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Interleukina 12 — kolejne ogniwo 1aczace
cukrzyce typu 2 z miazdzyca

Interleukin 12 — next essential link between diabetes type 2 and atherosclerosis

STRESZCZENIE

WSTEP. Interleukina 12 (IL-12) jest cytoking o wy-
raznym dziataniu proaterogennym, wywierajaca
swaoj niekorzystny wptyw poprzez kilka niezaleznych
mechanizméw. Wysokie stezenia IL-12 zaobserwo-
wano u oséb z choroba niedokrwienng serca, jed-
nak niewiele wiadomo na ten temat w odniesieniu
do chorych na cukrzyce typu 2. Podjeto zatem bada-
nia w celu oceny stezenia IL-12 w surowicy chorych
na cukrzyce typu 2 oraz w celu wyjasnienia, ktore
czynniki zwigzane z patogeneza cukrzycy moga
wptywacd na stezenie cytokiny.

MATERIAL | METODY. Zbadano 31 chorych na cukrzy-
ce typu 2, leczonych gliklazydem, oraz 19 zdrowych
os6b. Oceniono: glikemie na czczo, hemoglobine
glikowana (HbA, ), stezenie 1,5-anhydro-D-glucitolu
(1,5-AG) w osoczu, profil lipidowy, stezenie pepty-
du C, insuliny oraz stezenie IL-12 w surowicy. Obliczo-
no réwniez wskaznik insulinoopornosci obwodowej
HOMA,..

WYNIKI. Stezenie IL-12 w surowicy chorych na cu-
krzyce typu 2 byto istotnie wyzsze niz u zdrowych
o0s6b. Zaobserwowano dodatnie korelacje pomiedzy
stezeniem IL-12 w surowicy a wskaznikiem masy ciata
(BMI), stezeniem peptydu C, insuliny oraz miedzy
IL-12 a HOMA,;. Stwierdzono ujemna korelacje
miedzy IL-12 a stezeniem lipoprotein o wysokiej
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gestosci (HDL) w surowicy tych chorych. Zastosowanie
modelu wielokrotnej regresji pozwolito zaobserwo-
wac niezalezny wptyw BMI na wartosci stezen IL-12
w badanej grupie.

WNIOSKI. U chorych na cukrzyce typu 2 obserwuje
sie znacznie wyzsze stezenia proaterogennej IL-12
w surowicy niz u zdrowych oséb i sy one uwarunko-
wane jednoczesnie kilkoma czynnikami zwigzanymi
z przebiegiem choroby: dysfunkcja komoérek 8, ob-
wodowgq insulinoopornoscia, niskimi stezeniami cho-
lesterolu frakcji HDL oraz otyfoscia. Najskuteczniejszg
metoda obnizenia stezenia IL-12 w surowicy chorych
na cukrzyce typu 2 jest prawdopodobnie zmniejsze-
nie masy ciata.

Stowa kluczowe: interleukina 12, cukrzyca typu 2,
miazdzyca

ABSTRACT

BACKGROUND. Interleukin 12 (IL-12) is the evident-
ly proatherogenic cytokine acting throughout sev-
eral different mechanisms. High serum IL-12 levels
were found before in patients with coronary artery
disease, while little is known about this cytokine in
type 2 diabetic patients. We aimed to evaluate IL-12
serum concentration in patients with diabetes type 2
together with factors related to the pathogenesis
of this disease.

MATERIAL AND METHODS. We studied 31 patients
with diabetes type 2 treated with gliclazide and
19 healthy individuals. Fasting glycaemia, glycated
hemoglobin (HbA, ), 1,5-anhydro-D-glucitol (1,5-AG)
plasma level, lipid profile, C-peptide, insulin and IL-12
concentrations in serum were estimated. Homeos-
tasis Model Assessment of Insulin Resistance
(HOMA,; index) was calculated as well.
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RESULTS. There was an increase in IL-12 serum level
in patients with diabetes type 2 in comparison to
healthy group. Serum IL-12 level was positively cor-
related with body mass index (BMI), C-peptide, in-
sulin and HOMA,,.. It was also found the negative
correlation between IL-12 serum level and high den-
sity lipoprotein (HDL). The multivariate regression
analysis revealed that IL-12 concentration in serum
is independently determined by BMI.
CONCLUSIONS. These data revealed higher levels of
the IL-12 in serum of diabetic patients than in healthy
individuals. These high, potentially proatherogenic,
serum IL-12 levels are influenced simultaneously by
several factors including b-cells dysfunction, periph-
eral insulin resistance, low HDL levels and obesity.
Nevertheless, it seems to be likely that the most
evident decrease in IL-12 serum levels in diabetic pa-
tients could be achieved by body mass reduction.

Key words: interleukin 12, diabetes type 2,
atherosclerosis

Wstep

Interleukina 12 (IL-12) jest heterodimerycznym
biatkiem sktadajgcym sie z podjednostek p35 i p40.
Formy monomeryczne sa ze sobg potgczone za po-
moca 2 mostkow disiarczkowych. Pozostate reszty
cysteinowe 2 podjednostek tworzg wewnatrzbiatko-
we mostki disiarczkowe warunkujace biologiczng ak-
tywnos¢ cytokiny [1, 2]. IL-12 wywiera swoje dziata-
nie za posrednictwem receptora dla IL-12 (IL-12R)
skfadajacego sie z 2 podjednostek 3, i 8, i znajduja-
cego sie na powierzchni komoérek NK i limfocytow T
[1-3]. IL-12 jest wytwarzana na bardzo wczesnym
etapie odpowiedzi immunologicznej, przede wszyst-
kim przez komérki prezentujace antygen oraz przez
komorki fagocytujace, czyli przez komérki dendry-
tyczne i makrofagi. IL-12, oddziatujac gtéwnie na
komorki NK i limfocyty T, indukuje wydzielanie przez
nie cytokin, zwtaszcza interferonu gamma (INF-y),
a takze stymuluje ich proliferacje i wzmaga aktyw-
nos¢ cytotoksyczng [4]. Cytokina ta reguluje takze
réznicowanie limfocytéw T naiwnych w limfocyty
Th1, jednoczesnie hamujac réznicowanie ThO w Th2.
IL-12 jest zatem wielofunkcyjng cytoking pobudza-
jacq odpowiedz typu komorkowego, a jej profil dzia-
tania mozna okresli¢ jako prozapalno-cytotoksyczny
i immunoregulacyjny [1, 5]. Jest to dziatanie pozosta-
jace w scistym zwigzku z rozwojem zmian miazdzy-
cowych. Interferon gamma stanowi bowiem czyn-
nik mitogenny i nasilajacy odpowiedz komdérkowa,
a przewaga limfocytéw Th1, uwarunkowana wptywem

IL-12, oznacza indukcje efektu cytotoksycznego wobec
komérek sciany naczynia. U chorych z miazdzyca tet-
nic wiencowych poddawanych cewnikowaniu naczyn
wiencowych zaobserwowano wysokie stezenia IL-12
w surowicy [6]. Obecnosc¢ IL-12 i zwigzanego z nig
INF-y stwierdzono takze w blaszkach miazdzycowych
pobranych z tetnic szyjnych chorych z objawami zwe-
zenia tych tetnic i wykazano, ze IL-12 stanowi tacznik
migdzy procesem zapalnym uwarunkowanym wytwa-
rzaniem cytokin indukowanych przez INF-y a odpowie-
dzig zapalng typu komérkowego w obrebie ogniska
miazdzycowego [7]. Ponadto wykazano, na podstawie
badan przeprowadzonych na zwierzetach, ze zahamo-
wanie aktywnosci IL-12 prowadzi do znacznej redukgji
zmian miazdzycowych [8].

Uwzgledniajgc biologiczne efekty dziatania
IL-12 oraz niewatpliwy zwigzek miedzy miazdzycg
a cukrzycg typu 2, podjeto prébe oceny stezenia IL-12
w surowicy chorych na cukrzyce typu 2 i wyjasnie-
nia, ktére czynniki zwigzane z patogenezag cukrzycy
moga wplywac na to stezenie.

Materiat i metody

Zbadano 31 chorych na cukrzyce typu 2, leczo-
nych od co najmniej 3 miesiecy gliklazydem, oraz
19 zdrowych oséb, ktérych charakterystyke przed-
stawiono w tabeli 1. Badani chorzy byli pacjentami
poznanskich szpitali i poradni lekarza rodzinnego.
Cukrzyce rozpoznawano zgodnie z zaleceniami Pol-
skiego Towarzystwa Diabetologicznego z 2005 roku
[9]. Chorzy na cukrzyce przyjmowali, poza gliklazy-
dem, kwas acetylosalicylowy, statyny, inhibitory kon-
wertazy angiotensyny Il, azotany oraz dtugodziata-
jace pochodne dihydropirydyny. Do badan nie
zakwalifikowano chorych z niedokrwistoscig (Hb <
< 13 mg/dl), niewydolnoscig nerek, zaburzeniami
czynnosci watroby, zaburzeniami czynnosci gruczo-
tu tarczowego oraz chorych z wyktadnikami uogél-
nionego lub miejscowego procesu zapalnego.

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode
Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym im.
K. Marcinkowskiego w Poznaniu, a wszystkie osoby byty
poinformowane o celu badan i wyrazity na nie zgode.

Krew do badan pobierano z zyty zgiecia
tokciowego na czczo przed podaniem porannych
dawek stosowanych lekéw. Materiat biologiczny
stosowany w badaniach stanowity krew petna,
0s0cCze, surowica.

Oceniono: glikemie na czczo (metoda enzyma-
tyczng), stezenie hemoglobiny glikowanej (metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej, test
Variant™ hemoglobin A, , BIORAD), stezenie 1,5-an-
hydro-D-glucitolu (1,5-AG) w osoczu — wskaznik
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Tabela 1. Charakterystyka badanych grup

Chorzy na cukrzyce typu 2 (n = 31)

srednia + SD/mediana

Osoby zdrowe (n = 19)

Srednia + SD/mediana

Wiek (lata) 66,3 +10,6/66,0* 48,2 +3,5/47,0
Czas trwania choroby (lata) 5,7 £4,0/6,0 -
Wskaznik masy ciata [kg/m?] 30,0 = 3,3/30,0* 26,1+2,6/26,0
Glikemia na czczo [mmol/I] 7,8+1,6/7,7* 5,0+0,6/5,1
HbA, . (%) 7,0+1,3/6,6 -

1,5-AG [mg/l] 15,1 +5,8/14,4* 20,1+6,2/17,7
Cholesterol catkowity [mmol/I] 5,3+0,9/5,2 -
Cholesterol frakcji HDL [mmol/I] 1,3+£0,4/1,2 -
Cholesterol frakcji LDL [mmol/I] 3,0+0,8/2,9 -
Triglicerydy [mmol/I] 1,9+1,5/1,5 -

Peptyd C [ng/ml] 2,1+2,11,2 -

Insulina [pmol/l] 71,5 +75,3/31,1 -

HOMA 4,3+2,0/3,8 -

*Rdznica znamienna statystycznie dla p < 0,05 wobec oséb zdrowych; SD (standard deviation) — odchylenie standardowe

nasilenia ostrej hiperglikemii (metodg enzymatyczng)
[10], stezenie cholesterolu catkowitego, frakcji HDL
(high-density lipoprotein), LDL (low-density lipopro-
tein) oraz stezenie triglicerydéw w surowicy (stan-
dardowymi metodami enzymatycznymi), stezenie
peptydu Ciinsuliny w surowicy na czczo (metodami
immunoenzymatycznymi ELISA, DAKO) oraz steze-
nie IL-12 w surowicy (metodg immunoenzymatyczng
ELISA, Bender MedSystem). Dla wszystkich chorych
na cukrzyce obliczono wskaznik insulinoopornosci
obwodowej HOMA,;, (Homeostasis Model Asses-
sment of Insulin Resistance).

Normalnos¢ rozktadu zmiennych sprawdzono
testem Kotomogorowa-Smirnowa z poprawka Lille-
force'a i testem Shapiro-Wilka. Wyniki przedstawio-
no w postaci sredniej arytmetycznej wraz z odchyle-
niem standardowym i/lub w postaci mediany. Za
znamienne statystycznie przyjeto wartosci dla
p mniejszego lub réwnego 0,05. Poréwnan miedzy
grupami dokonano, stosujgc test Manna-Whitneya.
Korelacje miedzy badanymi cechami badano testem
Spearmana. W celu oceny, ktéry z badanych czynni-
kéw wptywa niezaleznie od pozostatych na wartosci
zmiennej zaleznej, zastosowano metode wielokrot-
nej regresji. Aby wykluczy¢ wptyw wybranych czyn-
nikdw na réznice wystepujgce miedzy badanymi gru-
pami, uzyto analizy kowariancji. Obliczer dokonano
za pomocg programu STATISTICA 6.0.

Wyniki
Stezenie IL-12 w surowicy chorych na cukrzyce
typu 2 byto istotnie wyzsze niz u oséb bez cukrzycy

(Srednia + SD i mediana odpowiednio: 103,0 + 47,7
i 98,0; 69,3 = 41,6 63,0 pg/ml) (ryc. 1). W analizie
kowariancji ujawniono, ze uzyskane wyniki nie sg
uwarunkowane zréznicowaniem grup chorych pod
wzgledem wieku i masy ciata [wiek - F = 1,41 dla
p = 0,24; BMI (body mass index; wskaznik masy cia-
ta)—-F=2,2dlap = 0,14].

Wsréd chorych na cukrzyce zaobserwowano
dodatnie korelacje miedzy stezeniem IL-12 w surowi-
cy a BMI (r = 0,42), stezeniem peptydu C (r = 0,37)
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Rycina 1. Poréwnanie stezen IL-12 w surowicy u chorych
na cukrzyce i u 0séb zdrowych; *réznica znamienna staty-
stycznie wobec grupy oséb zdrowych dla p < 0,05
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i insuliny (r = 0,48) w surowicy oraz miedzy IL-12
a wskaznikiem HOMA,; (r = 0,42) (ryc. 2). Ponadto
stwierdzono ujemnga korelacje miedzy IL-12 a steze-
niem cholesterolu frakcji HDL w surowicy tych cho-
rych (r = -0,37) (ryc. 3). Stezenie IL-12 nie wykazy-
wato zwigzku z pozostatymi wyktadnikami gospo-
darki lipidowej (stezeniem cholesterolu catkowitego,
frakcji LDL i triglicerydéw), jak tez z wyktadnikami
gospodarki weglowodanowej (glikemig na czczo,
HbA, i 1,5-AG).

Oceniajgc model wielokrotnej regresji dla ste-
zenia IL-12 w surowicy, w ktérym zmiennymi nieza-
leznymi byty stezenie peptydu C, stezenie HDL,
wskaznik HOMA,; oraz BMI, wykazano, ze zadna
z tych zmiennych nie wptywa na stezenie cytokiny
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Rycina 2. Zaleznos¢ pomiedzy stezeniem II-12 w surowicy
a wskaznikiem insulinoopornosci HOMA; u chorych na
cukrzyce typu 2 (r = 0,42; p < 0,05)
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Rycina 3. Zaleznos¢ pomiedzy stezeniem 1I-12 w surowicy
a stezeniem HDL w surowicy chorych na cukrzyce typu 2
(r=-0,37; p < 0,05)

w sposéb niezalezny od pozostatych. Analogicznie,
analizujgc wptyw stezenia peptydu C i wskaznika
HOMA; na stezenie IL-12, nie stwierdzono niezalez-
nego wptywu zadnego z tych dwu czynnikdw na ste-
zenie IL-12. Natomiast zastosowanie modelu wielo-
krotnej regresji dla zmiennych niezaleznych BMI
i stezenia cholesterolu frakcji HDL pozwolito zaob-
serwowac istotny wptyw BMI na wartosci stezen
IL-12 w surowicy chorych na cukrzyce typu 2 (tab. 2).

Dyskusja

Wyniki wielu badan wskazuja, ze cukrzycy typu 2
towarzyszy przewlekty stan zapalny o umiarkowa-
nym nasileniu. Potwierdzeniem tego faktu jest mie-
dzy innymi podwyzszone stezenie cytokin prozapal-
nych: IL-6, IL-8 oraz czynnika martwicy nowotworu
(TNF-a, tumor necrosis factor «) we krwi pacjentéw
z 13 chorobg [11-13]. Szeroko rozumiany odczyn
zapalny stanowi takze podtoze rozwoju miazdzycy
i jest czynnikiem wigzgcym ja z cukrzyca typu 2 [14].
Uwzgledniajac fakt, ze IL-12 jest wydzielana przez
komérki dendrytyczne i makrofagi w zwiagzku z pre-
zentacjg antygenu [4], a jej giéwne dziatanie polega
na indukowaniu odpowiedzi cytotoksycznej Th1
i utrzymywaniu jej przewagi nad Th2 [1, 5], nie moz-
na poming¢ ewentualnego zwigzku miedzy tg cyto-
king a rozwojem miazdzycy u chorych na cukrzyce.
Jeszcze bardziej interesujgce pod tym wzgledem
wydaja sie obserwacje dotyczace wydzielania IL-12
przez komérki dendrytyczne i makrofagi, bedacego
nie tylko reakcjg na prezentacje antygenu, ale takze
istotnym elementem wrodzonej odpowiedzi immu-
nologicznej [15]. Do czynnikdw nieswoiscie stymu-
lujgcych wzrost wytwarzania IL-12 przez makrofagi
naleza produkty koncowej glikacji (AGE, advanced
glycation endproducts) oraz utlenowane LDL (oxLDL)
oddziatujace za posrednictwem biatek szoku ciepl-
nego Hsp-70 (heat shock protein-70) [16, 17]. Wy-
kazano takze, ze aktywacja IL-12 w przebiegu
odpornosci wrodzonej odgrywa wiodaca role w kon-
troli migracji do blaszki miazdzycowej specyficznej
populacji komérek T, a mianowicie komérek CD4+
CD28~ [18]. Te dtugo zyjace komorki charakteryzuja
sie znacznym potencjatem proliferacyjnym, duza
aktywnoscig cytolityczng i zdolnoscig do wytwarza-
nia znacznych ilosci INF-y. Oznacza to, ze limfocyty
CD4+CD28- stanowig istotne zagrozenie dla komé-
rek srodbfonka i migsni gtadkich sciany naczyn, in-
dukujac ich apoptoze [15].

Wysokie stezenia IL-12 zaobserwowano
przede wszystkim u chorych z miazdzyca i kliniczny-
mi wyktadnikami choroby niedokrwiennej serca [7,
19]; znacznie mniej danych dotyczy wystepowania
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Tabela 2. Wartosci wspotczynnikéw B wielokrotnej regresji ocenianej u chorych na cukrzyce typu 2, gdzie zmienng

zalezng stanowito stezenie IL-12 w surowicy

n=31 B R2 = 0,25 B R2=0,17 B R2 = 0,23
Peptyd C 0,15 Peptyd C 0,18

HOMA 0,25 HOMA, 0,33

HDL -0,09 HDL -0,21
BMI 0,26 BMI 0,38*

*Znamienne statystycznie dla p < 0,05; BMI (body mass index) — wskaznik masy ciata

wysokich stezen IL-12 w surowicy u chorych na cu-
krzyce [20]. W badaniach wtasnych potwierdzono
istotnie wyzsze stezenie IL-12 w surowicy chorych
na cukrzyce, w odniesieniu do osob bez zaburzen
gospodarki weglowodanowej, chociaz wsréd cho-
rych na cukrzyce byto zauwazalne znaczne zrézni-
cowanie pod wzgledem stezenia tej cytokiny. Moze
to swiadczy¢ o tym, ze stezenie IL-12 jest uwarunko-
wane nie tylko aktywacja stanu zapalnego zwigza-
nego z hiperglikemia, ale takze innymi czynnikami
charakterystycznymi dla niektérych chorych na cukrzy-
ce typu 2. Uwzgledniajac dane z pismiennictwa, nie
mozna watpi¢, ze nasilenie hiperglikemii wptywa na
indukcje wydzielania IL-12 [16, 21]. W badaniach wta-
snych nie stwierdzono jednak korelacji miedzy ste-
zeniem IL-12 a wyktadnikami wyréwnania cukrzycy,
takimi jak glikemia na czczo, stezenie HbA, czy tez
stezenie 1,5-AG — wyktadnika ostrej hiperglikemii.
Zaobserwowano natomiast, ze stezenie IL-12 w su-
rowicy chorych na cukrzyce typu 2 jest w duzym stop-
niu uwarunkowane stanem czynnosciowym komo-
rek 8 wysp trzustki wyrazonym poprzez stezenie pep-
tydu C na czczo oraz nasileniem obwodowej
insulinoopornosci, wéwczas gdy jej miernikami sg
insulinemia na czczo lub wskaznik HOMA,;. Niemniej,
w analizie wielokrotnej regresji ujawniono, ze zaden
z tych czynnikéw nie wptywa na wzrost stezenia
IL-12 w surowicy w sposéb niezalezny od pozostatych.

Czynnikiem, ktéry wykazywat silny negatywny
zwigzek ze stezeniem IL-12 w surowicy, byto steze-
nie cholesterolu frakcji HDL. Obserwacja ta potwier-
dza posrednio proaterogenne znaczenie wysokich
stezen IL-12 w surowicy. Poza tym, uwzgledniajgc wy-
niki badan Nofera i wsp. [22], ktorzy zaobserwowali
zwigzek miedzy antyaterogennym oddziatywaniem
analogu sfingozyno-1-fosforanu (S1P, sphingosine
1-phospahate) — bioaktywnego lizosfingolipidu zwig-
zanego z HDL — a niskimi stezeniami IL-12, mozna
przypuszczad, ze obnizenie stezenia IL-12 w surowicy
to kolejny, mniej znany, patomechanizm przeciw-
miazdzycowego oddziatywania wysokich stezert HDL.

W odniesieniu do wspotczesnych wynikéw
badan ukazujacych otytos¢ jako czynnik sprawczy
i jednoczesnie wigzacy ze soba patogeneze miazdzy-
cy i cukrzycy typu 2 [23] niezwykle interesujace jest
spostrzezenie, ze stezenie IL-12 w znaczacy sposob
zalezy od stopnia otytosci badanych. Potwierdzaja
je wyniki badan, ktére przeprowadzili Gomez-Meri-
no i wsp. [24], wykazujace zwigzek miedzy masj cia-
ta a stezeniem IL-12 w tkance ttuszczowej szczuréw.
Nalezy podkresli¢, ze na podstawie analizy wielokrot-
nej regresji, w ktorej badang zmienng zalezng byto
stezenie IL-12 w surowicy chorych na cukrzyce,
a zmiennymi niezaleznymi byty BMI i stezenie chole-
sterolu frakcji HDL, wykazano, iz tylko pierwszy z tych
czynnikdw w niezalezny sposéb moze wptywacd na
stezenie IL-12.

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze wysokie
stezenia IL-12 obserwowane w surowicy chorych na
cukrzyce typu 2 s3 uwarunkowane wieloczynniko-
wo. Sposrod czynnikdw, ktére moga podlegad mo-
dyfikacji w efekcie witasciwie prowadzonego lecze-
nia, a ktére wptywaja na stezenie IL-12 w surowicy,
nalezy wymieni¢ dysfunkcje wydzielniczg komoérek 3
wysp trzustki, stezenie HDL, obwodowg insulino-
opornos¢, a zwtaszcza czynnik wigzacy ze sobg wiek-
szos¢ z wymienionych zaburzen, czyli otytos¢. Pre-
zentowane wyniki badan stanowig wiec kolejne
uzasadnienie i zachete do intensywnego i wielopro-
filowego leczenia chorych na cukrzyce w celu zmniej-
szenia ryzyka rozwoju miazdzycy i jej klinicznych
nastepstw.

Whnioski

U chorych na cukrzyce typu 2 obserwuje sie
znacznie wyzsze stezenia proaterogennej cytokiny
— interleukiny 12 — w surowicy niz u zdrowych oséb.
Sa one uwarunkowane jednoczesnie kilkkoma czyn-
nikami zwigzanymi z przebiegiem choroby: dys-
funkcjg komérek 8 wysp trzustki, obwodowsq insuli-
noopornoscia, niskimi stezeniami cholesterolu frakcji
HDL oraz otytoscia.
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IL-12 w surowicy chorych na cukrzyce typu 2 jest praw-
dopodobnie zmniejszenie masy ciafa.
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