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SAZETAK - Koncentracija polipeptida amilina poviSena je u B stani-
cama Langerhansovih otodiéa pacijenata s inzulin-neovisnom Sedernom
bolesti. Ispitali smo sposobnost hiperglikemiénih i hiperinzulinemiénih
seruma dijabetiara da izazovu neZeljene promjene B stanica otodita
zdravih $takora, koje uzrokuju apoptozu. Izolirani otodiéi $takora in-
kubirani sa serumima dijabetiara pokazali su smanjenu vijabilnost B
stanica, te morfoloske promjene karakteristiéne za apoptozu. Doslo je
i do fragmentacije molekule DNA u B stanicama Langerhansovik oto-
Cica, 8to je karakteristika apoptotickih procesa. DNA bi mogla posluziti
kao rani pokazatelj programirane smrti stanice.

UvoD -

Amilin, peptid od 37 aminokiselina, izluéuje se zajedno s inzulinom iz
‘B stanica Langerhansovih otodiéa i djeluje na brojna tkiva od metabolitkog
interesa (1,2).
U primarnoj strukturi amilina primjeéene su velike razlike vezane uz
vrstu, ali su N- i C-krajevi molekule potpuno konzervirani. Kod humanog
se amilina izmedu aminokiselina 20 i 29 formiraju S-nabrane ploge koje su
odgovorne za snaznu tendenciju vlastite agregacije i stvaranja netopivih
struktura nazvanih amiloidni materijal gusterage (1,3).
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IstraZivanja su pokazala da se nakon kratke stimulacije izoliranih B
stanica, neagregiranih otoéica i gusterada Stakora glukozom ili argmmom
amilin i inzulin izluduju kod priblizno konstantnog molarnog eomjera:
luéenje amilina je samo od 2 do 5% od koli¢ine otpudtenog inzulina (3).
No, nakon produZene stimulacije glukozom, kao i kod modela u kojih su
z1vot1n3e rezistentne na dJelovanJe inzulina (sliéno inzulin- neowsnOJ secernog
bolesti), taj se omjer poveéava u korist amilina (8). -

Lorenzo i suradnici su izlozili stanice Langerhansov1h otocica odrashh
Stakora u kulturi humanom amilinu, $to je rezultxralo degeneracuorn éak
97+1% stanica (4).

U na$im smo 1sp1t1van11ma htjeli utvrditi da h ce hlpergllkemcnl 1
hiperinzulinemiéni serumi pacijenata s inzulin-neovisnom Seernom bolesti
izazvati neZéljene promjéne B stanica Langerhansowh otoc1ca zdrav1h
stakora ko_]e uzrokuJu apoptozu ' o

Y

MATERIJALL I METODE

s 1. N ¢
. B [ T )

Izolac}ga gusterace

Da b1 se u kasnmrn postupmma 1zolacue 1 odvajan_}a od masnog tklva
i limfnik &vorova 8to lakse . uocxla .gusterada se bojarotopinom neutralriog
crvenila. Tim se postupkom selektivno mtenzwmje oboje Langerhansovi
ototiéi, a to znatno olakSava vadenje otoliéa iz suspenzije probavljenog
tkiva gusterade. : . o

Inkubacija s otopmom kolagenaze i 1zolacua Langerhansowh (
otoclca L S 1L AP VRN LN SRV PO EREARe LT

Inkubacuom sas;eckamh komadlca gusterace u zagrxgano; (37 oC). otopmlé.
kolagenaze probavlja se vezivo kOJln’l je 1sprep1eteno ‘egzokrino tkivo gusterace» “
a veéina’ Langérhansovih otodida, zbog . membran«e‘,;ostaje neko. vrijeme. ..
cjelovitsa: U svrhu odrzavanja stabllnog pH - koristi se 0.065 mmol/L. HEPES
pufer. Izolacija otodiéa izvedena je po modificiranoj metodi Lacya i
- Kostianovskog (5). Otogiéi. su skupham automatskom plpetom pod stereo~,g;

mikroskopom.

Odredivanje V]JabIhIOStl Lang'erhansowh otocxca

- ProciSéeni otodiéi se pohranJuJu u posebnom mkubatoru (5% Co,, 95%'*;,‘
zraka) kroz jedan sat na 37 °C. Nakon toga se drZe na 'sobnoj temperatu
kroz, 48 sati, Otociéima koji su inkubirani u- medyu RPMI 1640 u koji je.
dodan- hlperghkemmm i hlpermzuhnemlém serum’ pacijenata s in-
neovisnom- $ééernom bolesti u koncentracuama 1; 5, 10 1‘200/ , te
inkubiranim 4 ‘normalnom humanom serumu (koncentracije ,
20%) dodah smo radnu otOpmu ﬂuorescem dlacetata ktiy

46



L. Rumora i sur. _ Programirana smrt B si:ém‘cdléngeihaﬁSéviﬁ oi;oéiéé.v.”.‘

Zive stanice, i propidijevog jodida (selektivno boja osteéene’ i mrtve stanice).
Pod fluorescentnim smo mikroskopom pratili broj stanica otogiéa S promjenama.
karakteristi¥nim za apoptozu u odnosu ‘na ukupan broj' stanica” (izrazenc
postotkom). SN R R

foy

Izolacija DNA iz otoé¢iéa N :
Iz uzoraka (otoéiéi nakon inkubacije sa ksé(rd‘m,im'a) smd,j.metodomskoju
smo sami razvili, izolirali DNA. Podatke o koncentraciji DNA: dobilizsmo

nakon’ spek rofotometrijskog jerenja apsorbanCijgé uzorka na 260 nm, .a
podatke o . é&istoéi izolirane DNA doznali smo iz stupnja ¢istoée (omjer
apsorbancija na 260 nm i 280 nm).

.

Elektroforeza DNA izolirane ‘iz otodiéa

Elektroforezu DNA proveli smo na 1%-tnom TAE -agaroznom- gelu 'uz
Jakost struje 65 mA. Gelove smo bojali oko 30 minuta u radnoj otopini
etidijevog bromida (1. ug/mL). Nakon odbojavanja:i{ destilirandj vodi, ‘gelove
smo anahziraﬁ;;_pogl:,izvorom;UVisvjetlagei fotografirali ih; -~ ¢ B0

’ : il

y E .
I . o iy

REZULTATI RADA
i \ o ¥ : : i1 A ‘ i *? ,-,,*’;s.! .
Inkubacija: otodiéa .. normalnim - huthanim*" Seruitima dodaniti’ u
koncentracijama od 1, 5, 10 i 20% u medij RPMI 1640 nije imald‘Hikakav
utjecaj na cjelovitost B stanica niti njihovih Jjezgara. Osim toga, dpdatak
hiperinzulinemi¢nih I hiperglikemi¢nih seruma pacijenata s inzulin:neovispon | -

Seéernom bolesti u koncentracijama od 1,51 10% takoder: nije.uzrokeyvao .
nikakve vidljive promjene u totiéima, ali smo u. uzorcima u. kojima -je .
. L NE e MU IO B I ST N it L i'v <'”‘"”‘ " 8

. ? i ; r;,s
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Slika 1. - Fiuo-
rescentna’ mikrosko-
pya B stanica otodiéa
 Stakora nakon inku-
‘bacije s:20%-tnim hi-.
perglikemiénim i hi-- .
perinzulinemiénim se- .
rumima pacijenata s
inzulinneovisnom ge-
cernom bolesti. Vidlji-

vo je “pupanje” mem-
brane
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Slika 2. - Fluo-
rescentna mikrosko-
pija B stanica oto-
Cica $takora nakon
inkubacije s 20%-
tnim  hiperglikemic-
nim i hiperinzuline-
minim  serumima
pacijenata s inzulin-
neovisnom $eéernom
bolesti. - Vidljiva je
kondenzacija kroma-
tina

serum dodan u koncentraciji od 20% zapazili promjene koje su karakteristiéne
za proces apoptoze. Pod fluorescentnim smo mikroskopom najprije uoéili
“pupanje” membrane B stanica Langerhansovih otoéiéa takora, tj. nastajanje
“mjehuriéaste” povrSine prepoznatljive u- prvoj’ fazi' programirane smrti
stanice (prikazano na slici' 1). Uskoro smo mogli primijetiti i kondenzaciju
kromatina koja je tipitna za drugu fazu procesa apoptoze (Slika 2), a
zatim 1 fragmentaciju jezgre -(Slika 3). ‘ .

No, opazili smo da hiperglikemiéni i hiperinzulinemiéni serumi razligitih
pacijenata s inzulin-neovisnom $eéernom bolesti imaju i razliitu sposobnost
induciranja apoptoze o njihovim razinama glukoze u krvi (prikazano na
Slikama 4a i 4b. Dok pojedini serumi, iako’ dodani u koncentraciji od 20%,
koja je dovoljna da izazove opisane promjene, uopée ne izazivaju apoptozu,

Slika 3. - Fluo-
rescentna mikrosko-
piya B stanica oto-
Cica $takora nckon
inkubacije s 20%-
tnim - hiperglikemic-
nim i hiperinzuline-
micnim  serumima
pacijenata s tnzulin-
neovisnom $ecernom
bolesti. Vidljiva je
fragmentacija jezgre
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Slika 4a i 4b - Hiperglikemicni i hiperinzulinemiéni serumi pacijenata s
‘tnzulin-neovisnom $ecernom bolesti u razlisitom postotku izazivaju apoptozu B
stanica otoéica Stakora. Razlike ne ovise o razinama glukoze

serumi nekih drugih- pacijenata u visokom p‘ostbﬁku (¢ak i do 80%) iza-
zivaju smrt B stanica Langerhansovih otodi¢a. Veéina je seruma poveéavala
udio mrtvih stanica za 8-14% $to se vidi iz rezultata prikazanih u Tablici 1.

Tablica 1. ~ Utjecaj seruma pacijenata s inzulin-neovisnom $eCernom bolesti
‘na apoptozu B stanica oto¢ida Stakora. Broj apoptotickih stanica izrazen je
postotkom u odnosu na ukupan broj stanica ototica

Pacijent o Inzulin Glukoza Apoptoza

: {(mU/L) (mmol/L) (%)

PT. >70 10.6 1-2

PK >70 8.9 1.2
PT. - ' F >0 94 16-25
CA o >70 12.3 8-10
HJ. : >70 9.5 45-50
M S s70 121 12 -
0.Z. >70 10.4 9-13
M.S. ‘ >70 9.8 12-14
DzH >70 8.9 10-12
. SE. >70 12,2 12-13
B.S. >70 11.6 75-80
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Nakon provedene elektroforeze DNA, izolirane iz otodiéa nakon inkubacije
sa serumima dijabetiCara, opazili smo da je doslo do fragmentacije molekule
DNA, sto je karakteristika apoptoti¢kih procesa (prikazano na Slici 5). U
kontrolnim uzorcima nismo opazili takve promjene, tj. molekula DNA je
ostala cjelovita.

Slika 5. - Analiza fragmenta
DNA nakon elektroforeze na 1%-
tnom agaroznom gelu i bojanja
s etidijevim bromidom. DNA je
izolirana iz otodiéa §$takora in-
kubiranih 48 sati u prisutnosti
hiperglikemiénih i hiperinzuline-
miénih seruma pacijenata s in-
zulin-neovisnom $ecernom bolesti.
U svaku je “udubinu” dodano
20 mg DNA

ZAKIJUCAK

Ovo je istrazivanje pokazalo da hiperglikemiéni i hiperinzulinemiéni
serumi pacijenata s inzulin-neovisnom Seéernom bolesti izazivaju, nakon
48-satne inkubacije, odredene morfoloske promjene na stanicama Langer-
hansovih otodiéa §takora (“pupanje” membrane, kondenzacija kromatina i
fragmentacija jezgre). Najznadajnije promjene odvijale su se kod uzoraka
inkubiranih s dijabeti¢nim serumima dodanim u koncentraciji pd 20%, dok
niZze koncentracije dijabetinih seruma (1, 5 i 10%), kao i normalni humani
serumi (dodani u koncentracijama od 1, 5, 10 i 20%), nisu inducirali vid-
ljive promjene na B stanicama oto¢iéa. Uodene promjene na otodiéima su
istovjetne onima veé opisanim u literaturi za apoptoticne stanice, te mo-
Zemo zakljuditi da B stanice ne umiru procesom nekroze, veé apoptoze.

50 BIOCHEMIA MEDICA god. 7, br 1-2, 1997,
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Da se doista radi o umiranju stanica procesom apoptoze potvrdili smo
i elektroforezom DNA izoliranom iz otoiéa nakon inkubacije sa serumima.
Analizom gelova opazili smo karakteristiéne “ljestve” samo u uzorcima
kultiviranim s 20%-tnim dijabeti¢nim serumima. Fragmentacija DNA bi
mogla posluZiti kao rani pokazatelj smrti B stanica otociéa.

Uoéili smo i da serumi pacijenata s inzulin-neovisnom 3eéernom bolesti
imaju razli¢itu sposobnost izazivanja apoptoze (od samo nekoliko postotaka,
pa éak do 80%). Posto dak ni pri povisenim koncentracijama glukoza i
inzulin ne djeluju na Langerhansove otodie u kulturi tkiva, uoeni bi se
apoptoticki efekt mogao, zbog nekih veé objavljenih istraZivanja, pripisati
amilinu, tj. toksi¢nost ispitivanih seruma se razlikuje vjerojatno zbog
njihovih razli¢itih koncentracija amilina. Da bi se to i potvrdilo, daljnja bi
ispitivanja trebala obuhvatiti odredivanje koncentracija amilina u serumima
dijabeti¢nih pacijenata.

Posterski rad izlozen na 2. hrvatskom kongresu medicinskih biokemiéara
(Pula, 25-28. 09. 1996.) nagradio je pokrovitelj Kongresa Farmaceutsko=bio-
kemijski fakultet uz novéanu potporu turtke FRANK ANALAB Zagreb.

APOPTOSIS OF LANGERHANS ISLETS B CELLS IN TYPE I
DIABETES MELLITUS

SUMMARY -~ Polypeptide amylin is elevated in pancreatic B cells of patients with
type II diabetes mellitus. We have investigated the ability of diabetic sera with
hyperinsulinemia and hyperglycaemia to cause DNA fragmentation and apoptosis.
Isolated rat Langerhans islets incubated with diabetic sera have shown reduced
viability of B cells and morphological characteristic of apoptotic process. DNA
fragmentation in islet B-cells was also demonstrated. These findings identify DNA
as an early target of programmed cell death.
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