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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
WSTĘP. Nasilenie apoptozy indukowane za pośred-
nictwem układu receptora błonowego Fas i jego li-
ganda FasL jest jednym z czynników sprawczych
powikłań o typie makroangiopatii. Cząsteczka roz-
puszczalnego receptora Fas (sFas, soluble Fas) speł-
nia rolę czynnika antyapoptotycznego. U chorych na
cukrzycę nasilenie apoptozy zachodzące w obrębie
blaszki miażdżycowej jest w znacznym stopniu uwa-
runkowane stopniem wyrównania metabolicznego
cukrzycy. Wyniki badań epidemiologicznych przepro-
wadzonych w ciągu ostatnich lat jednoznacznie
wykazały, że w rozwoju choroby niedokrwiennej
serca (powikłania o charakterze makroangiopatii)
wiodącą rolę odgrywa poposiłkowa, a więc ostra,
hiperglikemia. Celem przeprowadzonych badań było
wyjaśnienie, czy stopień wyrównania metaboliczne-
go cukrzycy, a zwłaszcza epizody ostrej hiperglike-
mii determinują ekspresję inhibitora apoptozy sFas.
MATERIAŁ I METODY. W badaniu wzięło udział
29 chorych na cukrzycę typu 2 z towarzyszącą cho-
robą niedokrwienną serca, 10 pacjentów z chorobą
niedokrwienną serca oraz 10 zdrowych ochotników.
Pod uwagę wzięto stężenie sFas w surowicy w po-
wiązaniu ze standardowo stosowanymi parametra-
mi kontroli metabolicznej cukrzycy (glikemią na
czczo, HbA1c, stężeniami cholesterolu całkowitego,

frakcji HDL i LDL oraz triglicerydów w surowicy). Wy-
znacznikiem ostrej hiperglikemii było stężenie
1,5-anhydro-D-glucitolu w osoczu.
WYNIKI. Wykazano, że stężenie sFas w grupie cho-
rych na cukrzycę typu 2 jest wyższe niż w grupie
pacjentów z chorobą niedokrwienną serca oraz
u osób zdrowych. Stężenie sFas w surowicy chorych
na cukrzycę typu 2 wykazywało związek wyłącznie
ze stężeniem 1,5-anhydro-D-glucitolu w osoczu.
WNIOSKI. Epizody ostrej hiperglikemii, w przeciwień-
stwie do hiperglikemii przewlekłej, wpływają na
zmniejszenie ekspresji czynnika antyapoptotyczne-
go sFas w u chorych na cukrzycę typu 2.

Słowa 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, HbA1c, 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

Wstęp
Wyniki badań z ostatnich lat wykazały, że ostra

hiperglikemia stanowi jeden z najważniejszych czyn-
ników determinujących rozwój przewlekłych powi-
kłań o typie makroangiopatii u chorych na cukrzycę
typu 2 [1–3]. Wśród wielu innych czynników bezpo-
średnio przyczyniających się do rozwoju powikłań
makroangiopatycznych istotną rolę odgrywa stan
ostrej hiperglikemii, która, najczęściej obserwowa-
na jako hiperglikemia poposiłkowa, stymuluje roz-
wój miażdżycy, między innymi nasilając apoptozę
w obrębie kardiomiocytów, komórek śródbłonka
i fibroblastów [4]. Stwierdzono również, że makro-
fagi naciekające blaszkę miażdżycową wywołują
apoptozę w komórkach mięśni gładkich naczyń, co
może powodować pękanie blaszki miażdżycowej
i zaostrzenie przebiegu choroby niedokrwiennej ser-
ca, stanowiącej najczęstszą kliniczną postać makro-
angipatii u chorych na cukrzycę typu 2 [5]. Indukcja
apoptozy, zależna od hiperglikemii, zachodzi przede
wszystkim na drodze interakcji między białkami po-
wierzchniowymi Fas i FasL (Fas-ligand). Fas (APO-1/
/CD95) to białko występujące na powierzchni więk-
szości komórek, natomiast cząstki jego ligandu są
obecne przede wszystkim w błonie komórkowej ak-
tywowanych limfocytów T i komórek dendrytycznych.
Rozpuszczalny receptor sFas jest produktem alter-
natywnego sklejania genu dla Fas, cząstką, która
może wiązać FasL i zapobiegać interakcji między nim
a receptorem błonowym Fas, co powoduje, że sFas
określa się mianem czynnika antyapoptotycznego
[6, 7]. Nie wyjaśniono do końca pochodzenia sFas.
Prawdopodobnie cząstki te stanowią efekt złuszcza-
nia receptorów Fas z błon komórkowych w momen-

cie uszkodzenia komórki [8]. Mogą być także synte-
tyzowane wewnątrzkomórkowo i wydzielane do krwi
pod wpływem różnych czynników [9]. Podwyższone
stężenia sFas zaobserwowano dotychczas w surowi-
cy dializowanych pacjentów z chorobą niedo-
krwienną serca [10] i u chorych z miażdżycą zaro-
stową kończyn dolnych [11]. Wysokie stężenia sFas
stwierdzono u chorych na cukrzycę z neuropatią oraz
z nefropatią cukrzycową [12, 13].

Biorąc pod uwagę potencjalny wpływ hipergli-
kemii, a zwłaszcza jej krótkotrwałych epizodów, na
rozwój przewlekłych powikłań cukrzycy, w tym cho-
roby niedokrwiennej serca, zaplanowano zbadanie
ekspresji sFas w surowicy u chorych na cukrzycę typu 2
i starano się określić, czy istnieje jakakolwiek zależ-
ność między stężeniem sFas w surowicy a parame-
trami kontroli metabolicznej cukrzycy.

Materiał i metody
Do badania zakwalifikowano 29 osób chorych

na cukrzycę typu 2 z towarzyszącą chorobą niedo-
krwienną serca (czas trwania klinicznie jawnej cu-
krzycy 7,1 ± 7,0 lat), 10 osób z chorobą niedo-
krwienną serca (stabilna dusznica bolesna) oraz
10 zdrowych ochotników.

Chorobę niedokrwienną serca rozpoznano na
podstawie o zaleceń American College of Cardiology/
/American Heart Association (ACC/AHA) [14], natomiast
cukrzycę typu 2 — zgodnie ze stanowiskiem Europej-
skiej Grupy Postępowania w Cukrzycy (EDPG, Europe-
an Diabetes Policy Group) [15]. W leczeniu choroby
niedokrwiennej serca stosowano następujące grupy
leków: azotany, molsidominę, leki b-adrenolityczne,
antagonistów wapnia, inhibitory konwertazy angioten-
syny II, trimetazydynę i kwas acetylosalicylowy. Cho-
rych na cukrzycę typu 2 leczono pochodnymi sulfony-
lomocznika (12 osób) lub insuliną (10 osób).

Z badań wykluczono osoby z ostrymi lub prze-
wlekłymi stanami zapalnymi, z niewydolnością ne-
rek lub wątroby. Badani byli pacjentami poradni le-
karza rodzinnego w Poznaniu. Dane dotyczące wy-
wiadu zaczerpnięto z ich kart choroby. Na przepro-
wadzenie badań uzyskano zgodę lokalnej komisji
etycznej.

U każdego chorego oznaczono: glikemię na
czczo metodą enzymatyczną opartą na reakcji kata-
lizowanej przez oksydazę glukozy; stężenie hemo-
globiny glikowanej (HbA1c) we krwi za pomocą te-
stu Abbott Imx Glycated Hemoglobin, wykorzystu-
jącego reakcję powinowactwa wiązania boranowe-
go; stężenia cholesterolu całkowitego, frakcji LDL
i HDL; stężenie triglicerydów w surowicy oznaczono
metodami enzymatycznymi. Do oceny ostrej hiper-
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glikemii zastosowano pomiar stężenia 1,5-anhydro-
-D-glucitolu (1,5-AG) w osoczu. Związek 1,5-AG — po-
liol (dezoksyglukoza), występujący w surowicy ludz-
kiej, charakteryzuje się stabilnym metabolizmem [16].
Podstawowym czynnikiem wpływającym na zmniej-
szenie stężenia 1,5-AG w osoczu jest hiperglikemia.
Nawet jej krótkotrwały epizod wywołujący przekro-
czenie progu nerkowego dla glukozy powoduje
gwałtowne wydalanie 1,5-AG z moczem [16, 17].
Ze względu na to, że stężenie HbA1c nie odzwiercie-
dla krótkotrwałych epizodów hiperglikemii [18], oce-
na stężenia 1,5-AG w osoczu stanowi niezbędne uzu-
pełnienie panelu badań wymaganych do optymaliza-
cji leczenia cukrzycy [17, 19, 20]. Dotychczasowe wy-
niki badań wskazują, że obniżenie stężenia 1,5-AG
w osoczu to czuły wskaźnik ostrej, krótkotrwałej hi-
perglikemii, w tym — hiperglikemii poposiłkowej wy-
stępującej w ciągu 1–2 dni przed badaniem [19, 21].

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

Wstępna obróbka osocza polegała na usuwaniu
z niego glukozy i innych monosacharydów za pomocą
chromatografii jonowymiennej. Podstawą metody en-
zymatycznej oznaczania stężenia 1,5-AG w osoczu jest
reakcja katalizowana przez oksydazę pyranozy (pyra-
noza: tlen 2-oksydoreduktaza PROD). W wyniku reak-
cji oksydacyjno-redukcyjnej grupa hydroksylowa
w pozycji 2. cząsteczki 1,5-AG jest utleniana przez tlen
cząsteczkowy przy udziale PROD. W celu ilościowego
oznaczenia powstałego w wyniku tej reakcji nadtlen-
ku wodoru przeprowadza się reakcję z udziałem pe-
roksydazy chrzanowej (HRP, horseradish peroxidase),
w której rolę donora wodoru pełni kwas 2,2-azino-bis-
(3-etylobenztiazolino-6-sulfonowy) (ABTS). Pomiaru
absorbancji ABTS w postaci utlenionej dokonuje się na
spektrofotometrze przy długości fali 420 nm wobec
ślepej próby [22, 23].

Wartości referencyjne 1,5-AG oznaczanego
metodą enzymatyczną w osoczu wynoszą 13,8–
–31,8 mg/l. Współczynnik powtarzalności kształtuje
się na poziomie 4,9% [23].

Metodyka oznaczania stężenia sFas
(sAPO/CD95) w surowicy

Stężenie sFas w surowicy oceniano metodą
immunoenzymatyczną (ELISA, Enzyme-Linked Immu-
nosorbent Assay) w 2 powtórzeniach za pomocą
zestawu firmy BenderMedSystems.

Płytkę opłaszczano monoklonalnym przeciwcia-
łem skierowanym przeciwko sFas. Do dołków mikro-
płytki dodawano standardowe rozcieńczenia bada-
nego antygenu (sFas) lub badaną surowicę. Następ-

nie nakładano roztwór zawierający przeciwciało
sprzężone z biotyną, skierowane przeciwko sFas
związanemu z przeciwciałem opłaszczającym płyt-
kę. Następnie dodawano streptawidynę sprzężoną
z HRP, a w dalszej kolejności w celu uzyskania reak-
cji barwnej, dodawano tetrametylobenzydynę (TMB,
tetramethylbenzidine), która jest substratem dla HRP.
Absorbancję odczytywano przy długości fali 450 nm.

Czułość tej metody wynosi 200 pg/ml, nato-
miast współczynnik powtarzalności — 4,5%.

Statystyczne opracowanie wyników
Normalność rozkładu danych sprawdzano za

pomocą testu Kołmogorowa-Smirnowa z poprawką
Lilleforce’a oraz testu Shapiro-Wilka. Wyniki badań
przedstawiono jako średnią ± SD i/lub medianę
z podaniem zakresu wartości (25–75%). Hipotezy sta-
tystyczne sprawdzano z użyciem testów: ANOVA
rang Kruskalla-Wallisa, mediany, a także U Manna-
Whitneya. Związki między cechami badano za po-
mocą analizy regresji liniowej. Za znamienne staty-
stycznie przyjęto wartości p £ 0,05. Obliczeń staty-
stycznych dokonano z zastosowaniem programu
Statistica 6.0 (StatSoft, Inc.).

Wyniki
W tabeli 1 przedstawiono charakterystykę kli-

niczno-biochemiczną badanych grup, w których cho-
rzy byli w podobnym wieku i nie różnili się pod wzglę-
dem większości parametrów gospodarki lipidowej.
W porównaniu z pozostałymi grupami glikemia na
czczo oraz stężenia HbA1c, 1,5-AG i cholesterolu frak-
cji LDL u chorych na cukrzycę były wyższe.

Na podstawie analizy przeprowadzonej z uży-
ciem testu rang Kruskalla-Wallisa wykazano znacz-
ne zróżnicowanie stężeń sFas między badanymi gru-
pami (p < 0,00001). Szczegółowa analiza za pomocą
testu U Manna-Whitneya pozwoliła stwierdzić, że
stężenie sFas w grupie chorych na cukrzycę było zna-
miennie wyższe niż w grupie kontrolnej (ryc. 1).
W grupie chorych na cukrzycę stwierdzono także naj-
większe zróżnicowanie stężeń sFas między poszcze-
gólnymi pacjentami (mediana — 1182 pg/ml, zakres
25–75%: 612–3328 pg/ml vs. pacjenci z chorobą niedo-
krwienną 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 żadnych istotnych
korelacji między stężeniem sFas u chorych na cukrzy-
cę typu 2 a wartościami parametrów kontroli meta-
bolicznej cukrzycy (glikemia na czczo, HbA1c, stęże-
nia: cholesterolu całkowitego, cholesterolu frakcji
HDL i LDL, triglicerydów) z wyjątkiem związku ob-
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Tabela 1. Charakterystyka kliniczno-biochemiczna badanych grup

Chorzy na cukrzycę Pacjenci z chorobą Grupa kontrolna

typu 2  niedokrwienną serca  (n = 10)

(n = 29) (n = 10)

Wiek (lata) 58,7 ± 8,5 59,4 ± 7,6 58,9 ± 9,1

BMI [kg/m2] 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/l] 8,2 ± 3,3  5,3 ± 0,7  5,5 ± 0,5

Stężenie HbA1c (%) 6,5 ± 2,1* 5,9 ± 0,3 5,5 ± 0,4

1,5-AG [mg/l] 14,4 ± 5,7* 17,0 ± 1,0 19,9 ± 1,2

Stężenie cholesterolu całkowitego 203,7 ± 61,8 191,4 ± 53,4 190,1 ± 34,7

[mg/dl/mmol/l] 5,3 ± 1,6  5,0 ± 1,4   4,9 ± 0,9

Stężenie cholesterolu frakcji HDL 54,8 ± 14,3 58,2 ± 14,0 56,7 ± 12,0

[mg/dl/mmol/l] 1,4 ± 0,4  1,5 ± 0,4  1,5 ± 0,3

Stężenie cholesterolu frakcji LDL 137,6 ± 63,7* 108,4 ± 43,9 110,1 ± 34,8

[mg/dl/mmol/l] 3,6 ± 1,7  2,8 ± 1,1  2,9 ± 0,9

Stężenie triglicerydów 167,0 ± 76,0 121,4 ± 38,8 137,9 ± 55,0

[mg/dl/mmol/l] 1,9 ± 0,9  1,4 ± 0,4  1,6 ± 0,6

*Różnica znamienna statystycznie dla p £ 0,05 wobec pozostałych grup; BMI (body mass index) — wskaźnik masy ciała

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

Dyskusja
Aktualnie obowiązująca koncepcja rozwoju

miażdżycy uwzględnia, oprócz wpływu czynników
wzrostu, zaburzeń gospodarki lipidowej i węglowo-
danowej, stresu oksydacyjnego, prozapalnych cyto-

kin, również rolę, jaką w tym procesie odgrywa zabu-
rzenie regulacji apoptozy [9]. W kontroli apoptozy
komórek śródbłonka i mięśni gładkich ściany tętnic
znaczący udział ma interakcja zachodząca między bło-
nowym receptorem Fas (APO-1/CD95) a jego ligandem
FasL, zapoczątkowująca szereg procesów wewnątrz-
komórkowych prowadzących do śmierci komórki [24].
Cząsteczki Fas i FasL wchodzą w skład błony komór-

Rycina 1. Porównanie stężeń sFas w surowicy między ba-
danymi grupami; C-2 — cukrzyca typu 2; ChNS — choroba
niedokrwienna serca; K — grupa kontrolna; *różnica zna-
mienna statystycznie dla p £ 0,05 wobec grupy kontrolnej

Rycina 2. Korelacja między stężeniem 1,5-anhydro-D-glu-
citolu (1,5-AG) w osoczu a stężeniem sFas w surowicy
u chorych na cukrzycę typu 2, r = 0,65. Zależność spełnia
równanie: y = (–1991) + 270,36x
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kowej prawidłowych komórek środbłonka, natomiast
komórki mięśni gładkich ściany naczyń w swych bło-
nach komórkowych zawierają wyłącznie cząsteczki Fas
[25]. Indukcja apoptozy w komórkach mięśni gład-
kich zachodzi pod wpływem łączenia się Fas z FasL
znajdującym się na powierzchni aktywowanych lim-
focytów lub makrofagów lub na skutek interakcji
z FasL komórek śródbłonka. Nadmierne pobudzenie
apoptozy komórek mięśniówki gładkiej ściany naczyń
może prowadzić do destablizacji blaszki miażdżyco-
wej i progresji choroby niedokrwiennej serca [5].

Cząsteczki sFas wykazują powinowactwo do
błonowego FasL różnych typów komórek i, wiążąc
się z nim, uniemożliwiają interakcję między FasL
a błonowym sFas. Dlatego uważa się, że cząstki sAPO-1/
/sFas krążące we krwi spełniają rolę inhibitora apop-
tozy [7]. Prawdopodobnie wysokie stężenia sFas de-
cydują o zdolności ustroju do hamowania rozwoju
miażdżycy. Wysokie stężenia sFas w surowicy cho-
rych na cukrzycę typu 2 w porównaniu do innych
badanych grup, w tym pacjentów wyłącznie z cho-
robą niedokrwienną serca, sugerują, że element ten
stanowi czynnik obronny wytwarzany przez ustrój
jako odpowiedź na wzmożoną apoptozę.

W świetle ostatnich badań nie ma wątpliwości
co do twierdzenia, że czynnikiem sprawczym apop-
tozy komórek różnych typów u chorych na cukrzycę
typu 2 jest hiperglikemia [4, 26]. Wyniki badań wła-
snych wykazały, że istnieje związek między zdolno-
ścią hamowania apoptozy a stopniem kontroli cu-
krzycy. Stwierdzono, że decydujący wpływ na stęże-
nie sFas w surowicy mają wyłącznie krótkotrwałe
epizody hiperglikemii, mimo że glikemia na czczo
czy też przewlekła hiperglikemia objawiająca się
zwiększeniem stężenia HbA1c u chorych na cukrzycę
typu 2 nie determinują stężenia sFas. Obserwacja ta
jest zbieżna z wynikami badań epidemiologicznych,
które wskazały na ostrą (poposiłkową) hiperglikemię
jako nadrzędny czynnik powodujący rozwój choroby
niedokrwiennej serca u chorych na cukrzycę typu 2
i u osób z upośledzoną tolerancją glukozy [1–3]. Moż-
na więc sądzić, że skuteczna kontrola ostrej hipergli-
kemii, rozumiana jako utrzymanie wysokich stężeń
1,5-AG, jest niezbędna do prawidłowej regulacji apop-
tozy w komórkach układu sercowo-naczyniowego.

Przeprowadzone badania nie pozwalają na
wysunięcie ostatecznych wniosków dotyczących re-
lacji między stężeniem sFas w surowicy a poszcze-
gólnymi parametrami gospodarki lipidowej. Wpraw-
dzie nie stwierdzono zależności między sFas a bada-
nymi wskaźnikami, jednak w grupie chorych na cu-
krzycę typu 2 stężenia cholesterolu frakcji LDL były
znacznie wyższe niż w pozostałych grupach. Niewy-

kluczone, że przeprowadzenie badań na liczniejszej
grupie chorych pozwoliłoby jednoznacznie wyjaśnić
ten problem, zwłaszcza w świetle danych dotyczą-
cych znaczenia utlenowanych i glikowanych cząstek
LDL dla indukcji apoptozy [27, 28].

Podsumowując, można stwierdzić, że jednym
z czynników istotnie wpływających na regulację
apoptozy u chorych na cukrzycę typu 2 są epizody
ostrej hiperglikemii, natomiast nasilenie przewlekłej
hiperglikemii nie wiąże się bezpośrednio z ekspresją
czynnika antyapoptotycznego sFas.
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