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SUMMARY

It is believed that the hyperglycemia is the major reason of the
development of late diabetic complications, such as retinopathy,
neuropathy and nephropathy, macrovascular disease, Alzheimer’s
disease, cataract. One of the hypotheses, explaining the correla-
tion between high glucose levels in blood and the development
of long-term complications is protein dysfunction, resulting from
protein glycation. Protein glycation is initiated by the reaction of
nucleophilic addition between a free amino group from protein
and carbonyl group from reducing sugar (and their derivatives).
It results in formation of Schiff Base, which rearranges to a more
stable product — Amadori product, converted to advance glyca-
tion end-products (AGEs). It has been documented that AGEs
accumulated in tissues, impaired the protein’s structure and func-
tion. So far, there is no effective treatment against AGEs forming,
which has passed clinical trials. There are many researches testing
antyglicative properties of polyphenol plant’s extracts. Polyphenols
are aromatic polyhydroxy compounds of the group of phenols,
naturally occurring in plants. They are antioxidants, dyes, in-
secticides and fungicides, protection from ultraviolet radiation.
Among these, phenolic compounds have received considerable
attention for their biological effects, antiplatelet, cardioprotec-
tive, anti-inflammatory, antioxidant, antiproliferative, diuretics.
Antyglicative properties of plant extracts and commercially avail-
able polyphenols were analyzed both as well. This article focus
on protein glycation, related consequences and the role of a diet
rich in fruits and vegetables preventing and reducing the adverse
effects of hyperglycemia.
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Wstep

Uwaza sie, iz hiperglikemia, charakterystyczna dla
przebiegu cukrzycy, jest gtéwna przyczyna standéw
patomorfologicznych zwigzanych z ta choroba. Wsréd
p6Znych powiktan cukrzycy, bedacych nastgpstwem mi-
kro- i makroangipatii, mozemy wymieni¢ retinopatie,

neuropatie, nefropatie, katarakte, miazdzyce i choro-
be Alzheimera (1). Wsrdéd wielu hipotez, prébujacych
wyjasni¢ zwiazek migdzy wysokim stezeniem glukozy
we krwi a rozwojem pozZnocukrzycowych powiktan,
zwraca si¢ uwage na znaczenie dysfunkc;ji biatek, spo-
wodowanej ich potranslacyjnymi nieenzymatycznymi
modyfikacjami, wsréd ktérych dominujaca role przy-
pisuje si¢ nieenzymatycznej glikozylacji, tzw. glikacji
biatek. Glikacja i towarzyszaca jej glikooksydacja,
przyczyniaja sie do powstania tzw. koficowych produk-
tow zaawansowanej glikacji (AGE). Prowadzone sa
liczne badania nad mechanizmem powstawania AGE
oraz znalezieniem skutecznej terapii w zapobieganiu
jej powstawania w organizmie. Coraz czeSciej mowi si¢
o przeciwglikacyjnych wtasciwoSciach polifenolowych
ekstraktow roslinnych, ktére uwaza si¢ za potencjalny
terapeutyk chroniacy przed niekorzystnym wplywem
glukozy na tkanki i narzady organizmu ludzkiego.

Koncowe produkty poznej glikacji biatek

Nieenzymatyczna N-glikozylacja biatek, zwana
potocznie glikacja, jest zjawiskiem zachodzacym w
kazdym zywym organizmie. W jej wyniku dochodzi
do wytworzenia wigzania miedzy grupa karbonylowa
cukrowca (glukozy, galaktozy, fruktozy) lub jego po-
chodnych (glioksal, metyloglioksal, 3-deoksyglukoson,
sorbitol, aldehyd glicerynowy), a pierwszorzgdowa
aminowg grupa biatka (1-3). Proces ten nasilony jest
gléwnie w stanach hiperglikemii, charakterystycznej
dla przebiegu cukrzycy. W wyniku szeregu przemian
glukozy (np. autooksydacji, reakcji szlaku poliolowe-
go) powstaja inne niz glukoza cukry i ich pochod-
ne (sorbitol, fruktoza, galaktoza i a-oksyaldehydy:
glioksal, metyloglioksal, aldehyd glicerynowy), cha-
rakteryzujace sie obecnoscia silnie reaktywnej grupy
karbonylowej. Wykazuja one silne powinowactwo do
N-terminalnych grup aminowych lizyny i argininy.
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W wyniku ataku nukleofilowego karbonyli na grupy
aminowe bialek powstaja labilne zasady Schiffa, ktore
poprzez liczne przegrupowania (reakcje Amadoriego)
przeksztalcaja sie w produkty Amadoriego. Z uply-
wem tygodni zwiazki te podlegaja reakcjom oksydacji,
dehydratacji, fragmentacji i kondensacji z innymi
grupami aminowymi w biomakroczasteczkach (reakcje
Maillarda), ktérych efektem jest powstanie tzw. koni-
cowych produktow zaawansowanej glikacji (advanced
glycation end-products, AGEs). Do tej pory zidentyfi-
kowano okoto pietnascie produktéw zaawansowanej
glikacji biatek, wsrdd nich pentozydyne, karboksy-
metylolizyne, pyrraling, argpirymidyne, pochodne
imidazolowe (1). Udowodniono, iz nagromadzone w
tkankach struktury AGE upoSledzaja funkcje bialek
ustrojowych organizmu, zmieniaja strukture macierzy
pozakomodrkowej i wlaSciwosci enzymoéw, zwiekszaja
stres oksydacyjny i karbonylowy, a wszystko to prowa-
dzi do licznych niekorzystnych zmian funkcjonalnych
tkanek i narzadow (1, 3-5).

AGE w cukrzycy

Biatkami najbardziej narazonymi na zaawanso-
wana glikacje w stanach hiperglikemii sa biatka dtu-
go zyjace, tj. kolagen, krystalina, biatka macierzy
zewnatrzkomoérkowej. Rowniez albumina, enzymy,
np. cyklooksygenaza, insulina, dehydrataza kwasu
d-aminolewulinowego (ALA-D), hemoglobina, nara-
zone sa na modyfikacje, lecz z uwagi na kroétki czas
obrotu metabolicznego tych biatek, modyfikacje te
prowadza do powstania weczesnych produktow glika-
cji, niezostawiajacych trwalych zmian w organizmie.
Skutkiem dlugotrwajacych przemian jest powstawanie
usieciowan w biatku, powstawanie nowych wiazan, od-
szczepianie grup hydroksylowych i karbonylowych, jak
rowniez addycja nowych grup funkcyjnych. Zwigzane
jest to ze zmianami strukturalnymi biatek, zmniejsza-
niem ich rozpuszczalno$ci, powstawaniem usieciowan
(cross-linkow), utrata wiasciwosci funkcjonalnych
enzyméw. Produkty autooksydacji glukozy i obecnosé
zwiazkéw z reaktywnymi grupami karbonylowymi,
przyczyniaja sie do wzrostu stresu oksydacyjnego i kar-
bonylowego w komérkach. Uwaza sie, ze AGE przy-
czyniajg sie rowniez do zainicjowania reakcji zapalnej
w organizmie. Znajdujace sie¢ na komoérkach receptory
dla AGEs — RAGE - po potaczeniu z ligandami na
komorkach srédbtonka i leukocytach, aktywuja je do
wytwarzania cytokin zapalnych i biatka CRP.

Wymienione zjawiska skutkuja niszczeniem tkanek
i narzadéw, dysfunkcja biatek strukturalnych i enzy-
moéw. W przypadku modyfikacji kolagenu w Scianach
naczyn krwionos$nych, dochodzi do ich sztywnienia,
wzrostu ciSnienia krwi i w nastepstwie — rozwoju cho-

réb sercowo-naczyniowych (1, 6), ktore sa przyczyna
$mierci u ponad potowy chorych na cukrzyce (wg
raportéw WHO). Niszczenie naczyn krwiono$nych o
charakterze mikroangiopatii ma swoéj udzial w rozwo-
ju retinopatii. Trwata ekspozycja krystaliny — biatka
obecnego w soczewce oka — na zwiazki z reaktywna
grupa karbonylowa, skutkuje rozwojem katarakty (2).
Innym stanem patofizjologicznym, bedacym nastep-
stwem hiperglikemii, jest polineuropatia cukrzycowa
lub choroba Alzheimera. Gromadzona w komérkach
uktadu nerwowego glukoza i produkty jej przemian
zwickszaja stres oksydacyjny i karbonylowy, powoduja
wzrost stezenia sorbitolu i fruktozy w komorkach
Schwanna i w aksonach pnia mézgu, zmniejszaja ilo§¢
mioinozytolu (7). Zaburzona gospodarka sodowo-
-potasowa w neuronach powoduje obrzek neuronéw
i mieliny, przyczyniajac si¢ do ich niszczenia. Neu-
ropatie zwiazane sa réwniez z zamykaniem S$wiatla
wlosniczek wewnatrznerwowych, co skutkuje niedo-
tlenieniem i zlym odzywieniem komorek. Podobny
mechanizm uszkodzenia komérek obserwowany jest
w nerkach i prowadzi do stwardnienia ktebuszkéw
nerkowych, witoknienia migzszu nerek, a takze rozwoju
niewydolnos$ci nerek. Wéréd innych stanéw chorobo-
wych nalezy wymieni¢ stope cukrzycowa, sztywnos¢
stawOw 1 zwigckszenie tamliwosci kosci (uszkodzenie
biatek osteocytow i chondrocytéw).

Terapia przeciwglikacyjna

Oprocz skutecznej terapii regulujacej poziom glu-
kozy we krwi, naukowcy probuja znaleZé substancje
interferujace w powstawanie i gromadzenie struktur
AGE w tkankach ustroju, jak rowniez w niszczenie
powstalych juz produktéw pdznej glikacji biatek.

Rozpatruje sie trzy aspekty terapeutyczne (8, 9):

— stosowanie zwiazkéw oligo/poliaminowych kon-
kurujacych z grupami aminowymi biatek o przy-
faczanie reaktywnych grup karbonylowych,

— substancje niszczace produkty usieciowania
biatek (tzw. AGEs-breakers),

— stosowanie zwigzkéw obnizajacych stres oksy-
dacyjny i karbonylowy, np. zmiataczy wolnych
rodnikéw.

Do pierwszej grupy terapeutykéw zaliczamy po-
chodne hydrazyny, np. aminoguanidyne. Zwiazek ten
nie przeszedt préb klinicznych, nie jest stosowany w
praktyce lekarskiej, jednakze trwaja badania kliniczne
nad jego pochodnymi, np. ALT- 946, wykazujacymi
przeciwglikacyjne wlasciwosci w badaniach in vitro oraz
in vivo na zwierzetach. Uwaza sie, iz zwiazki te konku-
rencyjnie wiaza si¢ z grupami karbonylowymi cukréw
redukujacych, chronigc reszty lizynowe i argininowe
biatek ustrojowych przed ich modyfikacja. Podobne
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dziatanie wykazuja leki obnizajace poziom glukozy we
krwi, tj. metformina i pioglitazon. Wykazano, ze bro-
mek fenalcytiazolu i jego pochodna ALT-711, podawa-
ne szczurom z cukrzyca indukowana streptozotocyna,
istotnie statystycznie zmniejszaly sztywnoSc¢ §cian aorty
brzusznej i Sciegien obecnych w ogonach, co moze
Swiadczy¢ o niszczeniu niepozadanych usieciowan w
zmodyfikowanych biatkach. Badania te prowadzone
sa na razie na modelach zwierzecych (8-10).

Ogromne nadzieje poktadane sg w substancjach o
wilaSciwosciach przeciwutleniajacych. W literaturze
pojawia sie coraz wiecej prac dotyczacych przeciwgli-
kacyjnych wtasciwosci ekstraktow roslinnych bogatych
w polifenole.

Polifenole

Polifenole sa to aromatyczne, wielohydroksylowe
zwiazki z grupy fenoli, naturalnie wystgpujace w ro-
Slinach. Petnia one wielorakie funkcje w organizmach
ro§lin: przeciwutleniaczy, barwnikéw, insektycydow i
fungicydéw, chronia przed promieniowaniem ultra-
fioletowym. Ze wzgledu na budowe szkieletu weglo-
wego polifenole podzielono na kilka grup (tab. 1).
Zwiazki te wykazuja szereg interesujacych wtasciwosci
biologicznych. W§rdd nich nalezy wymieni¢ dziatanie
przeciwutleniajace, przeciwzapalne, kardioochronne,
w tym przeciwptytkowe, moczopedne, czy antyproli-

Tabela 1. Klasyfikacja polifenoli.

feracyjne, w tym przeciwnowotworowe. Przyktadem
kardioochronnego dziatania polifenoli jest zjawisko
tzw. francuskiego paradoksu (11, 12). We Francji
zaobserwowano mniejszy wskaznik wystgepowania
incydentow sercowo-naczyniowych, w tym miazdzy-
cy, zawatow serca i udaréw moézgu w stosunku do
mieszkancow innych krajéw Europy Zachodniej (11,
12), pomimo duzego spozycia thuszczow zwierzecych,
naduzywania tytoniu, czy braku aktywnosci fizycznej.
Zjawisko to ttumaczy si¢ regularnym spozywaniem
czerwonego wina, bogatego w zwiazki polifenolowe,
w tym w resweratrol (11, 12). Koncepcja paradoksu
francuskiego akcentuje fakt, iz dieta bogata w sktadni-
ki ro§linne o wysokiej aktywnosci przeciwutleniajacej
moze by¢ skuteczng metoda w profilaktyce chordb
cywilizacyjnych, w tym powiktan cukrzycowych.
Czerwone wino nie jest jedynym tzw. zdrowym
napojem, za$ aktywnos¢ przeciwutleniajaca jedynym
korzystnym dzialaniem zwiazkéw polifenolowych.
Naukowcy z Madrasu analizowali wptyw ekstraktu z
zielonej herbaty na powstawanie AGEs w kolagenie
izolowanym z Sciegien ogondw i Scian aorty szczuréw z
cukrzyca doSwiadczalng indukowana streptozotocyna
(13, 14). Zaobserwowali oni prawie dwukrotny spa-
dek poziomu glukozy we krwi w poréwnaniu z grupa
kontrolna (szczury z hiperglikemig nie karmione
ekstraktem). Fluorescencja struktur AGE obecnych

Szkielet 5
weglowy Grupa Przyktady Zrodio
C.-C pochodne kwasu benzoesowego zurawina, grzyby, kora czere$ni,
CZ-C; i hydroksybenzoesowego kwas galusowy malina, anyz
C-C kumaryny, kumaryna, kawa, fasola, jabtka, rzodkiewka,
673 pochodne kwasu hydroksycynamonowego | kwas kawowy, ferulowy pomidor
C.C, naftochinony juglon, droseron orzech wioski, rosiczka
C,C,-C, ksantony gartanina, garcinon zmijowiec, roélina noni, mangostan
C,C,-Cq stylbeny, antrachinony resweratrol winogrono
flawonoidy:
— flawony luteolina, apigenina rumianek, seler, dalia
— flawonole kwercetyna, kemferol pomidory, brokuty, cebula,
porzeczka
C,-C,-C, — flawanony hesperydyna, naryngenina pomarancze, grejpfruty
— chalkony ksantohumanol chmiel, astrowate
— antocyjany delfinidyna, petunidyna $laz, ogorecznik
— izoflawony daidzeina, genisteina soja
(C,Cy), ligniny, lignany, neolignany enterodiol rosliny strgczkowe
. ; _ winogrono, orzeszki ziemne,
(CsC,-Cy)., taniny skondensowane protoantocyjanidyny owoce morwy, morele
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w homogenatach tkankowych ogondéw szczuréw z
cukrzyca byta dwukrotnie wyzsza w stosunku do war-
toSci rejestrowanych u szczuréw zdrowych i péttora
raza wyzsza w stosunku do szczuréw cukrzycowych
karmionych ekstraktem z zielonej herbaty. Przeciw-
glikacyjnych wtasciwosci zielonej herbaty upatruje sie
w obecnych w tej roslinie polifenololach, np. kofeinie,
epigalokatechinie, epikatechinie, galusanie epigaloka-
techiny i epikatechiny.

Ju-Wen Wu i Chiu-Lan (15) wykazali przeciwgli-
kacyjny wptyw ekstraktu polifenolowego pozyskanego
z gruszli wlaSciwej (Psidium L.) (guajawy). W do-
Swiadczeniach in vitro ekstrakt z liSci gruszli istotnie
zmniejszat zawarto$¢ a-dikarbonyli (o ponad 95%),
jak réwniez obecno$¢ AGE oznaczanych metoda flu-
orescencyjna (Srednio o 70%). DoSwiadczenia, w kto-
rych analizowano wtasciwosci komercyjnie dostepnych
polifenoli zawartych w badanym ekstrakcie, potwier-
dzily ich przeciwglikacyjne wlasciwosci. Wsréd wielu
zwiazkéw obecnych w ekstrakcie z gruszli obecne byly
polifenole: kwasy galusowy, ferulowy, chlorogenowy,
kawowy oraz flawonoidy — rutyna, kwercetyna, kem-
ferol. Szeroki zakres ich wtaSciwosci biologicznych, w
tym przeciwglikacyjnych, sprawily, iz nap6j z gruszli
coraz czesciej stosowany jest jako suplement diety o
wlasciwoSciach prozdrowotnych.

Ponadto Noowaboot i wsp. (16), ktérzy badali w
warunkach in vivo przeciwglikacyjne wlasciwosci eks-
traktu z morwy biatej, zaobserwowali spadek poziomu
glukozy we krwi u szczuréw cukrzycowych karmionych
ekstraktem w stosunku do kontroli (szczury cukrzy-
cowe nie karmione ekstraktem). Stopien redukcji
stezenia glukozy byt poréwnywalny do spadku glu-
kozy we krwi po podaniu insuliny w dawce 4 U/kg.
Roéwniez stezenie glikowanej hemoglobiny we krwi
bylo o ok. 7% nizsze w stosunku do szczuréw cu-
krzycowych, ktérym nie podawano ekstraktu z morwy
bialej. Ta sama grupa naukowcow analizowata rowniez
wplyw tego samego ekstraktu w warunkach in vitro.
Analiza fluorescencji AGE w probkach albuminy
wolowej inkubowanych z glukoza i ekstraktem z mor-
wy wskazala, iz stezenie AGE bylo blisko o potowe
nizsze niz w kontroli, co §wiadczy o zahamowaniu
glikacji i powstawania AGE. Analiza zawartosci po-
lifenoli w lisciach i owocach morwy biatej wykaza-
ta obecnos¢ 3-(6-malonyloglikozydu) kwercetyny,
3-(6-malonyloglikozydu) kemferolu, rutyny, izokwer-
cytryny, astragaliny, tanin, kumaryn — skopoliny oraz
skiminy, fenolokwaséw — kwasu chlorogenowego i
kawowego, jak rowniez terpenow.

PiSmiennictwo podaje, iz zawarty w melisie lekar-
skiej kwas rozmarynowy silnie hamuje proces po-
wstawania AGE (17). W badaniach in vitro ekstrakt

z melisy istotnie obnizat intensywno$¢ fluorescencji
biatka zawartego w poinkubacyjnym roztworze BSA
i glukozy. Technika dichroizmu kotowego potwier-
dzita réwniez ochronny wplyw ekstraktu z melisy na
strukture drugorzedowa albuminy.

Doceniony juz za czaséw prekolumbijskich ostro-
krzew paragwajski, staje sie¢ coraz bardziej popular-
ny w krajach wysokorozwinietych, jako suplement
diety o wlasciwoSciach prozdrowotnych. Uwaza sie,
iz zawiera on wiecej polifenoli niz czerwone wino,
czy zielona herbata, a oprdcz wtasciwosci przeciwza-
palnych i przeciwutleniajacych, wykazuje wtasciwoSci
przeciwglikacyjne (18, 19). Ostrokrzew paragwajski
swoje biologiczne wtasciwosci zawdziecza witaminom
A, B, C, E, taninom, kwasom: chlorogenowemu,
kawowemu, oleinowemu, meta-saponinom i katechi-
nom. Doswiadczenia in vitro wykazaly istotny spadek
zawartoSci struktur AGE w roztworach albuminy
wotowej inkubowanej z metyloglioksalem i ekstraktem
z ostrokrzewu paragwajskiego (18, 19). Warto réw-
niez wspomnie¢ o przeciwglikacyjnych wtasciwosciach
kawy, jarzebiny, tymianku, czarnej porzeczki, jabtek i
wielu innych owocow i warzyw (20, 21).

Podsumowanie

Dotychczas zidentyfikowano ponad 8 tysiecy zwiaz-
kéw polifenolowych. Ich dzienne zalecane spozycie
szacuje si¢ na poziomie 0,5-1 g (11, 22). Zmagania
w zapobieganiu i leczeniu powaznych i nieodwra-
calnych powiktan patofizjologicznych, bedacych na-
stepstwem dtugo utrzymujacej si¢ hiperglikemii w
organizmie ludzkim, sa nadal wyzwaniem dla lekarzy i
naukowcow. W laboratoriach syntetyzowane sg nowe
terapeutyki zapobiegajace powstawaniu, jak rowniez
przyczyniajace sie do degradacji p6Znych produktéw
glikacji biatek. Niniejsza praca, w ktorej przedstawio-
no najbardziej spektakularne wyniki badan poswieco-
nych przeciwglikacyjnym wilasciwo$ciom wybranych
ekstraktow roslinnych bogatych w polifenole, ma
na celu podkreslenie roli diety bogatej w owoce i
warzywa, nie tylko w leczeniu, ale i zapobieganiu
konsekwencjom hiperglikemii.
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