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1. WYKAZ SKROTOW

ABCA-1 — biatko transportowe wigzace ATP (ang. ATP — binding cassette transporter-1)
AGE - produkty glikacji biatek (ang. advanced glycation end products)
AT-Il - angiotensyna Il

Bcl-2 - (ang. B-cell lymphoma 2)

BMI — wskaznik masy ciata ( ang. body mass index)

CD - (ang. cluster of differentiation)

COX 2 — cyklooksygenaza 2

CR - biatka regulujace dopetniacza

CSF- czynnik stymulujacy tworzenie komoérek (ang. colony-stimulating factor)
CV — wspotczynnnik zmiennoS$ci (ang. coefficient of variation)

CVD - choroba sercowo- naczyniowa (ang. cardiovascular disease)

DBP- cisnienie rozkurczowe (ang. diastolic blood pressure)
DM t2 — cukrzyca typu 2 (ang. diabetes mellitus)
DXA - podwojna absorpcjometria

EC- komorki érodbtonka (ang. endothelial cells)
EDHF - srodbtonkowy czynnik hiperpolaryzujacy (ang. endothelium-derived

hyperpolarizing factor)

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)

Selektyna E — selektyna srodbtonkowa

ELISA — test immunoenzymatyczny (ang. sandwich enzyme — linked immunosorbent assa)
EGF - naskorkowy czynnik wzrostu ( ang. epidermal growth factor)

ESL-1 - ligand dla selektyny E (ang. E selectin ligand 1)



E-sel - selektyna E
ET-1- endotelina -1

HDL — lipoproteiny o duzej gestosci ( ang. high density lipoprotein)

HEV — naczynia zylne z wysokim $rodbtonkiem (ang. high endothelial venules)

HOMA-IR- (ang. Homeostasis Model Assesment for Insulin Resistance)

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. High Performance Liquid
Chromatography)

ICAM-1 — migdzykomorkowa czasteczka adhezyjna -1 (ang. intercellular adhesion

molecule 1)
ICAM-2 - mig¢dzykomodrkowa czasteczka adhezyjna -2 (ang. intercellular adhesion

molecule 2)

IDF — Migdzynarodowa Federacja Cukrzycowa (ang. International Diabetes Federation)
IFG — nieprawidtowa glikemia na czczo (ang. impaired fasting glucose)

IFN-y - interferon y

IGT — uposledzona tolerancja glukozy (ang. impaired glucose tolerance)

IL - interleukiny

LDL — lipoproteiny o niskiej gestosci (ang. low density lipoprotein)
LPR - (ang .lipoprotein receptor-related protein)

L-selektyna — selektyna leukocytarna

LT - leukotrieny

MAJdCAM - (ang. mucosal adressin cel adhesion molecule)
MAKAM-1 - czasteczka adhezyjna
MCP-1 - biatko chemotaktyczne dla monocytow (ang. monocyte chemototic protein-1)
M-CSF — czynnik stymulujacy tworzenie kolonii makrofagow
(ang. macrophage colony-stimulating factor)
MMP - metaloproteinazy macierzy (ang. matrix metalloproteinases)

MMP-9 — metaloproteinaza 9

NH,_  grupa aminowa
NO - tlenek azotu



NOS — syntazy tlenku azotu
NPH — insulina — insulina dlugodziatajaca (ang. neutral protamine Hagedorn)

oXx LDL- oksydowane lipoproteiny o niskiej gestosci

PAF - czynnik aktywujacy plytki (ang. platelet-activating factor)

PAI-1- aktywator plazminogenu 1 (ang. plasminogen activator inhibitor-1)
PF 4 — czynnik ptytkowy 4 (ang.platelet factor 4)

PGIl, - prostacyklina 2

PGSL- 1 - ligand dla P-selektyny (ang. P-selectin glycoprotein ligand-1)
P-selektyna - selektyna ptytkowa

SBP - ci$nienie skurczowe (ang. systolic blood pressure)
SR-A - receptory oczyszczania klasy A

sE-selektyna — ang. soluble endothelial selectin

TAG - triglicerydy (ang. triacylglyceride)

T-CHL - catkowity cholesterol (ang. total cholesterol)

TF - czynnik tkankowy (ang. tissue factor)

TFPI-  inhibitor zewnatrzpochodnego uktadu krzepnigcia (ang. tissue factor pathway
inhibitor)

TNF - czynnik martwicy guza (ang. tumor necrosis factor)

tPA - tkankowy aktywator plazminogenu (ang .tissue plasminogen activator)

TXA;- tromboksan A,

VASP - fosfoproteina stymulajgca wazodylatacje (ang. vasodilator-stimulated
phosphoprotein)

VCAM-1- naczyniowa czasteczka adhezyjna -1 (ang. vascular cell adhesion molecule)

WHR - iloraz talia/biodro (ang. waist to hip ratio)



2. WSTEP

2.1 Wprowadzenie

Otyto$¢ brzuszna z towarzyszacymi zaburzeniami metabolicznymi stanowi istotng
przyczyng chorob uktadu sercowo-naczyniowego (CVD) oraz cukrzycy typu 2 (DMt2). Okoto
20-25% populacji powyzej 40 roku zycia w Europie 1 USA spetnia kryteria diagnostyczne
zespotu metabolicznego [1,2], ktory 2—krotnie zwigksza ryzyko wystapienia (CVD) i az
5-krotnie — ryzyko rozwoju DMt2 [3]. Szacuje si¢, iz okoto 2 min ludzi w Polsce choruje na
cukrzyce typu 2.

Nieprawidlowa glikemia na czczo (IFG) i uposledzona tolerancja glukozy (IGT)
poprzedzaja rozwdj pelnoobjawowej DMt2. Hiperglikemia wystepujaca u pacjentow w
wyzej wymienionych stanach jest niezaleznym czynnikiem ryzyka rozwoju miazdzycy.
Podwyzszone stezenie glukozy we krwi nie w pelni tlumaczy zwigkszong zapadalno$¢ 1
zachorowalno$¢ na choroby ukladu sercowo-naczyniowego i wciaz poszukuje si¢ nowych
wskaznikow prognostycznych. Wsrod tak zwanych nietradycyjnych czynnikow ryzyka CVD
najczesciej wymienia si¢ markery reakcji zapalnej. Procesowi zapalnemu przypisuje si¢ jedng
z gtdéwnych rol w rozwoju 1 progresji miazdzycy.

Rozwdj blaszki miazdzycowej na jej wczesnych etapach inicjowany jest dziataniem
czastek adhezyjnych migdzy innymi selektyn. W przysztosci ocena ich st¢zenia, obecnie
stosowana na potrzeby badan naukowych, moze pozwoli¢ na wczesniejsze diagnozowanie
pacjentow  zagrozonych rozwojem miazdzycy, a w konsekwencji skuteczng prewencje
péznych jej powiktan i terapig.

Dotychczasowe doniesienia skupiajg si¢ na roli, jakg czasteczki adhezyjne miedzy innymi
selektyny, odgrywaja w progresji miazdzycy u pacjentdw z rozpoznanymi CVD. Nadal brak
badan oceniajacych stezenie srodbtonkowej selektyny (selektyny E) u pacjentéw otytych na
wczesnych etapach rozwoju zaburzen metabolizmu glukozy czy we wczesnych etapach

leczenia cukrzycy typu 2.



2.2 Fizjologiczna rola Srédblonka naczyniowego

ENDOTELIUM

' blona blona sprezysta
srodkowa: zewnetrzna:
komaorki miesni wiokna
QJrEiEjI{ICh, kolagenowe
wiokna
elastynowe

Ryc. 1 Budowa naczynia krwiono$nego — t¢tnicy [60].

Komorki $rodbtonka naczyn stanowia wewnetrzng warstwe wysScietajaca naczynia
krwionosne 1 limfatyczne. Tworzg one barier¢ miedzy krwig a pozostatymi warstwami $ciany
naczyniowej oraz sito filtracyjne w naczyniach wlosowatych. Fizjologicznie liczba komorek
srodbtonka wystepujaca w dorostym organizmie wynosi okoto 1x10", jego masa 1-2 kg, a
powierzchnia 700-2000 m? [29], dlatego tez nalezy go traktowac jako integralny narzad.
Srédblonek syntetyzuje i uwalnia wiele substancji o réznym dziataniu biologicznym.
Komorki $rodblonka odgrywaja takze jedng z gléwnych rél w regulacji wazomotoryki,
hemostazy i angiogenezy oraz procesow zapalnych i immunologicznych [30].

Srodbtonek  jest zbudowany =z pojedynczej warstwy komorek nabtonka
jednowarstwowego ptaskiego. Fizjologicznie $ciana naczynia jest bardzo szczelng 1 trudng do
pokonania barierg dla komorek wystepujacych we krwi. Szczelno$¢ t¢ zapewniaja potaczenia
migdzykomoérkowe z udziatem kadheryny 5 (CD 144 — jeden z markeréw $rodbtonka ) i
MAKAM -1 (CD 146) oraz potaczenia $ciste. Leukocyty maja mozliwo$¢ przejscia przez
srodbtonek jedynie w wyspecjalizowanych naczyniach, ktore sa wystane tak zwanym
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wysokim $§rodbtonkiem. HEV wyscieta zytki pozawlosowate narzadoéw nielimfatycznych
moga tu migrowaé wszystkie rodzaje leukocytow oraz naczynia obwodowe narzadoéw
limfatycznych (wezty chlonne, migdatki, kepki Peyera), w ktorych krew moga opuszczaé
tylko limfocyty. Gltowna rolg w tym procesie pelni adresyna MAdJCAM, wystepujaca
wybidrczo na komorkach srodbtonka naczyn HEV 1 zylek pozawtosowatych [30,31].

Od strony $wiatta naczynia komorki $rodblonka pokrywa warstwa glikokaliksu
zbudowanego glownie z glikozoaminoglikandéw z dominacja siarczanu heparanu. Glikokaliks,
dzigki obecnosci grup siarczanowych, nadaje S$cianie naczynia ujemny tadunek
elektrostatyczny, ktory powoduje odpychanie czasteczek, migdzy innymi albumin a takze
ujemnie naladowanych struktur bton komoérkowych sktadnikéw morfotycznych krwi.

Wspomniany wyzej glikokaliks uczestniczy réwniez w transporcie przezblonowym,
odpowiada za procesy immunologiczne oraz tworzenie zespotdéw komodrkowych.
Glikoproteiny powierzchniowe, tworza ostong przed rodnikami tlenowymi. Sg one réwniez
kofaktorem w reakcjach wigzania i uczynniania czynnikow osoczowych krzepnigcia oraz
czynnikow krzepnigcia wytwarzanych przez same komorki s$rodbtonka. Glikoproteiny
aktywuja miedzy innymi antytrombing III, II kofaktor heparyny, inhibitor
zewnatrzpochodnego uktadu krzepnigcia, lipaze lipoproteinowa i czynnik ptytkowy 4 [30].

Cze$¢ podstawno-boczna komorek srodblonka jest miejscem  wystepowania
konstytutywnych receptorow integrynowych wigzacych srodbtonek ze sktadnikami btony
podstawnej 1 macierzy zewnatrzkomorkowej, przede wszystkim z wtdknami kolagenowymi,
jak réwniez z glikozoaminoglikanami, elastyna, fibronektyna, witronektyng , trombospondyna
czy lamining. Zapewnia to mocne przytwierdzenie Srodblonka do podloza oraz wigzanie
takich  substancji, jak czynnik von Willebranda czy fibrynogen w podsrodblonku. Na
powierzchni luminalnej i bocznej $rodbtonka znajduja si¢ zarowno konstytutywne, jak i
indukowane czasteczki adhezyjne : zawierajace fragment lektyny — selektyna E i selektyna P
oraz adresyny immunoglobulinopodobne: ICAM-1, ICAM-2, PECAM-1, (CD31) oraz
VCAM-1. Struktury te s3 odpowiedzialne, miedzy innymi, za oddziatywania
mi¢dzykomorkowe zarowno homo- jak i heterotypowe, toczenie si¢, aktywacje, adhezje i
diapedeze neutrofilii w procesach zapalnych [30].

Charakterystyczng cecha komorek srodbtonka jest obecno$s¢ w cytoplazmie licznych
pecherzykéw pinocytotycznych oraz biatek transportowych, co §wiadczy o duzej aktywnosci
metabolicznej komoérek srodbtonka. W cytoplazmie znajduja si¢ réwniez ciatka Weibel-

Palade’a, zawierajace multimery czynnika von Willebranda, stanowiace najwigksze zrodto tej
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glikoproteiny w organizmie. Cialka Weibel-Palade’a zawieraja poza tym selektyne P,
uwalniang na powierzchni¢ po stymulacji §rodbtonka [58].

Wséréd  skladnikow btony komorek endotelium, warunkujacych jej aktywnosé
biologiczng, nalezy wymieni¢ enzym konwertujacy — egzopeptydaze katalizujacg przemiang
angiotensyny I w angiotensyng¢ II, odpowiadajacg takze za degradacje bradykininy oraz lipaze
lipoproteinowa, endonukleazy, antygeny HLA klasy I i II, czynnik tkankowy 1 inhibitory
zewnatrzpochodnego toru aktywacji krzepnigcia [30].

HEMOSTAZA PROCESY ZAPALNE | IMMUNOLOGICZNE

I

ROLA
SRODBLONKA

ANGIOGENEZA WAZOMOTORYKA
e skurcz naczynia

e rozkurcz naczynia

Srodblonek jest zrodtem wielu substancji wptywajacych na skurcz i rozkurcz naczynia,
procesy hemostazy oraz waskulo- i angiogenezg¢. Jedng z najsilniejszych  substancji
wplywajacych na rozkurcz naczyn jest NO [32] powstajacy z L-argininy przez hydroksylacje
atomu azotu w grupie guanidynowej argininy z udzialem NOS. Tlenek azotu oprécz
dziatania relaksujacego na mig$nidowke gladka wplywa réwniez na hamowanie agregacji i
adhezji plytek do srodbtonka oraz dziala antyproliferacyjnie na komoérki mig$ni gtadkich [30].
Tlenek azotu ma rowniez dziatanie antyoksydacyjne — ogranicza utlenianie LDL.

Kolejnym zwigzkiem produkowanym przez komoérki $rodbtonka 1 dzialajacym
wazodylatacyjnie jest PGl,. Wydzielana jest ona w odpowiedzi na stymulacje przez sity
Scierania, niedotlenienie, dziatanie acetylocholiny czy serotoniny. Gtowng funkcja
fizjologiczng PGI, oprocz powodowania rozkurczu naczynia jest antyagregujacy wpltyw na
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ptytki krwi oraz relaksacja migsniowki oskrzeli, zwiekszanie przepltywu nerkowego,
utrzymanie drozno$ci przewodu tetniczego Bothala i prawidlowego przeptywu krwi przez
tozysko. Z innych czynnikow rozszerzajacych naczynia i produkowanych przez $rodblonek,
nalezy wymieni¢ $rodbtonkowy czynnik hiperpolaryzujacy oraz fosfoproteinge stymulajacg
wazodylatacje.

Uwalnianie wyzej wymienionych substancji (EDHF,NO, PGI, VASP) odbywa si¢ pod
wplywem pobudzania przez bradykining jej btonowego receptora B, [33].

Oprécz czynnikow powodujgcych rozkurcz naczynia srodbtonek produkuje rowniez
substancje powodujace ich skurcz. Naleza do nich TXA,, ET-1, angiotensyna Il, czynnik
aktywujacy plytki oraz leukotrieny. TXA; jest syntetyzowany zarowno w ptytkach jak i
srodbtonku. Dziatanie TXA, jest przeciwstawne do dziatania PGI; - silnie agreguje ptytki,
kurczy naczynia 1 pobudza rozplem migéniowki. Jego dziatanie polega rowniez na
zwigkszaniu wydzielania czasteczek adhezyjnych na powierzchni $rodbtonka i leukocytow.
TXA; pobudza migracje komorek przez srédbtonek do otaczajacych tkanek.

W procesie hemostazy srodblonek réwniez odgrywa znaczaca role. W fizjologicznych
warunkach polega ona na zapewnieniu niekrzepliwos$ci krwi, nietrombogennosci powierzchni
naczynia, a po uszkodzeniu lub przerwaniu srodblonka na ograniczaniu skrzepliny do miejsca
trombogennego.

Oprocz wyzej wymienionych funkcji srédbtonek bierze rowniez udzial w procesie
angiogenezy, czyli tworzenia nowych naczyn krwiono$nych z istniejacych struktur oraz
waskulogenezy, czyli powstawania naczyn w okresie zarodkowym. Oba te procesy sa
niezbedne w rozwoju zarodkowym, reprodukcji, gojeniu ran, a takze w powstawaniu naczyn

w licznych procesach chorobowych takich jak miazdzyca czy nowotwory [30].

2.3 Otylos$¢ w praktyce kliniczne;j.

Choroby serca 1 uktadu krazenia sg jedng z gtéwnych przyczyn zgondéw w rozwinigtych
spoteczenstwach, a nadwaga i otylos¢ sa dodatkowym czynnikiem ryzyka. Zgodnie
wytycznymi IDF z 2005 roku gléwnym kryterium stanowigcym podstawe rozpoznania
zespolu metabolicznego jest otyto$¢ centralna definiowana jako obwod pasa >94 cm u
Europejczykow 1 >80 cm u Europejek. Oprécz otytosci, do postawienia rozpoznania zespotu
metabolicznego, powinny by¢ spelnione dwa z ponizej wymienionych kryteriow: zwigkszone
stezenie trojglicerydéw >150 mg/dl lub leczenie tego zaburzenia, zmniejszone stgzenie HDL

cholesterolu <40 mg/dl u mezczyzn 1 <50 mg/dl u kobiet Iub leczenie tego zaburzenia,
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podwyzszone wartosci ci$nienia tetniczego: skurczowe > 130 mmHg lub rozkurczowe > 85
mmHg lub leczenie uprzednio rozpoznanego nadcis$nienia te¢tniczego oraz zaburzenia
glikemii — zwigkszone st¢zenie glukozy na czczo > 100 mg/dl badZ uprzednio rozpoznana
cukrzyca typu 2.

Mimo wielu zagrozen jakie niesie ze sobg otylo$¢, jest ona  wcigz jeszcze
bagatelizowana przez pacjentéw i postrzegana tylko jako problem kosmetyczny. W Europie
co trzecia osoba ma BMI > 25 kg/m® Z danych epidemiologicznych dotyczacych Polski
uzyskanych w badaniu POL-MONICA w 2001, BMI > 25 kg/m? wykazano u 72% mezczyzn
oraz 60% kobiet w wieku 20-74 lata. Poczawszy od BMI > 25 kg/m? obserwuje si¢ wzrost
umieralno$ci, a od BMI >30 kg/m? odsetek umieralno$ci wzrasta istotnie. U 0sob otytych z
chorobami naczyniowymi stwierdzony odsetek umieralno$ci jest wigkszy nawet o 50-100% w
porownaniu do os6b o normalnej wadze [42].

Otytos¢ zwigksza rowniez ryzyko udaru mézgu niezaleznie od ci$nienia krwi. Liczne
badania dowodza, ze otylos¢ sprzyja takze wystepowaniu nie tylko cukrzycy typu 2, ale
réwniez zwyrodnieniom stawow, chorobom pecherzyka zoélciowego i zachorowaniom na
raka, u m¢zczyzn na rak jelita grubego oraz prostaty natomiast u kobiet raka trzonu macicy,
gruczolu piersiowego, jajnika oraz drog zotciowych. Przypuszcza sig, Ze istnieje zaleznosé
pomiedzy otyloscig a zaburzeniami psychicznymi i depresja [43].

Otyloscig okreslamy stan patologicznego zwigkszenia ilosci tkanki tluszczowey,
prowadzacy do upo$ledzenia czynno$ci organizmu cztowieka. Do dokladnego oznaczenia
zawarto$ci thuszczu w organizmie stosuje si¢ metody bioimpedancji elektrycznej, podwdjnej
absorpcjometrii, tomografii komputerowej i rezonansu magnetycznego. W codziennej
praktyce, a takze w badaniach epidemiologicznych i klinicznych powszechnie stosuje si¢
proste metody antropometryczne. Najczgsciej wylicza si¢ wskaznik masy ciata (BMI), ktory
posrednio ocenia catkowita zawarto$¢ tkanki tluszczowej w ustroju, wskaznik WHR,
oceniajacy rozmieszczenie tkanki thuszczowej lub wykorzystuje si¢ pomiar obwodu w talii, na
podstawie ktorego rozpoznaje si¢ otylos¢ brzuszng [44].

Obecnie dla oceny otytosci brzusznej jako czynnika ryzyka chorob uktadu
SEercowo - naczyniowego coraz czgsciej za wystarczajacy uwaza si¢ pomiar obwodu talii.
Wykazano, ze im jest on wigkszy tym, wigksza jest zawarto$¢ tkanki tluszczowej w jamie
brzusznej. Stwierdzono réwniez dodatnig korelacje migdzy obwodem w talii, a stezeniem
insuliny na czczo, insulinoopornoscig oraz czg¢sto$cig wystepowania incydentOw sercowo-
naczyniowych i cukrzycy. Charakter dystrybucji tkanki thuszczowej w organizmie, bardziej

niz sam fakt posiadania nadwagi czy otytosci, jest odpowiedzialny za ryzyko choréb uktadu
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sercowo-naczyniowego, jak roOwniez za wystepowanie uposledzonej tolerancji glukozy czy

dyslipidemii.

2.4 Hiperglikemia a rozwéj miazdzycy

Hiperglikemia jest czynnikiem ryzyka miazdzycy, w ktorej patogenezie proces
zapalny odgrywa kluczowa rolg [34]. Wiele danych literaturowych wskazuje na to, ze proces
zapalny pelni kluczowa rolg w powstawaniu miazdzycy 1 jej powiktan, a takze w rozwoju
insulinooporno$ci i cukrzycy sugerujac jednoczesnie, ze mogilby to by¢ element taczacy
wymienione jednostki chorobowe [34,35,36].

Do rozwoju miazdzycy u pacjentdw z cukrzyca w najwigkszym stopniu przyczynia si¢
kilka glownych zaburzen metabolicznych: hiperglikemia, hiperinsulinemia i insulinopornos¢,
dyslipidemia i stan prozakrzepowy [37]. Wymienione wyzej zaburzenia maja wpltyw na
proces aterogenezy poprzez dziatanie na komorki srédblonka, miesniowki gladkiej tetnic oraz
ptytki krwi. Proces aterogenezy odbywa si¢ miedzy innymi przez nasilenie reakcji zapalnej w
miejscu powstawania blaszki miazdzycowej. Jedna z hipotez thumaczy wzrost wydzielania
cytokin prozapalnych w tym IL-1, II-6 oraz TNF pod wplywem czynnikow takich jak
oxLDL, koncowe produkty zaawansowanej glikacji (AGE) czy przewlektej infekcji [38].
Cytokiny prozapalne maja wptyw na niemal kazdy etap powstania zmiany miazdzycowe;j,
poczawszy od zwigkszania adhezji monocytéw do §ciany naczynia a konczac na zwigkszaniu
ryzyka peknigcia blaszki miazdzycowe;.

Role hiperglikemii w indukcji stanu zapalnego wyjasnia si¢ w oparciu o kilka
mechanizmow. Jeden z nich tlumaczy udziat hiperglikemii w zmniejszaniu syntezy NO
poprzez hamowanie aktywacji syntezy NOS i zwigkszenie syntezy reaktywnych form tlenu,
szczegolne anionu ponadtlenkowego w komorkach srodblonka i1 miesniach gladkich [39].
Natomiast hiperglikemia w procesie glikacji biatek, szlaku poliolowego oraz stresu
oksydacyjnego powoduje aktywacje kinazy biatkowej C, ktora bierze udzial w zwigkszaniu
syntezy czynnikéw transkrypcyjnych miedzy innymi czynnika NF —x-B. Jego aktywacja
wigze si¢ z regulacja ponad 160 gendéw bioracych udzial w reakcji zapalnej, odpowiedzi
immunologicznej, w zjawisku apoptozy oraz proliferacji komorek. Czynnik NF-kB kontroluje
transkrypcje genow prozapalnych cytokin, chemokin, czastek adhezyjnych, miedzy innymi

selektyny E i bialek ostrej fazy [40,41] [Tabl. 1].
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WPLYW NF-kB NA TRANSKRYPCJE GENOW DLA
POSZCZEGOLNYCH SUBSTANCII:

Enzymy fosfolipaza A,, 5-lipooksygenaza,12-lipooksygenaza, COX;
Biatka chemotaktyczne | MCP-1
Czastki adhezyjne selektyna P, selektyna E, ICAM-1, VCAM-1

Czynniki stymulujace M-CSF, CSF

Metaloproteinazy MMP-9

Molekuty biorgce | SR-A, CD34, ABCA-1
udzial w przeistaczaniu
si¢ makrofagow w

komorki piankowate

Cytokiny TNF, 1I-16, 11-6,11-10, 11-12, IFN-y,
Czynniki Bcl-2
antyapoptyczne

Tabl. 2.0 Wptyw NF-kB na transkrypcje genow dla poszczegdlnych substancji

2.5 Etapy procesu aterogennego

Miazdzyca jest powolnym procesem, ktorego pierwsze objawy obserwuje si¢ po wielu
latach trwania.
Morfologicznie wykladnikiem miazdzycy jest uszkodzenie, zaréwno strukturalne jak 1
czynno$ciowe $rodbtonka naczyniowego. Endothelium moze by¢ uszkodzone przez wiele
czynnikow takich jak: podwyzszony poziom katecholamin powodowany przez stres,
nikotyne, infekcje wirusowa, cukrzycg, nadci$nienie tetnicze czy  kompleksy
immunologiczne, wystepujace w chorobach rumatycznych. Szczegodlng role w rozwoju
miazdzycy przypisuje si¢ procesom zapalnym oraz zaburzeniom metabolizmu lipoprotein
[1,2].

W rozwoju procesoOw aterogennych wyroznia si¢ zwykle kilka etapdéw, do ktorych nalezg [3]:
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dysfunkcja komérek §rédbtonka
przenikanie LDL do przestrzeni podsrodblonkowej iich modyfikacja.

migracja monocytow do warstwy podsrédblonkowej, przeksztalacanie si¢ ich w

komorki piankowate oraz rozpad tych komorek

trombogeneza oraz uwalnianie z tych trombocytdw czynnikow wzrostu i substancji

chemotaktycznych

migracja miocytow z warstwy srodkowej naczynia do warstwy wewnetrznej, z

nastepowym ich rozplemem;

tworzenie si¢ tkanki tacznej miedzykomorkowej

Proces powstawania zmian miazdzycowych rozpoczyna si¢ w endotelium, ktére zaczyna

produkowaé¢ molekuty adhezyjne VCAM-1, dzigki ktorym monocyty i1 limfocyty T sa

przytaczane do powierzchni $rodbtonka. Migracja leukocytoéw przez endotelium odbywa si¢

dzigki cytokinie MCP-1. Monocyty w przestrzeni blony wewngtrznej naczynia wychwytuja

zmodyfikowane czasteczki lipoprotein, ulegaja przeksztalceniu w komorki piankowate, po

czym zaczynaja wytwarza¢ cytokiny i metaloproteinazy macierzy. MMP przypisuje si¢ duza

role¢ w peknigciu blaszki miazdzycowej, zakrzepicy przySciennej i wystgpieniu ostrych

zespotow wiencowych [4].

2.6 Etapy reakcji zapalnej

Kazda reakcja zapalna przebiega w nastgpujacych etapach:

marginacja — zalezna jedynie od fizycznych wtasciwosci krwi;

toczenie si¢ - proces, w ktorym biorg udzial selektyny

aktywacja, w ktorej gtowna role odgrywaja cytokiny, a szczegdlnie duza ich grupa
zwana chemokinami

Scista adhezja, zalezna giéwnie od integryn

diapedeza, czyli proces przechodzenia leukocytu przez bariere srédbtonka, a dalej
przez tkanki do miejsca wystgpowania danego antygenu [28].
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ﬁ Selektyny

Chemokina
Marginacja Integryny

@ Toczenie sig )
Aktywacia Scista

Migjsce
zapalenia

Ryc.2 Etapy reakcji zapalnej [45].

Marginacja

Marginacja to proces polegajacy na wypchnigciu leukocytow z gtownego strumienia
krwi w kierunku $ciany naczynia krwionosnego. Przebiega on w zytkach pozakapilarnych —
naczyniach znajdujacych si¢ tuz za siecig naczyn wlosowatych. Waznym jest fakt, ze Sciang
wewnatrz naczyn stanowia jedynie komorki §rodbtonka, w ktorych brak warstwy migsniowe;,

co utatwia leukocytom przechodzenie do tkanek [28].

Toczenie si¢

Zjawisko toczenia si¢ (ang. rolling) jest nastgpstwem marginacji. Leukocyty, stykajac
si¢ z komorkami $§rodblonka, napotykaja tam na selektyny. Na powierzchni leukocytow
wystepuja odpowiednie receptory za pomoca, ktorych komoérki te wigzg sie z selektynami.
Efektem tego wigzania jest chwilowe zaczepienie si¢ komorki o §rodbtonek, jednak napor
osocza oraz innych komdrek powoduje, ze potaczenie to jest zrywane, a sama komorka lekko
obraca sie, wigzac si¢ przez swe receptory z lezacymi dalej selektynami- powtarzanie wyzej
wymienionego procesu sprawia, ze leukocyt zaczyna si¢ toczy¢ po srodbtonku. Zjawisko
toczenia si¢ leukocytow jest istotne, gdyz umozliwia ich aktywacje. Jezeli jednak leukocyt nie
bedzie posiadal receptoréw dla okreslonych selektyn, nie wystapi tocznie sig, 1 co za tym

idzie, nie zajda tez dalsze etapy zapalenia. Znanych jest kilka selektyn (selektyna P, selektyna
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E oraz selektyna L). W zaleznos$ci od rodzaju selektyny oraz rodzaju leukocytu moze juz na

tym etapie doj$¢ do wstepnej selekcji okreslonych grup komorek odpornosciowych [28].

Aktywacja
Podczas toczenia si¢ leukocyt taczy si¢ nie tylko z selektynami, lecz za pomocg innych

receptorow “ bada“  powierzchni¢ $rodblonka. Jezeli napotka okreslone substancje,
nazywane chemokinami, dojdzie do jego aktywacji, jesli nie — odtaczy si¢ od Srodblonka i
wroci do gléwnego strumienia krwi. Najwazniejszg rol¢ w procesie aktywacji odgrywaja
chemokiny. Znanych jest obecnie ponad 40 rodzajow cytokin oraz kilkanascie ich receptorow.
Tak jak w wypadku selektyn, leukocyt musi posiadaé receptory dla chemokin wystepujacych
na $rodbtonku. Jest to prawdopodobnie najwazniejszy etap w selekcji leukocytéw w procesie
zapalnym, gdyz poszczegolne subpopulacje leukocytow charakteryzuja si¢ bardzo réznym
sktadem tych receptoréw. Z kolei to, jakie chemokiny znajdg si¢ na powierzchni §rodbtonka,
zalezy w znacznej mierze od charakteru antygenu, ktéry wywotat reakcje zapalng. Na etapie
aktywacji zostaje wiec wybrany mechanizm, za pomoca, ktoérego zostanie usunigty patogen.
Ma to duze znaczenie, gdyz inne mechanizmy uczestniczag w usuwaniu infekcji wirusowej 1

inne w zwalczaniu infekcji bakteryjnej [28].

Scista adhezja

W wyniku aktywacji dochodzi do zmian cytoszkieletu leukocytu, czego efektem jest
gwattowna zmiana ksztattu komorki — z kulistego leukocyt staje si¢ ptaski 1 zaczyna mocno
przylega¢ do $rodblonka. W ten sposdb nie jest juz narazony na silny prad krwi 1 przestaje si¢
toczy¢. Etap ten majacy nazwe Scistej adhezji, jest mozliwy dzigki pojawieniu si¢ na
powierzchni $rddbtonka integryn i ich polgczeniu si¢ z receptorami powierzchni leukocytow.
Takze tutaj dochodzi do selekcji komodrek uktadu odpornosciowego. Leukocyty zaczynaja
wypuszcza¢ nibynozki, co pozwala na ich pelzanie po Srodblonku. W efekcie docierajg
miejsc, gdzie miedzy komorkami §rodblonka wystepuja przerwy, zapoczatkowuje to proces

diapedezy [28].

Diapedeza
Polega na przechodzeniu leukocytow przez barier¢ srodblonka oraz przemieszczaniu si¢

przez tkank¢ do miejsca, w ktorym wystepuje patogen. Podczas diapedazy aktywowany
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leukocyt rozpoczyna wydzielanie szeregu enzymow, ktére trawig tkanke i torujg mu droge.
Istotng role¢ w poruszaniu si¢ odgrywaja chemokiny wydzielane migdzy innymi przez
uszkodzone tkanki lub przez komorki pobudzone mediatorami z innych uszkodzonych
komorek. Chemokiny 1 inne cytokiny wydzielane w obecnos$ci patogenu, rozprzestrzeniajg si¢
w otaczajacych tkankach, a ich stezenie maleje wraz z odleglo$cia od miejsca wystgpowania
patogenu. Droge do zagrozonego miejsca wyznacza leukocytom rosnace stg¢zenie chemokin
co okreslamy jako chemotaksje dodatnig. Po dotarciu do celu, zaktywowane uprzednio

leukocyty rozpoczynajg sprawowac swoje funkcje obronne [28].

2.7 Selektyny

Selektyny sa biatkami, ktoére biora wudzial w reakcji zapalnej 1 wykazuja
charakterystyczng budowe. Znajduja si¢ one na powierzchni leukocytow, aktywowanych
ptytek krwi oraz komorek $rodbtonka, gdzie sa zakotwiczone — tak, jak wickszos¢ biatek
btonowych — koncem N na zewnatrz. Wyroznia si¢ 3 rodzaje selektyn: selektyna L
wystepujaca na powierzchni leukocytéw, selektyna P, ktora znajduje si¢ w ziarnistosciach alfa
ptytek krwi 1 w cialkach Weibela-Pallade’a komorek $rodbtonka oraz selektyna E
wystepujaca na aktywowanym przez cytokiny prozapalne srédblonku [28].

W sktad kazdej czasteczki wchodzg nastepujace domeny (liczac od NH,-konca) [Ryc.2]:

- domena lektynowa homologiczna z lektynami zaleznymi od wapnia,

- domena EGF-podobna, wykazujaca podobienstwo do naskérkowego czynnika

wzrostu,

- domeny homologiczne z biatkami regulujagcymi dopetniacz (CR), wystgpujace w

zmiennej liczbie 2-9 (zaleznie od selektyny),

- fragment transmembranowy, przechodzacy przez bton¢ komorkowa i1 kotwiczacy w

niej calg czasteczke,

- fragment wewnatrzkomorkowy, stosunkowo krotki
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domena domena > domena domena domena — COOH
NH lektynowa EGF-podobna, CR> CR> CR ><--—--|)\'/“

Imiennailosé

blona
komarkowa

Ryc. 3 Schemat budowy selektyn [46].

Selektyny roznig si¢ migdzy soba gldwnie liczba domen CR, chociaz réznice wystepuja takze
w przypadku pozostatych domen. Wyrdznia si¢ 3 rodzaje selektyn: selektyna L wystepujaca
na powierzchni leukocytow, selektyna P, ktora znajduje si¢ w ziarnistosciach alfa ptytek krwi
i w cialkach Weibela-Pallade’a komoérek $rodbtonka oraz selektyna E wystepujaca na

aktywowanym przez cytokiny prozapalne §rodbtonku [28].

- Selektyna L (CD62L), zwana inaczej leukocytarng. Sktada si¢ z dwoch domen CR i
jest najmniejszg czasteczka tego typu (masa czgsteczkowa 74-100 kDa). Wystepuje ona na
powierzchni monocytow, granulocytow oraz wielu limfocytow. Selektyna L wystepuje jednak
glownie na powierzchni niewielkich zyt o wysokim $rédbtonku, charakterystycznych dla
unaczynienia weztow chlonnych, dlatego pelni wazng role w rekrutacji leukocytow do tych
narzagdow. Wykazano jej wazng role w $cigganiu neutrofiléw do ognisk zapalnych. Podczas
zapalenia selektyna L wspotdziata z selektyng P, a brak jednej z nich nie wptywa znaczaco
na proces toczenia si¢. Jednak, gdy brakuje obu selektyn, toczenie si¢ nie zachodzi w ogole
[28].
- Selektyna P (CD62P), ptytkowa, o masie czasteczkowej 140 kDa, zawiera az 9 domen CR,
wigc jest najwigksza z selektyn. Biatko to wystepuje w ziarnisto$ciach a ptytek krwi oraz w
ciatkach Weibela—Pallade’a endoteliocytow — dzigki temu juz w kilka sekund po stymulacji
komorki dochodzi do pojawienia si¢ CD62P na jej powierzchni, bowiem tyle czasu jest
potrzebne na wyprodukowanie tego biatka. Przesunigcie selektyny P z ziarnisto$ci do btony
komorkowej nastepuje pod wplywem takich czynnikéw jak trombina czy histamina. Takze

cytokiny prozapalne (II-1) moga indukowac jej ekspresje. Rola CD62L polega glownie na jej
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udziale we wczesnych etapach toczenia si¢. Wykazano, ze selektyna P jest zdolna do
samodzielnego zapoczatkowywania toczenia si¢ leukocytow podczas zapalenia i moze
kompensowa¢ brak selektyny E. Roéwnoczes$nie jednak selektyna E moze z duzym

powodzeniem zastepowac selektyne P [28].

2.8 Selektyna E

Ryc. 4 Selektyna E [47].

Selektyna E (CD 62E) ma posrednig masg¢ czasteczkowa (115 kDa) migdzy selektyng P i L,
co jest wynikiem obecno$ci 6 domen CR. Selektyna E jest czasteczka adhezyjng, mediuje
adhezj¢ neutrofilii, monocytow 1 komoérek T pamigci do aktywowanych cytokinami
endoteliocytow, rozpoznajac sialylowane grupy karboksylowe, majace powinowactwo do
rodzin Lewis X i Lewis A [5]. Ekspresja selektyny E pojawia si¢ na zmienionych zapalnie
komorkach srodbtonka jako odpowiedz na dziatanie cytokin prozapalnych [6]. Udowodniono,
ze jej funkcja polegajaca na mediowaniu toczenia si¢ leukocytow jest mniej istotng niz
analogiczna funkcja selektyny P [7,8]. Myszy z niedoborem selektyny E wykazuja tylko
niewielki defekt toczenia si¢ leukocytow [7]. Glownag funkcja selektyny E jest jej udziat w
przejsciu leukocytow z etapu toczenia si¢ do Scistej adhezji po aktywacji komorki. U myszy z

niedoborem selektyny E obserwuje si¢ zmniejszong liczbe leukocytow, ktore ulegly adhezji
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w odpowiedzi na czynnik chemotaktyczny lub stymulacje cytokinowa [9,10]. Defekt ten
moze by¢ zwigzany z o wiele wigkszymi predkosciami toczenia si¢ obserwowanymi w
przypadku braku selektyny E. Ona moze bowiem spowalnia¢ ruch komorek toczacych sie¢ po
srodbtonku. Gdy predkos¢ tego ruchu jest zbyt duza, komdrka mimo aktywacji moze w ogodle
nie mie¢ szans na zmian¢ ksztattu 1 przylgnigecie do srodbtonka nim dojdzie do miejsca
procesu zapalnego, w ktorym zanikaja selektyny, integryny i chemokiny. Brak genow dla
selektyny P i selektyny E doprowadza do sytuacji, charakteryzujacej si¢ catkowitym brakiem
naplywu leukocytow do plynu moézgowo-rdzeniowego, zwiekszong produkcja leukocytow
oraz catkowitym brakiem toczenia si¢. W normalnych warunkach selektyna E wystgpuje w
mikronaczyniach skérnych, a w procesach zapalnych skéry wspomaga rekrutacje
specyficznych dla niej limfocytow T. Selektyna E uczestniczy w o wiele wolniejszym
toczeniu si¢ niz selektyna P. W zalezno$ci odstopnia ekspresji selektyny E predkosci toczenia
si¢ wynoszg mniej niz Sum/s [7,16] do okoto 15 um/s [9]. Szybkos$¢ toczenia si¢
mediowanego przez selektyne E jest w znacznym stopniu niezalezna od sit $cierajacych
,,Shear rate” $ciany naczynia.

Selektyny wiaza si¢ z réznymi pod wzgledem chemicznym odmianami biatek, wsrod
ktorych najczesciej spotyka si¢ mucyny. Selektyna E posiada 2 ligandy: PSGL-1 i ESL-1,
ktore wystepuja na powierzchni limfocytow podczas przewlektego procesu zapalnego oraz na
limfocytach zasiedlajacych skore [17].

W modelu zapalnym miazdzycy selektyna E jest uwazana za wazny czynnik tworzenia
blaszki miazdzycowej. Jej ekspresje obserwuje si¢ na zmienionym miazdzycowo srodbtonku,
w szczegllnosci, gdy stwierdzana jest obecno$¢ podsrédbtonkowych naciekow
leukocytarnych [18].

LRP, biatko o masie 420 kDa, nalezy do nadrodziny receptorow LDL. Funkcjonuje
jako multiligandowy receptor endocytarny, bioragcy udziat w endocytozie szeregu czasteczek,
w tym t-PA, urokinazy i PAI-1 [19-20]. Rozpuszczalne ligandy ulegajg przy pomocy LPR
endocytozie, sg nastepnie szybko wychwytywane przez lizosomy, gdzie zachodzi ich rozktad,
natomiast uwolniony od nich LPR wedruje z powrotem do blony komorkowej [21].
Wykazano ostatnio, ze laczenie LPR z pewnymi ligandami ma zwigzek ze zmiang
kurczliwosci $ciany naczyn [22] oraz wptywa na przepuszczalnos¢ bariery krew — mozg [23].
LRP jest rowniez receptorem dla czynnika ptytkowego 4, chemokiny o aterogennych
wlasciwosciach wydzielanej przez aktywowane ptytki krwi. Przylaczenie tego ligandu do
LRP indukuje na komoérkach $rodbtonka, poprzez aktywacje jadrowego czynnika NF kB,
syntez¢ mRNA selektyny E, co daje efekt ostateczny w zwigkszonej jej ekspresji na
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powierzchni endotelium [24]. Komorki $rédbtonka pod wplywem aktywowanych plytek
syntetyzuja takze MCP-1 co promuje rekrutacj¢ i adhezje monocytoéw do $ciany naczynia w
warunkach wysokich sit $cierania [25,26]. Aktywacja plytek powoduje réwniez, ze uwalniana
z nich IlI-1p aktywuje komorki $rodbtonka, zwiekszajgc ich adhezyjnos¢ w stosunku do
neutrofilii [27].
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3. ZALOZENIE I CEL BADAN

Rozwoj blaszki miazdzycowej na jej wczesnych etapach inicjowany jest dzialaniem
prozapalnych czastek adhezyjnych miedzy innymi selektyny E. Celem badan  byta

weryfikacja ponizszych trzech hipotez badawczych:

1. Czy stezenie srodblonkowej selektyny we krwi jest niezaleznym markerem ryzyka

rozwoju miazdzycy?

2. Czy stgzenie srodblonkowej selektyny ros$nie wraz z nadmierng masg ciala i

stopniem zaburzenia metabolizmu glukozy (IGT, cukrzyca typu 2)?

3. Czy leczenie os6b z nadmierng masa ciata i cukrzyca typu 2 pochodng biguanidu —

metforming zmniejsza stezenie srodbtonkowe;j selektyny?
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4.1. MATERIAL I METODY

Tabl. 4.1 Klasyfikacja zaburzen glikemii zaproponowana przez Polskie Towarzystwo

Diabetologiczne (PTD)

- oznaczona w probce krwi chorego
pobranej o dowolnej porze dnia,
niezaleznie od pory ostatnio
spozytego positku

(> 11,1 mmol/l)

Oznaczenie Stezenie Interpretacja
glukozy
W 0s0czU
Glikemia przygodna > 200 mg/dI Rozpoznanie cukrzycy jezeli u chorego

wystepuja typowe objawy choroby
(wzmozone pragnienie, wielomocz,
ostabienie, spadek masy ciala)

Glikemia na czczo

— oznaczona w probce krwi
pobranej 8-14 godzin od ostatniego
positku

<100 mg/dl
(<5,6 mmol/l)

100-125 mg/d|
(5,6-6,9 mmol/l)

Prawidlowa glikemia na czczo

Nieprawidtowa glikemia na czczo
(IFG)

140-199 mg/dl
(7,8-11,0 mmol/l)

> 200 mg/dI
(> 11,1 mmol/l)

> 126 mg/dI
(> 7,0 mmol/l) | Cukrzyca
Glikemia w 120 min. doustnego < 140 mg/dI Prawidlowa tolerancja glukozy (NGT)
testu obcigzenia glukoza (OGTT) (7,8 mmol/l)

Nieprawidtowa tolerancja glukozy
(IGT)

Cukrzyca
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4.2 METODYKA BADAN

Badaniami objeto grupe 108 0s6b. W obrebie badanej populacji wyrdzniono pigé grup:

e GRUPAO - kontrolna - osoby z prawidlowa masg ciata oraz prawidtows tolerancja
glukozy (n=22)

e GRUPA 1 - osoby z nadmierng masg ciala z prawidlowg tolerancjg glukozy(n=20)

e GRUPA 2 - osoby znadmierng masg ciala oraz z uposledzona tolerancja glukozy (IGT)
(n=22)

e GRUPA 3 - osoby z nadmierng masa ciata i rozpoznang cukrzyca typu 2 (n=21)

o GRUPA 4 - osoby z nadmierng masg ciata i cukrzyca leczeni pochodng biguanidu —

metforming.(n=23), $redni czas trwania cukrzycy 4 lata

Pacjentow przebadano klinicznie 1 biochemicznie. W grupie pacjentOw z rozpoznang
cukrzycg typu 2 na podstawie wywiadu lekarskiego wykluczono osoby ze schorzeniami
ostrymi (zawat serca, udar mozgu) i przewlektymi (na przyktad nowotwory). Do badan nie
zakwalifikowano pacjentow z przewlektymi powiklaniami cukrzycy. Przyjecie powyzszych
kryteriow pozwolito uzyska¢ optymalna jednorodno$¢ badanej grupy. We wszystkich
badanych grupach, oprocz grupy kontrolnej, na podstawie BMI oraz obwodu talii (wskaznik
WHR) rozpoznano nadmierng mas¢ ciata (BMI>25 kg/mz). U wszystkich pacjentow
oznaczone byly rdwniez nastgpujace parametry ci$nienie tetnicze, hemoglobina glikowana
(HbA1C), glikemia na czczo, profil lipidowy, insulina oraz wskaznik insulinoopornosci.
Rozpoznania normoglikemii, uposledzonej tolerancji glukozy oraz cukrzycy typu 2

postawiono wykonujac test doustnego obcigzenia glukozg.
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4.2.1 WSPOLCZYNNIK MASY CIALA (BMI)

Oznaczany na podstawie pomiaru wzrostu oraz masy ciata

WSPOLCZYNNIK MASA kg
BMI (WZROST?) (m)?

4.2.2. TEST DOUSTNEGO OBCIAZENIA GLUKOZA (OGTT)

U wszystkich osob badanych krew pobierano w pozycji siedzacej na czczo oraz po 120
minutach od obcigzeniu glukoza z zyly okolicy zgiecia tokciowego do zestawdw Monovette
firmy Sarstedt.

Pierwsze pobranie krwi — wykonano na czczo ( 0 minuta testu OGTT), do dwoch probowko-

strzykawek:
1- naskrzep,
2- zawierajacej EDTA
Po pierwszym pobraniu badanym osobom podano do wypicia w ciggu 5 minut, 75 g

glukozy rozpuszczonej w 300 ml wody (porcje przygotowano w Aptece Akademickiej UM).

Nastepnie wykonano drugie pobranie krwi w 120 minucie po spozyciu glukozy do jednej
proboéwko-strzykawki na skrzep.

Z pierwszego pobrania, po skrzepnigciu, krew odwirowano, a nast¢pnie cz¢$¢ surowicy w
odpowiednich porcjach natychmiast zamrozono w tempemperaturze -20°C dla oznaczenia
stezenia insuliny.

W $wieze] surowicy oznaczono: stezenie glukozy, stezenie skladnikow lipidowych
lipoprotein: cholesterolu catkowitego, cholesterolu frakcji HDL, triglicerydow. We krwi
pelnej pobranej na EDTA oznaczono stezenie hemoglobiny glikowanej (HbALc).

Pozostalg cze¢$¢ surowicy zamrozono w temptemperatury —20°C dla oznaczenia selektyny E.

Z drugiego pobrania, po skrzepnigciu krew odwirowano i w surowicy natychmiast oznaczono

stezenie glukozy.

4.2.3 OZNACZANIE STEZENIA SELEKTYNY E W SUROWICY

Selektyng E oznaczono testem ELISA (R&D System, USA). Pomiary przeprowadzono na
czytniku mikroptytki BioTek EIx800 (BioTek Instruments,Inc., USA) z detekcjg w Swietle
widzialnym o dtugosci fali 450 nm. Immunoenzymatyczny test specyficzny dla sE-selektyny
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(ang. soluble endothelial selectin) nazywany jest rowniez testem podwodjnego wigzania
ELISA. Przeciwciala monoklonalne specyficzne dla sE-selektyny zostaly naniesione na
ptytke. Surowice probne oraz surowica badana zostaly nastepnie naniesione, za pomoca
pipety w odpowiednie miejsca i SE-selektyna byta wigzana przez przeciwciata. Po przemyciu
1 usunigciu niezwigzanych substancji dodawane byto przeciwcialo monoklonalne. Po
kolejnym przemyciu celem usuni¢cia niezwigzanych przeciwcial, dodawano substrat dla
enzymu zwigzanego z przeciwciatem. W wyniku reakcji enzymatycznej zmianie ulegt kolor

dodanego substratu. Mierzona byta absorbanacja produktu reakcji enzymatyczne;j.

el
Fud
.
i
[
L

Ryc.5 Zasada wykonania testu ELISA [61].

(1) Przeciwciato monoklonalne

(2) Reakcja przeciwciala monoklonalnego z antygenem

(3) Reakcja z przeciwcialem wykrywajacym

(4) Reakcja z przeciwciata wykrywajacego z przeciwcialem wyznakowanym enzymem
(5) Dodawanie substratu, ktory jest konwertowany do wykrywalnej formy przez enzym

na przeciwciatach drugorzedowych (wyznakowanych enzymem)
Czulo$¢ metody wynosita 0,009 ng/ml, wspodtczynniki zmienno$ci oceniono na 3,0—

5,3 % (miedzyseryjny — inter - assay CV) 5,4-6,0% (wewnatrzseryjny — intra-assay CV-5,4-
6,0%).
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4.2.4 OZNACZANIE LIPIDOW

4.2.4.A METODA OZNACZANIA STEZENIA CHOLESTEROLU CALKOWITEGO W
SUROWICY KRWI (T-CH)

Manualnie, metoda enzymatyczng (z esterazg cholesterolowa / oksydaza cholesterolowg),

wykorzystujac zestaw odczynnikow firmy bioMerieux, na spektrofotometrze SPECORD 40

4.2.4.B OZNACZANIE STEZENIA CHOLESTEROLU FRAKCIJI HDL W SUROWICY
KRWI (HDL)

Frakcj¢ HDL uzyskiwano w badanym materiale po wytraceniu chylomikronéw,
lipoprotein o bardzo niskiej gestosci (VLDL) oraz lipoprotein o niskiej gestosci (LDL)
kwasem fosforowolframowym w obecnosci jonéw magnezowych. Po odwirowaniu w
supernatancie zawierajacym lipoproteiny HDL oznaczono st¢zenie cholesterolu metoda
podang w podpunkcie 4.2.4.A (patrz oznaczenie stezenia cholesterolu catkowitego),

wykorzystujac zestaw odczynnikoéw firmy bioMerieux, na spektrofotometrze SPECORD 40.

4.2.4.C OBLICZANIE STEZENIA CHOLESTEROLU FRAKCJI LDL W SUROWICY
KRWI (LDL)

Stezenie cholesterolu we frakcji LDL wyliczono przy pomocy wzoru Friedewalda:
LDL-CH= (TC — HDL-CH) — TG/5 (mg/dl)

4.2.4.D OZNACZANIE STEZENIA TRIGLICERYDOW W SUROWICY KRWI (TAG)

Oznaczenie wykonano manualnie, metoda enzymatyczng, wykorzystujac zestaw
odczynnikow firmy bioMerieux, na spektrofotometrze SECORD 40.

Kontrole jakosci w/w wykonywanych oznaczen przeprowadzono przy uzyciu surowic:
RANDOX Assayed Human Multi Sera Level 1 (prawidtowa) i RANDOX Assayed Human
Multi Sera Level 2 (patologiczna).
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4.2.4E WYLICZANIE STEZENIA CHOLESTEROLU NIE-HDL
Stezenie cholesterolu nie-HDL wyliczono ze wzoru:
(T-CH) - (HDL-CH) (mg/dl)

4.25 OZNACZANIE STEZENIA HEMOGLOBINY GLIKOWANEJ HBA;c WE
KRWI PELNEJ

Oznaczenie HbAIC wykonano w Zakladzie Diagnostyki Laboratoryjnej i
Mikrobiologicznej, ul. Juraszow 7/19 w Szpitalu Wojewddzkim w Poznaniu (kierownik: dr
med. Wlodzimierz Pawlowski) metoda HPLC odczynnikami firmy Bio-Rad na aparacie D-10
firmy Bio-Rad, w peinej krwi pobranej na EDTA. Czulo$¢ metody wynosi 0,05 %. Oceniono
wspotczynniki zmiennosci (CV): miedzyseryjnej (inter-assay CV) 1,81 - 235 % i
wewnatrzseryjnej (intra-assay CV) 1,65 -2,66 % .

4.2.6 METODA OZNACZANIE STEZENIA INSULINY W SUROWICY KRWI

Stezenie insuliny w surowicy krwi oznaczano metodg immunoenzymatyczng (ELISA)
z zastosowaniem zestawu INS-EASIA kit firmy Biosource przy uzyciu czytnika mikroptytek
Sunrise Tecan. Zakres wartosci referencyjnych dla zastosowanej metody oznaczania stgzenia
insuliny w surowicy na czczo wynosi 5-19 mU/l. Czuto$¢ metody wynosi 0,15 mU/L.
Oceniono wspoétczynniki zmiennosci: migdzyseryjnej (inter-assay CV) 3,0-53 % |

wewnatrzseryjnej ( intra-assay CV) 4,5-9,5%.

4.2.7 WSKAZNIKI INSULINOOPORNOSCI

Wskaznik IR obliczono ze wzoru:

stezenie insuliny na czczo [mU/I]

IR =
stezenie glukozy na czczo G 0’ [mg/dl]
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Wskaznik HOMA-IR obliczono ze wzoru:

stezenie insuliny na czczo [mU/1] X stezenie glukozy na czczo G 0’ [mmol/I]

HOMA =
22,5

4.2.8 POMIAR CISNIENIA TETNICZEGO

Pomiar ci$nienia t¢tniczego (RR) przeprowadzany byl przy uzyciu nieinwazyjnego miernika

cisnienia krwi — sfigmomanometru sprezynowego
4.3 Analiza statystyczna wynikow

Uzyskane w badaniach wyniki analizowano przy uzyciu programu komputerowego
STATISTICA 10 dla systemu operacyjnego Windows 8.

Zgodno$¢ rozktadu badanych cech z rozktadem normalnym oceniano testem Shapiro-
Wilka. W analizie statystycznej zastosowano testy nieparametryczne: dla oceny rdznic
miedzy piecioma grupami - test Kruskala-Wallisa, a nastgpnie test Dunna; dla oceny réznic
mi¢dzy dwoma grupami, kobiet i mgzczyzn, w grupach od 0 do 4 — test Mann-Whitney’a.
Roéznice uznawano za istotne statystycznie, jezeli p<0,05.

Korelacje oceniono testem nieparametrycznym, uwzgledniajagc wspolczynnik korelacji
,»R” istotny przy p<0,05. Korelacje selektyny E i innych oznaczanych parametrow poddano

analizie regresji wielorakiej, przedstawiajac wspotczynnik f i R? istotne przy p<0,05.

5. WYNIKI I ICH OMOWIENIE
5.1 Charakterystyka szczegolowa badanych grup

Szczegbdtowa charakterystyka kliniczna 1 laboratoryjna badanych os6b w grupach 0-4

zostata przedstawiona w tabeli 5.1.1.

31



Tab. 5.1.1 Charakterystyka badanych grup. Dane przedstawiono jako mediane¢ oraz

gorny 1 dolny kwartyl (w nawiasie).

Oznaczany Grupa0 Grupal Grupa 2 Grupa 3 Grupa 4
Parametr n=22 n=20 n=22 n=21 n=23
55,0 59,0 58,0 57,0 59,0
WIEK [lata] (50,0-50.0) | (50,0-630) | (52.0-68.0) | (54,0-62,0) | (54,0-65,0)
) 233 332 35,1 34,2 31,4
BMI [kg/n] (224-241) | (309-375) | (292-39,1) | (30.4-37,2) | (27.7-33.1)
OBWOD 82,0 104,0 (100,0- 109,0 111,0 109,0
TALII [em] (75,0-90,0) 109,0) (95,0-115,0) | (98,0-117,0) | (101,0-114,0)
SBP [mmHa] 120,0 140,0 140,0 (135,0- 140,0 140,0
9| (115,0-125,0) | (130,0-150,0) 150,00 | (130,0-160,0) | (130,0-150,0)
N 78,0 81,5 80,0 90,0 83,5
(70,0-80,0) | (80,090,0) | (750-850) | (80,0-90,0) | (80,0-90,0)
5,3 5,5 6,1 6,8 6,6
0 1 1 1 1 1
HbAlC [A)] (512_514) (514_517) (519_614) (615_619) (612_711)
ff,“ga"T'A w 84,2 97,1 110,3 121,0 (116,5- 123,0
o/l (78,6-88,8) | (907-1003) | (104,1-119,1) |  1250) (114,0-130,0)
CLrehAW 88,5 110,0 163,0 223,0 ~
ool (84,5-96,4) | (98.6-125.1) | (149,0-170,0) | (208,5-244,0)
INSULINA 0 7,6 217 26,2 35,2 54,6
[mU/I] (7.2-8.5) (19.7-29.3) | (19.8363) | (200-42.9) | (45.2-74.,6)
s 0,10 0,25 0,24 0,31 0,44
(0,09-010) | (0,21-031) | (0,20038) | (0.17-0,35) | (0,35 -0,67)
16 5,3 75 10,7 17,2
HOMA-IR (1,4-1,9) (4,3-6.9) (4,7-10,0) (5.6-133) | (14,3-23,6)
I 172,3 216,0 (172,0- | 201,0 (186,0- 214,8 208,0
g (150,0-1937) |  237.0) 236,7) | (194.9-247,0) | (181,0 -246,0)
82,9 140,4 127,0 207,9 (188,6- 141,0
TAG [m/dl] (70,0-93,0) | (114,8-172,4) | (88,4-193,9 309,6) (115,0-217,0)
59,1 (54,9- 495 58,6 46,0 45,0
HDL-C [mg/dI] 67.2) (431-52,8) | (48,3-657) | (38.0-57,6) | (39,0-55,0)
_ 917 (726- | 1258(94,1- | 118,6 (102,3- | 1293 (97,2- | 127.8 (111,6-
LDL-C [mg/di] 113,3) 155,6) 145,8) 146,1) 163,6)
Nie-HDL-C 107,7 157,3 151,6 162,8 (139,1- 174,0
[mg/di] (86.6-1335) | (133,6-181,4) | (122,2-177.0) | 204.0) (137,0-185,0)
E -
15,6 233 434 435 26,6
SELEKTYNA 1 (82.20,2) 85-345) | (328526) | (363-5L7) | (18,7-32,7)

[ng/ml]




Osoby w grupie kontrolnej charakteryzowaty prawidtowe warto$ci obwodu talii, BMI,
ci$nienia tg¢tniczego skurczowego i rozkurczowego oraz prawidlowe parametry gospodarki

weglowodanowo-lipidowej [ Tab. 5.1.1].

Na ponizszych wykresach i tabelach przedstawiono szczegdtowa charakterystyke

poréwnawcza badanych grup.
Badane grupy 0-4 nie roznity sig¢ istotnie statystycznie wiekiem [Wykres 5.1.1].

Wykres 5.1.1 Poréwnanie badanych grup pod wzglegdem wieku — brak réznic migdzy
grupami 0-4.

ANOVA Kruskala-Wallisa
75

JT T T I

60

55 o

5° |

45

Wiek [lata]

40

35

o Mediana
Y . 2 € 4 [0 25%-75%
Badane grupy T Min-Maks

Osoby z nadmierng masa ciata ( BMI>25 kg/m?) wyszczegolnione w grupach 1-4 nie
r6znity si¢ migdzy soba pod wzgledem wieku, BMI, ci$nienia skurczowego i rozkurczowego,

cholesterolu catkowitego, cholesterolu frakcji LDL oraz nie-HDL [Wykresy 5.1.2 - 5.1.7].
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Wykres 5.1.2 Poro6wnanie badanych grup pod wzgledem BMI — brak r6znic mi¢dzy grupami
1-4

ANOVA Kruskala-Wallisa
46

44
42
40

38

36
34 o

. 1
" L T

BMI [ kg/m?]

24
22
20
18 o0 Mediana
g s 2 E & [ 25%-75%
Badane grupy T Min-Maks

Wykres 5.1.3 Poroéwnanie badanych grup pod wzgledem cisnienia skurczowego, SBP- brak
roéznic miedzy grupami 1-4

ANOVA Kruskala-Wallisa
240

220 - -

200 -1

180

160

SBP [mmH(g]

140 o o o o

120 J— J_

100 -

80 o Mediana
0 1 2 3 4 [0 25%-75%
Badane grupy T Min-Maks
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Wykres 5.1.4 Poréwnanie badanych grup pod wzgledem ci$nienia rozkurczowego, DBP -
brak r6znic migdzy grupami 1-4.

ANOVA Kruskala-Wallisa
115 T .

110 - -

105

100

©
o

90
85

[u]

T D

80 o
75
70 i
65 o Mediana

0 1 2 3 4 [1 25%-75%
Badane grupy T Min-Maks

DBP [mmHg]

Wykres 5.1.5 Poréwnanie badanych grup pod wzgledem stezenia cholesterolu catkowitego
na czczo — brak réznic miedzy grupami 1-4.

ANOVA Kruskala-Wallisa

320
300
280

260 | T

240

220 a o
[m]
200 O

180

T-C [mg/dl]

160

wl |

120

100 : : - - : O Mediana
0 1 2 3 4 [ 25%-75%

Badane grupy 1 Min-Maks
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Wykres 5.1.6 Porownanie badanych grup pod wzgledem stezenia cholesterolu frakcji LDL na

czczo — brak roznic istotnych statystycznie migdzy grupami 1-4.

ANOVA Kruskala-Wallisa
220 . .

200 —_

180 “'

160

140

120 a]

LDL-C [mg/dl]

100

80

| ]

40

20

o0 Mediana
[ 25%-75%
Badane grupy T Min-Maks

0 1 2 3 4

Wykres 5.1.7 Poro6wnanie badanych grup pod wzgledem stezenia cholesterolu nie-HDL na
€zCz0 — brak r6znic miedzy grupami 1-4,

ANOVA Kruskala-Wallisa
280

260
240 ¢

220 1

200 —‘7

180 |
160 | o o
[m]
140 |
[
: 1

Nie-HDL-C [mg/dl]

100 |

80 | l

60 |

40 : : : : : O Mediana
0 1 2 3 4 0 25%-75%

Badane grupy T Min-Maks
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Wykonana analiza wykazala istotne statystycznie réznice pomiedzy grupami 0-4 w
stezeniach glukozy na czczo. Stezenia glukozy na czczo stopniowo wzrastaly w grupach od 0-
4. Najwyzsze stezenia obserwowano u pacjentow z cukrzyca typu 2 leczonych pochodng

biguanidu. Grupa 4 miata porownywalne stezenia glukozy na czczo z grupg 3.

Wykres 5.1.8 Poréwnanie badanych grup pod wzglgdem glikemii na czczo testem Kruskal-
Wallisa

ANOVA Kruskala-Wallisa

260

240

220

200

180

160

G 0' [mg/d]

140

120

100
60 o Mediana

0 ! 2 3 4 [ 25%-75%
Badane grupy T Min-Maks
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Tab. 5.1.2 Analiza post hoc réznic migdzy badanymi grupami glikemii na czczo — test Dunna.
Warto$ci p podano w tabelach. Réznice uznano za istotne statystycznie gdy p<0,05.

G 0’ —grupy 0-4

Test Kruskala-Wallisa p = 0,0000 ;

Analiza post hoc testem Dunna p<0,05.

Badana
0 1 2 3 4
Grupa
0 0,4284 0,0000 0,0000 0,0000
1 0,4284 0,0460 0,0001 0,0000
2 0,0000 0,0460 0,8090 0,3630
3 0,0000 0,0001 0,8090 1,0000

4 0,0000 0,0000 0,3630 1,0000

Wykres 5.1.9 Poréwnanie badanych grup pod wzgledem glikemii w 120 minucie OGTT.

ANOVA Kruskala-Wallisa
300 T -

280

260

240

220 o
200 —

180 1

160 o
140 €

G 120" [mg/di]

120

100

. 1

60 0 Mediana
[1 25%-75%
Bdane grupy T Min-Maks
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Tab. 5.1.3 Analiza post hoc r6znic miedzy badanymi grupami pod wzgledem glikemii w 120
minucie testu doustnego obcigzenia glukozg — test Dunna. Wartosci p podano w tabelach.
Réznice uznano za istotne statystycznie gdy p<0,05.

G 0’ —grupy 0-4

G 120’ — grupy 0-3

Test Kruskala-Wallisa p =,0000 ;

Analiza post hoc testem Dunna p=:

GRUPA 0 1 2 3
0 0,4407 0,0000 0,0000
1 0,4407 0,0067 0,0000
2 0,0000  0,0067 0,0258
3 0,0000  0,0000 0,0258

Przeprowadzona analiza wykazata istotne roznice w stezeniach glukozy w 2 h testu
doustnego obcigzenia glukoza. Stezenia glukozy sa najwyzsze w grupie 3 — grupie 0sob ze

Swiezo rozpoznang cukrzycg typu 2.
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Wykres 5.1.10 Poréwnanie badanych grup pod wzgledem stezenia glikowanej hemoglobiny

HbAlc.

ANOVA Kruskala-Wallisa

9,5

9,0

8,5

8,0

7,5

7,0

HbALC [%]

6,5

6,0

BI5)

5,0

4,5

+

4

2

Badane grupy

0 Mediana
[1 25%-75%
T Min-Maks

Tab. 5.1.4 Analiza post hoc réznic miedzy badanymi grupami pod wzglgdem HbA1C — test

Dunna. Warto$ci p podano w tabelach. RézZnice uznano za istotne statystycznie gdy p<0,05.

HbAlc — Grupy 0-4

test Kruskala-Wallisa: p =,0000

analiza post hoc testem Dunna p=:

GRUPA

0

1

2

3

4

0

1,0000
0,0000
0,0000

0,0000

1

1,0000

0,0147
0,0000

0,0000

0,0000

0,0147

0,1295

0,8991

0,0000
0,0000

0,1295

1,0000

0,0000
0,0000
0,8991

1,0000

Wykonana analiza wykazata istotne statystycznie réznice w stezeniach HbA1C pomiedzy

badanymi grupami. Najwyzszy odsetek HbAlc obserwowano u pacjentdw z cukrzyca typu 2

rozpoznang ,,de novo” oraz cukrzyca typu 2 leczong pochodnymi biguanidu.
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Wykres 5.1.11 Poréwnanie badanych grup pod wzgledem stezenia insuliny na czczo.

ANOVA Kruskala-Wallisa
110 . .

100
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80
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60 —_
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Tab. 5.1.5 Analiza post hoc réznic migdzy badanymi grupami pod wzgledem insuliny na
czczo (0’) — test Dunna. Wartosci p podano w tabelach. RoézZnice uznano za istotne

statystycznie gdy p<0,05.

Insulina 0’ grupy 0-4
Test Kruskala-Wallisa: p =,0000
Analiza post hoc testem Dunna p=

GRUPA 0 1 2 3 4
0 0,001866 0,000012 0,000001 0,000000
1 0,001866 1,000000 1,000000 0,000117
2 0,000012 1,000000 1,000000 0,005495
3 0,000001 1,000000 1,000000 0,047456
4 0,000000 0,000117 0,005495  0,047456

Badane grupy roznily si¢ migdzy sobg istotnie statystyczne stezeniami insuliny.
Najwyzsze st¢zenia insuliny prezentowaly osoby w grupie 3 i 4. Ste¢zenia insuliny wzrastaja

od grupy 0 do grupy 4.
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Wykres 5.1.12 Poréwnanie badanych grup pod wzgledem wskaznika HOMA-IR.

ANOVA Kruskala-Wallisa
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Tab.5.1.6 Analiza post hoc réznic migdzy badanymi grupami pod wzglgdem HOMA- IR
test Dunna. Warto$ci p podano w tabelach. Roznice uznano za istotne statystycznie gdy
p<0,05.

HOMA-IR grupy 0-4:
Test Kruskala-Wallisa: p =,0000
Analiza post hoc testem Dunna p=

GRUPA 0 1 2 3 4
0 0,007357  0,000009 0,000000 0,000000
1 0,007357 1,000000 0,283148 0,000015
2 0,000009 1,000000 1,000000 0,005350
3 0,000000 0,283148 1,000000 0,090671
4 0,000000 0,000015 0,005350 0,090671

W badanych grupach (0-4) obserwowano wzrost wskaznika insulinoopornosci HOMA -

IR, przy czym najwyzszy wskaznik zarejestrowano w grupie 4
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Wykres 5.1.13 Poréwnanie badanych grup pod wzgl¢dem stezenia triacylogliceroli na czczo.
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Tab. 5.1.7 Analiza post hoc réznic migdzy badanymi grupami pod wzgledem TAG test

Dunna. Wartos$ci p podano w tabelach. Réznice uznano za istotne statystycznie gdy p<0,05.

TAG — grupy 0-4:

Test Kruskala-Wallisa p =,0000 ;

Analiza post hoc testem Dunna p=:

GRUPA

0

1

0 1
0,0010
0,0010
0,0068 1,0000
0,0000 0,0199

0,00000 1,00000

2
0,0068

1,0000

0,001766

1,000000

0,0000
0,0199

0,0018

0,21014

4
0,0000
1,0000
1,0000
0,210149

Badane grupy roznily si¢ statystycznie miedzy sobg stezeniami TAG. Najwyzsze stezenia

TAG prezentowaty osoby z ,,de novo” rozpoznang cukrzyca typu 2.
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Wykres 5.1.14 Poréwnanie badanych grup pod wzgledem stezenia cholesterolu frakcji HDL
na Cczczo.
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Tab. 5.1.8 Analiza post hoc réznic migdzy badanymi grupami pod wzgledem HDL test

Dunna. Warto$ci p podano w tabelach. RdzZnice uznano za istotne statystycznie gdy p<0,05.

HDL - grupy 0-4:
Test Kruskala-Wallisa p =,0000

Analiza post hoc testem Dunna p=:

GRUPA 0 1 2 3 4
0 0,003836  1,000000 0,001488 0,000212
1 0,00383 0,223001 1,000000 1,000000
2 1,00000 0,223001 0,120353  0,032813
3 0,00148 1,000000 0,120353 1,000000
4 0,00021 1,000000 0,032813 1,000000

Grupy roznily sie istotnie statystycznie miedzy sobg stezeniami HDL-CHL. Najwyzsze
stezenia HDL-CH prezentowata grupa 0 (grupa kontrolna)
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Wykres 5.1.15
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Tab. 5.1.9 Analiza post hoc roznic migdzy badanymi grupami pod wzgledem selektyny E test

Dunna. Warto$ci p podano w tabelach. RdzZnice uznano za istotne statystycznie gdy p<0,05.

Selektyna E Grupy 0-4:
Test Kruskala-Wallisa: p =,0000 ;

analiza post hoc testem Dunna p=:

GRUPA

0

0

0,06071
0,00000
0,00000

0,11718

1

0,060713

0,005331
0,001725

1,000000

2
0,000000

0,005331

1,000000

0,000921

3
0,000000
0,001725

1,000000

0,000259
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0,117188
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Analiza poréwnawcza badanych grup pokazata narastanie stezenia selektyny E w grupach
0-1-2/3 natomiast stezenie selektyny E u oséb w grupie 4 ( pacjenci z nieprawidlowa masg
ciata oraz cukrzycg typu 2 leczeni metforming) byto zblizone do wartosci u pacjentow grupy
1 ( osoby z nieprawidlowg masg ciala, bez zaburzen glikemii). Podziatl os6b z nadmierng
masa ciala w zalezno$ci od wyniku OGTT na prawidlowg tolerancje glukozy (grupa 1),
nieprawidlowa tolerancje glukozy (grupa 2), cukrzyce typu 2 (grupa 3) ujawnit wyzsze
stezenia selektyny E w grupach 2 i 3 w porownaniu z grupa 1. Podobne st¢zenia obserwuje
si¢ w grupie z nieprawidtowg tolerancja glukozy i cukrzyca typu 2 ,,de novo”. (osoby z
rozpoznaniem cukrzycy ’de novo” nie byli dotychczas leczeni z tego powodu ). Pacjenci
leczeni metforming prezentowali nizsze stgzenia Selektyny E niz osoby z cukrzycg typu 2
rozpoznang de novo. Obserwowane stezenia selektyny E w grupie 4 sg pordéwnywalne ze
stezeniami obserwowanymi w grupie 1, jak roOwniez nie roéznity si¢ statystycznie od stezen
stwierdzonych w grupie 0. W grupie 4 u cz¢sci pacjentow stgzenia selektyny E miaty podobne
warto$ci do stezen w grupie 0, mimo, ze mediana selektyny E w grupie 4 byla wyzsza niz w

grupie 0.
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Charakterystyka porownawcza w badanych grupach z uwzglednieniem pici zostata
przedstawiona w tabelach 5.1.10-5.1.14

Tab. 5.1.10 Charakterystyka kliniczno-biochemiczna pacjentdw grupy poroéwnawczej Z
uwzglednieniem plci. Test U Mann-Whitney’a. Dane przedstawiono jako mediang, gorny i

dolny kwartyl.

Kobiety n=10 Mezczyzni n=12 p
Wiek lata 55,5 (50,0-59,0) 54,5 (50,5-58,0)
BMI kg/m* | 23,3 (21,4-23,9) 23,2 (22,5-24,2)
Talia cm 75,0 (72,0-80,0) 88,0 (83,5-91,0) 0,0005
SBP mmHg | 120,0 (115,0-123,0) | 120,0(117,0-125,0)
DBP mmHg | 77,5 (70,0-80,0) 78,0 (70,0-80,0)
HbAlc % 5,3 (5,2-5,4) 5,3 (5,2-5,6)
GO mg/dl | 82,6 (78,6-88,5) 84,2 (77,4-88,9)
G 1202 mg/dl | 86,4 (84,8-89,7) 88,0 (85,6-94,4)
Insulina 0 | mIU/l | 7,8 (7,4-8,5) 7,5 (6,9-8,5)
IR 0,09 (0,09-0,1) 0,09 (0,09-0,1)
HOMA-IR 1,6 (1,5-1,9) 1,6 (1,4-1,9)
T-C mg/dl 173(145,0-188) 171,8 (150,4-193,9)
TAG mg/dl | 79,8 (58,8-88,6) 92,1 (70,0-95,2)
HDL-C mg/dl | 65,9 (59,5-71,5) 56,8 (53,9-60,9) 0,0122
LDL-C mg/dl | 85,0 (68,5-107,6) 93,5 (77,9-123,2)
nieHDL-C | mg/dl 101,0 (83,6-125,3) 110,4 (96,5-140,5)
Selektyna E | ng/ml 18,7 (11,2-20,9) 14,2 (6,9-19,8)

Istotne statystycznie roznice migdzy kobietami i me¢zczyznami w badanej grupie 0 dotyczyly
talii oraz HDL-C p<0,05.

47



Tab. 5.1.11 Charakterystyka kliniczno-biochemiczna pacjentéw grupy 1 z uwzglgdnieniem

pici. Test U Mann-Whitney’a. Dane przedstawiono jako mediang, gorny i dolny kwartyl.

Kobiety n=10 Mgzczyzni n=10 p
Wiek lata 60,5 (56,0-64,0) 55,5 (48,0-61,0)
BMI kg/m? | 36,8 (31,4-39,4) 32,0 (30,3 -33,4)
Talia cm 104,5 (98,0-108,0) 104,0 (100,0-110,0)
SBP mmHg | 145,0 (130,0-150,0) | 135,0 (130,0-140,0)
DBP mmHg | 80,0 (80,0-90,0) 84,0 (80,0-90,0)
HbALc % 5,5 (5,4-5,7) 5,5 (5,4-5,6)
GO mg/dl 94,9 (90,5-100,5) 97,8 (92,1-99,6)
G 120° mg/dl | 106,9 (96,0-133,1) 112,3 (100,7-119,8)
Insulina 0’ 29,3 (19,3-33,7) 21,1 (20,1-25,9)
IR 0,31 (0,2-0,4) 0,2 (0,2-0,3)
HOMA-IR 6,8 (4,8-7,7) 4,9 (4,2-5,9)
T-C mg/dl | 182,8 (164-228) 2274 (208,0-247,9)
TAG mg/dl | 126,3 (81,8-146,5) 152,2 (124,6-243,9)
HDL-C mg/dl | 51,7 (44,9-53,0) 46,8 (41,0-50,0)
LDL-C mg/dl | 113,2 (93,2-139,8) 143,5 (107,1-169,2)
nietHDL-C | mg/dl | 135,4 (119,1-153,0) | 176,3 (158,0-194,1) | 0,0452
Selektyna E | ng/l 25,7 (16,5-35,1) 22,6 (20,5-32,3)

Istotne statystycznie roznice mi¢dzy kobietami 1 m¢zczyznami w badanej grupie 1 dotyczyty

HDL-C p<0,05.
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Tab. 5.1.12 Charakterystyka kliniczno-biochemiczna pacjentéw grupy 2 z uwzglednieniem

pici. Test U Mann-Whitney’a. Dane przedstawiono jako mediang, gorny i dolny kwartyl.

Kobiety n=12 Mgzczyzni n=10 p
Wiek lata 63,5 (52,5-68,0) 57,5 (52,0-58,0)
BMI kg/m* | 33,0 (29,1-36,2) 38,6 (30,9-41,0)
Talia cm 98,5 (89,0-106,5) 119,0 (113,0-126,0) | 0,0015
SBP mmHg | 140,0 (127,5-152,5) | 140, 0 (135,0-150,0)
DBP mmHg | 77,5 (70,0-87,5) 80,0 (80,0-85,0)
HbAlc % 6,2 (5,9-6,4) 6,1 (5,9-6,4)
GO mg/dl 116,2 (110,6-120,9) | 104,6 (100,2- 109,0) | 0,0161
G 1200 mg/dl 163,0(146,5-170,0) 161,5 (146,0-169,6)
Ins 0’ 26,2 (18,6-43,7) 29,1 (19,8-36,3)
IR 0,2 9(0,2-0,4) 0,3 (0,2-0,4)
HOMA-IR 7,2 (4,9-13,0) 7,8 (4,7-8,9)
T-C mg/dl 208,5 (182,5-238,4) | 201,0 (191,0-236,7)
TAG mg/dl 136,6 (84,6-212,2) 119,0 (88,4-183,3)
HDL-C mg/dl 63,9 (49,0-65,9) 56,8 (43,3-65,7)
LDL-C mg/dI 115,6 (101,2-143,9) | 118,6 (108,0-156,6)
nieHDL-C | mg/dl 156,7 (119,5-176,1) | 143,8 (133,8-177,1)
Selektyna E | ng/I 38,0 (30,3-45,6) 50,4 (39,2 -53,7)

Istotne statystycznie rdéznice migedzy ptciami w badanej grupie 2 dotyczyty tali oraz glikemii

w0,
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Tab. 5.1.13 Charakterystyka kliniczno-biochemiczna pacjentoéw grupy 3 z uwzglgdnieniem

ptci. Test U Mann-Whitney’a. Dane przedstawiono jako mediane, gorny i dolny kwartyl.

Kobiety n=9 Mgzczyzni n=12
Wiek lata 55,0 (54,0-61,0) 57,0 (53,0-64,5)
BMI kg/m® 33,2 (30,4-35,4) 35,5 (31,4-40,0)
Talia cm 98,0 (94,0-116,0) |111,5(101,0-141,0)
SBP mmHg | 140,0 (125,0-160,0) | 142,5 (135,0-170,0)
DBP mmHg | 85,0 (80,0-90,0) 90,0 (80,0-90,0)
HbAlc % 6,6 (6,5-6,9) 6,9 (6,5-7,1)
GO0’ mg/d| 116,5 (111,0-121,0) | 123,4 (119,2-125,1)
G 120° mg/dl 243,0 (214,6-247,0) | 213,3 (207,4-240,1)
Ins 0’ 42,2 (20,5-64,6) 34,5 (19,8-39,7)
IR 0,35 (0,17-0,54) 0,3 (0,2-0,3)
HOMA-IR | mg/dl 12,6 (4,8-19,0) 10,5 (5,9-12,0)
T-C mg/dl 223,5 (197,0-247,0) | 210,9 (193,1-246,9)
TAG mg/dl 195,0 (166,0-207,9) | 246,9 (197,9-339,4)
HDL-C mg/dl 56,5 (42,3-58,4) 43,8 (36,0-53,8)
LDL-C mg/dl 129,3 (110,6-150,4) | 123,8 (95,2-143,4)
nieHDL-C | mg/dl 162,8 (153,0-189,4) | 163,8 (136,3-211,7)
Selektyna E | ng/l 42,2 (36,2-44,8) 49,5 (36,7-70,7)

Badana grupa nie roznita si¢ istotnie statystycznie mi¢dzy ptciami.
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Tab. 5.1.14 Charakterystyka kliniczno-biochemiczna pacjentoéw grupy 4 z uwzglgdnieniem

pici. Test U Mann-Whitney’a. Dane przedstawiono jako mediang, gorny i dolny kwartyl.

Kobiety n=8 Mgzczyzni n=15 P
Wiek lata 61,0 (55,0-64,5) 58,0 (53,0-65,0)
BMI kg/m® | 32,3(28,0-34,4) 31,3 (27,8-33,1)
Talia cm 110,0 (98,5-112,5) 109,0 (101,0-116,0)
SBP mmHg | 130,0 (125,0-140,0) | 150,0 (140,0-151,0) | 0,0275
DBP mmHg | 85,0 (70,0-90,0) 82,0 (80,0-90,0)
HbALc % 6,4 (6,3-7,1) 6,7 (6,0-7,1)
GO mg/dl | 1235 (116,0-140,0) | 123,0 (113,0-130,0)
G 1200 mg/di
Ins 62,2 (46,3-83,1) 54,6 (40,8-68,5)
IR 0,48 (0,36-0,71) 0,44 (0,34-0,58)
HOMA-IR 20,4 (15,8-29,8) 17,2 (12,7-23,6)
T-C mg/dl | 207,5 (200,5-255,5) | 210,0 (179,0-237,0)
TAG mg/dl | 139,5 (116,0-245,5) | 149,0 (115,0-217,0)
HDL-C mg/dl | 55,5 (39,5-59,0) 44,0 (39,0-49,0)
LDL-C mg/dl | 127,1 (114,3-151,7) | 133,6 (99,2-164,4)
nieHDL-C | mg/dl | 173,5 (147,5-187,5) | 177,0 (136,0-185,0)
Selektyna E | ng/l 20,1 (12,5-27,5) 27,5 (18,8-34,3)

W grupie 4 mezczyzni prezentowali wyzsze ci$nienie tetnicze skurczowe krwi (SBP) w

porownaniu z kobietami.
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5.2 Ocena wspélzaleznosci stezen selektyny E i wybranych parametréw

Analizujac zaleznos$¢ selektyny E od innych parametrow obserwuje si¢ [Tab. 5.2], ze
wzrost stezenia selektyny E ma najsilniejszy zwigzek z glikemig w 120 minucie testu
doustnego obcigzenia glukoza. Korelacja ta byta obserwowana w grupach 0-3 a najsilniejsza
zalezno$é obserwowano w grupie pacjentéw z nadmierng masa ciata (BMI>25 kg/m?) i
prawidlowa tolerancja glukozy (R2-0,76) [Tabl. 5.2]. Dodatnia korelacjc obserwuje si¢
rowniez miedzy selektyng E a stezeniem HDL oraz mi¢dzy selektyng E a HbAlc. Graficzne

przedstawienie poszczegodlnych zaleznosci znajduje si¢ na wykresach od 5.2.1.A do 5.2.3.C.
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Tab. 5.2 Korelacje stezenia selektyny E z pozostatymi parametrami, w badanych grupach 0-4.

Zalezno$ci opisano wspotczynnikiem Spearmana (R) przy p<0,05; analiza regresji wielorakiej

wyrazona za pomoca R i B przy p<0,05; ns- nieistotne statystycznie; (--) - nie analizowano.

Korelacje Spearmana:

Grupa0 Grupal Grupa 2 Grupa 3 Grzpa
n=22 n=20 n=22 n=21 _
n=23
E-sel & wiek ns Ns ns ns ns
E-sel & BMI ns Ns ns R=0,43 ; p=0,049 ns
E-sel & talia ns Ns ns ns ns
E-sel & SBP ns Ns ns ns ns
E-sel & DBP ns Ns ns ns ns
, R=0,77 ;
E-sel & GO ns 0=0,0001 ns ns ns
, R=0,55; R=0,89 ; R=0,64 ;
E-sel & G 120 p=0,0078 p=0,0000 p=0,0012 ns -
R=0,76 ; R=0,49 ; R=0,67 ;

E-sel & HbAlc ns p=0,0001 p=0,0194 p=0,0008 ns
E-sel & Ins ns ns ns ns ns
E-sel & IR ns ns ns ns ns
E-sel & HOMA-

ns ns ns ns ns
IR
E-sel & T-C ns ns ns ns ns
E-sel & TAG ns ns ns ns ns

R=0,63;

E-sel & HDL-C 0=0,0018 ns ns ns ns
E-sel & LDL-C ns ns ns ns ns
E-sel & nieHDL-

ns ns ns ns ns
C

Analiza regresji wielorakiej:
R?=0,54 R?=0,76 R?=0,66 R?=0,62
p t G120’ : G120’ : G120’ : HbAlc:
arametry B=0,55; B=0,67 ; p=0,57; p=0,81;

korelujace z p=0,0021 p=0,0000 p=0,0013 p=0,0002
sglektyna, E HDL: HbAlc:
niezaleznie od p=0,47; p=0,36 ;
pozostatych p=0,0071 p=0,0277
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5.2.1 Korelacja st¢zenia selektyny E z glikemig w 120 minucie OGTT .

Wykres.5.2.1.A Korelacja selektyny E w grupie 0.

Korelacja E-sel & G 120'; R=0,55 ; p=0,0078
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Wykres.5.2.1.B Korelacja selektyny E w grupie 1.

Korelacja E-sel & G 120" ; R=0,89 ; p=0,0000
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Wykres 5.2.1.C Korelacja selektyny E w grupie 2.

Korelacja E-sel & G 120'; R=0,64 ; p=0,0012

w grupie 2
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Wykres 5.2.1.D Korelacja selektyny E w grupie (0+1+2) to znaczy u osob bez cukrzycy typu
2 z prawidtowa i nadmierng masg ciata.

Korelacja E-sel & G 120'; R=0,91 , p=0,0000

w grupie (0+1+2)
100 T T T

E-selektyna [ng/ml]

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

G 120' [mg/dl]

Stezenie selektyny E pozytywnie korelowato z glikemig w 120’ testu doustnego obcigzenia

glukoza w wyzej wymienionych grupach.
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5.2.2 Korelacja stezenia selektyny E z HbAlc.

Wykres 5.2.2.A Korelacja selektyny E w grupie 1.

Korelacja R=0,76 ; p=0,0001
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Wykres 5.2.2.B Korelacja selektyny E w grupie 2.

Korelacja R=0,49 ; p=0,0194
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Wykres 5.2.2.C Korelacja selektyny E w grupie 3.

Korelacja R=0,67 ; p=0,0008

w grupie 3
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Wykres 5.2.2.D Korelacja selektyny E w grupie (1+2+3), to znaczy u os6b z nadmierng masg

ciala, prezentujagcych zaréwno prawidlowa tolerancja glukozy jak i dysglikemi¢ (IGT 1 DMt2
‘de novo’) bez leczenia hipoglikemizujacego.

Korelacja R=0,74 ; p=0,0000

w grupie (1+2+3)
100

% °

E-selektyna [ng/ml]

52 54 56 58 6,0 6,2 6,4 6,6 6,8 7,0 72 74 7,6
HbALc [%]

Stezenia selektyny E pozytywnie korelowaty z HbAlc w wyzej wymienionych grupach
0s0b.
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5.2.3 Znaczace korelacje stezenia selektyny E w poszczegdlnych grupach.

Wykres 5.2.3.A Korelacja selektyny E z HDL-C w grupie 0.

Korelacja R=0,63 ; p=0,0018

w grupie O
100

90

80

70

60

50

E-selektyna [ng/ml]

30

HDL-C [mg/dl]

Wykres 5.2.3.B Korelacja selektyny E z glikemig na czczo w grupie 1.

Korelacja R=0,77 ; p=0,0001

w grupie 1
100

90

80

70

60

E-selektyna [ng/ml]

60 70 80 90 100 110 120 130
G 0' [mg/dI]

Stezenie selektyny E pozytywnie korelowato z glikemig w 0’ minucie testu doustnego

obcigzenia glukoza w grupie 0osob z nadmierng masg ciata i prawidtowa tolerancjg glukozy.
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Wykres 5.2.3.C Korelacja selektyny E z BMI w grupie 3.

Korelacja R=0,43 ; p=0,049

w grupie 3
100

90 ©
80
70
60
50

40

E-selektyna [ng/ml]

30

20

10

0

20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
BMI [kg/m?]

Stezenie selektyny E pozytywnie korelowato z BMI u 0s6b z nadmierng masg ciata i

$wiezo rozpoznang cukrzyca typu 2.
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6. DYSKUSJA

W niniejszej pracy przeanalizowano st¢zenia selektyny E w grupach pacjentow w
zaleznosci od zaburzen glikemii oraz po zastosowanym leczeniu pochodng biguanidu.
Przeprowadzono réwniez analiz¢ stezenia selektyny E w zalezno$ci od glikemii na czczo,
glikemii w 120 minucie testu doustnego obcigzenia glukoza, stezenia HDL-CH, HbA1C oraz
BMI.

Zaburzenia tolerancji glukozy sa czynnikiem ryzyka rozwoju cukrzycy typu 2 co w
konsekwencji u duzej grupy pacjentow prowadzi do wczesniejszego i szybszego rozwoju
miazdzycy, a nast¢pnie chordéb uktadu sercowo-naczyniowego [55]. W teorii zapalnej
rozwoju miazdzycy uwaza si¢ czastki adhezyjne — selektyny za czastki peligce jedng z
kluczowych rél. Biorg one udzial w procesie toczenia si¢ leukocytow po $rodbtonku. W
niniejszej pracy oceniano stezenie jednej z czastek adhezyjnych — selektyne E,
odpowiedzialng za spowolnienie procesu toczenia si¢ leukocytow po $rodblonku.

Spowolnienie tego procesu umozliwia kolejne etapy powstawania blaszki miazdzycowe;.

W wielu prowadzonych obecnie badaniach ocenia si¢ stezenia czasteczek adhezyjnych
swiadczacych o uszkodzeniu $rodbtonka i rozwoju procesu miazdzycowego. Uwaza sig, ze
wzrost SICAM-1 i SVCAM-1 jest najprawdopodobniej zwigzany z hiperglikemig natomiast
wzrost stgzen selektyny E  u pacjentow z cukrzyca typu 2 jest zwigzany zarO6wno z
hiperglikemig, hiperinsulinemia 1 insulinoopornoscia [57]. W wielu dotychczasowych
publikacjach podkresla si¢ zwigzek insulinoopornosci oraz nieprawidtowej tolerancji glukozy
ze wzrostem biomarkerow zapalenia oraz markeréw uszkodzenia $rddblonka. Przyktadem
moga by¢ badania Matsumoto 1 wspolpracownikow, ktorzy wykazali, ze tylko pacjenci z
hiperinsulinemia i IGT mieli znaczaco wyzsze podstawowe stezenia selektyny E ( ale nie
innych czgstek adhezyjnych takich jak sICAM-1 i SVACM-1) w poréwnaniu z pacjentami z
normalnym metabolizmem glukozy 1 IGT ale niskim stezeniem insuliny [50]. Przykladem
moga by¢ tu rowniez badania prowadzone u pacjentdw z nadci$nieniem tetniczym oraz
nieprawidlowg tolerancja glukozy. U tych chorych obserwowano wyzsze stezenia czastek
adhezyjnych miedzy innymi selektyny E, ICAM-1,VCAM-1 w poréwnaniu z pacjentami z

nadci$nieniem tetniczym i normalng tolerancja glukozy [56].

Z przeprowadzonych w powyzszej pracy badan mozemy wysuna¢ podobne wnioski —

pacjenci z nadmierng masg ciata i normalng tolerancja glukozy majg istotnie statystycznie
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nizsze stezenia selektyny E w poréwnaniu z pacjentami z nieprawidlowa masg ciata i IGT lub
cukrzycg typu 2 de novo [Wykres 5.1.15]. Wzrost ten §wiadczy o stopniowym uszkadzaniu

srodbtonka i zalezy od stopnia zaburzen glikemii.

Zalezno$cig zwracajaca szczegolng uwage jest fakt istotnego statystycznie spadku
stezenia selektyny E u pacjentow z cukrzyca typu 2 pobierajagcych pochodng biguanidu.
Dziatanie metforminy to dzialanie antyhiperglickmiczne — metformina obniza gldéwnie
popositkowe stezenia glikemii poprzez hamowanie glukoneogenezy, zwickszanie wychwytu
glukozy przez komorki insulinozalezne oraz zmniejszenie jelitowego wchianiania glukozy.
Wdaje si¢ prawdopodobnym, Zze obnizenie stezenia selektyny E jako jednego wyktadnikow
procesu zapalnego, wynika nie tylko z obnizenia st¢zenia glukozy, w szczegdlnosci
popositkowej, ale réwniez moze by¢ spowodowany innym mechanizmem. Te¢ teorig¢
zasugerowano juz w 1998 roku w badaniu UKPDS.

Niewiele jest dostepnych badan oceniajacych wplyw metforminy na czynnos$¢ $rodbtonka
poprzez oceng selektyn w szczegolnosci selektyny E.

W dostgpnych  badaniach oceniano nasilenie procesu zapalnego migdzy innymi
oceniajac selektyne E u pacjentow leczonych metforming. Do tego podstawowego leczenia
metforming u pacjentow z cukrzyca typu 2 zastosowano leczenie glibenklamidem oraz
repaglinidem. W tym badaniu, prowadzonym przez Stephens JW. i wspol. [48] po
zastosowanym leczeniu (podaniu glibenklamidu lub repaglinidu) nie obserwowano wplywu
tych lekow na stezenia selektyny E. To moze potwierdza¢ nasza hipoteze, ze metformina
wplywa na rozwoj procesu zapalnego nie tylko poprzez obnizenie stezenia glukozy.

W badaniu przeprowadzonym przez SOrena i wspot. oceniano m.in. stezenie selektyny
E u pacjentow z cukrzyca typu 2 bez otylosci leczonych metforming lub repaglinidem.
Pacjenci otrzymujacy metforming mieli znaczaco nizsze stezenia selektyny E w poréwnaniu z
pacjentami leczonymi repaglinidem [49]. To badanie réwniez moze sugerowa¢ dodatkowe
mechanizmy hamowania procesu zapalnego przy stosowaniu metforminy.

W innych dostgpnych badaniach De Jager i wspol. [50] poréwnywali leczenie
insuling 1 metforming, oznaczajac miedzy innymi selektyne E. W badaniu tym réwniez
wykazano korzystny wplyw leczenia metforming w poroéwnaniu z samg insuling, na funkcje
srodbtonka. W badaniu wykonanym w 2001 roku przez Ryysy L. i wspotpracownikéw [51],
gdzie oceniano stezenie selektyny E w grupach pacjentéw leczonych z powodu cukrzycy

typu 2 insuling — NPH 1acznie z glibenklamidem lub metforming, obserwowano spadek
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stezenia selektyny E w surowicy, jednakze bez znamiennych roznic w st¢zeniu selektyny E
pomigdzy grupami [51].

W  przeprowadzonych badaniach analizowano réwniez stgzenie selektyny E w

zaleznosci od stezenia glukozy na czczo. Jedynie u pacjentow z BMI >25 kg/m2 bez zaburzen
gospodarki weglowodanowej korelowaly istotnie ze stg¢zeniem badanej selektyny. W
pozostalych grupach nie obserwowano tej zaleznosci. Dostepne publikacje nie do konca
potwierdzaja te obserwacje. W badaniu przeprowadzonym przez Carrizo [54] u dzieci z
cukrzycag typu 1 obserwowano dodatnig korelacje glikemii na czczo ze stezeniami selektyny
E. Mozliwe, ze na stezenie selektyny ma wpltyw czas trwania, wyrownanie metaboliczne
cukrzycy oraz typ cukrzycy.
Przeprowadzone byly rowniez badania oceniajace stezenie migdzy innymi selektyny E u
pacjentow z zespotem metabolicznym. W badaniu przeprowadzonym przez Troseid st¢zenie
selektyny E dodatnio korelowato z glikemia na czczo. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na fakt,
ze do tego badania zakwalifikowani zostali pacjenci z zespotem metabolicznym bez i z
zaburzeniami glikemii [59].

W przeprowadzonym badaniu wykazano dodatnig korelacje miedzy glikemia w 120
minucie testu doustnego obcigzenia glukoza a stgzeniem selektyny E. Wspolzaleznosé ta
dotyczylta grup 0,1,2 a byta najbardziej widoczna w grupie pacjentdw z nadmierng masg ciala
1 prawidlowg tolerancja glukozy. Moze to potwierdza¢ fakt, ze juz u pacjentow ze zwiekszong
masg ciata 1 bez zaburzen gospodarki weglowodanowej obserwuje si¢ wzrost czynnikéw
bioracych udziat w procesie zapalnym. Dodatkowo stezenie selektyny E bardziej korelowato
ze stezeniami glikemii w 120 minucie OGTT niz ze st¢zeniami glukozy na czczo. Moze to
potwierdza¢ po raz kolejny zwigzek glikemii popositkowej z rozwojem procesu zapalnego a
nastepnie miazdzycowego. Tq zalezno$¢ rowniez potwierdzono w badaniach prowadzonych
przez innych autoréw, migedzy innymi do podobnych wnioskow doszedt Derosa, ktory oceniat
dysfunkcje srodblonka mierzac miedzy innymi st¢zenie selektyny E w czasie wykonywania
testu doustnego obcigzenia glukozg w surowicy osOb zdrowych oraz mierzac stgzenia
selektyny E w surowicy pacjentow z cukrzyca typu 2 leczonych lekami doustnymi. W
badaniu tym, podczas wykonywania testu doustnego obcigzenia glukoza mierzono st¢zenia
selektyny E w 0°,30°,60°,90°,120°,150° 1 180°. Najwyzsze stezenia selektyny E obserwowano
w 120 minucie testu. Stezenia selektyny E u pacjentow z cukrzycag typu 2 byly znaczaco
wyzsze w pordéwnaniu ze stezeniami u osob zdrowych, w kazdym punkcie pomiarowym testu
[52]. W prezentowanej przeze mnie pracy oceniatam st¢zenie selektyny E na czczo oraz

glikemie w 0’ 1 120” testu OGTT, wykazalam zwigzek selektyny E z glikemig w 120 minucie
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testu OGTT. Zwiazek ten wyraznie jest widoczny w grupach 0,1,2 1 znajduje potwierdzenie w
korelacji selektyny E z HbAlc w grupach 1, 2 i 3. W pracy mozna traktowa¢ HbAlc,
parametr odzwierciedlajacy $rednie st¢zenia glikemii w ciggu ostatnich 2-3 miesigcy, jako
zamiennik/uzupetnienie siedmiu punktoéw glikemii w tescie wykonanym przez Derosa [52].
Stwierdzona korelacja selektyny E z HbAlc byta najsilniejsza w grupie pacjentow z
nieprawidlowa masg ciata i bez zaburzen glikemii. To moze sugerowaé, ze zaburzenia
glikemii, jeszcze nie zdiagnozowane i wystepujace u 0sob z nieprawidtowa masg ciata, moga
przyczynia¢ si¢ do rozwoju procesu miazdzycowego. Zwigzek miedzy selektyng E oraz
HbAlc oceniano réwniez w innych pracach, na przyklad Carrizo i wsp. oceniali stezenie
selektyny E oraz HbAlc u pacjentéw z cukrzyca typu 1 i wykazali pozytywna korelacje
migdzy selektyna E  HbAlc. W cytowanej pracy oceniano rowniez korelacje migdzy
selektyng E a glikemig na czczo. Uzyskane wyniki jednoznacznie wykazuja, ze stezenia
HbAlc o wiele lepiej koreluja z selektyng E niz stezenia glukozy na czczo [54].

W powyzszej pracy poddano ocenie stezenia selektyny E w zaleznosci od zaburzen
glikemii. Nie oceniano natomiast stopnia rozwoju procesu miazdzycowego na przyktad
poprzez ocen¢ grubosci blaszki miazdzycowej, dlatego tez nie mozna jednoznacznie
stwierdzi¢, ze selektyna E jest niezaleznym czynnikiem ryzyka rozwoju miazdzycy.

Z powyzszych danych wynika, ze u pacjentéw z zaburzeniami glikemii obserwuje si¢
znaczace zwigkszenie stezenia selektyny E w surowicy. Wzrost ten §wiadczy o stopniowym
uszkadzaniu $rodbtonka i zalezy od stopnia zaburzen glikemii. U pacjentow leczonych
metforming obserwujemy istotny statystycznie spadek st¢zenia selektyny E. Potwierdza to po
raz kolejny znaczenie tego leku w leczeniu cukrzycy typu 2 oraz prewencji chorob sercowo-
naczyniowych. Moze to dowodzi¢, ze zastosowanie leku juz u pacjentéw otylych z
dysglikemia przedcukrzycowa lub prawidlowa tolerancja glukozy, moze spowodowac

zahamowanie badz spowolnienie rozwoju procesu miazdzycowego.
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7. WNIOSKI

1. Selektyna E nie jest niezaleznym markerem ryzyka rozwoju miazdzycy.

2. U osob z nadmierng masg ciata, stgzenie selektyny E zalezy od zaburzen glikemii —

wzrasta wraz ze wzrostem glikemii.

3. Stosowanie metforminy u pacjentow z cukrzyca typu 2  sprzyja
uzyskaniu/utrzymaniu stezen selektyny E w zakresie st¢zen obserwowanych w grupie

0sob z prawidlowg tolerancjg glukozy.
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8. STRESZCZENIE

Otylo§¢ brzuszna z towarzyszacymi zaburzeniami metabolicznymi stanowi istotng
przyczyne chordb uktadu sercowo-naczyniowego (ChSN) oraz cukrzycy typu 2 (DMt2). 20-
25% populacji powyzej 40 r.z. w Europie 1 USA moze spelia¢ kryteria diagnostyczne
zespotu metabolicznego [1,2], co 2-krotnie zwigksza ryzyko wystapienia ChSN i az 5-krotnie
- ryzyko rozwoju DMt2 [3]. Smiertelno$¢ z powodu zawatu serca u pacjentéw z wieloletnia
cukrzycg typu 2 jest nawet 4-krotnie wicksza w porownaniu z chorymi bez cukrzycy, szybsze
wykrycie zaburzen glikemii i zastosowanie leczenia poprawia odlegte rokowanie. W Polsce
ok. 2 mln ludzi choruje na cukrzyce¢ typu 2. Nieprawidtowa glikemia na czczo i uposledzona
tolerancja glukozy poprzedzaja rozwdj petlnoobjawowej DMt2. Im szybciej pacjent z
cukrzyca 1 zburzeniami glikemii otrzyma leczenie, prowadzace do wyréwnania
metabolicznego, tym wolniej rozwijaja si¢ przewlekte powiktania cukrzycowe. Duze
nadzieje wigze si¢ z poznaniem patomechanizméw wczesnych etapéw rozwoju blaszki
miazdzycowej, inicjowanych dziataniem czastek adhezyjnych miedzy innymi selektyn.
Bioragc pod uwagg powyzsze dane celem pracy bylo zanalizowanie stezenia selektyny E,
jednej z najistotniejszych czastek adhezyjnych w patogenezie procesu zapalnego u pacjentow
z zaburzeniami glikemii.

Do realizacji powyzszego celu przyjeto nastepujace hipotezy badawcze:

Czy stezenie S$rodblonkowej selektyny jest niezaleznym markerem ryzyka rozwoju
miazdzycy?

Czy stezenie $rodblonkowej selektyny ro$nie wraz z nadmierng masg ciata i stopniem
zaburzen glikemii?

Czy leczenie o0s0b z nadmierng masg ciala i cukrzyca typu 2 pochodng biguanidu —

metforming zmniejsza stezenie srodbtonkowe;j selektyny?

MATERIAL I METODY

Badania obejmowaty 5 grup pacjentow : grupa 0 — pacjenci z normalng masa ciata
(BMI < 25 kg/m?) i normoglikemia, grupa 1 - pacjenci z nadmierna masa ciata (BMI > 25
kg/m?) i normoglikemia, grupa 2 - pacjenci z nadmierng masg ciata nieprawidlows tolerancja
glukozy, grupa 3 pacjenci z nadmierng masg ciala oraz cukrzyca typu 2 (,,de novo™) oraz

grupa 4 - pacjenci z nadmierng masg ciata i cukrzycg typu 2 leczonych metformina.
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W grupach oceniano st¢zenie selektyny E metoda ELISA. W powyzszych grupach oceniano
BMI, cisnienie tgtnicze, wykonywano test OGTT, HbA1C, profil lipidowy, oznaczano

insuling oraz wskaznik insulinoopornosci HOMA.

WYNIKI

W badanych grupach (0-3) obserwowano stopniowy wzrost stezenia selektyny E. W
grupie pacjentow leczonych pochodng biguanidu — metforming obserwowano istotny
statystycznie spadek stezenia selektyny E.
Analizowano rowniez korelacje selektyny E z poszczegdlnymi parametrami. Stgzenia
selektyny E istotnie dodatnio korelowaty z BMI, glikemig na czczo, glikemig w 120 minucie

testu doustnego obcigzenia glukozg oraz HbA1C w poszczegodlnych grupach.

WNIOSKI

1. Selektyna E nie jest niezaleznym markerem ryzyka rozwoju miazdzycy.

2. U osob z nadmierng masg ciata, stgzenie selektyny E zalezy od zaburzen glikemii —

wzrasta wraz ze wzrostem glikemii.

3. Stosowanie metforminy u pacjentow z cukrzyca typu 2  sprzyja
uzyskaniu/utrzymaniu stezen selektyny E w zakresie stezen obserwowanych w grupie

0sob z prawidlowg tolerancjg glukozy.
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9. SUMMARY

Central obesity and metabolic syndrom is the most important cause of cardiovascular
disease and diabetes mellitus type 2 . In Europa and US 20-25% population over 40 presents
symptoms of metabolic syndrome. Symptoms of metabolic syndrome increased 2- folds of
ischemic heart disease and 5-folds risk of diabetes mellitus type2.

In Poland 2 million people present symptoms of diabetes mellitus. IFG and IGT are states
which lead to diabetes mellitus type 2. The faster we diagnose these states and we give the
hipoglicemic treatment the slower long term complicantions will develop. The great hope we
bounnd with patomechanism of the early states of atherosclerosis development. In this article
we asses concentrations of E-selectin in obesity patience with glucose intolerance, diabetes
mellitus type 2 and diabetes mellitus type 2 treated with metformin. We found that people
with glucose disorder have significant higher concentrations of E-selectin then healthy people

and people treated with metformin.
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10. WYKAZ TABEL, RYCIN I WYKRESOW

RYCINY

Ryc. 1 Budowa naczynia krwiono$nego - tetnicy
Ryc. 2 Etapy reakcji zapalnej

Ryc. 3 Schemat budowy selektyn

Ryc. 4 Selektyna E

Ryc. 5 Zasada wykonania testu ELISA

TABELE

Tab
Tab
Tab

Tab
Tab

Tab
Tab

Tab

Tab

Tab

Tab

Tab

Tab

Tab

Tab

. 2.0 Wplyw NF-kB na transkrypcje genow dla poszczegdlnych substancji
. 4.1 Klasyfikacja zaburzen glikemii zaproponowana przez PTD
. 5.1.1 Charakterystyka ogolna badanych grup. Dane przedstawiono jako mediane, gorny
i dolny kwartyl
. 5.1.2 Analiza post hoc r6znic migdzy badanymi grupami glikemii na czczo
. 5.1.3 Analiza post hoc r6znic migdzy badanymi grupami pod wzglgdem glikemii
w 120 minucie testu doustnego obcigzenia glukoza.
. 5.1.4 Analiza post hoc r6znic migdzy badanymi grupami pod wzgledem HbA1C.
. 5.1.5 Analiza post hoc réznic migdzy badanymi grupami pod wzglgdem insuliny
na czczo (0°)
. 5.1.6 Analiza post hoc r6znic migdzy badanymi grupami pod wzglgdem HOMA- IR
. 5.1.7 Analiza post hoc r6znic migdzy badanymi grupami pod wzgledem TAG.
. 5.1.8 Analiza post hoc r6znic migdzy badanymi grupami pod wzgledem HDL
. 5.1.9 Analiza post hoc r6znic migdzy badanymi grupami pod wzglgdem selektyny E

. 5.1.10 Charakterystyka kliniczno-biochemiczna pacjentow grupy poréwnawczej z
uwzglednieniem plci.

. 5.1.11 Charakterystyka kliniczno-biochemiczna pacjentéw grupy 1 z uwzglednieniem
plci.

. 5.1.12 Charakterystyka kliniczno-biochemiczna pacjentéw grupy 2 z uwzglednieniem
ptei.

. 5.1.13 Charakterystyka kliniczno-biochemiczna pacjentéow grupy 3 z uwzglednieniem
pici.
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Tab. 5.1.14 Charakterystyka kliniczno-biochemiczna pacjentow grupy 4 z uwzglednieniem
plci.
Tab. 5.2 Korelacje stezenia selektyny E z pozostatami parametrami, w badanych grupach 0-4.

WYKRESY

Wykres 5.1.1 Porownanie badanych grup pod wzgledem wieku.

Wykres 5.1.2 Poréwnanie badanych grup pod wzgl¢dem BMI.

Wykres 5.1.3 Poréwnanie badanych grup pod wzgledem cisnienia skurczowego.

Wykres 5.1.4 Poréwnanie badanych grup pod wzglgdem cisnienia rozkurczowego.

Wykres 5.1.5 Porownanie badanych grup pod wzgledem stezenia cholesterolu catkowitego
na CczCczo.

Wykres 5.1.6 Poroéwnanie badanych grup pod wzgledem stezenia cholesterolu frakcji LDL
na czczo.

Wykres 5.1.7 Porownanie badanych grup pod wzgledem stezenia cholesterolu nie-HDL
na CzCzo.

Wykres 5.1.8 Poréwnanie badanych grup pod wzgledem glikemii na czczo.

Wykres 5.1.9 Poréwnanie badanych grup pod wzgledem glikemii w 120 minucie OGTT.

Wykres 5.1.10 Poréwnanie badanych grup pod wzgledem st¢zenia glikowanej hemoglobiny

HbAlc.

Wykres 5.1.11 Poréwnanie badanych grup pod wzglgdem stezenia insuliny na czczo.

Wykres.5.1.12 Poréwnanie badanych grup pod wzgledem wskaznika HOMA-IR.

Wykres 5.1.13 Poroéwnanie badanych grup pod wzgledem stezenia triacylogliceroli na czczo.

Wykres 5.1.14 Porownanie badanych grup pod wzglgdem stgzenia cholesterolu frakcji HDL

na CzCczo.
Wykres 5.1.15 . Porownanie badanych grup pod wzglgdem stezenia selektyny E w osoczu.
Wykres 5.2.1.A Korelacja selektyny E w grupie 0.

Wykres 5.2.1.B Korelacja selektyny E w grupie 1.

Wykres 5.2.1.C Korelacja selektyny E w grupie 2.

Wykres 5.2.1.D Korelacja selektyny E w grupie (0+1+2) to znaczy u oséb bez cukrzycy z
prawidtowa 1 nadmierng masg ciala.

Wykres 5.2.2.A Korelacja selektyny E w grupie 1.
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Wykres 5.2.2.B Korelacja selektyny E w grupie 2.
Wykres 5.2.2.C Korelacja selektyny E w grupie 3.

Wykres 5.2.2.D Korelacja selektyny E w grupie (1+2+3), to znaczy u os6b z nadmierng masg
ciata, prezentujacych zarowno prawidtowa tolerancjg glukozy jak i1 dysglikemi¢ (IGT 1 DMt2
‘de novo’) bez leczenia hipoglikemizujacego.

Wykres 5.2.3.A Korelacja selektyny E z HDL-C w grupie 0.
Wykres 5.2.3.B Korelacja selektyny E z glikemig na czczo w grupie 1.

Wykres 5.2.3.C Korelacja selektyny E z BMI w grupie 3.
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