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Ekspresja inhibitora apoptozy sFas
a ostra hiperglikemia w cukrzycy typu 2

Apoptosis inhibitor sFas expression and acute hyperglycemia in type 2 diabetes

STRESZCZENIE

WSTEP. Nasilenie apoptozy indukowane za posred-
nictwem uktadu receptora btonowego Fas i jego li-
ganda FasL jest jednym z czynnikéw sprawczych
powiktan o typie makroangiopatii. Czgsteczka roz-
puszczalnego receptora Fas (sFas, soluble Fas) spet-
nia role czynnika antyapoptotycznego. U chorych na
cukrzyce nasilenie apoptozy zachodzace w obrebie
blaszki miazdzycowej jest w znacznym stopniu uwa-
runkowane stopniem wyréwnania metabolicznego
cukrzycy. Wyniki badan epidemiologicznych przepro-
wadzonych w ciggu ostatnich lat jednoznacznie
wykazaty, ze w rozwoju choroby niedokrwiennej
serca (powiktania o charakterze makroangiopatii)
wiodgcg role odgrywa popositkowa, a wiec ostra,
hiperglikemia. Celem przeprowadzonych badan byto
wyjasnienie, czy stopien wyréwnania metaboliczne-
go cukrzycy, a zwtaszcza epizody ostrej hiperglike-
mii determinuja ekspresje inhibitora apoptozy sFas.
MATERIAL | METODY. W badaniu wzieto udziat
29 chorych na cukrzyce typu 2 z towarzyszaca cho-
robg niedokrwienng serca, 10 pacjentéw z chorobg
niedokrwienng serca oraz 10 zdrowych ochotnikéw.
Pod uwage wzieto stezenie sFas w surowicy w po-
wigzaniu ze standardowo stosowanymi parametra-
mi kontroli metabolicznej cukrzycy (glikemig na
czczo, HbA, , stezeniami cholesterolu catkowitego,
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frakcji HDL i LDL oraz triglicerydéw w surowicy). Wy-
znacznikiem ostrej hiperglikemii byto stezenie
1,5-anhydro-D-glucitolu w osoczu.

WYNIKI. Wykazano, ze stezenie sFas w grupie cho-
rych na cukrzyce typu 2 jest wyzsze niz w grupie
pacjentéw z choroba niedokrwienng serca oraz
u 0s6b zdrowych. Stezenie sFas w surowicy chorych
na cukrzyce typu 2 wykazywato zwigzek wytgcznie
ze stezeniem 1,5-anhydro-D-glucitolu w osoczu.
WNIOSKI. Epizody ostrej hiperglikemii, w przeciwien-
stwie do hiperglikemii przewlektej, wptywaja na
zmniejszenie ekspresji czynnika antyapoptotyczne-
go sFas w u chorych na cukrzyce typu 2.

Stowa kluczowe: cukrzyca typu 2, apoptoza,
ostra hiperglikemia, sFas

ABSTRACT

INTRODUCTION. Apoptosis occuring via Fas/FasL in-
teraction is one from the reasons of macroangiopa-
thy. The soluble receptor Fas (sFas) is thought to be
an inhibitor of apoptosis. In type 2 diabetic patients
apoptosis is determined by the level of metabolic
compensation. The epidemiological studies from last
few years revealed that postprandial, so acute, hy-
perglycemia plays the dominant role in coronary
heart disease development. We aimed to evaluate if
metabolic control and acute hyperglycemic episo-
des especially, can influence sFas serum level.
MATERIAL AND METHODS. The total of 49 persons
were examined, including 29 type 2 diabetic patients
with concomitant coronary heart disease, 10 patients
with coronary heart disease only and 10 healthy
persons. The plasma level of 1.5-anhydro-D-glucitol
was estimated as the marker of acute hyperglyce-
mia. The serum sFas levels were measured together
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with routine metabolic parameters (fasting glyce-
mia, HbA, , total cholesterol and HDL, and LDL cho-
lesterol fractions levels, triglyceride serum concen-
tration).

RESULTS. The sFas serum level was significantly hi-
gher in patients with diabetes type 2 than in pa-
tients with coronary heart disease only and higher
than sFas level in controls. The sFas serum concen-
tration in type 2 diabetic patients was correlated
only with 1.5-anhydro-D-glucitol concentration.
CONCLUSION. The short-term hyperglycemic episo-
des, in opposition to chronic hyperglycemia, are re-
lated to lower expression of antiapoptotic factor sFas.

Key words: diabetes type 2, apoptosis, acute
hyperglycemia, sFas

Wstep

Wyniki badan z ostatnich lat wykazaty, ze ostra
hiperglikemia stanowi jeden z najwazniejszych czyn-
nikéw determinujgcych rozwoj przewlektych powi-
ktan o typie makroangiopatii u chorych na cukrzyce
typu 2 [1-3]. Wsréd wielu innych czynnikéw bezpo-
srednio przyczyniajacych sie do rozwoju powiktan
makroangiopatycznych istotng role odgrywa stan
ostrej hiperglikemii, ktéra, najczesciej obserwowa-
na jako hiperglikemia popositkowa, stymuluje roz-
woéj miazdzycy, miedzy innymi nasilajgc apoptoze
w obrebie kardiomiocytéw, komérek srédbfonka
i fibroblastéw [4]. Stwierdzono réwniez, ze makro-
fagi naciekajgce blaszke miazdzycowa wywotuja
apoptoze w komédrkach miesni gtadkich naczyn, co
moze powodowacd pekanie blaszki miazdzycowej
i zaostrzenie przebiegu choroby niedokrwiennej ser-
ca, stanowiacej najczestszg kliniczng posta¢ makro-
angipatii u chorych na cukrzyce typu 2 [5]. Indukcja
apoptozy, zalezna od hiperglikemii, zachodzi przede
wszystkim na drodze interakcji miedzy biatkami po-
wierzchniowymi Fas i FasL (Fas-ligand). Fas (APO-1/
/CDy;) to biatko wystepujace na powierzchni wigk-
szosci komorek, natomiast czastki jego ligandu sa
obecne przede wszystkim w btonie komérkowej ak-
tywowanych limfocytéw Ti komoérek dendrytycznych.
Rozpuszczalny receptor sFas jest produktem alter-
natywnego sklejania genu dla Fas, czastka, ktéra
moze wigzac FasL i zapobiegad interakcji miedzy nim
a receptorem btonowym Fas, co powoduje, ze sFas
okresdla sie mianem czynnika antyapoptotycznego
[6, 7]. Nie wyjasniono do konca pochodzenia sFas.
Prawdopodobnie czastki te stanowig efekt ztuszcza-
nia receptoréw Fas z bton komoérkowych w momen-

cie uszkodzenia komorki [8]. Moga by¢ takze synte-
tyzowane wewnatrzkomdrkowo i wydzielane do krwi
pod wptywem réznych czynnikéw [9]. Podwyzszone
stezenia sFas zaobserwowano dotychczas w surowi-
cy dializowanych pacjentéw z chorobg niedo-
krwienng serca [10] i u chorych z miazdzycg zaro-
stowa konczyn dolnych [11]. Wysokie stezenia sFas
stwierdzono u chorych na cukrzyce z neuropatia oraz
z nefropatig cukrzycowa [12, 13].

Biorac pod uwage potencjalny wptyw hipergli-
kemii, a zwtaszcza jej krétkotrwatych epizodow, na
rozwoj przewlektych powiktan cukrzycy, w tym cho-
roby niedokrwiennej serca, zaplanowano zbadanie
ekspresji sFas w surowicy u chorych na cukrzyce typu 2
i starano sie okresli¢, czy istnieje jakakolwiek zalez-
nos¢ miedzy stezeniem sFas w surowicy a parame-
trami kontroli metabolicznej cukrzycy.

Materiat i metody

Do badania zakwalifikowano 29 oséb chorych
na cukrzyce typu 2 z towarzyszacg chorobg niedo-
krwienng serca (czas trwania klinicznie jawnej cu-
krzycy 7,1 = 7,0 lat), 10 osob z choroba niedo-
krwienng serca (stabilna dusznica bolesna) oraz
10 zdrowych ochotnikdéw.

Chorobe niedokrwienng serca rozpoznano na
podstawie o zalecen American College of Cardiology/
/American Heart Association (ACC/AHA) [14], natomiast
cukrzyce typu 2 — zgodnie ze stanowiskiem Europej-
skiej Grupy Postepowania w Cukrzycy (EDPG, Europe-
an Diabetes Policy Group) [15]. W leczeniu choroby
niedokrwiennej serca stosowano nastepujace grupy
lekéw: azotany, molsidomine, leki g-adrenolityczne,
antagonistéw wapnia, inhibitory konwertazy angioten-
syny I, trimetazydyne i kwas acetylosalicylowy. Cho-
rych na cukrzyce typu 2 leczono pochodnymi sulfony-
lomocznika (12 0séb) lub insuling (10 os6b).

Z badan wykluczono osoby z ostrymi lub prze-
wlektymi stanami zapalnymi, z niewydolnoscig ne-
rek lub watroby. Badani byli pacjentami poradni le-
karza rodzinnego w Poznaniu. Dane dotyczace wy-
wiadu zaczerpnieto z ich kart choroby. Na przepro-
wadzenie badan uzyskano zgode lokalnej komisji
etycznej.

U kazdego chorego oznaczono: glikemie na
czczo metodg enzymatyczng opartg na reakgji kata-
lizowanej przez oksydaze glukozy; stezenie hemo-
globiny glikowanej (HbA, ) we krwi za pomocg te-
stu Abbott Imx Glycated Hemoglobin, wykorzystu-
jacego reakcje powinowactwa wigzania boranowe-
go; stezenia cholesterolu catkowitego, frakcji LDL
i HDL; stezenie triglicerydow w surowicy oznaczono
metodami enzymatycznymi. Do oceny ostrej hiper-
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glikemii zastosowano pomiar stezenia 1,5-anhydro-
-D-glucitolu (1,5-AG) w osoczu. Zwigzek 1,5-AG — po-
liol (dezoksyglukoza), wystepujacy w surowicy ludz-
kiej, charakteryzuje sie stabilnym metabolizmem [16].
Podstawowym czynnikiem wptywajacym na zmniej-
szenie stezenia 1,5-AG w osoczu jest hiperglikemia.
Nawet jej krétkotrwaty epizod wywotujacy przekro-
czenie progu nerkowego dla glukozy powoduje
gwattowne wydalanie 1,5-AG z moczem [16, 17].
Ze wzgledu na to, ze stezenie HbA, _ nie odzwiercie-
dla krotkotrwatych epizodéw hiperglikemii [18], oce-
na stezenia 1,5-AG w osoczu stanowi niezbedne uzu-
petnienie panelu badan wymaganych do optymaliza-
cji leczenia cukrzycy [17, 19, 20]. Dotychczasowe wy-
niki badan wskazuja, ze obnizenie stezenia 1,5-AG
w osoczu to czuty wskaznik ostrej, krotkotrwatej hi-
perglikemii, w tym — hiperglikemii popositkowej wy-
stepujacej w ciggu 1-2 dni przed badaniem [19, 21].

Metodyka oznaczania
stezenia 1,5-AG [22, 23]

WSstepna obrébka osocza polegata na usuwaniu
z niego glukozy i innych monosacharyddw za pomoca
chromatografii jonowymiennej. Podstawa metody en-
zymatycznej oznaczania stezenia 1,5-AG w osoczu jest
reakcja katalizowana przez oksydaze pyranozy (pyra-
noza: tlen 2-oksydoreduktaza PROD). W wyniku reak-
¢ji oksydacyjno-redukcyjnej grupa hydroksylowa
W pozycji 2. czasteczki 1,5-AG jest utleniana przez tlen
czgsteczkowy przy udziale PROD. W celu ilosciowego
oznaczenia powstatego w wyniku tej reakcji nadtlen-
ku wodoru przeprowadza sie reakcje z udziatem pe-
roksydazy chrzanowej (HRP, horseradish peroxidase),
w ktorej role donora wodoru petni kwas 2,2-azino-bis-
(3-etylobenztiazolino-6-sulfonowy) (ABTS). Pomiaru
absorbancji ABTS w postaci utlenionej dokonuje sie na
spektrofotometrze przy dtugosci fali 420 nm wobec
Slepej préby [22, 23].

Wartosci referencyjne 1,5-AG oznaczanego
metodg enzymatyczng w osoczu wynoszg 13,8-
—-31,8 mg/l. Wspotczynnik powtarzalnosci ksztattuje
sie na poziomie 4,9% [23].

Metodyka oznaczania stezenia sFas
(sAPO/CD,5) w surowicy

Stezenie sFas w surowicy oceniano metoda
immunoenzymatyczng (ELISA, Enzyme-Linked Immu-
nosorbent Assay) w 2 powtdrzeniach za pomoca
zestawu firmy BenderMedSystems.

Ptytke optaszczano monoklonalnym przeciwcia-
tem skierowanym przeciwko sFas. Do dotkéw mikro-
ptytki dodawano standardowe rozcieficzenia bada-
nego antygenu (sFas) lub badang surowice. Nastep-

nie naktadano roztwér zawierajacy przeciwciato
sprzezone z biotyna, skierowane przeciwko sFas
zwigzanemu z przeciwcialem optaszczajgcym ptyt-
ke. Nastepnie dodawano streptawidyne sprzezong
z HRP, a w dalszej kolejnosci w celu uzyskania reak-
¢ji barwnej, dodawano tetrametylobenzydyne (TMB,
tetramethylbenzidine), ktdra jest substratem dla HRP.
Absorbancje odczytywano przy dtugosci fali 450 nm.

Czutos¢ tej metody wynosi 200 pg/ml, nato-
miast wspoétczynnik powtarzalnosci — 4,5%.

Statystyczne opracowanie wynikéw

Normalnos¢ rozktadu danych sprawdzano za
pomoca testu Kotmogorowa-Smirnowa z poprawka
Lilleforce’a oraz testu Shapiro-Wilka. Wyniki badan
przedstawiono jako srednig + SD i/lub mediane
z podaniem zakresu wartosci (25-75%). Hipotezy sta-
tystyczne sprawdzano z uzyciem testow: ANOVA
rang Kruskalla-Wallisa, mediany, a takze U Manna-
Whitneya. Zwiagzki miedzy cechami badano za po-
mocq analizy regresji liniowej. Za znamienne staty-
stycznie przyjeto wartosci p < 0,05. Obliczen staty-
stycznych dokonano z zastosowaniem programu
Statistica 6.0 (StatSoft, Inc.).

Wyniki

W tabeli 1 przedstawiono charakterystyke kli-
niczno-biochemiczng badanych grup, w ktérych cho-
rzy byli w podobnym wieku i nie réznili sie pod wzgle-
dem wiekszosci parametréw gospodarki lipidowej.
W poréwnaniu z pozostatymi grupami glikemia na
czczo oraz stezenia HbA, ., 1,5-AG i cholesterolu frak-
¢ji LDL u chorych na cukrzyce byty wyzsze.

Na podstawie analizy przeprowadzonej z uzy-
ciem testu rang Kruskalla-Wallisa wykazano znacz-
ne zréznicowanie stezen sFas miedzy badanymi gru-
pami (p < 0,00001). Szczegdtowa analiza za pomocg
testu U Manna-Whitneya pozwolita stwierdzi¢, ze
stezenie sFas w grupie chorych na cukrzyce byto zna-
miennie wyzsze niz w grupie kontrolnej (ryc. 1).
W grupie chorych na cukrzyce stwierdzono takze naj-
wieksze zréznicowanie stezen sFas miedzy poszcze-
g6Inymi pacjentami (mediana — 1182 pg/ml, zakres
25-75%: 612-3328 pg/ml vs. pacjenci z choroba niedo-
krwienng serca: mediana — 876 pg/ml, 25-75%: 622—
—1560 pg/ml i grupa kontrolna: mediana— 677 pg/ml,
25-75%: 369-1101 pg/ml).

Nie stwierdzono natomiast zadnych istotnych
korelacji miedzy stezeniem sFas u chorych na cukrzy-
ce typu 2 a wartosciami parametréw kontroli meta-
bolicznej cukrzycy (glikemia na czczo, HbA,, steze-
nia: cholesterolu catkowitego, cholesterolu frakgji
HDL i LDL, triglicerydow) z wyjatkiem zwigzku ob-
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Tabela 1. Charakterystyka kliniczno-biochemiczna badanych grup

Chorzy na cukrzyce

Pacjenci z chorobg

Grupa kontrolna

typu 2 niedokrwienng serca (n =10)

(n =29) (n =10)
Wiek (lata) 58,7 £ 8,5 59,4 +7,6 58,9 = 9,1
BMI [kg/m?] 30,2+1,2 29,9 = 3,1 29,7 £ 2,6
Glikemia na czczo 146,8 = 59,0* 94,9 = 13,0 98,2 + 8,1
[mg/dl/mmol/I] 8,2 + 3,3 53 +0,7 55+ 0,5
Stezenie HbA, . (%) 6,5+ 2,1* 59+0,3 55*04
1,5-AG [mg/l] 14,4 £ 5,7* 17,0 £ 1,0 19,9 = 1,2
Stezenie cholesterolu catkowitego 203,7 + 61,8 191,4 £ 53,4 190,1 = 34,7
[mg/dl/mmol/l] 53=*1,6 5014 4,9 +0,9
Stezenie cholesterolu frakcji HDL 54,8 + 14,3 58,2 + 14,0 56,7 £ 12,0
[mg/dl/mmol/I] 1,4+04 1,5+0,4 1,5+ 0,3
Stezenie cholesterolu frakgji LDL 137,6 = 63,7* 108,4 + 43,9 110,1 = 34,8
[mg/dl/mmol/I] 3,6 1,7 2,8+1,1 29+09
Stezenie triglicerydéw 167,0 £ 76,0 121,4 = 38,8 137,9 £ 55,0
[mg/dl/mmol/I] 1,9 +0,9 1,4+04 1,6 £ 0,6

*Rdznica znamienna statystycznie dla p < 0,05 wobec pozostatych grup; BMI (body mass index) — wskaznik masy ciata
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Rycina 1. Poréwnanie stezen sFas w surowicy migdzy ba-
danymi grupami; C-2 — cukrzyca typu 2; ChNS — choroba
niedokrwienna serca; K — grupa kontrolna; *réznica zna-
mienna statystycznie dla p < 0,05 wobec grupy kontrolnej

serwowanego miedzy stezeniem sFas a stezeniem
1,5-AG w osoczu (r = 0,65) (ryc. 2).

Dyskusja

Aktualnie obowigzujgca koncepcja rozwoju
miazdzycy uwzglednia, oprocz wptywu czynnikdw
wzrostu, zaburzen gospodarki lipidowej i weglowo-
danowej, stresu oksydacyjnego, prozapalnych cyto-

sFas [pg/ml]

8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
1,5-anhydro-D-glucitol (1,5-AG) [mg/I]

Rycina 2. Korelacja miedzy stezeniem 1,5-anhydro-D-glu-
citolu (1,5-AG) w osoczu a stezeniem sFas w surowicy
u chorych na cukrzyce typu 2, r = 0,65. Zaleznos¢ spetnia
réwnanie: y = (-1991) + 270,36x

kin, réwniez role, jaka w tym procesie odgrywa zabu-
rzenie regulacji apoptozy [9]. W kontroli apoptozy
komorek srodbtonka i miesni gtadkich sciany tetnic
znaczacy udziat ma interakcja zachodzaca miedzy bto-
nowym receptorem Fas (APO-1/CDg;) a jego ligandem
FasL, zapoczatkowujgca szereg proceséw wewnatrz-
komorkowych prowadzacych do $mierci komérki [24].
Czasteczki Fas i FasL wchodzg w sktad btony komor-
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kowej prawidtowych komérek srodbtonka, natomiast
komérki miesni gtadkich sciany naczyn w swych bto-
nach komoérkowych zawierajg wytacznie czasteczki Fas
[25]. Indukcja apoptozy w komérkach miesni gtad-
kich zachodzi pod wptywem faczenia sie Fas z FasL
znajdujgcym sie na powierzchni aktywowanych lim-
focytéw lub makrofagéw lub na skutek interakgji
z FasL komorek srédbtonka. Nadmierne pobudzenie
apoptozy komorek migsnidwki gtadkiej sciany naczyn
moze prowadzi¢ do destablizacji blaszki miazdzyco-
wej i progresji choroby niedokrwiennej serca [5].

Czasteczki sFas wykazuja powinowactwo do
btonowego FasL r6znych typéw komorek i, wigzac
sie z nim, uniemozliwiajg interakcje miedzy FasL
a btonowym sFas. Dlatego uwaza sig, ze czastki SAPO-1/
/sFas krazace we krwi spetniaja role inhibitora apop-
tozy [7]. Prawdopodobnie wysokie stezenia sFas de-
cyduja o zdolnosci ustroju do hamowania rozwoju
miazdzycy. Wysokie stezenia sFas w surowicy cho-
rych na cukrzyce typu 2 w poréwnaniu do innych
badanych grup, w tym pacjentéw wytacznie z cho-
roba niedokrwiennga serca, sugeruja, ze element ten
stanowi czynnik obronny wytwarzany przez ustrdj
jako odpowiedz na wzmozong apoptoze.

W Swietle ostatnich badan nie ma watpliwosci
co do twierdzenia, ze czynnikiem sprawczym apop-
tozy komérek réznych typéw u chorych na cukrzyce
typu 2 jest hiperglikemia [4, 26]. Wyniki badan wta-
snych wykazaty, ze istnieje zwigzek miedzy zdolno-
$cig hamowania apoptozy a stopniem kontroli cu-
krzycy. Stwierdzono, ze decydujacy wptyw na steze-
nie sFas w surowicy majg wytacznie krotkotrwate
epizody hiperglikemii, mimo ze glikemia na czczo
czy tez przewlekta hiperglikemia objawiajaca sie
zwiekszeniem stezenia HbA, _ u chorych na cukrzyce
typu 2 nie determinujg stezenia sFas. Obserwacja ta
jest zbiezna z wynikami badan epidemiologicznych,
ktére wskazaty na ostra (popositkowa) hiperglikemie
jako nadrzedny czynnik powodujacy rozwdj choroby
niedokrwiennej serca u chorych na cukrzyce typu 2
i U 0séb z uposledzong tolerancja glukozy [1-3]. Moz-
na wiec sadzi¢, ze skuteczna kontrola ostrej hipergli-
kemii, rozumiana jako utrzymanie wysokich stezen
1,5-AG, jest niezbedna do prawidtowej regulacji apop-
tozy w komorkach uktadu sercowo-naczyniowego.

Przeprowadzone badania nie pozwalajg na
wysuniecie ostatecznych wnioskéw dotyczacych re-
lacji miedzy stezeniem sFas w surowicy a poszcze-
g6lnymi parametrami gospodarki lipidowej. Wpraw-
dzie nie stwierdzono zaleznosci miedzy sFas a bada-
nymi wskaznikami, jednak w grupie chorych na cu-
krzyce typu 2 stezenia cholesterolu frakcji LDL byty
znacznie wyzsze niz w pozostatych grupach. Niewy-

kluczone, ze przeprowadzenie badan na liczniejszej
grupie chorych pozwolitoby jednoznacznie wyjasnic¢
ten problem, zwtfaszcza w swietle danych dotycza-
cych znaczenia utlenowanych i glikowanych czastek
LDL dla indukcji apoptozy [27, 28].

Podsumowujac, mozna stwierdzié, ze jednym
z czynnikéw istotnie wptywajacych na regulacje
apoptozy u chorych na cukrzyce typu 2 sg epizody
ostrej hiperglikemii, natomiast nasilenie przewlektej
hiperglikemii nie wigze sie bezposrednio z ekspresjg
czynnika antyapoptotycznego sFas.
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