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temat pracy: ,, Parametry stresu oksydacyjnego w tkance gruczotow slinowych w przebiegu

eksperymentalnej cukrzycy typu 1~

Streszczenie

W warunkach fizjologicznych, w Zywym organizmie istnieje stan rownowagi pomig¢dzy
wytwarzaniem a neutralizacja RFT, dlatego tez nie obserwuje si¢ ani nasilonej oksydacyjnej
modyfikacji sktadnikow komoérkowych ani wzmozonej odpowiedzi antyoksydacyjnej. W przebiegu
cukrzycy dochodzi do zaburzen réwnowagi redox w kierunku reakcji utleniania. Obserwuje si¢
istotny wzrost stezen licznych produktow oksydacyjnej modyfikacji sktadnikéw komorek w wielu
narzadach i1 surowicy, zarowno u pacjentow, jak i w badaniach dos§wiadczalnych. Niewiele natomiast
jest wiadomo na temat stresu oksydacyjnego i oksydacyjnych uszkodzen w gruczotach slinowych w
przebiegu cukrzycy. Do oceny obecnosci czy tez nasilenia stresu oksydacyjnego w gruczotach
slinowych szczurow z cukrzyca indukowang streptozotocyna stosowane byly zmiany aktywno$ci
bariery antyoksydacyjnej w postaci zredukowanego poziomu endogennych, nieenzymatycznych
antyoksydantow czy tez wzmocnionej/ostabionej aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych. Sg to
btedne praktyki, gdyz najbardziej wiarygodnym markerem stresu oksydacyjnego jest wzrost stezen
oksydacyjnie zmodyfikowanych biomolekét. Wyrdznia sie wiele markerow oceniajacych
intensywnos$¢ stresu oksydacyjnego, jak rowniez stopien wywotywanych przez niego uszkodzen
oksydacyjnych. Do powszechnie stosowanych metod w przypadku peroksydacji lipidow zalicza si¢
oznaczanie stezenia 8-izoprostanéw (8-isoP), stezenie adduktow utlenionych lipoprotein niskiej
gestosci/malonylodialdehydu (oxyLDL/MDA), adduktow 4-hydroksynonenalu z biatkami, w
przypadku biatek- oznaczanie stg¢zenia grup karbonylowych (PC), w przypadku DNA- stgzenia 8-
hydroksy-D-guanozyny (8-OHdG). W celu zobrazowania intensywnosci stresu oksydacyjnego oraz
oceny stopnia zaburzen réwnowagi oksydo-redukcyjnej zalecanym parametrem jest indeks stresu

oksydacyjnego (OSI).



Celem pracy byla

1. Ocena wystepowania 1 nasilenia oksydacyjnych uszkodzen gruczotéw
slinowych szczuréw, mierzonego stezeniem grup karbonylowych, 8-izoprostanéw, adduktéw 4HNE
z Dbiatkami, oxyLDL/MDA, 8-OHdG, OSI w dwodch okresach cukrzycy indukowanej
streptozotocyng.

2. Poréwnanie oksydacyjnych uszkodzen i1 zaburzenia rownowagi redox mierzonych st¢zeniem
grup karbonylowych, 8-izoprostanow, adduktow 4HNE z biatkami, oxyLDL/MDA, 8-OHdG, OSI
pomigdzy gruczotem przyusznym a podzuchwowym w dwoch okresach eksperymentalnej cukrzycy.

3. Ocena funkcji wydzielniczej gruczotow $linowych szczurow w dwoch okresach cukrzycy

indukowanej streptozotocyna.

Celem pracy bylo rowniez uzyskanie odpowiedzi na pytania:

4, Czy istnieje zwigzek pomigdzy badanymi parametrami stresu oksydacyjnego mierzonymi w
surowicy krwi a mierzonymi w gruczotach $linowych szczurow w dwoch okresach cukrzycy
indukowanej streptozotocyna?

5. Czy istnieje zwigzek pomigdzy badanymi parametrami stresu oksydacyjnego w gruczotach
Slinowych szczuréw a funkcja wydzielnicza gruczoléw Slinowych w dwodch okresach
eksperymentalnej cukrzycy?

6. Czy istnieje zwigzek pomiedzy hiperglikemig a oksydacyjnym uszkodzeniem gruczotow
slinowych w dwoch okresach eksperymentalnej cukrzycy?

Badania przeprowadzono na (okoto 6 tygodniowych) samcach szczuré6w rasy Wistar o
poczatkowej masie ciala 180-210 g. Przez caly czas trwania eksperymentu zwierzgta przebywaty w
standaryzowanych warunkach. Okres adaptacji do nowych warunkéw srodowiskowych trwat 7 dni.
Zwierzeta podzielono losowo na dwie grupy gtowne: kontrolng (16 sztuk) i badang (16 sztuk), w
ktérych wyodrgbniono po dwie podgrupy (8 szczurow w kazdej podgrupie) w zaleznos$ci od czasu
trwania cukrzycy (tj. 7 i 14 dni). Cukrzyce indukowano poprzez dootrzewnowa, jednorazowa
iniekcjg streptozotocyny w buforze cytrynianowym o pH 4,5 w dawce 50 mg/kg masy ciata. W
grupie kontrolnej wykonano jednorazowg dootrzewnows iniekcje buforu cytrynianowego, pH 4,5 o
objetosci roéwnej 0,5 mL. Po uptywie 48 godzin od iniekcji streptozotocyny, we krwi pobranej z zyty
ogonowej oznaczono u wszystkich szczuréw stezenie glukozy we krwi zylnej. W grupie badanej
stwierdzono glikemi¢ >250 mg/mL, co pozwolito potwierdzi¢ cukrzyce. Szczury obu grup
usmiercono po 7 1 14 dniach po indukcji cukrzycy w grupie badanej. Kazdorazowo do badan
pobierano: $ling stymulowang 1 niestymulowang, krew z aorty brzusznej, obie $linianki

podzuchwowe i przyuszne. W surowicy krwi szczuréw z indukowang cukrzycg i szczurOw w grupie
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kontrolnej, oznaczano stezenie insuliny, glukozy i wolnych kwasow thuszczowych oraz pH. Slinianki
poddano homogenizacji, sonifikacji 1 wirowaniu. Do dalszych badan zachowano ptyn nadosadowy.

W ptynach nadosadowych i1 surowicy krwi oznaczono: metoda Ellisa: st¢zenie adduktéw 4-
HNE z biatkami, 8-isoP, oxy-LDL/MDA, 8-OHdG; metodami kolorymetrycznymi: catkowite
stezenie biatka i PC, warto$ci TAS, TOS, wyliczono OSI.

Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu pakietu Statistica 10.0 (Stat Soft). Do
poréwnania zmiennych zaleznych zastosowano test Kruskal-Wallis ANOVA. Oceny wspotczynnika
korelacji dokonano za pomocag testu Spearmana. W celu oceny dwoéch grup do pordwnania
zmiennych ilosciowych bez normalnosci rozktadu wykorzystano nieparametryczny test U Manna-
Whitneya. Za poziom istotnosci przyjeto p<0.05

Wyniki

Mediana niestymulowanego wydzielania §liny byta istotnie zmniejszona w grupie szczuréw z
cukrzyca indukowang STZ w poréwnaniu do grupy kontrolnej w drugim tygodniu eksperymentu
(p=0,034). Mediana stymulowanego wydzielania §liny byla istotnie zmniejszona w grupie szczurow
z cukrzyca indukowang STZ w poroéwnaniu do grupy kontrolnej zaréwno w pierwszym, jak i w
drugim tygodniu eksperymentu (odpowiednio p=0,03 i p=0,011).

Przez caty okres trwania, tj. w pierwszym i drugim tygodniu, eksperymentu obserwowano
istotny wzrost stezenia PC (odpowiednio p=0,046 i1 p=0,049), adduktow 4-HNE z biatkami
(odpowiednio p=0,00001 i p=0,00001), oxyLDL/MDA (odpowiednio p=0,009 i p=0,0006), 8-isoP
(odpowiednio p=0,01 i p=0,007), a takze istotnie wyzsze wartosci TOS (odpowiednio p=0,0001 1
p=0,0002) 1 OSI (odpowiednio p=0,003 i p=0,001) w surowicy krwi szczurdw z cukrzyca
indukowang STZ w porownaniu do szczuréw kontrolnych. W drugim tygodniu trwania
eksperymentu w surowicy krwi szczuréw z cukrzyca indukowang STZ zaobserwowano istotny
spadek wartosci TAS (p=0,003) i istotny wzrost stezenia 8-OHdAG (p=0,009) vs. grupa kontrolna.

Zardwno w pierwszym, jak i drugim tygodniu eksperymentu mediana wartosci TAS
(odpowiednio p=0,002 i p=0,0001) byla istotnie nizsza, a mediany wartosci TOS (odpowiednio
p=0,006 1 p=0,0001) 1 OSI (odpowiednio p=0,0001 1 p=0,00001) oraz stezen adduktow 4-HNE z
biatkami (odpowiednio p=0,001 i p=0,0001) i PC (odpowiednio p=0,03 i p=0,01) byly istotnie
wyzsze W homogenatach S$linianek przyusznych szczurow z cukrzyca indukowana STZ w
porownaniu do grupy kontrolnej. W drugim tygodniu eksperymentu mediany st¢zen oxyLDL/MDA
(p=0,03), 8-isoP (p=0,004), jak réwniez 8-OHAG (p=0,001) byly istotnie wyzsze w homogenatach
slinianek przyusznych szczurdéw z cukrzycg indukowang STZ w poréwnaniu do grupy kontrolne;.

Mediana warto$ci TAS byla istotnie wyzsza (p=0,04) w pierwszym tygodniu oraz istotnie

nizsza (p=0,04) w drugim tygodniu w homogenatach S$linianek podzuchwowych szczuréw z
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cukrzycg indukowang STZ w poréwnaniu do $linianek kontrolnych. Zarowno w pierwszym, jak i
drugim tygodniu eksperymentu mediana warto$ci mediany wartosci TOS (odpowiednio p=0,03 i
p=0,02) i OSI (odpowiednio p=0,03 i p=0,002) byty istotnie wyzsze w homogenatach $linianek
podzuchwowych szczurow z cukrzyca indukowang STZ w poréwnaniu do grupy kontrolnej. W
drugim tygodniu eksperymentu mediany stezen oxyLDL/MDA (p=0,02) 1 adduktow 4-HNE z
biatkami (p=0,002) byty istotnie wyzsze w homogenatach $linianek podzuchwowych szczuréw z
cukrzycg indukowang STZ w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

W 1 tygodniu eksperymentu mediana wartosci TAS (p=0,039), w drugim tygodniu mediana
stezenia 8-OHdG (p=0,001), natomiast w pierwszym, jak i w drugim tygodniu eksperymentu
mediany warto$ci TOS (odpowiednio p=0,0002 i p=0,002), OSI (odpowiednio p=0,0001 i p=0,0001)
oraz mediany stezen PC (odpowiednio p=0,02 i p=0,04), adduktow 4-HNE z biatkami (odpowiednio
p=0,032 i p=0,001), oxyLDL/MDA (odpowiednio p=0,03 i p=0,03) oraz 8-isoP (odpowiednio
p=0,04 1 p=0,039) w homogenatach $linianek przyusznych szczuréw z cukrzyca indukowang STZ
byly istotnie wyzsze w porownaniu do warto$ci uzyskanych w homogenatach §linianek
podzuchwowych tej grupy szczurow.

Zardbwno w pierwszym, jak i drugim tygodniu eksperymentu mediana wartosci TAS
(odpowiednio p=0,001 i p=0,001) i TOS (odpowiednio p=0,0001 i p=0,001) w homogenatach
Slinianek przyusznych szczuréw kontrolnych byly istotnie wyzsze w poréwnaniu do wartosci
uzyskanych w homogenatach slinianek podzuchwowych tej grupy szczurow

Na podstawie uzyskanych wynikdéw wyciggnigto nastepujace wnioski:

1. W obu gruczotach §linowych zjawisko stresu oksydacyjnego nasila si¢ wraz z czasem
trwania eksperymentalnej cukrzycy.

2. Wigksze zaburzenia réwnowagi redox 1 wieksza roéznorodno$¢ oksydacyjnych
modyfikacji obserwuje si¢ w gruczole przyusznym VS. podzuchwowy bez wzgledu na czas trwania
choroby.

3. Redukcja wydzielania $liny stymulowanej nasila si¢ wraz z czasem trwania
eksperymentalnej cukrzycy. Wydzielanie niestymulowane ulega zmniejszeniu w zaawansowanym
stadium cukrzycy streptozotocynowej. Bez wzgledu na etap cukrzycy indukowanej streptozotocyna,
dochodzi do zaburzen funkcjonowania obu typu $linianek, czego wyrazem jest istotne obnizenie
catkowitej zawartosci biatka.

4. Brak zaleznosci pomigdzy markerami stresu oksydacyjnego w surowicy 1 gruczotach
slinowych sugeruje, ze nasilenie oksydacyjnych modyfikacji ich sktadnikow komodrkowych jest
wynikiem patologicznych proceséw toczacych si¢ w gruczolach S$linowych, niezaleznie od

ogoblnoustrojowego stresu oksydacyjnego.



5. Odnotowana ujemna korelacja pomiedzy st¢zeniem adduktéw 4-HNE z biatkami w
gruczole przyusznym a wydzielaniem stymulowanym moze by¢ przyczyng zmniejszonej sekrecji
tego rodzaju $liny w przebiegu cukrzycy streptozotocynowe;.

6. Hiperglikemia wydaje si¢ mie¢ zwigzek z oksydacyjnm uszkodzeniem obu rodzaju
slinianek w zaawansowanym okresie choroby, nie wplywajac na réwnowage redox w okresie

wczesniejszym.



