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B IO C H EM IC ZN E ASPEK TY  
PO W STA W A N IA  PO W IK ŁA Ń  W C U K R Z Y C Y

A rtykuł duje przegląd  najnow szej wiedzy na tem at biochemicznych aspektów  
pow staw ania  pow ik łań  w cukrzycy . Szczególnie dużo  uwagi pośw ięcono  roli nieen- 
zymatycznej glikozylacji białek w rozw oju  pow ik łań  cukrzycowych.

1. R O D Z A JE  PO W IK Ł A Ń  W C U K R Z Y C Y

Przewlekłe powikłania w cukrzycy pojawiają się w późniejszym okresie 
choroby w postaci wyraźnie określonych zespołów klinicznych lub zmian 
patologicznych odpow iadających zespołom występującym w innych jedno -
stkach chorobow ych. Przez wiele lat trwania cukrzycy jej powikłania rozwijają 
się często bezobjawowo nawet w tych przypadkach, w których brak jest 
dobrego wyrów nania metabolicznego. Z chwilą zaś ich klinicznego ujawnienia 
możliwości terapeutyczne są bardzo małe, a efekty ograniczają się jedynie do 
terapii objawowej. Jest to  mało skuteczna walka, która  z reguły kończy się 
niepowodzeniem, a rozwijające się pow ikłania doprow adzają do kalectwa.

Do głównych przewlekłych pow ikłań w cukrzycy zalicza się zmiany 
w dużych i małych naczyniach zarów no tętniczych, jak i żylnych (angiopathia 
diabetica) oraz w zakresie nerwów obwodowych (neuropathia diabetica). Inne 
pow ikłania narządow e dotyczące: nerek, przewodu pokarmow ego, narządu 
ruchu, w zroku wynikają nie tylko z zaburzeń metabolicznych, ale są kom pila-
cją tych zaburzeń; upośledzenia funkcji naczyń krwionośnych i układu 
nerwowego: centralnego, obwodowego, sympatycznego i parasympatycznego.

Swoiste zmiany w naczyniach włosowatych występują tam, gdzie naczynia 
mają błonę podstaw ną i dotyczą przede wszystkim włośniczek zaopatrujących 
nerki i narząd wzroku prow adząc szybko do nefropatii i retinopatii 
cukrzycowej. Badania przeprow adzone w Stanach Zjednoczonych ujawniły, że 
za ok. 5000 przypadków  ślepoty rocznie [39] odpowiedzialna jest re tinopatia,



a 90% pacjentów z cukrzycą typu f po 15 latach choroby ma zaawansowane 
zmiany w siatkówce [31]. Po 20 latach trw ania cukrzycy u 40-60%  pacjentów 
rozwija się angioretinopathia proliferativa  [31, 39] por. tab. 1.

T a b e l a  1

Częstość w ystępowania choroby  małych naczyń w cukrzycy -  w %  [ W e s t  i wsp. 1982]

R odzaj zmiany 6 lat 20 lat

R etino patia  (łącznie) 13,9 68,6
R etino patia  proliferacyjna 0,9 12,7
Ś lepota  siatków kowa 0,6 5,0
B iałkom ocz 20,1 31,9

Również inne zmiany, takie jak: krw awienia do ciała szklistego, zaćma, 
obrzęki i włóknienie plamki żółtej są powodem utra ty zdolności widzenia.

N eu ropatía cukrzycow a może przybierać różne formy, jako: polineuropatia 
obw odow a, m ononeuropatia, neuropatía układu wegetatywnego. W szystkie te 
zaburzenia mogą prowadzić do poważnego ograniczenia aktywności psy- 
cho-fizycznej pacjentów z cukrzycą, szczególnie typu I [24, 36, 64],

Brak jest obecnie miarodajnych danych co do częstości występow ania 
neuropatii. W ynika to z kilku przesłanek: zbyt wysokich kosztów specjalistycz-
nych badań neurologicznych, niemożności objęcia nimi wszystkich chorych, 
a także znacznego stopnia zróżnicow ania obrazu klinicznego oraz trudności 
z opracowaniem  jednolitych kryteriów diagnostycznych, któ re można byłoby 
zastosow ać w badaniach epidemiologicznych. Tłumaczy to duże rozbieżności 
w piśmiennictwie dotyczące częstości w ystępow ania neuropatii (od 5 do 90% 
w różnych krajach). W badaniach z terenu Polski, w których rozpoznanie 
opierało się na danych klinicznych, częstość w ystępowania tego pow ikłania 
wynosi ok. 40% [23]. N europatía obw odowa dotyczy głównie włókien 
nerwowych, przede wszystkim kończyn górnych i dolnych, upośledzając czucie 
powierzchniowe. M anifestuje się bólami, zniesieniem bądź ograniczeniem 
czucia dotyku i brakiem odruchów  ścięgnistych. Wczesne uszkodzenia mogą 
być wykryw ane jedynie przy zastosow aniu pom iaru przewodnictwa ner-
wowego. Tym wczesnym zmianom towarzyszy spadek poziomu mioinozytolu 
we w łóknach, zaburzenia transportu jonów  sodowych i zahamow anie czynno-
ści A TP-azy sodowo-potasow ej w tkankach [86], a także nieenzymatyczna 
glikozylacja białek [36, 64]. W  późniejszym okresie pojaw iają się zmiany 
morfologiczne, które w przeciwieństwie do zmian wczesnych nie reagują na



inhibitory reduktazy aldozowej, czy doustne stosowanie mioinozitolu. Rów-
nież i w tych przypadkach popraw a wskaźników biochemicznych nie wpływa 
na przebieg powikłań.

1.1. Neuropatía układu wegetatywnego

Może ona dotyczyć zarówno układu przy-, jak i współczulnego, powodując 
zaburzenia czynnościowe praktycznie wszystkich narządów  i układów, co 
prow adzić może do kalectwa, a nawet stanow ić o życiu chorego.

1.2. Mononcuropatia cukrzycowa

M ononeuropatia  jest wynikiem zmian we włóknach nerwowych pojedyn-
czego nerwu, np. czaszkowego, lub splotu. Z reguły objawy w postaci 
porażenia lub zapalenia pojawiają się nagle i praktycznie mogą dotyczyć 
każdego nerwu. Jednak najczęściej opisywana jest m ononeuropatia nerwu 
twarzowego.

1.3. Nefropatia cukrzycowa

N efropatia cukrzycow a jest jedną z głównych przyczyn zgonów chorych na 
cukrzycę. Pierwszym objawem rozpoczynającej się nefropatii jest białkomocz 
rzędu 50-200 mg/24 godz., niewykrywalny rutynow ymi metodami [44], 
W momencie zauważalnego białkomoczu rozpoczyna się spadek filtracji 
nerkowej. Zaaw ansow ana nefropatia pod postacią zespołu nerczycowego i ze 
spadkiem G F R  (w granicach 50 do 70%) ma gorsze rokow anie przez 
współistniejące nadciśnienie [53], W tym schyłkowym okresie m ożna jeszcze 
podjąć próbę przeszczepu nerki bądź przewlekłej dializy, co spraw ia że 3-letni 
okres przeżycia dla tych chorych zwiększył się z 30 do ok. 60%  [71], Jest to 
jednak terapia zbyt późna i niebywale kosztowna. Szacuje się, że w USA 
koszty leczenia chorych na cukrzycę z powodu niewydolności nerek wynoszą 
10 miliardów  doi. rocznie [64].

2. B IO C H E M IC Z N E  PO D Ł O Ż E  PO W STA W A NIA  PO W IK Ł A Ń  W C U K R Z Y C Y

G łównym patofizjologicznym czynnikiem w patomechanizm ie pow staw a-
nia pow ikłań w cukrzycy jest nieprawidłowe przechodzenie substancji przede 
wszystkim białkowych -  ze światła naczyń do ich ścian i odkładanie się tych 
związków pod błoną wew nętrzną [3, 6 , 28, 45, 63, 73],

Od kilkunastu lat dane napływające z licznych badań klinicznych, m orfo-
logicznych i biochemicznych dowodzą, że jedyną przyczyną powstawania



powikłań cukrzycowych jest hiperglikemia, która daje początek wszelkiego 
rodzaju „późnym ” powikłaniom [1, 5, 9, U , 20, 35, 39, 55, 83], Klinicyści sij 
zdania, że jedynie ścisła kontrola metaboliczna może zapobiec lub opóźnić 
występowanie powikłań [24, 39, 70], Jednakże ostatnie doniesienia sugerują, że 
kiedy w cukrzycy dojdzie już do ich pow stania, to popraw a wskaźników 
metabolicznych nie zapobiega patologicznym procesom [38, 78, 83],

Dwa główne mechanizmy tłumaczą patom echanizm pow stawania pow ik-
łań, w których nadmierne stężenie glukozy powoduje trwałe uszkodzenie 
kom órek i tkanek.

2.1. Zmiana prawidłowego toru przemiany metabolicznej glukozy 
wewnątrz komórek

W ew nątrzkom órkow a hiperglikemia może spow odować, poprzez zmianę 
praw idłowego toru przemiany metabolicznej, powstanie produktów  przem ia-
ny, które mogą zmieniać fizjologiczne funkcjonow anie kom órek. Ten właśnie 
mechanizm tłumaczy np. zmiany w zakresie glikoprotein w błonie podstawnej 
w kłębkach nerkowych, zaburzenia w biochemicznej przemianie białka mieliny 
w nerwach obwodowych, nieprawidłowe wytwarzanie prostacyklin w płytkach 
krwi oraz zaburzenia w wydzielaniu somatomedyny i horm onu wzrostu.

Za powyższe zmiany odpowiedzialna jest przemiana glukozy w cyklu 
wieloalkoholowym. Ten sam mechanizm odpowiedzialny jest za pow staw anie 
zmian w soczewce oka i włóknach nerwowych, a więc w tkankach, które nie 
wymagają insuliny do transportu glukozy. Konsekwencją tych zmian jest 
powstanie ostrej zaćmy i wczesnej polineuropatii obwodowej [17, 30], Ta 
zwiększona, niefizjologiczna przem iana glukozy w cyklu wieloalkoholowym 
pociąga za sobą szereg innych zaburzeń, jak  spadek poziomu N A D PH , 
gluta tionu i m ioinozytolu. Każdy z tych czynników może być już przyczyną 
pow staw ania powikłań cukrzycowych [5],

2.2. Nieenzymatyezna glikozylacja białek

Drugim mechanizmem, który w przypadku hiperglikemii tłumaczy po -
wstawanie powikłań w cukrzycy jest nieenzymatyezna glikozylacja białek. 
W tym procesie glukoza, bez udziału enzymów, przyłączana jest do białka. 
Trwałe związki powstałe w wyniku tej reakcji grom adzą się wew nątrzkom ór- 
kowo w przypadku komórek, które do transpo rtu  glukozy nie potrzebują 
insuliny lub są przyłączane do białek błon komórkowych krążących białek 
osocza, czy białek strukturalnych. Niewątpliwie najlepiej poznanym glikozylo- 
wanym białkiem jest hemoglobina [37, 43, 69],

Współczesne badania na temat nieenzymatycznej glikozylacji ogniskują się 
na A G E (Advanced Glycosylated End  -  products) [46], które pow stają bardzo



powoli z wiązania keloaminowcgo poprzez szereg dalszych reakcji i prze-
grupow ań. Związki te są chemicznie bardzo trwałe i ulegają kumulacji na 
białkach o długim czasie półtrwania. W związku z tym należy przedstawić 
podobieństwa i różnice pomiędzy ketoaminam i i mniej znanymi AGE. 
Łączącym je ogniwem jest to, iż są one ściśle zw iązane z hiperglikemią, a ich 
obecność ma ścisły związek z istnieniem pow ikłań w cukrzycy.

2.2.1. Nieenzymatyczna glikozylacja białek
o okresie półtrw ania od kilku dni do kilku tygodni

N iestabilna zasada Schiffa szybko uzyskuje stały poziom odzwierciedlający 
i fi vivo poziom glikemii. Szybkość pow stawania zasady Schiffa jest rów na stałej 
dysocjacji (K |). Po okresie kilku tygodni, na skutek powolnego przekształ-
cania chemicznego w zasadzie Schiffa (K 2 =  1,6% K i) pojawia się stabilny, 
ale chemicznie odw racalny produkt ketoam ina (por. rys. 1). Pow stawanie 
ketoaminy nie odbywa się w „nieskończoność” , jednakże stan równowagi 
dynamicznej uzyskiwany jest po wielu tygodniach. Po osiągnięciu tego stanu 
w powstaw aniu ketoam iny, mierzone jej poziomy nie w zrastają jako  funkcja 
czasu. Najlepiej poznano tę reakcję na przykładzie hemoglobiny, jako  modelu 
białka [13, 41, 43, 46, 72],
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Przykładem tego typu glikozylacji jest również nieenzymatyczna glikozyla-
cja białek osocza. Zm iany dotyczące składu białek osocza były przedmiotem 
licznych doniesień [15, 34, 41, 42]. Obserwow ano wzrost: a l kwasu gliko-



proteinow ego, globulin, dopełniacza C 3, C4, fibrynogcnu, immunoglobuliny 
A, ceruloplazm iny, białka C reaktywnego, a 2 globuliny, haptoglobiny, cq 
antytrypsyny, spadek ilości prealbum in, albumin i immunoglobuliny D.

Procesowi nieenzymatycznej glikozylacji białek osocza początkow o nie 
poświęcano zbyt wiele uwagi. O statnio coraz więcej doniesień dotyczy zmian 
zachodzących pod wpływem glikozylacji bądź to w samych białkach, bądź 
w lipoproteinach [87], Szczególnie dużo uwagi poświęca się lipoproteinom, 
albowiem to one w głównej mierze odpow iedzialne są za rozwój zmian 
miażdżycowych, powodujących u chorych na cukrzycę zwiększone ryzyko 
zapadalności i zachorowalności na tzw. choroby cywilizacyjne [27, 76],

W badaniach in vitro glikozylowane LDL ulegają znacznie większemu 
rozkładow i przez fibroblasty aniżeli LDL nieglikozylowane [75],

Badania przeprow adzone u chorych na cukrzycę dow odzą ścisłej współ-
zależności między stopniem wyrów nania metabolicznego (hiperglikemia) i po -
ziomem glikozylowanego LD L oraz stopniem glikozylacji innych białek osocza 
[41], a także ilością glikozylowanej hemoglobiny [51]. Białka osocza ulegające 
nieenzymatycznej glikozylacji mogą być bardzo cennym wskaźnikiem wyrów-
nania metabolicznego.

Nieenzymatyczna glikozylacja dotyczy wolnej lizynowej reszty białka 
i oznaczenie stopnia glikozylacji może przynieść szereg korzyści. Indywidualne 
różnice w ilości glikozylowanych białek u osób zdrowych są niewielkie [65], 
Istnieje więc lepsza korelacja między glikozylowaną hemoglobiną a poziomem 
glikemii [50], Zatem normoglikemia uzyskana u pacjenta metabolicznie 
niew yrów nanego szybciej znajdzie odzwierciedlenie w poziomach glikozylowa-
nych białek osocza niż w poziomie glikozylowanej hemoglobiny (krótszy okres 
półtrw ania albumin) [34, 77]. N atom iast zwyżka poziomu glikemii szybciej
i w większym stopniu będzie miała wpływ na podniesienie poziomów 
glikozylowanych białek osocza [29]. Bardzo istotne wydaje się być oznaczenie 
tego typu nieenzymatycznej glikozylacji u pacjentów, którzy mają zaburzoną 
syntezę hemoglobiny lub nieprawidłowości w zakresie układu czerwonokrwin- 
kowego. Również dużą uwagę przywiązuje się do oznaczania glikozylowanych 
białek osocza przy podejrzeniu cukrzycy lub nieprawidłowej tolerancji węg-
lowodanow ej. I tu większą czułość wykazuje oznaczanie poziomów glikozylo-
wanych białek osocza niż tzw. słodkiej hemoglobiny [77], która była do 
niedaw na najlepiej poznanym glikozylowanym białkiem w ustroju ludzkim
i bywa trak tow ana jako  model wzorcowy nieenzymatycznej glikozylacji.

U dorosłych i u dzieci powyżej 6 miesiąca życia 90%  hemoglobiny stanowi 
hemoglobina A -  tetram er złożony z dwóch par polipeptydowych łańcuchów 
«2 Pl- Pozostałe ilości hemoglobiny to: A 2 (0L2 P2 ) i H bF  tzw. płodow a ( t ^ )  
stanowiące 2,0%  i 0,5%  ilości hemoglobiny. Za syntezę hemoglobiny 
odpowiedzialne są osobne geny. Inne składowe hemoglobiny nie są już



budow ane pod kontrolą genów, a stanow ią one potranslacyjne modyfikacje 
hemoglobiny A.

Badania za pomocą m etod elektroforetycznych wykazały, że hemoglobina 
ludzka nie jest homogenną strukturą , a jest białkiem heterogennym. Pierw-
szym, który zwróci! na to uwagę byl Allen w roku 1955 [2], Później 
spostrzeżenie to potwierdzili inni badacze [16, 67], Początkow o nie wiązano 
występowania pewnych frakcji hemoglobiny z cukrzycą. D opiero badania 
H uism ana w 1962 r. wykazały podwyższone poziomy frakcji tzw. szybkiej 
hemoglobiny u 4 pacjentów, u których poprzednio rozpoznaw ano cukrzycę 
[32], a w 1968 r. R ahbar potwierdził za pom ocą elektroforezy obecność frakcji 
hemoglobiny u osób z cukrzycą [57, 59].

W świetle osiągnięć dzisiejszej nauki znany jest fakt istnienia kilku 
potranslacyjnych modyfikacji HbA [14]. Oznacza się je  symbolami: H bA ja 
(0,4%), A |b  (0,4% ), A ]e (3%). H bA ja składa się z dwóch komponentów : A ia i 
(0 ,2% ) i A [a2 (0,2%). Sekwencje aminokwasów  w łańcuchach polipep- 
tydowych są takie jak  w H bA , z wyjątkiem obecności przy N-końcowej walinie 
łańcucha /i dodatkow ej cząsteczki; w przypadku H b A iai jest nią fruk-
tozo -1,6-dw ufosforan, w H bA ia2 g lukozo-6-fosforan, w H bA |b  produkt 
dezaminacji HbA, a w H bA [c glukoza.

N -końcow a walina łańcucha fi i N H 2-końcowa reszta walin łańcucha 
a i grupy e-aminowe reszt lizyny łańcuchów  a i ¡i HbA są miejscami glikozylacji 
hemoglobiny. Badania na tem at glikozylacji in vitro były przeprow adzone 
przez M oham eda i wsp. w 1949 r. [14], ale dopiero późniejsze badania 
przeprow adzone in vitro i in vivo udzieliły odpowiedzi na tem at samego 
mechanizm u przyłączania [4, 58, 62], Jeśli chodzi o przyłączanie glukozy to 
właśnie poprzednio wymienione grupy są najbardziej reaktywne i ulegają już 
nieenzymatycznej glikozylacji przy poziomie glikemii niższym 8-1 0  krotnie od 
poziomów  pow odujących glikozylację innych części hemoglobiny. Glikozylo- 
w ana hemoglobina A [C jest dobrym  odzwierciedleniem w yrów nania m etaboli-
cznego cukrzycy [13, 22, 24, 35, 43, 49, 65, 69], na tom iast inne param etry, takie 
jak: glikozuria, glikemia, ketonemia, poziom trójglicerydów, cholesterolu nie 
są czułymi wskaźnikami wyrów nania metabolicznego. Oznaczenie ich pozwala 
jedynie na „w gląd” w chorobę w bardzo wąskim przedziale czasu.

2.2.2. Białka strukturalne o długim czasie przeżycia

Białka o długim czasie przeżycia -  w przeciwieństwie do tych. których czas 
przeżycia jest krótszy -  akum ulują poketoam inow e glikozylowane nieen- 
zymatycznie produkty, tzw. A G E (krzyżowo pow iązane białka) [46], Białka
0 długim czasie przeżycia to: krystalina, kolagen, elastyna, białka mieliny. 
A G E pow stają bardzo powoli poprzez serię dalszych reakcji: przegrupow ań
1 odw odnienia. Związki te są łatwo identyfikow ane ze względu na ich



charakterystyczne brązow e zabarwienie, fluorescencję i współudział w siecio-
waniu białek.

Ich struk tu ra  jest determinow ana przez jeden końcowy produkt glikozylacji 
przebiegającej w w arunkach fizjologicznych: 2-furoyl-4(5)-(2-furanyl)-l 
M -imidazol. Powstawanie ich jest niezwykle powolne, ale w przeciwieństwie do 
ketoam iny, raz pow stały związek jest niezwykle trwały. W wyniku tego poziom 
A G E wzrasta przez cały okres biologicznego życia białka w stosunku 
proporcjonalnym  do stężenia ketoaminy. Zarów no in vitro, jak  i in vivo ten 
proces opisywany był dla bardzo wielu białek ustrojowych [8 , 10, 13, 25, 26, 
37, 41, 47, 52]. Jednak trudności metodologiczne były przyczyną ograniczenia 
doświadczeń do niektórych izolowanych białek. Rozwój technik badawczych 
umożliwił obserwację glikozylacji nieenzymatycznej w odniesieniu do różnych 
biologicznych struktur, traktow anych jako  homogenaty tkankowe. Jako 
metody badawcze stosuje się chrom atografię pow inow actwa czy ch rom ato-
grafię wysokociśnieniową [66 , 81, 88],

Jedynie ketoam ina może być wykrywana rutynowymi metodami w od -
niesieniu do nieenzymatycznej glikozylacji. Hiperglikemia towarzysząca cuk-
rzycy pow oduje wzrost stężenia ketoam iny w różnych tkankach i jest ono 
bardzo podobne do stężenia tego zw iązku sformatow anego z hemoglobiny. 
D wu czy naw et trzykrotny wzrost jest widoczny w przypadku porów nyw ania 
białek pobranych od chorych z cukrzycą i od osób zdrowych.

W ykrycie A G E w m akromolekułach może być dokonane przy użyciu 
m etod spektroskopowych i fluorescencyjnych, jednakże dok ładna klasyfikacja
i określenie specyfiki związków obecnie nie są możliwe. Ta niemożność oceny 
jakościow ej i ilościowej produktów  powstałych z ketoam iny praktycznie 
uniemożliwia w poszukiw aniach klinicznych określenie w przypadku białek
0 długim czasie przeżycia przedziału czasu, w którym  miała miejsce hiper-
glikemia. W  obecnej chwili nie ma właściwie możliwości ustalenia korelacji 
między całkow itą glikozyłacją nieenzymatyczną a stopniem zaaw ansow ania 
powikłań. Przyczyną tego stanu rzeczy jest to, iż np. wartości wczesnych 
glikozylowanych produktów , takich jak: glikozylowana hemoglobina czy 
glikozylowana błona podstaw na w kłębkach nerkowych w zrastają, gdy 
poziomy glikemii są wysokie i ulegają normalizacji, gdy glikemia pow raca do 
normy. Te początkowe produkty nieenzymatycznej glikozylacji: zasada Schiffa
1 ketoam ina (produkt Amadoriego) nie ulegają kumulacji na białkach o długim 
czasie trw ania. To właśnie tłumaczy fakt, że nie m a korelacji między stężeniem 
tych związków a obecnością czy stopniem zaaw ansow ania retinopatii cuk-
rzycowej [80],

N atom iast pow stanie A G E nie zależy od poziomów glikemii i nie koreluje 
z nimi. Trwałe chemicznie A G E tw orzą kow alentne połączenia z grupami 
aminowymi innych białek. S truktura  chemiczna tych związków zależy w głów-
nej mierze od przyłączenia dwóch molekuł glukozy do dwóch reszt lizynowych



grup aminowych. Kiedy już A G E stają się produktem  stale związanym 
z białkiem, następuje ich powolne odkładanie w długo żyjących białkach ścian 
naczyń. Jest ono proporcjonalne do poziomów glikemii w długich przedziałach 
czasowych.

Liniowy wzrost kumulacji tych produktów  w zależności od wieku był 
wykazany in vivo w badaniach przeprowadzonych nad kolagenem zawartym 
w naczyniach wieńcowych i błonie podstawnej kłębków nerkow ych. Dla 
przykładu m ożna podać, że brak jest np. korelacji między stężeniem zasady 
Schiffa i ketoam iny a występowaniem retinopatii [80], natom iast istnieje ścisły 
związek między podwyższonymi poziomami A G E przyłączonymi do kolagenu 
a zaaw ansow aniem zmian retinopatii cukrzycowej [48],

Zdaniem niektórych autorów  hiperglikemia w cukrzycy może również 
powodować, iż lipidy osocza mogą być przyłączane do białka poprzez A GE, 
zaburzając jego fizjologiczną rolę. Potw ierdzają to  doniesienia, które mówią, 
że przy stężeniu LDL cholesterolu 2,6 mmol/1 3,2 raza więcej LDL jest 
przełączanych do kolagenu w przypadku obecności A G E, niż u ludzi zdrowych 
[12].

Również na szczególną uwagę zasługuje fakt, iż zmiana procesów we-
w nątrzkom órkow ych stymulow anych po pobudzeniu receptora makrofagów  
dla A G E może wywołać bądź nasilić powikłania cukrzycowe. M onocyty 
odgrywające istotną rolę w regulacji przemian zarów no zewnątrz, jak i we-
w nątrzkomórkow ych białek, posiadają specyficzny receptor dla A G E  -  wyizo-
lowany i dokładnie opisany [56, 82], Receptor m akrofaga reaguje nie 
z wczesnymi produktam i glikozylacji, a jedynie z A GE. M echanizm interakcji 
pomiędzy A G E i receptorem jest następujący: po pobudzeniu receptora 
następuje produkcja kinazy kolagenowej, ew entualnie innych proteaz we-
w nątrzkom órkow ych oraz interleukiny 1 do wartości 5-krotnie wyższej od 
norm y [79, 84], Równocześnie te same enzymy rozpoczynają rozkład glikozylo- 
wanych białek w osoczu i kaskadowe zmiany zw yrodnieniowe w ścianie naczyń 
oraz wzrost syntezy białek. Interleukina 1 pow oduje, że niektóre komórki 
proliferują, pow odując wzrost ilości włókien kolagenowych w naczyniach. 
W szystkie te czynniki, mające swój związek z A G E, zwiększają ekspresję 
m R N A , co może prow adzić do nowotw orzenia [79].

3. C Z Y N N I K I  D E T E R M IN U J Ą C E  

R O Z L E G Ł O ŚĆ  N IE E N Z Y M A T Y C Z N E J G L IK O Z Y L A C JI

Rozległość nieenzymatycznej glikozylacji dla danego białka jest deter-
m inowana sumą różnych niezależnych zmiennych: pH , tem peraturą, stężeniem 
białka, zawartością grup N H 2, stężeniem glukozy, czasem inkubacji [46], 
Pierwsze z 4 wymienionych czynników są dla ustroju ludzkiego względnie stałe.



In vitro pH  ma istotne znaczenie w eksperymencie obniżenie pH poniżej 7,0 
powoduje całkow ite zahamow anie powstawania ketoaminy, natom iast przy 
wzroście pH od 7,0 do 9,0 zwiększa się ilość ketoaminy [46], Ta obserwacja 
pokryw a się z hipotezą, że jedynie wolne grupy aminow e w białku m ogą brać 
udział w tego typu reakcji.

W zrost tem peratury, podobnie jak we wszystkich reakcjach chemicznych, 
wpływa na zwiększenie ilości ketoaminy.

Stężenie białka i ilość grup aminow ych w doświadczeniach in vivo są 
wartościami stałymi. N atom iast stężenie glukozy i czas inkubacji są najw aż-
niejszymi klinicznie czynnikami; tylko one bowiem są tymi zmiennymi, które in 
vivo najbardziej mogą się różnić i odbiegać od normy. W zrastające stężenie 
glukozy pow oduje, że stopień akum ulacji ketoaminy rośnie prawie równolegle.

Czas inkubacji ma również ogrom ne znaczenie i to  z dwóch powodów: po 
pierwsze ketoam ina jest kum ulow ana w zależności od czasu, aż do osiągnięcia 
stanu równow agi. Po drugie uzyskanie stanu równow agi w poziomie ketoam i-
ny zależnej od poziomu glikemii -  nie oznacza zatrzymania tego procesu 
w odniesieniu do A GE. Poziom A G E może ulegać obniżeniu jedynie w przypa-
dku biologicznego niszczenia białka -  różnego ze względu na średni czas 
przeżycia. K onsekwencją kliniczną stałego wzrostu A G E, zależną od procesów 
Fizjologicznych, są: tworzenie powiązanych krzyżowo związków białkowych 
oraz zmiany strukturalne zależne od odwodnienia i przyłączenia cząsteczek 
glukozy. D la przykładu: w kolagenie chorych na cukrzycę jest znacznie więcej 
A G E niż w kolagenie osób zdrowych. N atom iast w grupie chorych z cukrzycą 
typu I zaw artość  A G E jest największa [47].

4. Z M I A N Y  PR O C ESÓ W  F IZ JO L O G IC Z N Y C H  

PR Z E Z  N IE E N Z Y M A T Y C Z N Ą  G L IK O Z Y L .A C JĘ

Nieenzymatyczna glikozylacja dotyczy praktycznie wszystkich białek ust-
rojowych. N admierne stężenie glukozy pow oduje wzrost poziomu ketoam iny 

dzieje się tak na przykład w białkach hemoglobiny. N atom iast relatywny 
wzrost poziom u A GE opisywany jest przede wszystkim dla białek o długim 
czasie przeżycia.

Do bardzo niedawna nie wiedziano nic na tem at znaczenia A G E i ketoam i-
ny; jednak ostatnie dane pozw alają na pewne przybliżenie tego problemu.

Zaburzenia w fizjologii w przypadku hiperglikemii i konsekwencji wynika-
jących z tego dotyczą:

1) aktywności enzymów,
2) wiązania cząsteczek regulatorow ych,
3) krzyżowego łączenia się białek -  A G E,



4) zmniejszonej podatności na proteolizę,
5) zaburzeń w zakresie działania kwasów nukleinowych,
6) zaburzeń w zakresie immunogenności.

4.1. Aktywność enzymów

Z podanych powyżej przesłanek można byłoby sądzić, że nieenzymatyczna 
glikozylacja nie powinna dotyczyć enzymów ze względu na ich krótki okres 
półtrw ania. Jednakże powstawanie zasady Schiffa przebiega bardzo szybko 
w w arunkach fizjologicznych, a w zrastająca jej ilość może zmieniać właściwo-
ści katalityczne. N ajbardziej praw dopodobnym  mechanizmem jej aktywacji 
jest przyłączenie glukozy do reszt lizynowych, istotnych dla prawidłowego 
działania części czynnej enzymu. Na przykład: w rybonukleazie A zmiany 
w zakresie lizyny w pozycji 45 powodują całkow itą utra tę  aktywności 
enzymatycznej. Inkubacja tego enzymu z glukozą w czasie 24 godz. powoduje 
także 50% utra tę  właściwości enzymatycznych. Związane jest to z glikozylacją 
dwóch reszt lizynowych w 1 molekule [26], D rugim rodzajem enzymu, którego 
aktyw ność jest modyfikowana przez glikozylację jest proteaza sulfhydrylowa, 
która posiada cystynę, a nie serynę (mniej aktyw ną), która kowalentnie 
przyłącza substraty [85], Dowodem na to jest katepsyna B wyizolowana 
z komórek w ątroby, któ ra po 2-tygodniowej inkubacji z glukozą o stężeniu 300 
mg/dl traci całkowicie swoje właściwości enzymatyczne [19], Podobnie i aktyw -
ność papainy spada o 70-90%  po poddaniu jej nieenzymatycznej glikozylacji. 
N atom iast sama u tra ta  zdolności enzymatycznych zależy od czasu inkubacji
i stężenia glukozy. Po 15-dniowej inkubacji w 44,4 mmol roztw orze glukozy 
aktyw ność izoenzymu A spadała do 20% początkowej wartości, jednocześnie 
towarzyszył jej wzrost tńasy cząsteczkowej ze 130 000 do 250 000 [19, 26]. 
Sugeruje to, że glikozylacji tow arzyszą zmiany w agregacji cząsteczek i po -
wstawanie wiązań krzyżowych również i ten czynnik winien być rozpat-
rywany, jako  mogący osłabiać czynność enzymatyczną.

4.2. W iązanie cząsteczek regulatorowych

Proces ten jest inhibow any reakcją nieenzymatycznej glikozylacji, jeżeli do 
prawidłowego działania konieczna jest wolna reszta e-aminowa lizyny lub 
wolna N -term inalna grupa N H 2. N a przykład zaburzone może być przyłącza-
nie 2,3-DPG  do hemoglobiny, jeżeli jest ona glikozylowana, ponieważ 
2,3-D PG wymaga wolnych grup aminowych N-terminalnej waliny, lizyny 82
i histydyny 143 łańcucha, co w rezultacie może prowadzić do zaburzonego 
powinowactwa tlenowego hemoglobiny [9],



4.3. Krzyżowe wiązania białek - AGE

Badania nieenzymatycznej glikozylacji wykazują, że proces ten powoduje 
pow stanie zabarwionych, fluoryzujących, struktur powiązanych krzyżowo. Po 
raz pierwszy udow odniono zależność między hiperglikemią a agregacją 
cząsteczek oraz powstaw aniem między nimi krzyżowych wiązań na krystalinie 
soczewki oka [60, 61]. Jej glikozylacja pow odow ała zmętnienie (w zrastająca 
glikozylacja reszt lizynowych grupy ^-aminowych), które tłumaczone jest jako 
konsekwencja zmian ciężaru cząsteczkowego i agregacji. D odanie związków' 
redukujących wiązania dwusiarczkow e powoduje zmniejszenie stopnia agre-
gacji.

Te przesłanki skłaniają do wysnucia wniosku, że zmiany konformacyjne 
białek, zapoczątkow ane przez nieenzymatyczną glikozylację, powodują później 
zwiększenie podatności grup sulfhydrylowych na oksydację. W w arunkach 
fizjologicznych soczewka oka jest ochraniana  przed oksydacją i tworzeniem 
wiązań krzyżowych między cząsteczkami białka przez wewnątrzkomórkowy 
układ glutationu. N a skutek zmian metabolicznych i synergistycznego działa-
nia nieenzymatycznej glikozylacji dochodzi do przekształceń patologicznych 
manifestujących się klinicznie zaćmą, a chemicznie powstawaniem wiązań 
dwusiarczkowych [18].

Rozległe tworzenie krzyżowych wiązań między cząsteczkami białka, za-
początkow ane przez hiperglikemię, może również powodować nieodw ra-
calne zmiany w zakresie przew odnictw a nerwowego opisywanego w cukrzycy 
[74].

Jest rzeczą interesującą, że powstawanie krzyżowych wiązań występuje 
również wtedy, kiedy grupy nieenzymatycznie glikozylowanych białek wy-
chw ytują nieglikozylowane białka. Eksperymentalne dodanie albumin czy 
gammaglobulin IgG do glikozylowanego kolagenu, w środowisku wolnym od 
glukozy, powoduje przyłączanie ich do kolagenu [7]. Ta biochemiczna reakcja 
tłumaczy widziane linie immunofluorescencyjne w błonie wewnętrznej naczyń 
osób chorych na cukrzycę.

4.4. Podatność na proteolizę

Białka pogrubiałe na skutek glikozylacji błony podstawnej kłębków 
nerkowych są bardziej odporne na trawienie enzymami proteolitycznymi niż 
białka nieglikozylowane [40]. Również i proteoliza glikozylowanego kola-
genu przez kolagenazę i pepsyny produkow ane przez bakterie jest ograniczo-
na [68],



4.5. Wpływ glikozylacji na kwasy nukleinowe

I-rzędowe grupy N hb  nukleotydów  są chemicznie mniej aktyw ne w stosun-
ku do cukrów  redukujących niż e-aminowa grupa lizynowa, jednak i tu 
również zaobserwow ano nieenzymatyczną glikozylację prow adzącą do mutacji 
DN A  [9].

Uwzględniając długi czas trw ania białka kwasów nukleinowych a tym 
samym możliwość pow staw ania AG E, można się spodziewać takich konsek-
wencji, jak: aberracja chromosom ów , uszkodzenia prawidłow ego łańcucha 
kwasów, zaburzenia procesów naprawy, replikacji i transkrypcji [33, 54], 
Zmieniony przez glikozylację DN A  może pow odow ać wady powstające 
w okresie płodowym podobne do tych, które wywoływane są przez czynniki 
mutagenne [9],

4.6. Immunogcnność

K owalcntne przyłączanie się nowych związków do własnych białek ustrojo-
wych może spowodow ać pow stanie przeciwciał przeciwko kom órkom  gos-
podarza. Również sama ketoam ina jest słabym czynnikiem immunogennyni. 
Jej działanie immunizacyjne w zrasta, gdy powstaje in vivo. D okładnych danych 
co do immunogenności A G E w piśmiennictwie brakuje [9],

Tabe l a  2

Z m iany  właściwości białek pod  wpływem glikozylacji [21]

Białko Z m iana właściwości

Hem oglobina
Białka błon  ery trocy tów
Album iny

L ipopro te iny  osocza
K rysta lina  soczewki
Kolagen
Białka mieliny
Insulina endogenna
Błona wewnętrzna kom órek
A nty tro m bina III
Ferry tyna
T kank a p łucna

zwiększone pow inowactw o do  tlenu 
zwiększenie adhezji, zmniejszenie elastyczności 
zaburzen ia  osmotyczne, zaburzen ia  w transporcie  m eta-

bolitów
aterogeneza, zm iany w swoistości dla recep tora  L DL
zaburzen ia  w przew odnictw ie światła
zm iana struk tury  tkanek
zaburzen ia  w przew odnictw ie nerwowym
obniżenie biologicznej aktyw ności
zaburzen ia  w u trzym aniu  integralności kom órek
nadm ierna koagulacja
zaburzen ie  m agazynow ania  Fe
upośledzenie sprężystości

Szczególnie należy podkreślić, że ogromnie ważnym czynnikiem tow arzy-
szącym nieenzymatycznej glikozylacji są zmiany dotyczące tkanki łącznej oraz



jej roli w procesie pow staw ania miażdżycy. Przeprow adzane badania w ykazu-
ją , że LD L przy stężeniu LD L cholesterolu 1030 mg/dl są przyłączane do 
zglikozylowanego kolagenu w stopniu 3 razy większym niż w przypadku 
prawidłowego kolagenu, pow odując powstawanie kumulacji lipidów w ścia-
nach naczyń [83] -  por. tab. 2.
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B IO C H E M IC A L  A SPE C T S O F  T H E  D IA B E T IC  C O M PL IC A T IO N S

T he article  gives the  curren t review o f  the biochemical aspects o f  the  d iabetic  com plications. 
Especially much a tte n tio n  has been paid  to  a role o f the non-enzym atic glycosylation o f  p ro teins in 
the  developm ent o f  the  d iabetic  com plications.


