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SOUHRN

Testovani efektu 2’, 3, 4’-trihydroxychalkonu u experimentalniho diabetes mellitus —
pilotni studie

Pilotni studie sledovala efekt 2’, 3, 4’-trihydroxychalkonu u alloxanového diabetu v experimentu.
Zvirata byla metodou ndhodného vybéru rozdélena do dvou skupin (n = 7). Lécené skupiné byl
podavéan chalkon 10 mg/kg v 0,5% roztoku Avicelu perordlné 1x denné, skupiné s placebem byl
podéavan pouze roztok Avicelu. Intaktni skupina byla bez zdkroku a bez medikace. Byly stanoveny
vybrané laboratorni parametry (glukosa, urea a cholesterol v séru, ztraty glukézy a bilkovin moci),
diuréza, antioxida¢ni enzymy (superoxiddismutasa, glutathionperoxidasa), celkova antioxida¢ni
kapacita a hladina malondialdehydu, a to na konci experimentu. Byly odebrany vzorky ledvinné
tkané a pankreatu pro histopatologické vysetfeni. Zjistili jsme statisticky vyznamny pokles hladiny
glukézy v séru (p < 0,01), statisticky vyznamny vzestup (p < 0,01) katalytické aktivity glutathion-
peroxidasy a celkové antioxidacni kapacity (p < 0,01) u lécené skupiny ve srovnani se skupinou
s placebem. Dale byl zjistén statisticky vyznamny pokles hladiny malondialdehydu (p < 0,01), sta-
tisticky vysoce vyznamny pokles (p < 0,01) diurézy, glykosurie a ztrat bilkovin moc¢i u lé¢ené sku-
piny ve srovnani se skupinou s placebem. Superoxiddismutasa, cholesterol a urea nevykazaly sig-
nifikantni zmény. Vysledky biochemického vySetfeni ukazuji na antioxidacni a antidiabeticky efekt
2’, 3, 4’-trihydroxychalkonu. Histopatologické nilezy s témito vysledky koreluji pouze ¢astec¢né.
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SUMMARY

Testing the effect of 2°, 3, 4’-trihydroxychalcone in experimental diabetes mellitus: a pilot study
The effect of 2, 3, 4’- trihydroxychalcone was monitored in the experimental conditions of alloxan-
induced diabetes mellitus. The animals were divided by random selection into 2 groups (n = 7). The
treated group was given chalcone in doses of 10 mg/kg in Avicel, the placebo group was given only
a solution of Avicel. The last group was intact. Selected laboratory parameters (glucose, urea,
cholesterol, antioxidative enzymes, total antioxidative capacity, malondialdehyde in serum;
diuresis, total glucose and protein losses through urine) were determined. Kidney tissue and
pancreas samples were taken for histopathological analysis. The results revealed a statistically
significant decrease (p < 0.01) in blood glucose level, a significant increase (p < 0.01) in glutathione
peroxidase, total antioxidative capacity (p < 0.01) and a significant decrease (p < 0.01) in the
malondialdehyde level in the treated group compared to the placebo group. A highly significant
decrease (p < 0.01) in diuresis, glucose and protein losses through ureine was identified in the
treated group compared to the placebo group. The superoxide dismutase catalytic activity, urea and
cholesterol levels involved non-significant changes. The results of biochemical examination show
a protective antioxidative and antihyperglycemic effect of tested chalcone. The results of
histopathological examination correlate with them only partially.

Key words: chalcones — diabetes mellitus — antioxidants

Ces. slov. Farm., 2008; 57, 249-253 Md

Adresa pro korespondenci:

MUDr. PharmDr. Lenka Bartosikova, Ph.D.
Ustav fyziologie LF UP

Hnévotinska 3, 775 15 Olomouc

e-mail: bartosil@tunw.upol.cz

CESKA A SLOVENSKA FARMACIE, 2008, 57, &. 6 249



Uvod

Diabetes mellitus je chronické onemocnéni charakteri-
zované hyperglykémii, jeZ je zaptic¢inéna nedostateCnym
pusobenim insulinu’. V posledni dobé vzristd pocet
nemocnych pacientli s cukrovkou 2. typu, a to predevsim
diky zdpadnimu stylu Zivota . Onemocnéni je ¢asto spo-
jovano s obezitou, dyslipidémii a hypertenzi (metabolic-
ky syndrom), které predstavuji rizikové faktory kardio-
vaskuldrnich onemocnéni .

Diabetes mellitus je spojen s oxidativnimi reakcemi,
které jsou Caste¢né katalyzovany prechodnymi kovy, ale
jejich pfic¢inny vliv na poskozeni diabetickych tkéani je
stale diskutovan ¥. Dtikazy objasiiujici tlohu oxidativ-
nich pochodt v indukci diabetes mellitus pochazi napfi-
klad ze studii, kde byl u experimentélnich zvifat navozen
modelovy patologicky stav pomoci alloxanu > ©. Alloxan
selektivné toxicky poSkozuje B-buiiky Langerhansovych
ostrivkl pankreatu a vede v zavislosti na davce k rozvo-
ji rizné zavazné insulinopenie, a tedy i diabetes mellitus
typu L. Alloxan vyvola nejprve pfechodnou stimulaci
B-bunek, pfi které dojde k uvolnéni intracelularnich
zasob insulinu a vznikne kratkodoba hypoglykémie. Po
nékolika dnech se pak u zvifat objevi insulinopenie s kla-
sickymi pfiznaky diabetu: hyperglykémie, glykosurie,
polydipsie a polyurie. Toxicita alloxanu in vitro a in vivo
miZe byt inhibovana chelaty, zhase¢i hydroxylovych
radikalu a antioxidanty rozpustnymi v tucich 7.

2’, 3, 4 -trihydroxychalkon byl uméle nasyntetizovan,
a to tak, Ze 32 mmol 2, 4-dihydroxyacetofenonu (A)
a 32 mmol 3-hydroxybenzaldehydu (B) se rozpustily
v 80 ml methanolu a 40 ml vody. Po pfidani 32 g hydro-
xidu draselného byla smés zahfivana k varu pil hodiny
pod zpétnym chladi¢em a poté ochlazena v ledové lazni.
Za stalého michani a chlazeni byla smés neutralizovana
32 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové. Reak¢ni
smés byla nalita do 300 ml ledové vody a vznikla Zluta
srazenina byla po 12 hodinéch stani v chladu odfiltrova-
na. Vysledny 2’, 3, 4’-trihydroxychalkon (C) byl precis-
tén sloupcovou chromatografii na silikagelu s elucni
smeési methanol : chloroform (1 : 5) (obr. 1).

Cilem prace bylo sledovat efekt 2°, 3, 4’-trihydroxy-
chalkonu u alloxanem navozeného diabetes mellitus
laboratorniho potkana.

Vlastni studie a jeji prabéh byl schvalen a monitoro-
véan Etickou komisi Veterinarni a farmaceutické univerzi-
ty Brno. Zdravotni stav vSech zvifat byl pravidelné kon-
trolovan nékolikrat denné jak po dobu aklimatizace
zvitat, tak i v prabéhu celého provadéného experimentu
pracovni skupinou, jejiz ¢lenové jsou drzitelé osvédceni
Ustiedni komise pro ochranu zvifat o zpisobilosti dle
§ 17, zdkona Ceské narodni rady & 246/1992 Sb., na
ochranu zvifat proti tyrani.

POKUSNA CAST

Materidl a metodika

Vlastni in vivo studie byla provadéna na laboratornich
potkanech kmene Wistar SPF (pivod AnLab s.r.o.,
SRN), samc¢iho pohlavi, stejného stafi a srovnatelné
télesné hmotnosti (320 = 14 g). Zvifata byla umisténa
jednotlivé ve sklenénych metabolickych klecich, byla
krmena standardni dietou (Dieta pro mald laboratorni
zvifata SPF M 1) a napajena vodou ad libitum.

Po dobé nezbytné pro aklimatizaci byl 20 zvifatim
jednordazové podan alloxan tetrahydrat v davce
50 mg/kg hmotnosti intravendzné. Po péti dnech bylo
provedeno stanoveni hodnot glykémie pomoci pfistro-
je Glucochir a diagnostickych testovacich prouzki
Glucocard. Do pokusu byla zatazena zvirata, u nichZ
byla hladina krevniho cukru zvySena z primarnich
4-6 mmol/l na 18 = 2 mmol/l. Metodou ndhodného
vybéru byla zvitata rozdélena do dvou skupin (n = 7).
Skupiné 1écené byl podavan 2’, 3, 4’-trihydroxychal-
kon v davce 10 mg/kg perordlné v 0,5% roztoku Avi-
celu 1x denné. Placebo skupiné byl podavan pouze
0,5% roztok Avicelu v mnozstvi 2 ml, rovnéz peroral-
né x denné. Do experimentu byla zafazena jesté skupi-
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Obr. 1. Syntéza 2’, 3, 4’- trihydroxychalkonu

Testovanim in vitro byla potvrzena jeho antibakteridlni
aktivita proti Staphylococcus aureus. Latka dale pisobila
jako inhibitor aldosareduktasy z ¢ocky skotu a ledvinné
aldehydreduktasy u skotu, inhibitor glutathionreduktasy
typu IV z kvasnic a jako inhibitor sorbitoldehydrogenasy
z ovcich jater. Vysledky testovani in vitro rovnéz proka-
zaly antioxidacni aktivitu ve srovnani s butylhydroxyto-
luenem (BHT). Proto byla lidtka nésledné testovana
v rdmci in vivo experimentd, a to za uméle navozenych
podminek oxidativniho stresu.

C

na zvitat intaktnich (n = 7), bez navozeni patologické-
ho stavu a bez medikace.

Na zacatku experimentu byla u zvifat vSech skupin
stanovena hodnota glukosy v séru, na konci experi-
mentu byly u vSech zvifat stanoveny vybrané labora-
torni parametry (hladina glukosy, urey a cholesterolu
v séru) spektrofotometricky za pomoci laboratornich
testovacich souprav Diagnostika Lachema, antioxidac-
ni enzymy (superoxiddismutasa, glutathionperoxidasa)
a celkova antioxida¢ni kapacita na automatickém ana-
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lyzatoru Cobas Mira S, pomoci testovacich seti firmy
Randox, Dublin. Rovnéz byla jednordzové na konci
experimentu stanovena hladina malondialdehydu
v séru spekrofotometricky metodou TBARs ¥. Dile
byla stanovena diuréza a celkové ztraty glukosy (gly-
kosurie) a bilkovin moci spektrofotometricky za pomo-
ci laboratornich testovacich souprav Diagnostika
Lachema.

Po ukonceni medikace — 20. den — byla zvirata utra-
cena exsanquinaci a byly odebrany vzorky ledvinné
tkdné a pankreatu pro histopatologické vySetfeni.
Materidl byl fixovan v neutrdlnim 10% formolu
a rutinné barven hematoxylinem-eosinem. Preparaty
byly vySetfeny v optickém mikroskopu erudovanym
histopatologem bez znalosti experimentalniho proto-
kolu. Na histologickych prepardatech byl hodnocen
stupenl poSkozeni korové a diefiové ¢asti parenchymu
ledvin, zejména stav vSech ¢asti proximalnich tubuld,
obsah v jejich luminech, stav epitelii, jejich edém,
ztrata brush border, pyknosa jader a ztrata jejich bar-
vitelnosti.

Zmény byly hodnoceny semikvantitativné co do roz-
sahu a intenzity poskozeni mnoZstvi tubuld jako lehké,
sttedné tézké a tezké.

Tab. 1. Hladina glukosy v séru

Ziskané hodnoty sledovanych laboratornich parametra
byly zpracovany pomoci tabulkového procesoru Micro-
soft Excel a statisticky vyhodnoceny za pomoci progra-
mu UNISTAT, testu ANOVA a Studentova t-testu, hod-
nota p < 0,05 byla povaZovana za signifikantni.

VYSLEDKY

Vysledky laboratornich vySetreni

Na zacatku experimentu nebyl pfi srovnani skupiny
zvitat 1é¢enych a placebové skupiny zjistén signifikantni
rozdil. Na konci experimentu doslo k vysoce signifikant-
nimu sniZeni hodnoty glukosy v séru u skupiny lécené
(p £0,01) (tab. 1).

Skupina intaktni nevykézala v prabéhu experimentu
7Zadné zmény.

Hodnoty superoxiddismutasy nevykazaly na konci
terapie signifikantni zmény pfi porovnani hodnot skupi-
ny léCené a placebové (v pribéhu terapie se hodnoty
naméfenych hladin nezménily).

Hladina glukosy v séru (mmol/l) lé¢end skupina

placebova skupina intaktni skupina

zacatek experimentu
konec experimentu

20,55 = 0,63
9,16 + 0,93 **

19,85 + 0,45
20,35 + 0,45

4,55 +0,36
4,92 +0,72

#* p <0,01 1éCena vs. placebova

Tab. 2. Hodnoty SOD, GSHPx , AOC a MDA stanovené na konci experimentu

SOD (U/ml) GSHPx (ukat/l) AOC (mmol/l) MDA (mmol/l)
lécena skupina 238,13 + 18,47 1223,20 + 95,50%** 1,49 = 0,11%* 2,19 £ 0,89%%*
placebova skupina 233,64 = 8,74 1079,32 + 79,91 0,77 = 0,08 5,37 £ 0,64
intaktni skupina 58,82 + 2,76 1821,60 + 55,07 1,20 = 0,06 1,01 = 0,05

#* p <0,01 1éCena vs. placebova

Tab. 3. Hodnoty denni diurézy, glykosurie a ztrat bilkovin moc&i na konci experimentu

Diuréza (ml/den)

glykosurie (mmol/l) ztraty bilkovin moci (g/1)

1é¢end skupina 13,60 + 0,25%*
placebova skupina 28,45 + 1,25
intaktni skupina 12,45 + 0,45

1,37 £ 0,35%* 0,91 = 0,26%*
3,55+£0,53 1,56 £ 0,25
1,13 £ 0,54 0,43 +0,16

#* p <0,01 1éCena vs. placebova

Tab. 4. Hodnoty cholesterolu a urey v séru na konci experimentu

Cholesterol (mmol/l)

urea (mmol/l)

lé¢end skupina 1,90 + 0,24 6,27 +0,71
placebova skupina 1,92 £ 0,26 6,61 0,94
intaktni skupina 1,95 +£0,32 5,95+ 1,01
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Na konci terapie byl zjistén statisticky vyznamny roz-
dil (p < 0,01) hladiny glutathionperoxidasy u skupiny
1éCené ve srovnani se skupinou placebovou.

Statisticky vyznamny rozdil (p < 0,01) hodnot celkové
antioxida¢ni kapacity u skupiny 1é€ené ve srovnani se
skupinou kontrolni jsme zjistili na konci terapie.

Statisticky vysoce vyznamny pokles (p < 0,01) hladi-
ny MDA u skupiny lécené ve srovnani se skupinou pla-
cebovou byl zjistén na konci terapie (tab. 2).

Hodnoty denni diurézy i glykosurie vykazaly vyso-
ce signifikantni rozdily (p < 0,01) pfi porovnani hod-
not l1é¢ené a placebové skupiny na konci experimentu.
Rovnéz byl zjist€n vysoce signifikantni rozdil
(p £ 0,01) u ztrat bilkovin moci pfi porovnani obou
skupin (tab. 3).

Porovnanim hodnot cholesterolu a urey v séru u sku-
pin 1é¢ené a placebové nebyl zjistén signifikantni rozdil
na konci experimentu (tab. 4).

Vysledky histopatologického vySetieni

Ledvinna tkan
Skupina lécend:

Hodnotitelné zmény byly zastiZeny jen v mensSich
okrscich ledvinné klry v rozsahu asi 10 %, mirnéj$iho
stupné nez u skupiny kontrolnich zvifat s diabetes mel-
litus. Histologické zmény byly hodnoceny jako lehké

Skupina placebova:

Proximalni tubuly vykazaly znamky kalného zdufeni
tubuldrnich epitelidlnich bunék, vakuolarni degeneraci,
fokalné ztratu barvitelnosti jader, ztratu ostrosti bunécné
membrany.

Tyto zmény byly multifokalni, lehkého stupné v roz-
sahu asi 40 %.

Skupina intaktni:
Normalni stavba bez histopatologickych zmén.

Pankreas

Obé skupiny zvitat, jak léCend, tak i placebova mély
exokrinni i endokrinni sloZku pankreatu obvyklé stavby
bez vyraznych histologickych zmén. U skupiny zvifat kon-
trolnich byla nalezena mirnd variace velikosti ostravka.
Zmény v pankreatu nebyly pfiznacné, i mirnou variabilitu
ve velikosti a poctu ostrivki je tfeba hodnotit s rezervou,
vzhledem k tomu Ze se tyto veli¢iny méni v zavislosti na
lokalité odbéru (hlava pankreatu x té€lo pankreatu).

Skupina intaktni:
Normalni stavba bez histopatologickych zmén.

DISKUZE

Diabetes mellitus je syndrom, ktery je v zacatku cha-
rakterizovan ztratou glukosové homeostasy. Onemoc-
néni je progresivni a je spojeno s vysokym rizikem
makroangiopatickych (aterosklerotickych) a mikro-

angiopatickych komplikaci, tj. pfedevSim diabetické
nefropatie, neuropatie a retinopatie, kterd muze vyustit
i v uplnou slepotu. Odchylky v regulaci peroxidl
a v metabolismu piechodnych kovid jsou schopné vést
k onemocnéni a postupné rozvinout i jeho dlouhodobé
komplikace .

Utinky latek s potencidlnim antioxida¢nim a antidia-
betickym efektem in vivo jsou studovany experimentalné
na patologickych biomodelech, za stavli, u nichZ
vyznamna Gcast volnych radikala v patogenezi byla pro-
kézana > ', Diabetes mellitus je jednim z patologic-
kych stavd, které jsou vzdy provazeny oxida¢nim stre-
sem, tj. pfevahou oxidacnich reakci nad antioxidacni
ochranou tkéni 'V, V krvi a tkanich nemocnych je proka-
zatelné vyssi tvorba reaktivnich forem kysliku a lipoper-
oxidl a soucasné sniZené hladiny antioxidacné pusobi-
cich latek (vitamin C, vitamin E, kyselina lipoova,
glutathion) a antioxidacné pidsobicich enzymi, napf.
superoxiddismutasa, katalasa '>"'9. Podle soucasnych
nazort hraje oxidacni stress vyznamnou roli v etiopato-
genezi diabetu 1. i 2. typu a ma klicovy vyznam pro
vznik a rozvoj diabetickych komplikaci.

Diabetes mellitus je charakterizovan zvySenou glyké-
mii a casto soucasnou glykosurii. Zdkladnim patogene-
tickym Cinitelem, ktery k hyperglykémii vede, je chybé-
jici ¢i nedostatecnd sekrece insulinu nebo jeho
nedostatecny ucinek na trovni bunék perifernich tkani.
Metabolické duisledky tohoto se promitaji nejen do meta-
bolismu sacharidd, casto se projevi i jako porucha
v metabolismu proteind, jindy jako porucha metabolis-
mu lipidd, jejiz patogeneze je vSak sloZitéjsi 1.

Zvyseni hladiny glukosy v séru, stanovené na zacat-
ku a v pribéhu experimentu byly dikazem navozeného
patologického stavu pomoci alloxanu. Rovnéz tak gly-
kosurie jako disledek piekroceni ledvinného prahu pro
glukézu. Zmény obou sledovanych parametr vykaza-
ly pfi statistickém vyhodnocovani signifikantni zmény
pri vzajemném porovnani hodnot 1é¢ené a placebové
skupiny.

V ramci experimentu bylo zjiSténo zlepSeni hodnot
ukazatell antioxida¢niho systému, zejména vyznam-
né zvySeni aktivity GSHPx a celkové antioxidac¢ni
kapacity pfi srovnani hodnot 1é¢ené a placebové sku-
piny. Hodnoty SOD nevykazaly v pribéhu experi-
mentu signifikantni zmény. VySetfované enzymy
pusobi intracelularné a jejich aktivita na sebe vétsi-
nou navazuje '9. Statisticky vyznamné& vy$§i hodnota
celkové antioxidacni kapacity u 1éCené skupiny je
ziejmé disledkem suplementace latkou s prokdzanym
antioxida¢nim ucinkem in vitro. Rovnéz zmény MDA
potvrzuji predchozi nalezy. U skupiny léCené jsme
nalezli na konci terapie statisticky vyznamné niZzsi
prumérné hodnoty tohoto vedlejsiho toxického pro-
duktu lipoperoxidace, ve srovnéni se skupinou place-
bovou na konci terapie.

Hladina cholesterolu byla v rdmci experimentu moni-
torovana jako doprovodny biochemicky parametr a zaro-
vei jako jeden z ukazateli stavu tukového metabolismu
za daného uméle navozeného patologického stavu
u laboratorniho potkana. Nebyly zjiStény signifikantni
zmény.
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U pacientid s déletrvajicim diabetem a zvlasté
u dlouhodobé nedostate¢né kompenzovanych diabeti-
kt se setkdvame s vyskytem chronickych komplikaci
specifickych a nespecifickych '”. Jednou z chronic-
kych specifickych komplikaci je nalez diabetické
nefropatie, kterd je charakterizovand proteinurii, asto
hypertenzi a pomalou postupnou alteraci rendlnich
funkci. Diabetickd nefropatie byla poprvé popsana
v roce 1936 Kimmelstielem a Wilsonem jako interka-
pilarni nodularni glomerulosklerosa. V uZ8§im smyslu
slova diabetickou nefropatii rozumime mikroangiopa-
tické postiZeni ledvin.

V ramci experimentu byla u pokusnych zvifat moni-
torovana hladina urey v séru, ztraty celkovych bilko-
vin moci a diuréza jako ukazatelé mozného navozeni
diabetické nefropatie. Hodnoty urey vykézaly nesigni-
fikantni zmény, diuréza byla ve srovnani se skupinou
1écenych zvifat signifikantné vyssi u placebové skupi-
ny. Ztraty bilkovin moci rovnéz vykazaly signifikant-
ni zmény pii porovnani hodnot skupiny 1écené a pla-
cebové.

Histopatologicky hodnotitelné zmény v ledvinich
zéavisi na délce trvani diabetu a na tom, zda a jak byl dia-
betes mellitus lécen. U kratkodobé trvajiciho neléceného
onemocnéni je za urcitych okolnosti mozno prokézat
postiZeni charakteru diabetické nefrdzy, ktera se mikro-
skopicky projevuje kalnym zdufenim, vakuolarni dege-
neraci, steatézou bunék proximalnich tubult, ztlusténim
bazalnich membran a pfitomnosti glykogenu v burikdch
Armaniho zony.

Histopatologické zmény v pankreatu nebyvaji mikro-
skopicky prizna¢né a nalez nebyva jednotny. U juvenil-
niho diabetu muZe byt pocet ostrivki sniZen, nékdy
nachazime degranulaci beta bunék, fibrézu ostravki
a nékdy lymfocytarni infiltrace. U dospélych diabetikill
byva pocet ostrivkil vétSinou normélni nebo lehce sniZe-
ny, ale neni moZzno diabetes jednoznacné histologicky
diagnostikovat.

2’, 3, 4’-trihydroxychalkon je syntetickou latkou, kte-
rd byla zatim ojedinéle pouZita pro testovani in vivo na
patologickych biomodelech. Proto neni moZzné nami
zjisténé vysledky porovnat s vysledky jinych autord.
V literarnich odkazech se setkdvame, zvlasté posledni
dobou, s experimenty, které jsou provadény s chalkony
prirodniho typu.

Chalkony at pfirodni, ¢i syntetické maji antioxidacni
aktivitu '®, efekt antimalaricky '¥, antileishmanialni >,
protizanétlivy 2V a antikancerogenni 2. O nékterych
chalkonech je jiz dnes zndmo, Ze vykazuji tzv. ,,inzulin-
like** aktivitu ?. Syntetické derivéaty na bazi aryloxypro-
panolaminii plisobi v zavislosti na strukturnich odchyl-
kéach v rizném procentu antihyperglykemicky 2> ¥ pii
testovani na modelu streptozocinového diabetu. Vy-
znamnym efektem chalkond je inhibice aldosareduktasy,
kterd hraje roli pfedevs§im v rozvoji pozdnich diabetic-
kych komplikaci 2. Chalkon izolovany z chmele (Humu-
lus lupulus L.) je ligandem pro farnesoid X-receptor
a ovliviuje lipidovy a glukosovy metabolismus 2%,

ZAVER

Vysledky pfedlozené studie ukazuji pozitivni antioxi-
dacni a antidiabeticky efekt testovaného chalkonu in vivo
v podminkach alloxanem navozeného diabetes mellitus.
Experimentalné ziskané vysledky by se tak mohly stat
impulzem pro dalsi preklinické analyzy.
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