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ZMIANY W BLONACH KOMORKOWYCH ERYTROCYTOW
LUDZI CHORYCH NA CUKRZYCE

Artykut jest krotkim przegladem zmian zachodzacych w blonach erytrocytéw oséb
chorych na cukrzyce.

1. BLONA ERYTROCYTARNA

Erytrocyty ssakéw sa komorkami ostatecznie zréznicowanymi. Ich wnetrze
wypelnione jest zawiesing hemoglobiny — stanowi ona ok. 30% masy
komorkowej [44]. Krwinki czerwone nie posiadaja jadra komorkowego,
mitochondriéw, retikulum endoplazmatycznego i rybosoméw. Dojrzale eryt-
rocyty ssakow cechuje charakterystyczny ksztalt, zblizony do dwuwkleslego
dysku. Ksztalt ten zapewnia tym komoérkom korzystne warunki wymiany
gazowej; jej objetos¢ jest znacznie mniejsza od maksymalnej mozliwej przy
danej powierzchni. Ich wiasciwosci reologiczne sa szczegélnie istotne przy
pokonywaniu naczyn wlosowatych i zaleza od zdolnosci do odksztalcania si¢
1 wytrzymalosci na naprezenia [23, 40].

1.1. Struktura blony krwinki czerwonej

Blony komorkowe stanowia fizyczng barierg sprzyjajaca autonomizacji,
umozliwiajaca zachowanie stalego $rodowiska wewnetrznego. Uczestnicza
w biernym lub czynnym transporcie jonéw i zwigzkéw niejonowych oraz
przenoszeniu na zewnatrz substancji produkowanych przez komorke, a takze
przekazuja impulsy do wnetrza komérki lub innych komorek. Dzigki obecno-
sci amin i poliamin cukrowych zwigzanych z biatkami blonowymi moga
uczestniczy¢ w stymulowaniu powstawania przeciwcial. Sa one ponadto
miejscem wigzania enzymow, ktérych aktywnos¢ moze by¢ przez nie modyfi-
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kowana. Blony wewnetrzne za$ umozliwiaja utrzymanie wewnatrzkomor-
kowych duzych stezen reagujacych substancji — regulacja metaboliczna. Blony
komorkowe sa pierwsza struktura, ktéra w przypadku zaburzen metabolicz-
nych ustroju ulega zmianom. Osiggnigcia biologii molekularnej potwierdzity
trafnos$¢ wyboru blon do monitorowania zmian strukturalnych i funkcjonal-
nych komorek w chorobach przebiegajacych z zaburzeniami metabolizmu,
Cukrzyca — choroba, w ktérej mamy do czynienia z naruszeniem struktury
i funkcji blon biologicznych, czgsto nazywana jest ,.choroba blon komor-
kowych”.

W blonie komdrkowej erytrocytow ssakow mozna wyréznic¢ trzy zasad-
nicze warstwy:

- reszty polisacharydowe glikolipidow i glikoprotein,

~ matrycg bialkowo-lipidowa,

— zesp6t bialek tworzacych tzw. szkielet blony krwinki.

Reszty polisacharydowe sa rozmieszczone na zewnetrznej stronie blony, tj.
skierowanej do srodowiska, a szkielet blony do cytoplazmatycznej — wewnetrz-
nej strony blony [46, 49].

Lancuchy cukrowe glikolipidow decyduja w erytrocytach czlowieka o wlas-
ciwosciach grupowych ukladu ABO [24]. Reszty polisacharydowe bedace
czgscia glikoforyny A decyduja o przynaleznosci do ukladu MNO, stanowig
tez o wielkosci ujemnego fadunku oraz sy receptorami wiazacych si¢ z ukladem
biatkowym lektyn [31]. Reszty polisacharydowe glikolipidow oraz glikoprotein
sq rowniez receptorami niektorych wirusow i toksyn bakteryjnych [24].

Matryce biatkowo-lipidowsg najlepiej opisuje model plynnej mozaiki [46].
Jej zasadnicza czgsc stanowi podwojna warstwa lipidowa oddzialujaca z dwo-
ma podstawowymi klasami bialek blonowych: biatkami integralnymi - usuwa-«
nymi z blony w postaci kompleksow z detergentami — oraz biatkami
powierzchniowymi — oddzielanymi od lipidow roztworami soli lub czynnikow
chelatujacych.

1.2. Zmiany zachodzace w blonach erytrocytow
pod wplywem cukrzycy

Podwyzszone poziomy glikemii w cukrzycy powoduja nasilenie procesu
nieenzymatycznej glikozylacji bialek i cyklu wieloalkoholowego [13]. Procesy
te zmieniaja funkcje, stabilno$¢, odpowiedz immunologiczng szeregu komorek
i tkanek [18, 42, 48]. Oczywista rzecza jest to, ze w procesie nieenzymatycznej
glikozylacji biora rowniez udzial blony erytrocytow, a glikozylacja ich bialek
powoduje trwale zmiany strukturalne, ktore doprowadzaja do powstania
patologii.
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1.2.1. Odksztalcalno$é erytrocytow

Jedng z bardzo waznych wlasciwosci krwinek czerwonych jest ich zdolnos¢
do odksztalcania si¢ podczas przechodzenia przez wlosowate naczynia krwio-
nosne. Nie zmieniony patologicznie erytrocyt ma ksztalt dwuwklgstego dysku
o $rednicy ok. 8 um, podczas gdy srednica wlosowatych naczyn krwionosnych
waha si¢ w granicach od 2 do 10 um. Mozliwosci odksztalcania si¢ sa
zagwarantowane przez nadmiar pola powierzchni w stosunku do objgtosci
erytrocytu. W mikroangiopatii cukrzycowej Srednica wlosowatych naczyn
krwionosnych zmniejsza si¢ na skutek grubienia ich blon podstawnych [27],
prawidlowa odksztalcalnos¢ krwinek ma wigc pierwszorz¢dne znaczenie dla
utrzymania wlasciwego przeplywu krwi.

Odksztalcalnosé jest funkcja kilku czynnikéw: stosunku' pola powierzchni
blony do objetosci komorki, reologicznych wiasciwosci blony komorkowej
oraz lepkosci cytoplazmy, jak réwniez wzajemnych powiazan pomiedzy tymi
elementami [14]. Nie ma juz obecnie watpliwosci, ze odksztalcalnos¢ eryt-
rocytow jest w cukrzycy powaznie zredukowana [50], ale brak jeszcze
ostatecznej odpowiedzi na pytanie, ktory z powyzszych czynnikow ma
decydujacy wplyw na t¢ zmiang.

1.2.2. Plynnos¢ blony erytrocytow

Plynnos$¢ blony jest funkcja wielu czynnikow. Szczegélne znaczenie ma
wplyw stosunku zawartosci cholesterolu do fosfolipidéw, sfingomieliny do
fosfatydylocholiny oraz stopieri nienasycenia i dlugos¢ laricuchow thusz-
czowych fosfolipidéw [45]. Stosujac metody spektroskopowe (EPR i fluores-
cencyjne) wykazano zmniejszenie plynnosci blon erytrocytéw ludzkich w cuk-
rzycy, skorelowane z jednej strony ze stgzeniem glukozy we krwi [41], za$
z drugiej ze zmianami skladu lipidowego blon [11]. Wplyw nieenzymatycznej
glikozylacji na cieklos¢ bton zostal oméwiony w nastgpnej czgsci.

1.2.3. Zmiany w skladzie lipidowym blon erytrocytarnych w cukrzycy

Liczba prac dotyczacych wplywu cukrzycy na lipidy bton erytrocytarnych
jest raczej niewielka. Panuje zgodno$é¢ co do tego, ze stgzenie cholesterolu
w blonach erytrocytarnych ludzi z cukrzyca jest podwyzszone [11, 15].
Zwigkszenie zawartosci cholesterolu w blonach erytrocytarnych ludzi chorych
na cukrzyce powoduje, ze nawet przy nie zmienionej ilosci fosfolipidow
blonowych rosnie molowy stosunek cholesterol/fosfolipidy (C/PL), odpowie-
dzialny w duzym stopniu za plynnos¢ blony.
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Jesli chodzi o zmiany skladu poszczegélnych klas fosfolipidow i ich
kwasow tluszczowych w blonach krwinki czerwonej, to liczba doniesien jest
bardzo skapa. Stwierdzono wzrost zawartosci nasyconych kwasow thusz-
czowych, a spadek zawartosci nienasyconych kwasow w blonie krwinki pod
wplywem cukrzycy [20]. Spadek stopnia nienasycenia taricuchéw acylowych
kwasow thuszczowych jest obok stosunku C/PL czynnikiem odpowiadajacym
za wzrost sztywnosci blony krwinki czerwonej. Stwierdzono rowniez zmiany
zawartosci poszczegolnych rodzajow fosfolipidow w blonach erytrocytow ludzi
z cukrzyca, a mianowicie wzrost zawartodci sfingomielin, a spadek fos-
fatydyloetanoloamin, przy niezmiennej ilosei fosfatydylocholin i fosfatydylose-
ryn w tych blonach [41].

Wzrost stosunku ilosci sfigomielin do ilosci fosfatydylocholin jest nastep-
nym waznym czynnikiem odpowiedzialnym za zmniejszenie cicklosci blon
erytrocytow ludzi z cukrzyca.

Zmiany w skladzie lipidowym prowadza réwniez do zaburzen w asymetrii
lipidéw blonowych i w konsekwencji do destabilizacji blon erytrocytarnych
w cukrzycy, jak réwniez do zwigkszenia ich adhezji do $cian naczyn krwionos-
nych [51].

1.2,4. Nieenzymatyczna glikozylacja bialek blony erytrocytarnej

Biatkami najbardziej podatnymi na nieenzymatyczna glikozylacj¢ in vivo sa
te biatka w komorkach i tkankach, w ktorych transport glukozy nie zalezy od
insuliny. Sa to m. in. erytrocyty, soczewka oka, tkanka nerwowa, nerki, osocze
oraz komérki srodblonka naczyn krwionosnych. Uwaza si¢, ze zmiany
struktury i funkcji niektérych biatek pod wplywem nieenzymatycznej glikozy-
lacji odgrywaja wazna role w etiopatogenezie angiopatii cukrzycowej, chociaz
brak jeszcze przekonujacego dowodu. Brakuje bezposredniego ogniwa laczace-
go zmiany chemiczne, strukturalne i funkcjonalne na poziomie komérkowym
ze zmianami histomorfologicznymi i funkcjonalnymi na poziomie klinicznym,
Choé¢ wigc wiadomo juz, ze nieenzymatyczna glikozylacja bialek jest nasilona
u pacjentéw z cukrzyca, pytanie, czy jest ona przyczyna powiklan, czy tez tylko
efektem ubocznym hiperglikemii, czeka na rozstrzygnigcie. Jednakze, na
podstawie tego, co juz wiadomo o procesach fizjologicznych zmienionych
przez glikozylacje, wydaje si¢, Ze jej rola w powstawaniu powiklan cuk-
rzycowych jest niepodwazalna. Przede wszystkim stwierdzono zmniejszenie
aktywnosci wielu enzyméw pod wplywem nieenzymatycznej glikozylacji [16,
17, 19], uposledzenie wiazania czasteczek regulatorowych do nicktorych biatek
[5, 32], zmniejszenie podatnodci na proteolize¢ bialek glikozylowanych [30],
zmiany w funkcji kwasow nukleinowych [12], pogorszenie dzialania hormonow
i neurotransmiterow wskutek glikozylacji ich receptoréw blonowych [54].

'
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zmiany w odpowiedzi immunologicznej [3] oraz sieciowanie bialek (Advanced
Glycosylated End-products) [4, 19, 43, 47].

1.2.4.1. Wplyw na plynnos¢ blony

Bialka blony erytrocytarnej, tak jak wszystkie inne zbadane dotychczas,
ulegaja zwigkszonej glikozylacji w warunkach hiperglikemii in vitro i in vivo
[36]. Stwierdzenie zwigkszonej nieenzymatycznej glikozylacji bialek blon eryt-
rocytow ludzi chorych na cukrzycg wywolalo proby wyjasnienia fizjologicz-
nych konsekwencji tego procesu. Przede wszystkim postulowano jego wplyw
na odksztalcalnos¢ erytrocytéw. Chociaz spektryna, podobnie jak i inne biatka
blony, ulega glikozylacji, to nie wydaje si¢ to wplywaé¢ na jej mozliwosci
utrzymywania okreslonej odksztalcalnosci erytrocytow [34].

Zaobserwowany — rowniez przez nas — wzrost zawartosci glikozylowanych
bialek blon erytrocytow, osocza i glikozylowanej hemoglobiny u ludzi chorych
na cukrzyce jest skorelowany z jednej strony ze stgzeniem glukozy w osoczu,
za$ z drugiej, ze wzrostem sztywnosci blony [53]. Pozwala to na postawienie
hipotezy, ze nieenzymatyczna glikozylacja ma swéj udzial w indukowaniu
zmniejszonej cieklosci blony erytrocytarnej w cukrzycy.

1.2.4.2. Lepkos$¢ wewngtrzna erytrocytow

Mozliwos¢ odksztalcania si¢ erytrocytow zalezy nie tylko od elastycznosci
blon komérkowych, ale rowniez od lepkosci cytoplazmy. Lepkosé wewnetrzna
erytrocytow zalezy glownie od stezenia hemoglobiny i jej whasciwosci fizyko-
chemicznych [39]. Zwigkszona lepko$¢ wewnatrzkomorkowa powoduje upo-
sledzenie odksztalcalnosci krwinek czerwonych. Tak dzieje si¢ np. u ludzi
z dziedziczng sferocytoza. W krwinkach czerwonych u chorych z cukrzyca
stezenie hemoglobiny jest normalne [33], jednakze dochodzi w nich do
nasilenia procesu nieenzymatycznej glikozylacji tego biatka [26]. McMillan
wysunal hipoteze¢ [33], Ze wlasnie zmiana fizykochemicznych wlasciwosci
hemoglobiny na skutek nieenzymatycznej glikozylacji moze byé przyczyna
ewentualnego wzrostu wewnetrznej lepkosci erytrocytow w cukrzycy. Nie
znalazlszy jednakze dowodow wplywu glikozylacji in vivo na lepkos¢ dynami-
czng roztworéw hemoglobiny, hipotezg t¢ odrzucit [35]. Inni autorzy dowodza,
ze lepkos¢ wewnetrzna erytrocytow zalezy tylko i wylacznie od stgzenia
hemoglobiny [25]. Istniejace w literaturze rozbieznosci byly przyczyna podjecia
badan w tym kierunku. W tym celu zastosowano metodg elektronowego
rezonansu paramagnetycznego, mierzac czasy korelacji rotacji znacznika
spinowego umiejscowionego wewnatrz erytrocytow [8]. Tak mierzona lepkosc
nosi nazw¢ mikrolepkosci i odzwierciedla sredni opor stawiany przez sSrodowis-
ko ruchom rotacyjnym sondy spinowej [39]. Stwierdzono zwigkszong lepkosé
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wnetrza erytrocytu, ktéra obok zmniejszonej cieklosci blony u chorych na
cukrzyce ma swoj udzial w pogorszonej odksztalcalnosci krwinek. Dowodem
na to byl eksperyment nieenzymatycznej glikozylacji hemoglobiny in vitro,
ktory wykazal, ze w wyniku tego procesu dochodzi do zwigkszenia lepkosci
wnetrza erytrocytow. Wydaje si¢, ze w przypadku cukrzycy zmniejszenie
mozliwosci odksztalcania si¢ erytrocytow wynika zaréwno ze zmian elastycz-
nych wlasciwosci blony plazmatycznej, jak i wzrostu lepkosci cytoplazmy.

1.2.4.3. Oddzialywanie normalnej i glikozylowanej hemoglobiny z blong erytrocytarng

Proces nieenzymatycznej glikozylacji zmienia konformacj¢ biatka oraz
zmniejsza jego dodatni ladunek [22], co powinno mie¢ wplyw ‘na wigzanie
hemoglobiny z blona. Trudniejsze otrzymanie wolnych od hemoglobiny cieni
erytrocytarnych w przypadku erytrocytow ludzi chorych na cukrzycg réwniez
sugeruje zmiany w oddzialywaniu hemoglobina — blona w tych krwinkach.

Metoda pomiaru przenoszenia energii ze znacznika fluorescencyjnego
(12-AS; kwas 12-(9-antroilo)stearynowy) wiaczonego do blony na hem zwigza-
nej z blong hemoglobiny [6] stwierdzono, ze glikozylowana in vitro hemo-
globina wiaze si¢ slabiej z obu rodzajami blon. Jednakze zaréwno glikozylowa-
na, jak i kontrolna hemoglobina wykazuja zwigkszone powinowactwo do blon
erytrocytéw ludzi chorych na cukrzyce. Poniewaz glikozylowana hemoglobina
stanowi tylko niewielki procent calkowitej hemoglobiny, nawet u ludzi
z cukrzyca, to prawdopodobnie o charakterze wigzania hemoglobiny z blona
erytrocytarna w cukrzycy decyduje znacznie zwigkszona asocjacja hemo-
globiny nieglikozylowanej. Znaczenie fizjologicznego oddzialywania hemo-
globiny z blona erytrocytarng nie jest jeszcze jasne. Wiadomo jednak, na
przykladzie erytrocytéw sierpowatych, ze wzmozona asocjacja hemoglobiny
z blong dziala zaburzajaco na jej dynamiczng strukture.

1.2.5. Potencjal blony erytrocytarnej

Stwierdzenie zmniejszenia aktywnosci pompy sodowo-potasowej [21] i ob-
nizenie ladunku powierzchniowego ludzkich erytrocytow [1] w cukrzycy, byto
przyczyna wysuniecia hipotezy o zaburzeniu potencjalu ‘blonowego komérek
przez te¢ chorobg, co potwierdzono doswiadczalnie na blonach komérek migsni
szczuré6w z cukrzyca alloksanowa [37]. Jesli chodzi o erytrocyty, to ich
potencjal blonowy w poréwnaniu z innymi komérkami jest niewielki (-9 mV)
[29]. Ogélnie definiuje si¢ go jako réznicg potencjatéw elektrycznych pomigdzy
cytozolem a plynem zewnatrzkomoérkowym. Ta réznica potencjalow jest silg
orientujgca czasteczki blony, wplywa na transport i aktywnos¢ ukladéw
enzymatycznych [37]. Stwierdzono [7], Ze erytrocyty ludzi chorych na cukrzyce
typu 1 charakteryzuja si¢ znacznie nizszym potencjalem blonowym anizeli
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erytrocyty pochodzace od ludzi zdrowych. Potwierdza to poglad, ze w cuk-
rzycy dochodzi do depolaryzacji blon komérkowych, co moze mie¢ wplyw na
rézne funkcje komorki.

1.2.6. Podatno$¢ erytrocytow ludzi chorych na cukrzyce
na stres oksydacyjny

W osoczu ludzi chorych na cukrzyce, szczegolnie z powiklaniami, dochodzi
do nadmiernej produkcji nadtlenkéw lipidow [S5]. Ponadto w erytrocytach
u tych osoéb wystepuje uposledzenie dzialania ukladu enzymatycznego pel-
nigcego ochronng role przed szkodliwymi produktami redukcji tlenu [52]
i spadek zawartosci kwasu askorbinowego [9].

Wszystkie te czynniki prowadza u ludzi z cukrzyca do zwigkszonego
narazenia erytrocytow na stres oksydacyjny. Poddanie krwinek czerwonych
dzialaniu czynnikéw utleniajacych prowadzi do peroksydacji lipidéw blony
erytrocytarnej, wywoluje jej uszkodzenie i hemoliz¢ krwinek [3]. W blonach
erytrocytow ludzi chorych na cukrzyce stwierdzono zwigkszona zawartos¢
endogennego dialdehydu malanowego —~ produktu peroksydacji lipidow, jak
rowniez zwigkszona podatnos¢ krwinek na stres oksydacyjny in vitro [10].
Gromadzenie si¢ dialdehydu malonowego w erytrocytach prowadzi do reduk-
cji ich odksztalcalnosei, sierpowacenia, zmian w asymetrii fosfolipidow blono-
wych, zmian funkcji i stabilnosci hemoglobiny oraz, co wydaje si¢ by¢ bardzo
istotne, zmniejszenia aktywnosci (Na® — K1) ATP-azy. Wiele z tych zmian
wystepuje rowniez w cukrzycy. Mozna wigc sadzi¢, ze wzmozona peroksydacja
lipidéw blonowych ma w tych procesach swoj istotny udzial.
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This is a brief review of structural and functional changes in human erythrocyte membranes
which occur in diabetes mellitus.



