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BIOCHEMICZNE ASPEKTY
POWSTAWANIA POWIKLAN W CUKRZYCY

Artykul daje przeglad najnowszej wiedzy na temat biochemicznych aspektow
powstawania powiklari w cukrzycy. Szczegélnie duzo uwagi poswigcono roli nieen-
zymatycznej glikozylacji bialek w rozwoju powiklan cukrzycowych.

1. RODZAJE POWIKLAN W CUKRZYCY

Przewlekle powiklania w cukrzycy pojawiaja si¢ w pozniejszym okresie
choroby w postaci wyraznie okreslonych zespolow klinicznych lub zmian
patologicznych odpowiadajacych zespolom wystgpujacym w innych jedno-
stkach chorobowych. Przez wiele lat trwania cukrzycy jej powiklania rozwijaja
si¢ czgsto bezobjawowo nawet w tych przypadkach, w ktérych brak jest
dobrego wyréwnania metabolicznego. Z chwila zas ich klinicznego ujawnienia
mozliwosci terapeutyczne sa bardzo male, a efekty ograniczaja sie jedynie do
terapii objawowej. Jest to malo skuteczna walka, ktora z reguly konczy si¢
niepowodzeniem, a rozwijajace si¢ powiklania doprowadzaja do kalectwa.

Do glownych przewleklych powiklan w cukrzycy zalicza si¢ zmiany
w duzych i malych naczyniach zaréwno te¢tniczych, jak i zylnych (angiopathia
diabetica) oraz w zakresie nerwow obwodowych (neuropathia diabetica). Inne
powiklania narzadowe dotyczace: nerek, przewodu pokarmowego, narzadu
ruchu, wzroku wynikaja nie tylko z zaburzen metabolicznych, ale s3 kompila-
cja tych zaburzen; uposledzenia funkcji naczyin krwionosnych i ukladu
nerwowego: centralnego, obwodowego, sympatycznego i parasympatycznego.

Swoiste zmiany w naczyniach wlosowatych wyst¢puja tam, gdzie naczynia
maja blong podstawna i dotycza przede wszystkim wiosniczek zaopatrujacych
nerki i narzad wzroku - prowadzac szybko do nefropatii 1 retinopatii
cukrzycowej. Badania przeprowadzone w Stanach Zjednoczonych ujawnily, ze
za ok. 5000 przypadkow $lepoty rocznie [39] odpowiedzialna jest retinopatia,
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a 90% pacjentow z cukrzyca typu I po 15 latach choroby ma zaawansowane
zmiany w siatkowce [31]. Po 20 latach trwania cukrzycy u 40-60% pacjentéw
rozwija si¢ angioretinopathia proliferativa [31, 39] — por. tab. 1.

Tabela 1

Czgstosé wystgpowania choroby malych naczyn w cukrzycy - w % [West i wsp. 1982]

Rodzaj zmiany 6 lat 20 lat
Retinopatia (lacznie) 13,9 68,6
Retinopatia proliferacyjna 0,9 12,7
Slepota siatkéwkowa 0,6 5,0
Bialkomocz 20,1 31,9

Rowniez inne zmiany, takie jak: krwawienia do ciala szklistego, za¢ma,
obrzeki i wldknienie plamki z6itej sa powodem utraty zdolnosei widzenia.

Neuropatia cukrzycowa moze przybiera¢ rézne formy, jako: polineuropatia
obwodowa, mononeuropatia, neuropatia ukladu wegetatywnego. Wszystkie te
zaburzenia mogg prowadzi¢ do powaznego ograniczenia aktywnosci psy-
cho-fizycznej pacjentow z cukrzyca, szczegdlnie typu 1 [24, 36, 64).

Brak jest obecnie miarodajnych danych co do czgstosci wystepowania
neuropatii. Wynika to z kilku przestanek: zbyt wysokich kosztéw specjalistycz-
nych badan neurologicznych, niemoznosci objecia nimi wszystkich chorych,
a takze znacznego stopnia zréznicowania obrazu klinicznego oraz trudnosci
z opracowaniem jednolitych kryteriéw diagnostycznych, ktore mozna byloby
zastosowa¢ w badaniach epidemiologicznych. Thumaczy to duze rozbieznosci
w pismiennictwie dotyczace czgstosci wystepowania neuropatii (od 5 do 90%
w réznych krajach). W badaniach z terenu Polski, w ktorych rozpoznanie
opieralo si¢ na danych klinicznych, czgstos¢ wystgpowania tego powiklania
wynosi ok. 40% [23]. Neuropatia obwodowa dotyczy glownie wldkien
nerwowych, przede wszystkim konczyn gérnych i dolnych, uposledzajac czucie
powierzchniowe. Manifestuje si¢ bolami, zniesieniem badZ ograniczeniem
czucia dotyku i brakiem odruchéw sciggnistych. Wczesne uszkodzenia moga
by¢ wykrywane jedynie przy zastosowaniu pomiaru przewodnictwa ner-
wowego. Tym wczesnym zmianom towarzyszy spadek poziomu mioinozytolu
we widknach, zaburzenia transportu jonéw sodowych i zahamowanie czynno-
sci ATP-azy sodowo-potasowej w tkankach [86], a takze nieenzymatyczna
glikozylacja bialek [36, 64]. W poézniejszym okresie pojawiaja si¢ zmiany
morfologiczne, ktore w przeciwienstwie do zmian wczesnych nie reaguja na
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inhibitory reduktazy aldozowej, czy doustne stosowanie mioinozitolu, Réw-
niez i w tych przypadkach poprawa wskaznikow biochemicznych nie wplywa
na przebieg powiklar.

1.1. Neuropatia ukladu wegetatywnego

Moze ona dotyczy¢ zaréwno ukladu przy-, jak i wspolczulnego, powodujac
zaburzenia czynno$ciowe praktycznie wszystkich narzadéw i ukladéw, co
prowadzi¢ moze do kalectwa, a nawet stanowi¢ o zyciu chorego.

1.2. Mononeuropatia cukrzycowa

Mononeuropatia jest wynikiem zmian we wldknach nerwowych pojedyn-
czego nerwu, np. czaszkowego, lub splotu, Z reguly objawy w postaci
porazenia lub zapalenia pojawiaja si¢ nagle i praktycznie moga dotyczy¢
kazdego nerwu. Jednak najczesciej opisywana jest mononeuropatia nerwu
twarzowego.

1.3. Nefropatia cukrzycowa

Nefropatia cukrzycowa jest jedna z gldwnych przyczyn zgonéw chorych na
cukrzyce. Pierwszym objawem rozpoczynajacej si¢ nefropatii jest biatkomocz
rzedu 50-200 mg/24 godz., niewykrywalny rutynowymi metodami [44].
W momencie zauwazalnego bialkomoczu rozpoczyna si¢ spadek filtracji
nerkowej. Zaawansowana nefropatia pod postacig zespolu nerczycowego i ze
spadkiem GFR (w granicach 50 do 70%) ma gorsze rokowanie przez
wspolistniejace nadcisnienie [53]. W tym schytkowym okresie mozna jeszeze
podja¢ probe przeszezepu nerki badz przewleklej dializy, co sprawia ze 3-letni
okres przezycia dla tych chorych zwigkszy! si¢ z 30 do ok. 60% [71]. Jest to
jednak terapia zbyt pozna i niebywale kosztowna. Szacuje sig, ze w USA
koszty leczenia chorych na cukrzyce z powodu niewydolnosei nerek wynosza
10 miliardéow dol. rocznie [64].

2. BIOCHEMICZNE PODLOZE POWSTAWANIA POWIKLAN W CUKRZYCY

Glownym patofizjologicznym czynnikiem w patomechanizmie powstawa-
nia powiklan w cukrzycy jest nieprawidlowe przechodzenie substancji — przede
wszystkim bialkowych — ze $wiatla naczyn do ich scian i odkladanie si¢ tych
zwiazkow pod blong wewnetrzna [3, 6, 28, 45, 63, 73].

Od kilkunastu lat dane naplywajace z licznych badan klinicznych, morfo-
logicznych i biochemicznych dowodza, ze jedyna przyczyna powstawania
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powiklan cukrzycowych jest hiperglikemia, ktora daje poczatek wszelkiego
rodzaju ,,péznym” powiklaniom [1, 5, 9, 11, 20, 35, 39, 55, 83]. Klinicysci sa
zdania, ze jedynie $cisla kontrola metaboliczna moze zapobiec lub opéznic
wystepowanie powiklan [24, 39, 70]. Jednakze ostatnie doniesienia sugeruja, ze
kiedy w cukrzycy dojdzie juz do ich powstania, to poprawa wskaznikow
metabolicznych nie zapobiega patologicznym procesom [38, 78, 83].

Dwa gléwne mechanizmy tlumacza patomechanizm powstawania powik-
tafn, w ktérych nadmierne stezenie glukozy powoduje trwale uszkodzenie
komorek i tkanek.

2.1. Zmiana prawidlowego toru przemiany metabolicznej glukozy
wewnatrz komorek

Wewnatrzkomdrkowa hiperglikemia moze spowodowaé, poprzez zmiang
prawidlowego toru przemiany metabolicznej, powstanie produktéw przemia-
ny, ktére moga zmienia¢ fizjologiczne funkcjonowanie komdrek. Ten wlasnie
mechanizm tlumaczy np. zmiany w zakresie glikoprotein w blonie podstawnej
w kigbkach nerkowych, zaburzenia w biochemicznej przemianie biatka mieliny
w nerwach obwodowych, nieprawidlowe wytwarzanie prostacyklin w plytkach
krwi oraz zaburzenia w wydzielaniu somatomedyny i hormonu wzrostu.

Za powyzsze zmiany odpowiedzialna jest przemiana glukozy w cyklu
wieloalkoholowym. Ten sam mechanizm odpowiedzialny jest za powstawanie
zmian w soczewce oka i widknach nerwowych, a wigc w tkankach, ktore nie
wymagaja insuliny do transportu glukozy. Konsekwencja tych zmian jest
powstanie ostrej zaémy i wezesnej polineuropatii obwodowej [17, 30]. Ta
zwigkszona, niefizjologiczna przemiana glukozy w cyklu wieloalkoholowym
pociaga za soba szereg innych zaburzen, jak spadek poziomu NADPH,
glutationu i mioinozytolu. Kazdy z tych czynnikéw moze by¢ juz przyczyna
powstawania powiklan cukrzycowych [5].

2.2. Nieenzymatyczna glikozylacja bialek

Drugim mechanizmem, ktéry w przypadku hiperglikemii thumaczy po-
wstawanie powiklari w cukrzycy jest nieenzymatyczna glikozylacja bialek.
W tym procesie glukoza, bez udzialu enzyméw, przytaczana jest do biatka.
Trwale zwiazki powstale w wyniku tej reakcji gromadza si¢ wewnatrzkomor-
kowo — w przypadku komérek, ktére do transportu glukozy nie potrzebuja
insuliny lub sa przylaczane do bialek blon komérkowych krazacych bialek
osocza, czy bialek strukturalnych. Niewatpliwie najlepiej poznanym glikozylo-
wanym biatkiem jest hemoglobina [37, 43, 69].

Wspolczesne badania na temat nieenzymatycznej glikozylacji ogniskuja si¢
na AGE (Advanced Glycosylated End — products) [46], ktore powstaja bardzo
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powoli z wigzania ketoaminowego poprzez szereg dalszych reakcji i prze-
grupowan. Zwiazki te sa chemicznie bardzo trwale i ulegaja kumulacji na
biatkach o dlugim czasie poltrwania. W zwiazku z tym nalezy przedstawic
podobienstwa i réznice pomigdzy ketoaminami i mniej znanymi AGE.
Laczacym je ogniwem jest to, iz sa one $cisle zwigzane z hiperglikemia, a ich
obecnos$¢ ma scisty zwiazek z istnieniem powiklan w cukrzycy.

2.2.1. Nieenzymatyczna glikozylacja bialek
o okresie pottrwania od kilku dni do kilku tygodni

Niestabilna zasada Schiffa szybko uzyskuje staty poziom odzwierciedlajacy
~in vivo poziom glikemii. Szybkos¢ powstawania zasady Schiffa jest rowna stalej
dysocjacji (K_;). Po okresie kilku tygodni, na skutek powolnego przeksztal-
cania chemicznego w zasadzie Schiffa (K, = 1,6% K;) pojawia si¢ stabilny,
ale chemicznie odwracalny produkt — ketoamina (por. rys. 1). Powstawanie
ketoaminy nie odbywa si¢ w ,,nieskonczono$¢”, jednakze stan réwnowagi
dynamicznej uzyskiwany jest po wielu tygodniach. Po osiagnigciu tego stanu
w powstawaniu ketoaminy, mierzone jej poziomy nie wzrastaja jako funkcja
czasu. Najlepiej poznano t¢ reakcje na przykladzie hemoglobiny, jako modelu
biatka [13, 41, 43, 46, 72].

. H-C=N~BIALKO H,C~NH-BIALKO
| | |
HCOH K, H(l:OH B2 & c=0
HOCH + H,N - BIAEKO $  HocH s HOCH
K_ K_
H(IJOH % H(!OH 2 m!ou
| | |
H COH HCOH HCOH
CH,OH CH,OH iR
ZASADA SCHIFFA KETOAMINA

Rys. 1. Schemat glikozylacji biatka
* — przeksztalcenie Amadoriego; K — stale tworzenia

Przykladem tego typu glikozylacji jest rowniez nieenzymatyczna glikozyla-
cja bialek osocza. Zmiany dotyczace skladu biatek osocza byly przedmiotem
licznych doniesien [15, 34, 41, 42]. Obserwowano wzrost: «; kwasu gliko-
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proteinowego, f, globulin, dopetniacza Cs, Cy4, fibrynogenu, immunoglobuliny
A, ceruloplazminy, bialka C reaktywnego, o globuliny, haptoglobiny, o
antytrypsyny, spadek ilosci prealbumin, albumin i immunoglobuliny D.

Procesowi nieenzymatycznej glikozylacji bialek osocza poczatkowo nie
poswigcano zbyt wiele uwagi. Ostatnio coraz wigcej doniesient dotyczy zmian
zachodzacych pod wplywem glikozylacji badz to w samych biatkach, badz
w lipoproteinach [87]. Szczegdlnie duzo uwagi poswigca si¢ lipoproteinom,
albowiem to one w glownej mierze odpowiedzialne sa za rozwdj zmian
miazdzycowych, powodujacych u chorych na cukrzycg zwigkszone ryzyko
zapadalnosci i zachorowalnosci na tzw. choroby cywilizacyjne [27, 76].

W badaniach in vitro glikozylowane LDL ulegaja znacznie wigkszemu
rozkltadowi przez fibroblasty anizeli LDL nieglikozylowane [75].

Badania przeprowadzone u chorych na cukrzyce dowodzy Scislej wspot-
zalezno$ci miedzy stopniem wyrownania metabolicznego (hiperglikemia) i po-
ziomem glikozylowanego LDL oraz stopniem glikozylacji innych bialek osocza
[41], a takze iloscia glikozylowanej hemoglobiny [51]. Bialka osocza ulegajace
nieenzymatycznej glikozylacji moga by¢ bardzo cennym wskaznikiem wyrow-
nania metabolicznego. !

Nieenzymatyczna glikozylacja dotyczy wolnej lizynowej reszty biatka
i 0znaczenie stopnia glikozylacji moze przynies¢ szereg korzysci. Indywidualne
roznice w ilosci glikozylowanych bialek u osob zdrowych sa niewielkie [65].
Istnieje wigc lepsza korelacja miedzy glikozylowana hemoglobina a poziomem
glikemii [50]. Zatem normoglikemia uzyskana u pacjenta metabolicznie
niewyrownanego szybciej znajdzie odzwierciedlenie w poziomach glikozylowa-
nych bialek osocza niz w poziomie glikozylowanej hemoglobiny (krétszy okres
poéltrwania albumin) [34, 77]. Natomiast zwyzka poziomu glikemii szybciej
i w wigkszym stopniu bedzie miala wplyw na podniesienie poziomow
glikozylowanych bialek osocza [29]. Bardzo istotne wydaje si¢ by¢ oznaczenie
tego typu nieenzymatycznej glikozylacji u pacjentow, ktérzy maja zaburzong
synteze hemoglobiny lub nieprawidtowosci w zakresie ukladu czerwonokrwin-
kowego. Réwniez duza uwage przywiazuje si¢ do oznaczania glikozylowanych
bialek osocza przy podejrzeniu cukrzycy lub nieprawidlowej tolerancji weg-
lowodanowej. I tu wigksza czuto$¢ wykazuje oznaczanie poziomoéw glikozylo-
wanych bialek osocza niz tzw. stodkiej hemoglobiny [77], ktéra byla do
niedawna najlepiej poznanym glikozylowanym biatkiem w ustroju ludzkim
i bywa traktowana jako model wzorcowy nieenzymatycznej glikozylacji.

U doroslych i u dzieci powyzej 6 miesigca zycia 90% hemoglobiny stanowi
hemoglobina A — tetramer zlozony z dwdch par polipeptydowych fancuchow
oy Bo. Pozostale ilosci hemoglobiny to: Ay (apf2) i HbF tzw. plodowa (x3y,)
stanowiace 2,0% i 0,5% ilosci hemoglobiny. Za syntez¢ hemoglobiny
odpowiedzialne sa osobne geny. Inne skladowe hemoglobiny nie sa juz
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budowane pod kontrola genéw, a stanowig one potranslacyjne modyfikacje
hemoglobiny A.

Badania za pomocg metod elektroforetycznych wykazaly, ze hemoglobina
ludzka nie jest homogenng strukturg, a jest bialkiem heterogennym. Pierw-
szym, ktory zwrdcil na to uwage byl Allen w roku 1955 [2]. Pdzniej
spostrzezenie to potwierdzili inni badacze [16, 67]. Poczatkowo nie wiazano
wystepowania pewnych frakcji hemoglobiny z cukrzyca. Dopiero badania
Huismana w 1962 r. wykazaly podwyzszone poziomy frakcji tzw. szybkiej
hemoglobiny u 4 pacjentéw, u ktdrych poprzednio rozpoznawano cukrzyce
[32], a w 1968 r. Rahbar potwierdzil za pomocg elektroforezy obecnos¢ frakcji
hemoglobiny u o0sob z cukrzyca [57, 59].

W swietle osiagnig¢ dzisiejszej nauki znany jest fakt istnienia kilku
potranslacyjnych modyfikacji HbA [14]. Oznacza si¢ je symbolami: HbA,
(0,4%), A1 (0,4%), Ajc (3%). HbA ), sklada si¢ z dwoch komponentow: Ajgg
(0,2%) 1 Ayan (0,2%). Sekwencje aminokwasow w lancuchach polipep-
tydowych sg takie jak w HbA, z wyjatkiem obecnosci przy N-koricowej walinie
laicucha f dodatkowej czasteczki; w przypadku HbA;,; jest nia fruk-
tozo-1,6-dwufosforan, w HbA ., glukozo-6-fosforan, w HbA, produkt
dezaminacji HbA, a w HbA|. glukoza.

N-koricowa walina tancucha f i NHj-koncowa reszta walin lancucha
o 1 grupy e-aminowe reszt lizyny tancuchow a i f HbA sa miejscami glikozylacji
hemoglobiny. Badania na temat glikozylacji in vitro byly przeprowadzone
przez Mohameda i wsp. w 1949 r. [14], ale dopiero pdzniejsze badania
przeprowadzone in vitro 1 in vivo udzielily odpowiedzi na temat samego
mechanizmu przylaczania [4, 58, 62]. Jesli chodzi o przylaczanie glukozy to
wlasnie poprzednio wymienione grupy sa najbardziej reaktywne i ulegaja juz
nieenzymatycznej glikozylacji przy poziomie glikemii nizszym 8-10 krotnie od
poziomdéw powodujacych glikozylacje innych czgsci hemoglobiny. Glikozylo-
wana hemoglobina A jest dobrym odzwierciedleniem wyréwnania metaboli-
cznego cukrzycy [13, 22, 24, 35, 43, 49, 65, 69], natomiast inne parametry, takie
jak: glikozuria, glikemia, ketonemia, poziom trojglicerydow, cholesterolu nie
sa czulymi wskaznikami wyréwnania metabolicznego. Oznaczenie ich pozwala
jedynie na ,,wglad” w chorobg w bardzo waskim przedziale czasu.

2.2.2. Bialka strukturalne o dlugim czasie przezycia

Bialka o diugim czasie przezycia — w przeciwienistwie do tych, ktorych czas
przezycia jest krotszy — akumuluja poketoaminowe glikozylowane nieen-
zymatycznie produkty, tzw. AGE (krzyzowo powiazane bialka) [46]. Biatka
o dhugim czasie przezycia to: krystalina, kolagen, elastyna, biatka mieliny.
AGE powstaja bardzo powoli poprzez seri¢ dalszych reakcji: przegrupowan
i odwodnienia. Zwiazki te sa latwo identyfikowane ze wzgledu na ich
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charakterystyczne brazowe zabarwienie, fluorescencj¢ i wspoludzial w siecio-
waniu bialek.

Ich struktura jest determinowana przez jeden koncowy produkt glikozylacji
przebiegajacej w warunkach fizjologicznych: 2-furoyl-4(5)-(2-furanyl)-1
M-imidazol. Powstawanie ich jest niezwykle powolne, ale w przeciwienstwie do
ketoaminy, raz powstaly zwigzek jest niezwykle trwaly. W wyniku tego poziom
AGE wzrasta przez caly okres biologicznego zycia biatka w stosunku
proporcjonalnym do stgzenia ketoaminy. Zardwno in vitro, jak i in vivo ten
proces opisywany byl dla bardzo wielu bialek ustrojowych [8, 10, 13, 25, 26,
37, 41, 47, 52]. Jednak trudnosci metodologiczne byly przyczyna ograniczenia
doswiadczen do niektérych izolowanych bialek. Rozwdj technik badawczych
umozliwil obserwacj¢ glikozylacji nieenzymatycznej w odniesieniu do réznych
biologicznych struktur, traktowanych jako homogenaty tkankowe. Jako
metody badawcze stosuje si¢ chromatografie powinowactwa czy chromato-
grafi¢ wysokocis$nieniowa [66, &1, 88].

Jedynie ketoamina moze by¢ wykrywana rutynowymi metodami w od-
niesieniu do nieenzymatycznej glikozylacji. Hiperglikemia towarzyszaca cuk-
rzycy powoduje wzrost stezenia ketoaminy w réznych tkankach i jest ono
bardzo podobne do stgzenia tego zwiazku sformatowanego z hemoglobiny.
Dwu czy nawet trzykrotny wzrost jest widoczny w przypadku porownywania
bialek pobranych od chorych z cukrzycg i od oséb zdrowych.

Wykrycie AGE w makromolekutach moze by¢ dokonane przy uzyciu
metod spektroskopowych i fluorescencyjnych, jednakze doktadna klasyfikacja
i okreslenie specyfiki zwiazkéw obecnie nie sa mozliwe. Ta niemoznos¢ oceny
jakosciowej i ilosciowej produktow powstalych z ketoaminy praktycznie
uniemozliwia w poszukiwaniach klinicznych okreslenie w przypadku bialek
o dlugim czasie przezycia przedzialu czasu, w ktéorym miala miejsce hiper-
glikemia. W obecnej chwili nie ma wlasciwie mozliwosci ustalenia korelacji
migdzy calkowita glikozylacja nieenzymatyczng a stopniem zaawansowania
powiklan. Przyczyna tego stanu rzeczy jest to, iz np. wartosci wczesnych
glikozylowanych produktéw, takich jak: glikozylowana hemoglobina czy
glikozylowana blona podstawna w kigbkach nerkowych wzrastaja, gdy
poziomy glikemii sa wysokie i ulegaja normalizacji, gdy glikemia powraca do
normy. Te poczatkowe produkty nieenzymatycznej glikozylacji: zasada Schiffa
i ketoamina (produkt Amadoriego) nie ulegaja kumulacji na biatkach o dlugim
czasie trwania. To wlasnie thumaczy fakt, ze nie ma korelacji migdzy stezeniem
tych zwiazkéw a obecnoscia czy stopniem zaawansowania retinopatii cuk-
rzycowej [80].

Natomiast powstanie AGE nie zalezy od poziomdéw glikemii i nie koreluje
z nimi. Trwale chemicznie AGE tworzg kowalentne polaczenia z grupami
aminowymi innych bialek. Struktura chemiczna tych zwigzkow zalezy w gltow-
nej mierze od przylaczenia dwoch molekut glukozy do dwdch reszt lizynowych
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grup aminowych. Kiedy juz AGE staja si¢ produktem stale zwiazanym
z bialkiem, nastgpuje ich powolne odkladanie w dlugo zyjacych biatkach scian
naczyn. Jest ono proporcjonalne do poziomow glikemii w dlugich przedziatach
czasowych. :

Liniowy wzrost kumulacji tych produktéw w zaleznosci od wieku byl
wykazany in vivo w badaniach przeprowadzonych nad kolagenem zawartym
w naczyniach wiencowych i blonie podstawnej klebkéw nerkowych. Dla
przykladu mozna podac, ze brak jest np. korelacji migdzy stezeniem zasady
Schiffa i ketoaminy a wystgpowaniem retinopatii [80], natomiast istnieje scisty
zwigzek migdzy podwyzszonymi poziomami AGE przytaczonymi do kolagenu
a4 zaawansowaniem zmian retinopatii cukrzycowej [48].

Zdaniem niektorych autoréw hiperglikemia w cukrzycy moze rowniez
powodowac, iz lipidy osocza moga by¢ przylaczane do biatka poprzez AGE,
zaburzajac jego fizjologiczna rolg. Potwierdzaja to doniesienia, ktore mowia,
ze przy stezeniu LDL cholesterolu 2,6 mmol/l 3,2 raza wigcej LDL jest
przelaczanych do kolagenu w przypadku obecnosci AGE, niz u ludzi zdrowych
[12].

Roéwniez na szczegdlna uwage zastuguje fakt, iz zmiana proceséw we-
wnatrzkomorkowych stymulowanych po pobudzeniu receptora makrofagow
dla AGE moze wywola¢ badz nasilic powiklania cukrzycowe. Monocyty
odgrywajgce istotng rol¢ w regulacji przemian zaréwno zewnatrz, jak i we-
wnatrzkomorkowych biatek, posiadaja specyficzny receptor dla AGE — wyizo-
lowany i dokladnie opisany [56, 82]. Receptor makrofaga reaguje nie
z wezesnymi produktami glikozylacji, a jedynie z AGE. Mechanizm interakcji
pomiedzy AGE i receptorem jest nastgpujacy: po pobudzeniu receptora
nastgpuje produkcja kinazy kolagenowej, ewentualnie innych proteaz we-
wnatrzkomérkowych oraz interleukiny 1 do wartosci 5-krotnie wyzszej od
normy [79, 84]. Réwnoczesnie te same enzymy rozpoczynaja rozklad glikozylo-
wanych biatek w osoczu i kaskadowe zmiany zwyrodnieniowe w $cianie naczyn
oraz wzrost syntezy bialek. Interleukina 1 powoduje, ze niektére komorki
proliferuja, powodujac wzrost ilosci wlokien kolagenowych w naczyniach.
Wszystkie te czynniki, majace swoj zwiazek z AGE, zwickszaja ekspresje
mRNA, co moze prowadzi¢ do nowotworzenia [79].

3. CZYNNIKI DETERMINUJACE
ROZLEGLOSC NIEENZYMATYCZNEJ GLIKOZYLACIJI

Rozleglos¢ nieenzymatycznej glikozylacji dla danego biatka jest deter-
minowana suma roznych niezaleznych zmiennych: pH, temperatura, st¢zeniem
bialka, zawartoscia grup NH,, stezeniem glukozy, czasem inkubacji [46].
Pierwsze z 4 wymienionych czynnikow sa dla ustroju ludzkiego wzglednie stale.
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In vitro pH ma istotne znaczenie — w eksperymencie obnizenie pH ponizej 7,0
powoduje calkowite zahamowanie powstawania ketoaminy, natomiast przy
wzro$cie pH od 7,0 do 9,0 zwigksza si¢ ilo$¢ ketoaminy [46]. Ta obserwacja
pokrywa si¢ z hipoteza, ze jedynie wolne grupy aminowe w biatku mogg braé
udzial w tego typu reakcji.

Wzrost temperatury, podobnie jak we wszystkich reakcjach chemicznych,
wplywa na zwigkszenie ilosci ketoaminy.

Stezenie biatka i ilo$¢ grup aminowych w doswiadczeniach in vivo sa
wartosciami stalymi. Natomiast ste¢zenie glukozy i czas inkubacji sa najwaz-
niejszymi klinicznie czynnikami; tylko one bowiem sa tymi zmiennymi, ktore in
vivo najbardziej moga si¢ rozni¢ i odbiega¢ od normy. Wzrastajace stezenie
glukozy powoduje, ze stopien akumulacji ketoaminy rosnie prawie rownolegle.

Czas inkubacji ma réwniez ogromne znaczenie i to z dwoch powoddéw: po
pierwsze ketoamina jest kumulowana w zaleznosci od czasu, az do osiagnigcia
stanu rownowagi. Po drugie uzyskanie stanu réwnowagi w poziomie ketoami-
ny — zaleznej od poziomu glikemii — nie oznacza zatrzymania tego procesu
w odniesieniu do AGE. Poziom AGE moze ulega¢ obnizeniu jedynie w przypa-
dku biologicznego niszczenia bialka — réznego ze wzgledu na Sredni czas
przezycia. Konsekwencja kliniczng statego wzrostu AGE, zalezna od procesow
fizjologicznych, sa: tworzenie powiazanych krzyzowo zwiazkow biatkowych
oraz zmiany strukturalne zalezne od odwodnienia i przylaczenia czgsteczek
glukozy. Dla przykladu: w kolagenie chorych na cukrzyce jest znacznie wigcej
AGE niz w kolagenie 0séb zdrowych. Natomiast w grupie chorych z cukrzycg
typu I zawarto§¢ AGE jest najwigksza [47].

4. ZMIANY PROCESOW FIZJOLOGICZNYCH
PRZEZ NIEENZYMATYCZNA GLIKOZYLACIJE

Nieenzymatyczna glikozylacja dotyczy praktycznie wszystkich bialek ust-
rojowych. Nadmierne stezenie glukozy powoduje wzrost poziomu ketoaminy
— dzieje si¢ tak na przykilad w bialkach hemoglobiny. Natomiast relatywny
wzrost poziomu AGE opisywany jest przede wszystkim dla biatek o diugim
czasie przezycia.

Do bardzo niedawna nie wiedziano nic na temat znaczenia AGE i ketoami-
ny; jednak ostatnie dane pozwalaja na pewne przyblizenie tego problemu.

Zaburzenia w fizjologii w przypadku hiperglikemii i konsekwencji wynika-
jacych z tego dotycza:

1) aktywnosci enzymow,

2) wigzania czasteczek regulatorowych,

3) krzyzowego laczenia si¢ bialek — AGE,
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4) zmniejszonej podatnodci na proteolize,
5) zaburzen w zakresie dzialania kwasow nukleinowych,
6) zaburzen w zakresie immunogennosci.

4.1. Aktywnosé enzymoéw

Z podanych powyzej przestanek mozna byloby sadzi¢, ze nieenzymatyczna
glikozylacja nie powinna dotyczy¢ enzymdéw ze wzgledu na ich krétki okres
poltrwania. Jednakze powstawanie zasady Schiffa przebiega bardzo szybko
w warunkach fizjologicznych, a wzrastajaca jej ilos¢ moze zmieniaé wlasciwo-
sci katalityczne. Najbardziej prawdopodobnym mechanizmem jej aktywacji
jest przylaczenie glukozy do reszt lizynowych, -istotnych dla prawidlowego
dzialania czeSci czynnej enzymu. Na przyklad: w rybonukleazie A zmiany
w zakresie lizyny w pozycji 45 powoduja calkowita utrate aktywnosci
enzymatycznej. Inkubacja tego enzymu z glukoza w czasie 24 godz. powoduje
takze 50% utrate¢ wlasciwosei enzymatycznych. Zwiazane jest to z glikozylacja
dwdch reszt lizynowych w 1 molekule [26]. Drugim rodzajem enzymu, ktérego
aktywnos¢ jest modyfikowana przez glikozylacje jest proteaza sulfhydrylowa,
ktora posiada cystyng, a nie seryn¢ (mniej aktywna), ktora kowalentnie
przylacza substraty [85]. Dowodem na to jest katepsyna B wyizolowana
z komorek watroby, ktéra po 2-tygodniowej inkubacji z glukoza o stezeniu 300
mg/dl traci calkowicie swoje wlasciwosci enzymatyczne [19]. Podobnie i aktyw-

' nos¢ papainy spada o 70-90% po poddaniu jej nieenzymatycznej glikozylacji.

Natomiast sama utrata zdolnosci enzymatycznych zalezy od czasu inkubacji
. i stezenia glukozy. Po 15-dniowej inkubacji w 44,4 mmol roztworze glukozy
aktywnos¢ izoenzymu A spadata do 20% poczatkowej wartosci, jednoczesnie
towarzyszyl jej wzrost masy czasteczkowej ze 130 000 do 250 000 [19, 26].
Sugeruje to, ze glikozylacji towarzysza zmiany w agregacji czasteczek i po-
wstawanie wigzan krzyzowych — réwniez i ten czynnik winien by¢ rozpat-
rywany, jako mogacy ostabia¢ czynnos$¢ enzymatyczng.

4.2. Wigzanie czasteczek regulatorowych

Proces ten jest inhibowany reakcja nieenzymatycznej glikozylacji, jezeli do
prawidlowego dzialania konieczna jest wolna reszta e-aminowa lizyny lub
wolna N-terminalna grupa NH,. Na przyklad zaburzone moze by¢ przylacza-
nie 2,3-DPG do hemoglobiny, jezeli jest ona glikozylowana, poniewaz
2,3-DPG wymaga wolnych grup aminowych N-terminalnej waliny, lizyny 82
i histydyny 143 laricucha, co w rezultacie moze prowadzi¢ do zaburzonego
powinowactwa tlenowego hemoglobiny [9].
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4.3. Krzyzowe wigzania bialek - AGE

Badania nieenzymatycznej glikozylacji wykazuja, ze proces ten powoduje
powstanie zabarwionych, fluoryzujacych, struktur powiazanych krzyzowo. Po
raz pierwszy udowodniono zaleznos¢ miedzy hiperglikemig a agregacja
czasteczek oraz powstawaniem miedzy nimi krzyzowych wigzan na krystalinie
soczewki oka [60, 61]. Jej glikozylacja powodowala zmetnienie (wzrastajaca
glikozylacja reszt lizynowych grupy e-aminowych), ktére thumaczone jest jako
konsekwencja zmian cigzaru czasteczkowego i agregacji. Dodanie zwigzkdw
redukujacych wigzania dwusiarczkowe powoduje zmniejszenie stopnia agre-
gacji. {

Te przeslanki sklaniaja do wysnucia wniosku, ze zmiany konformacyjne
bialek, zapoczatkowane przez nieenzymatyczna glikozylacje, powoduja pozniej
zwiekszenie podatnosci grup sulfhydrylowych na oksydacje. W warunkach
fizjologicznych soczewka oka jest ochraniana przed oksydacja i tworzeniem
wigzan krzyzowych miedzy czasteczkami biatka przez wewnatrzkomorkowy
uklad glutationu. Na skutek zmian metabolicznych i synergistycznego dziata-
nia nieenzymatycznej glikozylacji dochodzi do przeksztalcen patologicznych
manifestujacych si¢ klinicznie zaéma, a chemicznie powstawaniem wigzan
dwusiarczkowych [18].

Rozlegle tworzenie krzyzowych wigzan miedzy czasteczkami bialka, za-
poczatkowane przez hiperglikemi¢, moze réwniez powodowa¢ nicodwra-
calne zmiany w zakresie przewodnictwa nerwowego opisywanego w cukrzycy
[74].

Jest rzecza interesujaca, ze powstawanie krzyzowych wigzan wystepuje
rowniez wtedy, kiedy grupy nieenzymatycznie glikozylowanych bialek wy-
chwytuja nieglikozylowane biatka. Eksperymentalne dodanie albumin czy
gammaglobulin IgG do glikozylowanego kolagenu, w srodowisku wolnym od
glukozy, powoduje przylaczanie ich do kolagenu [7]. Ta biochemiczna reakcja
ttumaczy widziane linie immunofluorescencyjne w blonie wewngtrznej naczyn
0sob chorych na cukrzyce.

4.4. Podatnos¢ na proteolize

Biatka pogrubiale na skutek glikozylacji blony podstawnej kigbkow
nerkowych sa bardziej odporne na trawienie enzymami proteolitycznymi niz
biatka nieglikozylowane [40]. Rowniez i proteoliza glikozylowanego kola-
genu przez kolagenazg¢ i pepsyny produkowane przez bakterie jest ograniczo-
na [68].
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4.5. Wplyw glikozylacji na kwasy nukleinowe

I-rzegdowe grupy NH> nukleotydow sg chemicznie mniej aktywne w stosun-
ku do cukréow redukujacych niz e-aminowa grupa lizynowa, jednak i tu
rowniez zaobserwowano nieenzymatyczna glikozylacje prowadzaca do mutacji
DNA [9].

Uwzgledniajac diugi czas trwania biatka — kwasow nukleinowych — a tym
samym mozliwos¢ powstawania AGE, mozna si¢ spodziewac takich konsek-
wencji, jak: aberracja chromosomoéw, uszkodzenia prawidlowego lancucha
kwasow, zaburzenia procesow naprawy, replikacji i transkrypeji [33, 54].
Zmieniony przez glikozylacie DNA moze powodowa¢ wady powstajace
w okresie plodowym — podobne do tych, ktére wywolywane sa przez czynniki
mutagenne [9].

4.6. Immunogennos¢

Kowalentne przylaczanie si¢ nowych zwigzkow do wlasnych bialtek ustrojo-
wych moze spowodowa¢ powstanie przeciwcial przeciwko komoérkom gos-
podarza. Rowniez sama ketoamina jest stabym czynnikiem immunogennym.
Jej dzialanie immunizacyjne wzrasta, gdy powstaje in vivo. Dokladnych danych
co do immunogennosci AGE w pismiennictwie brakuje [9].

Tabela 2
Zmiany wlasciwosci bialek pod wplywem glikozylacji [21]
Biatko Zmiana wilasciwosci
Hemoglobina zwigkszone powinowactwo do tlenu
Bialka blon erytrocytow zwigkszenie adhezji, zmniejszenie elastycznosci
Albuminy zaburzenia osmotyczne, zaburzenia w transporcie meta-
bolitow

Lipoproteiny osocza aterogeneza, zmiany w swoistosci dla receptora LDL
Krystalina soczewki zaburzenia w przewodnictwie Swiatla
Kolagen zmiana struktury tkanek
Biatka mieliny zaburzenia w przewodnictwie nerwowym
Insulina endogenna obnizenie biologicznej aktywnosci
Blona wewngtrzna komorek zaburzenia w utrzymaniu integralnosci komorek
Antytrombina ITI nadmierna koagulacja
Ferrytyna zaburzenie magazynowania Fe
Tkanka ptucna uposledzenie sprezystosci

Szczegblnie nalezy podkresli¢, ze ogromnie waznym czynnikiem towarzy-
szacym nieenzymatycznej glikozylacji sa zmiany dotyczace tkanki lacznej oraz
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jej roli w procesie powstawania miazdzycy. Przeprowadzane badania wykazu-
ja, ze LDL przy stezeniu LDL cholesterolu 1030 mg/dl sa przylaczane do
zglikozylowanego kolagenu w stopniu 3 razy wigkszym niz w przypadku
prawidlowego kolagenu, powodujac powstawanie kumulacji lipidow w §cia-
nach naczyn [83] — por. tab. 2.
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BIOCHEMICAL ASPECTS OF THE DIABETIC COMPLICATIONS

The article gives the current review of the biochemical aspects of the diabetic complications.
Especially much attention has been paid to a role of the non-enzymatic glycosylation of proteins in
the development of the diabetic complications.



