini su voce, povrée, oraSasti plodovi, sjemenke, trave, zacini,
cvjetovi, zeleni Caj, crveno vino te citrusi. Eksperimentalno je dokazano da sve ove biljke
obiluju flavonoidima, prirodnim biljnim pigmentima za koje se ispostavilo da imaju jaka
antioksidativna djelovanja. Buduci da u prvom redu djeluju kao antioksidansi, flavonoidi
imaju izuzetno povoljne ucinke na ljudsko zdravlje, jer osiguravaju normalno odvijanje
razliitih enzimskih i neenzimskizh procesa na molekularnoj razini. Upravo zbog tih
svojstava mogu biti korisni u usporavanju razvoja bolesti, pa ¢ak i u prevenciji. lako su
danas prilicno poznati mehanizmi kojima flavonoidi djeluju na molekularnom nivou,
potrebno je jo$ puno istraZzivanja kako bi se do kraja razjasnilo njihovo pozitivno

djelovanje na cjelokupni organizam.
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7. SUMMARY

Diabetes mellitus is metabolic and hormonal disorder characterized by persistent
hyperglycaemia, resulting either from inadequate secretion of hormon insulin, an
inadequate response of taregt cells to insulin, or a combination of these factors. Insulin is
secreted by the beta cells of the islands of Langerhans in the pancreas in response to
increased levels of glucose in the blood. Hyperglyceamia may improve and if this level
exceeds renal treshold, it passes into the urine. Also, the lack of glucose as an energy
source at the cellular level means that the organism has to use its stores of fat and even
muscle tissue as an alternative energy source. As a result of such degenerated
metabolism, there are typical symptoms of diabetes: poyuria, thirst and loss of weight.
Consequently, diabetic patients develope various diseases, such as atherosclerosis,
coronary artery diseases, neuropathy, nephropathy, katarats and inflammatory diseases.

In ancient times humans recognized that some plants have beneficial effects in
treatment of various diseases. Plants that are most commonly used in folk medicine are
fruits, vegetables, nuts, seeds, herbs, spices, green tea, red wine and citruses. It has been
experimentally demonstrated that all of these plants contain lots of flavonoids, natural
plant pigments that have strong antioxidant activity. Since that they act as an
antioxidants, flavonoids have beneficial effect on human health, because they ensure
normal progression of various enzymatic and nonenzymatic reactions at a molecular
level. Exactly because of these characteristics they can be useful in preventing of many
diseases. Altohugh today we know pretty much about mechanisms trough which
flavonoids act on a molecular level, extensive investigations are needed how we could be

sure of their positive effects on the whole organism.
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