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1. Wstep

Cukrzyca jest jedna z nielicznych choroéb, w definicji ktorych umieszcza si¢ prze-
wlekle powiktania choroby - to one stanowig o chorobowosci i $miertelnosci,
o spotecznym wymiarze tego stanu patologicznego [165]. Charakterystycznymi
elementami obrazu klinicznego sa wigc: swoista dla cukrzycy mikroangiopa-
tia (gtownie retinopatia i nefropatia cukrzycowa), najczestsza, cho¢ nieswoista,
makroangiopatia sprzyjajaca rozwojowi chorob sercowo-naczyniowych (ChSN)
(manifestujaca si¢ chorobg tetnic wiencowych, mézgowych i konczyn dolnych),
neuropatia cukrzycowa (do ktdrej przyczynia sie glukotoksycznos¢ i skutki ww.
angiopatii) oraz za¢ma. Zwigzek uszkodzen narzadowych z przewleklg hipergli-
kemig zostal potwierdzony w badaniach wieloosrodkowych [50, 158].

Powszechnie wiadomo, ze okolo 90% przypadkéw cukrzycy na $wiecie stano-
wi cukrzyca typu 2 (T2DM), rozwijajaca sie wolno, w wiekszos$ci towarzyszaca
nadmiernej masie ciala, malej aktywnosci fizycznej i nadmiernemu spozyciu ka-
lorii, zwlaszcza cukréw prostych [93]. T2DM w swojej naturalnej historii poprze-
dzona jest okresem dysglikemii, juz nie prawidlowej, ale jeszcze nie cukrzycowej,
nazywanym stanem przedcukrzycowym (ang. prediabetes) lub ostatnio — stanem
zwigkszonego ryzyka rozwoju cukrzycy typu 2 [9, 10, 177].

W latach 90. ubieglego stulecia pojedyncze doniesienia o wystepowaniu prze-
wlektych powiktan cukrzycowych u pacjentéw z rozpoznaniem, na podstawie ba-
dan biochemicznych, stanu przedcukrzycowego [1] budzily zdziwienie, ale tez sta-
nowily inspiracje do glebszych studiéw nad patobiochemig cukrzycy/dysglikemii.

1.1. Stany zwiekszonego ryzyka rozwoju cukrzycy typu 2

Krétka historia stanéw przedcukrzycowych (prediabetes)

W latach 50. poprzedniego wieku pojecie ,stan przedcukrzycowy” stosowano
w poloznictwie, gtéwnie retrospektywnie, okreslajac czas poprzedzajacy rozpo-
znanie cukrzycy typu 2 u kobiet z niepowodzeniami polozniczymi w wywiadzie
[116]. Tego samego okreslenia uzyto pdzniej dla okreslenia czasu poprzedzajace-
go rozpoznanie cukrzycy typu 2.

W latach 60. i 70. prowadzono dzialania z zakresu diagnostyki laboratoryjnej
dla sklasyfikowania zaburzen tolerancji glukozy, co pozwolito Swiatowej Orga-
nizacji Zdrowia (WHO) oglosi¢ w 1980 roku kryteria rozpoznawania cukrzycy
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[163] i zmodyfikowa¢ je w 1985 r. [164]. Wyodrebniono pewnego rodzaju za-
burzenie metabolizmu glukozy - uposledzong tolerancje glukozy (ang. impaired
glucose tolerance, IGT), nie przedstawiajac jej jednoznacznie jako etapu w rozwo-
ju cukrzycy.

Badania nad epidemiologia cukrzycy typu 2 i jej profilaktyka znajdowaly
w kolejnych latach zastosowanie w obnizaniu wartosci glikemii na czczo stu-
zacych do rozpoznawania cukrzycy, jak i tych $wiadczacych o normoglikemii.
Ponownie zaczeto uzywac okreslenia ,,prediabetes”. W 1997 roku Amerykanskie
Towarzystwo Diabetologiczne [8], a w 1998 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia
[6], poszerzyly stan przedcukrzycowy o kategorie: nieprawidlowa glikemia na
czczo (ang. impaired fasting glycemia, IFG).

Wedlug danych Miedzynarodowej Federacji Cukrzycowej (International
Diabetes Federation, IDF) za 2012 rok, 371 mln dorostych (w wieku 20-79 lat)
na $wiecie miato cukrzyce i liczba ta wzrosnie do ok. 552 mln w 2030 roku.
Ogolnoswiatowq czesto$¢ wystepowania choroby szacuje si¢ na 8,3%. Najwiek-
szg liczbe cukrzykow stanowia osoby miedzy 40. i 59. rokiem zycia. Okoto 50%
0sob chorujacych na cukrzyce, tj. blisko 183 mln ludzi, pozostaje niezdiagno-
zowana. W Europie czesto$¢ wystepowania cukrzycy wynosi 6,7% i okoto 38%
populacji cukrzykéw (blisko 21 mln) pozostaje nierozpoznana. Czgsto$¢ wyste-
powania uposledzonej tolerancji glukozy na $wiecie w 2012 roku ustalono na
6,3%; 280 mln ludzi prezentowato IGT, a liczba ich wzrosnie do 398 mln w 2030
roku [79].

Dane IDF dla Polski za 2012 r. wskazuja na okolo 10% czesto$¢ wystepowania
cukrzycy, co stanowi co najmniej 3 mln dorostych (20-79 lat) chorujacych na
cukrzyce, z czego okoto 1 mln 105 tys. pozostaje niezdiagnozowanych. Czestos¢
wystepowania IGT szacowano na ok. 18% populacji dorostych (20-79 lat), co
daje 5 mln 257 tys. przypadkéw uposledzonej tolerancji glukozy [79].

W Polsce od 2010 r. obowigzuje program prewencji i leczenia cukrzycy w ra-
mach ,Narodowego program przeciwdziatania chorobom cywilizacyjnym”
Wiekszo$¢ dzialan skierowana jest do dzieci i mlodziezy.

Dysglikemia a przewlekte powiktania cukrzycy

Kryteria rozpoznania cukrzycy dla glikemii na czczo i glikemii w 120. mi-
nucie testu doustnego obcigzenia glukoza zostaly pierwotnie ustalone w opar-
ciu o stezenia glukozy, przy ktérych narastala czesto$¢ rozpoznawania retino-
patii cukrzycowej (swoistego powiklania) w badaniach populacyjnych [104].
Nawet jezeli zgadzamy sie, ze makroangiopatia, gtéwnie pod postacig choroby
niedokrwiennej serca i udaru moézgu, jest gtéwna przyczyna zgonu u pacjentow
z T2DM i IGT, stezenia glukozy, przy ktorych czestos¢ tego powikiania narasta,
nie sg brane pod uwage w klasyfikacji. Eksperci ubolewaja, ze z tego powodu



mozna odnie$¢ wrazenie, iz makroangiopatia cukrzycowa jest mniej istotna niz
mikroangiopatyczne konsekwencje choroby [65]. Wyniki badan klinicznych po-
kazujg, ze nawet granicznie wysokie stezenia glukozy na czczo s zwigzane ze
zwiekszong sztywnoscig tetnic u 0séb bez rozpoznania cukrzycy [139], a stan cu-
krzycowy uposledza wlasciwosci elastyczne tetnic niezaleznie od nagromadzenia
innych czynnikéw ryzyka miazdzycy [100].

W patobiochemii przewlektych powiktan cukrzycy rozwaza si¢ wspotudziat
wielu mechanizméw, sposréd ktorych najczedciej w literaturze akcentowane sa
naste;pu)a,ce [11, 16, 85]:

hiperglikemia,

- nasilone reakcje szlaku poliolowego,

- wzrost aktywnosci kinazy biatkowej C,

- wzmozona glikacja biatek (glikoksydacja z produkcjg i kumulacja koncowych
produktéw glikacji, ang. advanced glycation-end products, AGEs),

- aktywacja prozapalna,

- aktywacja prozakrzepowa (prowadzaca do trombofilii cukrzycowej),

- modyfikacja lipoprotein osocza,

- stres oksydacyjny.

U 10% os6b z nieprawidiowa glikemia na czczo rozpoznano tagodna reti-
nopati¢ cukrzycows, aczkolwiek w cytowanym badaniu ze Szwecji nie wykona-
no OGTT dla ostatecznego zréznicowania miedzy stanem przedcukrzycowym
a cukrzycg [157]. W badaniu amerykanskim - Diabetes Prevention Program -
charakterystyczne dla cukrzycy zmiany na dnie oka obserwowano u 7,9% oséb
z uposledzong tolerancja glukozy [51]. W populacji azjatyckiej tagodng niepro-
liferacyjna retinopati¢ cukrzycowa ustalono u 20,9% badanych ze stanem przed-
cukrzycowym rozpoznanym na podstawie OGTT, a wiek, BMI, parametry go-
spodarki lipidowej i wydolnosci nerek oraz wydalanie albumin z moczem nie
korelowaly z retinopatia cukrzycowa [35].

W badaniu populacji japonskiej, po wykluczeniu choréb sercowo-naczynio-
wych, osoby z cukrzycg, stanem przedcukrzycowym i prawidtows tolerancja glu-
kozy prezentowaly proteinuri¢ odpowiednio w 11,3, 5,0 i 3,9% [173].

U os6b z samoistng neuropatig obwodowa (5-14% populacji po 40 r.z.) w 40%
przypadkdéw rozpoznaje si¢ uposledzong tolerancje glukozy, w poréwnaniu z 15-
-procentowy czestoscig wystepowania IGT w populacji ogdlnej [142, 149] i jest to
najczestsze zaburzenie metaboliczne w tej grupie pacjentow [143].

Z badania Diabetes Prevention Program (DPP) wiemy, ze tzw. TLS (ang. the-
rapeutic lifestyle — leczniczy styl zycia), zalecajacy odpowiednia diete i wysitek
fizyczny, spowalnia progresje IGT do T2DM - bardziej niz placebo czy stosowa-
nie metforminy. Smith AG i wsp. zastosowali taki sam model postepowania tera-
peutycznego jak w DPP u wyselekcjonowanych pacjentéw z neuropatia zwigzana
z IGT (IGT Neuropathy) - inne, czeste przyczyny neuropatii obwodowej zostaly
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wykluczone. Neuropatia rozpoznawana u 0séb z IGT i we wczesnych okresach
cukrzycy w wiekszosci jest neuropatia czuciows, bolesng, z dominujacym uszko-
dzeniem drobnych widkien.

W literaturze opisano przypadek wystepowania przewlektych powiklan cu-
krzycy: retinopatii, nefropatii i neuropatii u mezczyzny cztery lata wczesniej
sklasyfikowanego jako IFG, nastepnie z samoistng konwersja do normoglikemii
i aktualnie z rozpoznang uposledzona tolerancjg glukozy [20].

Kategorie stanu przedcukrzycowego — miejsce OGTT w rozpoznawaniu stanéw
zwiekszonego ryzyka rozwoju cukrzycy typu 2

Aktualnie stosowana klasyfikacja kliniczna opiera sie¢ na kryteriach WHO badz

ADA:

- Rekomendacje WHO opieraja si¢ na pomiarze glikemii zaréwno na czczo jak
i w 120. minucie standardowego 75-g OGTT [165], przy braku jawnej (cu-
krzycowej) hiperglikemii.

- Kryteria ADA promuja stosowanie glikemii na czczo, z wykonaniem OGTT
przy stwierdzeniu granicznych wartosci glikemii na czczo, w rozpoznawaniu
i nazewnictwie stanéw hiperglikemii [8, 56].

Wiekszo$¢ ekspertéw zacheca do wykonywania OGTT i jezeli tylko prze-
strzegamy zalecen WHO i dbamy o zachowanie standardowych warunkéw prze-
prowadzenia testu, uzyskane wyniki pozwalaja w praktyce klinicznej rozpoznaé
jedng z trzech kategorii: prawidlowg tolerancje glukozy, stan przedcukrzycowy
i cukrzyce typu 2.

Stanowisko ekspertéw Miedzynarodowej Federacji Cukrzycowej (Internatio-
nal Diabetes Federation, IDF) dotyczace kategorii Prediabetes, prezentowane na
Pierwszym Miedzynarodowym Kongresie ,,Prediabetes and the Metabolic Syn-
drome” w Berlinie, 13-16 kwietnia 2005 zaproponowalo nastepujace kategorie
stanu przedcukrzycowego: izolowang nieprawidlowa glikemie na czczo (izolo-
wana IFG), izolowang uposledzong tolerancje glukozy (izolowana IGT), kombi-
nacje IFG/IGT (Tabela 3).

Schemat postepowania diagnostycznego w stanie zwiekszonego ryzyka
rozwoju cukrzycy typu 2 — oznaczanie glikemii

1. Stwierdzenie granicznych wartodci glikemii na czczo (Tabela 1) jest wskaza-
niem do wykonania testu doustnego obcigzenia glukoza [10, 177].

2. Test doustnego obciazenia glukoza (ang. oral glucose tolerance test, OGTT) -
wskazania i przeciwwskazania [166, 177] (Tabela 2).

3. Interpretacja wynikéw testu doustnego obcigzenia glukoza (OGTT) [9, 166,
177] (Tabela 3).



Tabela 1. Kategorie glikemii na czczo (ADA 2013, PTD 2013)

Norma Wartosci graniczne Hiperglikemia cukrzycowa
osocze krwi | < 100 mg/dl 100-125 mg/dl > 126 mg/dl
zylnej < 5,56 mmol/| 5,56-6,95 mmol/I| > 7,0 mmol/I

Tabela 2. Wskazania i przeciwwskazania do testu doustnego obcigzenia glukozg (PTD 2013)

Wskazania

Przeciwwskazania
wzgledne, 4-6 tygodni

Przeciwwskazania
bezwzgledne

1. Graniczne wartosci glikemii
na czczo 5,56-6,95 mmol/Il
(100-125 mg/dl).

2. Glukozuria przy prawidtowej

—_

1. Ciezkie schorzenia
ostre i przewlekte. | 2.

2. Diugotrwate
unieruchomienie.

. Zdiagnozowana cukrzyca.

Niektore choroby
przewodu pokarmowego,
np. zespot ztego

wchtaniania, stan po
resekcji zofadka.

glikemii na czczo.

3. Diagnostyka cukrzycy cigzowej
(GDM).

4. Cechy zespotu metabolicznego
przy prawidtowej glikemii
na czczo.

Tabela 3. Interpretacja wynikow testu doustnego obcigzenia glukozg (w osoczu)

Kategoria Glikemia w 0. min. Glikemia w 120. min.
Prawidtowa tolerancja <100 mg/dl < 140 mg/d
glukozy < 5,6 mmol/l < 7,8 mmol/l
. . 100-125 mg/d| < 140 mg/d
Kategoria IFG izolowana IFG 5.6-6,95 mmol/l <7.8 mmol/|
) < 100 mg/dl 140-199 mg/d|
Katesoria IGT izolowana IGT < 5,6 mmol/l 7,8-11,05 mmol/l
g IFG/IGT 100-125 mg/dl 140-199 mg/dl
5,6-6,95 mmol/I 7,8-11,05 mmol/|
<126 mg/dl > 200 mg/dl
Cukrzyca <7,0 mmol/l > 11,1 mmol/l

Patobiochemia stanéw przedcukrzycowych

Glukoza - wyjatkowe miejsce w metabolizmie cztowieka

Weglowodany dostarczane z dieta s3 wyjatkowym zrédlem kalorii ze wzgledu
na swoiste cechy metaboliczne: samowystarczalno$¢ w przetwarzaniu zawartej
w nich energii (zréownowazony katabolizm w szczawiooctan i acetylo-CoA -
podstawowe metabolity cyklu Krebsa) i zdolnos¢ do generowania ATP w warun-
kach beztlenowych [140].

Utrzymywanie we krwi stezenia glukozy okoto 5 mmol/l (90 mg/dl) ma na
celu zapewnienie tkankom zaleznym od glukozy ciagtego dostepu do materiatu
energetycznego.
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Po positku zawierajagcym weglowodany, w ciagu 30-60. minut, stezenie glu-
kozy we krwi zwieksza si¢ do okoto 120-140 mg/dl i tkanki pobieraja glukoze
z krwi — proces poboru przez tkanke tluszczows i migénie szkieletowe stymuluje
insulina. Tkanki preferujg utlenianie glukozy (glikoliza) w celu uzyskania energii,
a dodatkowo watroba i migsnie odkladajg glukoze w formie glikogenu. W watro-
bie i w tkance tluszczowej z glukozy moga rowniez powstawac triacyloglicerole.
Wiekszos¢ tkanek wymaga glukozy do produkcji glikoprotein i glikolipidow oraz
do syntezy rybozy, sktadnika nukleotydéw. Niektére komérki w znacznym stopniu
(mozg) lub catkowicie (erytrocyt) zalezg energetycznie od glukozy [140, 141].

Insulinoopornos¢

Niewrazliwos¢ tkanek docelowych na insuline, gtéwnie migéni szkieletowych,
tkanki tluszczowej i watroby, oznacza brak wlasciwej odpowiedzi organizmu
(Tabela 4) na ten hormon. Zjawisko to odgrywa zasadniczg role w patogenezie
cukrzycy typu 2 u 0s6b z nadmierng masg ciala [24]. Zmniejszenie wrazliwo-
$ci na insuling mozna zaobserwowac kilka do kilkunastu lat przed wystapie-
niem jawnej cukrzycy [155]. Wczesnym przejawem insulinoopornosci moze
by¢ zmiana profilu adipokin we krwi [154]. W§réd mechanizméw wspotwy-
stepujacych istotne znaczenie przejawia rowniez stres oksydacyjny [73].

Wsrod metod stosowanych do oceny insulinowrazliwo$ci-insulinoopornosci,
wyrdzniamy pomiary bezposrednie — metoda klamry metabolicznej, posrednie -
wedlug modelu minimalnego (ang. minimal model analysis of frequently sampled
intravenous glucose tolerance test, FSIVGTT) oraz przyblizone wskazniki insuli-
nowrazliwosci-insulinoopornosci: obliczone z wartosci glikemii i insulinemii na
czczo (wskaznik glikemia/insulinemia na czczo, HOMA-IR, QUICKI) i pocho-
dzace z pomiaréw w trakcie OGTT (np. indeks Matsudy, indeks Gutt, wskaznik
Stumvolla) [119].

Tabela 4. Wybrane efekty metaboliczne dzialania insuliny

Narzad Fizjologiczne efekty dziatania insuliny
1 aktywnosci kluczowych enzymow glikolizy i glikogenezy,
watroba | aktywnosci enzymodw glikogenolizy i glukoneogenezy,
3 | aktywnosci lipazy watrobowej (VLDL— LDL),
1 wnikania aminokwasoéw, | proteolizy,
o 1 liczby GLUT-4, 1 glikogenezy, | glikogenolizy i glukoneogenezy
miesnie A
d 1 glikolizy i 1 lipogenezy,
szkieletowe A . .
1 wnikania aminokwasoéw, | proteolizy,
tkanka ! I|c.zby. GLUT_4’
duszezowa | | glikolizy (1 lipogenezy),
| lipolizy (lipaza triacyloglicerolowa) - | stezenia WKT w osoczu
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Stany zwiekszonego ryzyka cukrzycy typu 2 stanowia wyzwanie dla klinicystow
i badaczy, co obserwujemy wyraznie od czasu pierwszego §wiatowego kongresu
Prediabetes & Metabolic Syndrome w 2005 roku.

Trwa dyskusja nt. sposobow rozpoznawania i nazewnictwa stanéw przed-
cukrzycowych. Okreslenie IFG (ang. impaired fasting glycemia), nieprawidlowa
glikemia na czczo, uzywane jest, gdy dysponujemy tylko glikemig na czczo w za-
kresie 100-125 mg/dl, cho¢ zdajemy sobie sprawe, ze moze to wskazywacl za-
réwno na ryzyko cukrzycy jak i wezesny jej etap, oraz dla opisania konkretnego
wyniku OGTT, a przez to kategorii prediabetes (Tabela 3). Eksperci podkreslaja,
ze dla efektywnej prewencji cukrzycy typu 2 potrzebujemy badan wyjasniajacych
wczesne etapy dysglikemii i sposéb ich progresji do T2DM, oddzielnie dla oséb
z zaburzong regulacja glikemii na czczo i 0séb z zaburzeniami glikemii po posit-
ku [58].

Dostepne publikacje wskazuja na roznice pomiedzy kategoriami stanu
przedcukrzycowego. Dominujaca cechg izolowanego IFG ma by¢ insulinoopor-
no$¢ watrobowa, z uposledzong supresja glukoneogenezy przez insuling, pod-
czas gdy izolowana IGT ma charakteryzowac sie insulinoopornoscia obwodows,
przy podobnym stopniu uposledzonej sekrecji insuliny z komdrek beta w obu
przypadkach [2, 22]. Zaobserwowano, ze IFG charakteryzuje si¢ obnizong pod-
stawowa sekrecja insuliny i uposledzong pierwsza faza wydzielania insuliny
w odpowiedzi na bodziec glukozowy, natomiast druga faza wydzielania insuli-
ny i insulinowrazliwo$¢ obwodowa (gltéwnie mig$niowa) sa prawidtowe. Osoby
z IGT prezentowaly prawidlowa podstawowa sekrecje insuliny przy uposledzo-
nej pierwszej i drugiej fazie wydzielania insuliny wraz z obnizong insulinow-
razliwosci obwodowa [109]. Waznym elementem patogenezy IFG ma by¢ upo-
sledzone podstawowe wydzielanie insuliny, a w przypadku IGT - uposledzona
druga faza odpowiedzi insuliny na bodziec glukozowy [109]. Badania interwen-
cyjne pokazaly, ze zwigkszenie aktywnosci fizycznej sprzyjalo redukeji poposit-
kowej (2 godziny) glikemii, a nie wptywalo na glikemi¢ na czczo [72]. Feerch K
i wsp. wykazali, ze osoby z wczesnie zidentyfikowang izolowang IFG (glikowana
hemoglobina HbAlc 5,54 + 0,09%; $rednia + SE) i izolowang IGT (HbAlc 5,41
+ 0,07%; $rednia + SE), przejawiaja ten sam stopien dysfunkcji komorek alfa
i beta wysp trzustkowych, a jedynie grupa IGT prezentuje insulinoopornos¢
obwodowg. Dodatkowo u 0sob z izolowang IGT obserwowano uposledzenie
sekrecji glukozozaleznego polipeptydu insulinotropowego GIP, a u oséb z IFG
- podwyzszone stezenia glukagonopodobnego peptydu 1 GLP-1 we krwi [57].
Badacze podkreslajg potrzebe wyjasnienia odmiennosci IFG i IGT, zwlaszcza
w aspekcie progresji do cukrzycy, co powinno przyczyni¢ sie do zapobiezenia
rozwojowi T2DM [125].
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1.2. Stres oksydacyjny

Zaburzenie réwnowagi pomiedzy reakcjami pro-oksydacyjnymi i mozliwoscia-
mi obrony antyoksydacyjnej ugruntowalto swojg pozycje m.in. w cukrzycy, cho-
robach sercowo-naczyniowych, nowotworach czy zapaleniach. Wyniki badan
u chorych z jawng patologia — cukrzyca badz chorobg niedokrwienng serca — po-
zwalajg traktowac stres oksydacyjny jako element taczacy rézne kierunki zabu-
rzen metabolicznych w ww. chorobach cywilizacyjnych [161].
Czlowiek jako organizm wykorzystujacy tlen w procesach metabolicznych,
w tym do produkcji niezbednej energii, powinien kontrolowa¢ wszystkie reakcje
z jego udzialem. Okreslone, adekwatne do potrzeb, stezenia reaktywnych form
tlenu (RFT) i reaktywnych form azotu (RFA) sa niezbedne w modulowaniu ko-
morkowych szlakow sygnalowych czy w procesach zwalczania chorobotworczych
mikroorganizmoéw [84], jednak nadmiar tych niezwykle aktywnych czastek moze
w konsekwencji doprowadzi¢ do uszkodzenia molekut, komoérek i tkanek.
Sposréd mozliwych zrodel reaktywnych form tlenu i wolnych rodnikéw
u czlowieka najczesciej w piSmiennictwie spotykamy [21, 69, 98]:
- mitochondrialny uklad transportu elektronéw, z ktérego moga wydostac si¢
produkty posrednie, np. anionorodnik ponadtlenkowy, nadtlenek wodoru czy
rodnik hydroksylowy,

0, + € > 0y anionorodnik ponadtlenkowy
0, + 2e +2H" > H,0, nadtlenek wodoru
0, + 3¢ + 3H' > 'OH + H,O rodnik hydroksylowy
0, + de + 4H' > 2 H,0

- reakcje katalizowane przez oksydoreduktazy (oksydazy) w ramach normalne-
go metabolizmu komorki,

- utlenianie zwigzkéw niskoczasteczkowych (RH,), np. amin katecholowych,
tioli, cukréw redukujacych - zwlaszcza glukozy, z wytworzeniem anionorod-
nika ponadtlenkowego i wolnego rodnika (‘RH) utlenianego zwiazku,

0, + RH, > 'Oy + RH +H'

— peroksysomy w komorce z aktywnoscig oksydazy ksantynowe;j i krétkim tan-
cuchem transportu elektronoéw,

- proces aktywacji fagocytéw z wytworzeniem RFT - funkcja bakteriobdjcza
neutrocytéw wynika m.in. z produkcji anionorodnika ponadtlenkowego -
dodatkowo z mozliwoscig przeprowadzenia reakcji Fentona, gdy ma miejsce
mobilizacja jonéw Fe z ferrytyny w trakcie obnizania pH:



'Oy + H>0O,

> 'OH + OH + O,

- niedokrwienie i niedotlenowanie tkanek sprzyjajace m.in. obnizaniu pH

w komorce,

- reakcje przemiany kwasy arachidonowego w blonie komoérkowej,
- czynniki fizyczne.

Wolne rodniki tlenowe reaguja ze zwigzkami organicznymi i moga zapoczat-
kowac¢ reakcje fancuchowe, umieszczajac niesparowany elektron na atomie we-
gla, tlenu lub azotu w czasteczce modyfikowanego zwigzku. Taka zmiana lipidéw,
biatek czy kwaséw nukleinowych moze prowadzi¢ do zmiany ich funkeji [117].

Dobrze poznanym procesem w ukltadach biologicznych jest proces peroksyda-
cji lipidéw - fanicuchowy proces wolnorodnikowy z wytworzeniem organicznych
wolnych rodnikéw i produktéw posrednich, m.in. aldehydéw, 4-hydroksyalkenali,
alkanéw czy dialdehydu malonowego. Skutkiem modyfikacji wielonienasyconych
kwaséw ttuszczowych w obrebie blon komérkowych moze by¢ zmiana tadunku
na powierzchni blony i wzrost jej przepuszczalnosci oraz dezintegracja komorki
[17]. Mediatorem uszkodzenia jest najczesciej rodnik hydroksylowy, a podatne
na oksydacje kwasy ttuszczowe bedg rozprzestrzenia¢ produkty reakcji w formie
rodnika wodoronadtlenkowego, nadtlenkowego badz alkilowego [99].

Potwierdzono znaczenie zwiekszonego stezenia produktéw peroksydaciji lipi-
doéw w patobiochemii cukrzycy i jej powiklan [101] oraz w klinicznych postaciach
choroby niedokrwiennej serca [95 ]. Stres oksydacyjny jest niekwestionowanym
elementem definicji miazdzycy [78]. Idea prewencji choréb sercowo-naczynio-
wych i cukrzycy wymaga od badaczy wyjasnienia roli zaburzen réwnowagi pro-
oksydacyjno-antyoksydacyjnej na wczesniejszych etapach — w stanach zwiekszo-
nego ryzyka rozwoju cukrzycy typu 2.

Uktad antyoksydacyjny

1. Pierwszg lini¢ obrony stanowig antyoksydanty enzymatyczne przemieniajace
juz istniejace reaktywne formy tlenu (RFT) w mniej szkodliwe czastki oraz
biatka ograniczajace dostepnosc jondw metali grup przejsciowych do reakeji
Fentona - zapobiegajace formowaniu kolejnych RFT [86]. Enzymy dysmuta-
za ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT), peroksydaza glutationu (GPx) sa
podstawowymi elementami wewnatrzkomoérkowego systemu obronnego.
Biatka osocza o funkgcji antyoksydacyjnej to m.in. metaloproteiny: albumina,
ceruloplazmina, transferyna.

2. Druga lini¢ obrony tworza antyoksydanty przerywajace lancuchowe reakcje
wolnorodnikowe, np. witamina E, witamina C, witamina A, kwas moczowy,
bilirubina, tlenek azotu.

3. Trzecig linie obrony zapewniaja enzymy naprawcze [17].
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Dysmutaza ponadtlenkowa

Sposrod antyoksydantéw enzymatycznych dysmutaza ponadtlenkowa SOD-1
rozpoczyna reakcje unieczynniania reaktywnych form tlenu, przeprowadzajac
anionorodnik ponadtlenkowy w mniej aktywny nadtlenek wodoru [44, 126].
Katalizuje reakcje dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego (*O,”) do nad-
tlenku wodoru i molekularnego tlenu:

SOD
‘0, + 0,y + 2H ——» H,0, + O,

utleniacz  reduktor

Enzym ten chroni komoérke nie tylko przed dziataniem °*O,", po$rednio za-
pobiega réwniez tworzeniu rodnika *OH w reakeji Fentona katalizowanej przez
metale grup przej$ciowych (Fe*?, Cu*?):

'Oy + H,0, ‘OH + OH + O,

W kolejnych reakcjach ograniczania reaktywnosci tlenu biorg udzial m.in.
katalaza:

H>,0O, + H,0Op ———> 2H,0 + O,

oraz peroksydaza glutationu:

2GSH + H,0, —> GSSG + 2H,0

katalizujace rozktad nadtlenku wodoru.

U ssakow rodzina dysmutaz ponadtlenkowych (SOD, EC 1.15.1.1) obejmuje
trzy rézne formy: cytoplazmatyczng zwierajaca miedz i cynk (Cu,Zn-SOD wa-
runkowana przez gen sod1), mitochondrialng zawierajaca mangan (Mn-SOD ko-
dowana przez gen sod2) i zewnatrzkomoérkowy (extracellular, EC-SOD, réwniez
zawiera Cu i Zn, kodowana przez gen sod3) [178]. Pomimo podobnych funk-
cji enzymy roznig si¢ budowa biatkows, lokalizacja chromosomowsy i strukturg
genu, wymaganiami kofaktoréw i umiejscowieniem w komorce [81]. Numeracja
dysmutaz ponadtlenkowych pokazuje kolejnos¢ odkrywania i opisywania enzy-
moéw: SOD-1 przez McCorda i Fridovicha w 1969 r. [107], SOD-2 przez McCor-
da w1976 . [105] i SOD-3 przez Marklunda w 1982 r. [102].



Catkowity stan antyoksydacyjny

Podczas gdy nauki podstawowe prébuja ustali¢, jakie skladowe osocza odpowia-
daja za wlasnosci antyoksydacyjne (zob. Schemat 1.) oraz jaki jest ich procentowy
udzial, nauki kliniczne juz doceniaja role stresu oksydacyjnego [18]. W praktyce
mozna spotkac stosowanie antyoksydantéw m.in. w ograniczaniu skutkéw radio-
i chemioterapii czy objawowym leczeniu neuropatii, w tym cukrzycowe;.

W aktywnosci przeciwutleniajacej osocza/surowicy biorg udzial: kwas mo-
czowy (35-65%), biatka osocza (10-50%), witamina C (prawie 14%) i witamina E
(prawie 7%) [145]. Inni badacze ocenili udzial poszczegdlnych sktadowych oso-
cza w calkowitym stanie antyoksydacyjnym nastepujaco: grupy -SH 52,9%, kwas
moczowy 33,1%, wit. C 4,7%, bilirubina catk. 2,4%, wit. E 1,7%, inne 5,2% [53].

Badacze s zgodni, Ze ze wzgledu na udzial wielu elementéw osocza w tworze-
niu obrony antyoksydacyjnej i wobec mozliwej ich zmienno$ci, w stanach patolo-
gicznych o duzym udziale stresu oksydacyjnego bardziej wartosciowy jest pomiar
sumaryczny [53]. Oznaczenia tych parametréw moga stanowi¢ ocene osobniczej
podatnosci na stres tlenowy.

Stres oksydacyjny jest wcigz aktualnym tematem w patobiochemii choréb ser-
cowo-naczyniowych, w tym cukrzycy. Dotad uwazano, ze stezenie HDL-C ma
znaczenie rokownicze u chorych z nieoptymalnie kontrolowanymi stezeniami
LDL-C we krwi. Badacze podniesli znaczenie lipoproteiny o wysokiej gestosci
takze u 0s6b z niskimi wartosciami LDL-C (< 100 mg/dl), z zaznaczeniem jej
wlasciwosci antyoksydacyjnych §wiadczonych np. w stosunku do $rédblonka
(63, 136].

Gléwne antyoksydanty niskoczasteczkowe osocza:

HYDROFILOWE HYDROFOBOWE

* askorbinian * o tokoferol
* glutation * B tokoferol
* kw. moczowy * o karoten
*  bilirubina * B karoten
* glukoza
\° pirogronian Y,
N
antyoksydanty
biatka osocza (grupy —SH) niskoczasteczkowe osocza
—
v

Zdolnos¢ antyoksydacyjna osocza

Schemat 1. Gléwne sktadowe zdolnosci antyoksydacyjnej osocza, na podstawie [17, 18, 53].
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1.3. Perspektywy prediabetes

Wskaznik konwersji IGT do T2DM (procent w ciggu roku), zaleznej od po-
chodzenia etnicznego i nagromadzenia czynnikéw ryzyka, jest okreslany
w roznych badaniach prospektywnych miedzy 2,3% i 11% [152]. W niekto-
rych grupach etnicznych, np. u Latynosek z cukrzyca cigzowa w wywiadzie,
wynosi on 14,3% [26].

W badaniu Finnish Diabetes Prevention Study uzyskano wskaznik konwersji
IGT do T2DM 11% oraz szanse jego obnizenia o 58% lub 31%, przy odpowiednio:
intensywnej zmianie stylu zycia (ang. intensive lifestyle intervention) obejmujacej
interwencje dietetyczng i wysilek fizyczny lub przy leczeniu metforming [156].
W kolejnym badaniu interwencyjnym, dotyczacym populacji amerykanskiej,
wyliczono 11% wskaznik konwersji IGT do T2DM w grupie placebo z szansa
obnizenia ryzyka o 50% przy leczeniu pioglitazonem [46].

Dysglikemia jako element zespotu metabolicznego

Tkanka tluszczowa, zwlaszcza trzewna, nie jest juz postrzegana tylko jako ma-
gazyn tluszczu. Otylo$¢ brzuszna cechuje si¢ np. zmiang rozmiaru adipocytéow
i infiltracjg tkanki przez monocyty. Adipokiny, produkowane m.in. przez ko-
morki tluszczowe i komorki infiltrujace (np. makrofagi), biora udzial w kontroli
odzywiania, regulacji wrazliwosci na insuling i metabolizmu weglowodanowo-
-lipidowego, modulacji proceséw zapalnych i krzepniecia—fibrynolizy, oddziatuja
na angiogeneze¢ i napiecie naczyniowe [40]. Patobiochemia otylosci jest czescia
etiopatogenezy miazdzycy.

Wobec narastajacego w $wiecie problemu otylosci i zwigzanej z tym epidemii
cukrzycy typu 2 oraz powiklan sercowo-naczyniowych, w 2005 roku na I Mie-
dzynarodowym Kongresie po$wigconym zespolowi metabolicznemu i stanom
przedcukrzycowym, Miedzynarodowa Federacja Cukrzycowa (International
Diabetes Federation, IDF) zaproponowala definicje zespotu metabolicznego do
powszechnego stosowania, tzw. zloty standard [7]. W praktyce klinicznej ozna-
czalo to zalecenie zwracania uwagi na kazda osobe¢ z otyloscig centralng, czyli
brzuszng (niezbedny element zespotu metabolicznego) i poszukiwania kolejnych
czynnikéw ryzyka (kolejnych kryteridw) zawartych w definicji. U kazdej osoby
spelniajacej kryterium podstawowe tj. obwdd w talii, powyzej okreslonej dla da-
nej grupy etnicznej wartos$ci granicznej, rekomendowano poszukiwanie zaburzo-
nych 2 elementéw z 4 nizej wymienionych:

- warto$¢ ci$nienia tetniczego krwi
- stezenie triacylogliceroli (TAG) w osoczu na czczo
— stezenie cholesterolu frakcji HDL (HDL-C) w osoczu na czczo



- stezenie glukozy w osoczu na czczo; w przypadku stwierdzenia glikemii 5,6
7,0 mmol/l (100-125 mg/dl) zaleca si¢ przeprowadzenie testu doustnego ob-
cigzenia glukoza.

Zespol metaboliczny skupia najbardziej niebezpieczne czynniki ryzyka cho-
réb sercowo-naczyniowych. Szacuje sie, ze dotyczy on okoto 1/4 $§wiatowej popu-
lacji dorostych. Osoby z zespolem metabolicznym majg 5-krotnie wyzsze ryzyko
rozwoju cukrzycy typu 2 (jezeli nie jest jeszcze rozpoznana), 3-krotnie czesciej
doznajg ostrego epizodu wiencowego lub zawatu oraz 2-krotnie czg¢sciej umieraja
z tego powodu, w poréwnaniu z osobami bez zespotu metabolicznego.

Stanowisko IDF z 2005 roku zawieralo rowniez tzw. platynowy standard - do-
datkowe kryteria dla celéw badan naukowych, pogrupowane w kategorie:

1. nieprawidiowa dystrybucja tkanki ttuszczowej — np. adipokiny,

2. dyslipidemia aterogenna (parametry inne niz 1 stez.TAG i | stez. HDL-C),

3. dysglikemia - zalecany OGTT,

4. insulinooporno$¢ (parametry inne niz zwigkszone stezenie glukozy na czczo),

5. zaburzona regulacja naczyniowa (parametry inne niz podwyzszone cisnienie
tetnicze),

6. stan prozapalny — np. bialko hs-CRP,

7. stan prozakrzepowy,

8. czynniki hormonalne

oraz zachete dla badaczy do wyjasniania patobiochemii otylosci i stanéw przed-

cukrzycowych [7].

Wedtug ekspertéw IDF ocena dodatkowych elementéw pozwoli, w razie po-
trzeby, zmodyfikowa¢ definicje zespolu metabolicznego. Mamy pamietac, ze ze-
spot ten jest zbiorem niekorzystnych zjawisk biochemicznych, prowadzacych do
zmian czynno$ciowych i strukturalnych narzagdéw. Zaproponowana w 2005 roku
definicja zespolu metabolicznego nie wyczerpata dyskusji nt. okreslenia kryte-
riéw zespotu metabolicznego i wspolwystepowania zaburzen metabolicznych
u 0s6b z nadmierng masg ciata. Obecnie otyto$¢ brzuszna jest jednym z réwno-
rzednych elementéw definicji tego zespotu, ktéry rozpoznajemy stwierdzajac 3
zaburzenia sposrdd 5 [82].

W literaturze brakuje danych na temat wplywu spozycia duzej ilosci glukozy
(standardowa ilo$¢ 75,0 g w tescie doustnego obcigzenia glukozg) na zachowanie
sie biochemicznych markeréw otytosci i insulinoopornosci, parametréw wyréw-
nania metabolicznego oraz wykladnikéw procesu zapalnego i stresu oksydacyj-
nego we krwi.

Wykorzystujac zalecenie lekarskie przeprowadzenia OGTT u os6b z hiper-
glikemig przedcukrzycowa badz normoglikemia na czczo, ale znajdujacych sig
w grupie ryzyka rozwoju cukrzycy typu 2 (np. otyli), zaplanowano ich komplek-
sowa oceng, w tym analiz¢ parametréw stresu oksydacyjnego na czczo i w 120.
minucie OGTT.
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Poréwnanie kierunkéw zmian wybranych parametréw miedzy osobami pre-
zentujacymi narastajace ryzyko rozwoju cukrzycy typu 2, biorac pod uwage BMI
i wyniki testu doustnego obcigzenia glukoza (prawidtowa tolerancje glukozy,
stan przedcukrzycowy i §wiezg wykryta cukrzyce), jak tez analiza zaleznosci po-
miedzy ocenianymi parametrami, przyczynia si¢ do lepszego poznania patobio-
chemii stanéw przedcukrzycowych oraz ustalenia optymalnego postepowania
profilaktycznego i leczniczego.



2. Cel pracy

Zdarzenia metaboliczne towarzyszace otylosci, prowadzace do ujawnienia czynni-
kéw ryzyka chordb sercowo naczyniowych, w tym cukrzycy, sa szeroko dyskutowane.
Wyniki badan prospektywnych, pozwalajace przesledzi¢ na przestrzeni lat scenariusz
zmian biochemicznych u 0s6b zwigkszajacych mase ciala, bytyby niezwykle cenne.

W pracy podjeto probe poréwnania parametréw metabolicznych migdzy oso-
bami prezentujacymi narastajace ryzyko rozwoju cukrzycy typu 2, uwzgledniajac
wskaznik masy ciala BMI i wyniki testu doustnego obcigzenia glukozg: prawidto-
wa tolerancje glukozy, stan przedcukrzycowy (nieprawidiowa glikemia na czczo
i uposledzona tolerancja glukozy) oraz §wieza wykryta cukrzyce, co stanowilo
»miedzyosobniczy” zamiennik badania prospektywnego.
Cele pracy byly nastepujace:
1. Ocena parametrow stresu oksydacyjnego we krwi:

- stezenia produktéw peroksydacji lipidéw w osoczu,

- stezenia calkowitej aktywnosci antyoksydacyjnej osocza,

- aktywnosci cytoplazmatycznej dysmutazy ponadtlenkowej SOD-1 w ery-

trocytach,
- ekspresji genu kodujacego SOD-1 w jednojadrzastych komoérkach krwi
obwodowej,
w grupach oséb tworzacych (populacyjny) model narastajacego ryzyka roz-
woju cukrzycy typu 2.

2. Wykorzystanie modelu testu doustnego obciazenia glukoza do oceny dyna-
miki zmian markerow stresu oksydacyjnego w badanych grupach oséb, w za-
leznosci od wynikéw oceny tolerancji glukozy.

3. Analiza wspoldziatania elementéw wewnatrzkomoérkowej (aktywnosé dysmu-
tazy ponadtlenkowej SOD-1 w erytrocytach) i zewnatrzkomorkowej (stezenie
catkowitego stanu antyoksydacyjnego, TAS, osocza) obrony antyoksydacyj-
nej, w prewencji stresu oksydacyjnego.

4. Ocena wplywu czynnikéw ryzyka chordb sercowo-naczyniowych na parame-
try stresu oksydacyjnego w badanej populacji.

5. Ocena wartosci diagnostycznej wskaznikéw insulinowrazliwo$ci-insulino-
opornosci u 0s6b ze zwiekszonym ryzykiem cukrzycy typu 2.

6. Ocena warto$ci diagnostycznej parametréw stresu oksydacyjnego w réznico-
waniu populacji z narastajacym ryzykiem rozwoju cukrzycy typu 2.
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3. Materiat i metody

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Komisji Bioetycznej przy Uniwersy-
tecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

3.1. Osoby badane

Badaniami obje¢to osoby pochodzenia kaukaskiego, mieszkancéw Wielkopolski,
z grupy zwigkszonego ryzyka wystgpienia cukrzycy typu 2, kierowanych do Porad-
ni Zaburzen Metabolicznych i Poradni Nadci$nienia Tetniczego Szpitala Kliniczne-
go im. Przemienienia Panskiego, w okresie od wrzesnia 2007 r. do czerwca 2011 r.

Podczas badania wstepnego, po przeprowadzeniu kompleksowego badania
klinicznego, wykluczono osoby palace, stosujace specjalne diety czy farmakote-
rapi¢ oraz pacjentéw ze schorzeniami ostrymi lub przewleklymi (m.in. choro-
ba niedokrwienna serca, udar mézgu, przewlekle choroby zapalne np. choroby
nerek i watroby, choroby autoimmunologiczne, nadczynnosci i niedoczynnosci
gruczoléw dokrewnych), ktére to czynniki mogtyby wplywa¢ na metabolizm,
w tym na réwnowage oksydanty-antyoksydanty czy modyfikowaé odpowiedz
immunologiczng ustroju.

W ramach badania przedmiotowego zmierzono wzrost i mase ciala kazdej
osoby dla obliczenia wskaznika masy ciala (BMI), obwdd talii oraz warto$¢ skur-
czowego (SBP) i rozkurczowego (DBP) ci$nienia tetniczego krwi, dwukrotnie na
ramieniu konczyny gérnej lewej po 15-minutowym odpoczynku w pozycji sie-
dzacej (sfigmomanometr MEDEL Palm Pro 91431, Medel, Wtochy).

Na czczo wykonano pomiary stezenia glukozy w osoczu, parametréw wydol-
nosci watroby i nerek w surowicy oraz badanie ogélne moczu i morfologii krwi
obwodowej. Do dalszych etapow zakwalifikowano osoby z glikemig < 126 mg/d],
bez patologicznych wynikéw ww. analiz laboratoryjnych.

Na podstawie badania podmiotowego i przedmiotowego, po przeanalizowa-
niu przeciwwskazan do testu doustnego obcigzenia glukoza (OGTT) zgodnie
z zaleceniami WHO, do badan zakwalifikowano kobiety i mezczyzn w wieku od
30 do 63 lat. Wszyscy, poinformowani o celu prowadzonych badan, wyrazili na
nie zgode ma pismie. Kazda osoba zostata poinformowana o koniecznosci zacho-
wania standardowych warunkoéw przed i w trakcie OGTT [165].

Ostateczng liczebnos¢ ustalono dbajac o zblizony rozkiad wieku kobiet i mez-
czyzn w badanych podgrupach, uwzgledniajac osoby, u ktorych stezenie biatka



C-reaktywnego w surowicy, oceniane metoda o wysokiej czutosci (hsCRP), nie
przekraczalo 8 mg/l. Wartosci hsCRP powyzej 10 mg/1 s3 uznawane za wyktadnik
ostrej fazy [49, 153].

Na podstawie uzyskanego wskaznika masy ciata (BMI) i wynikéw OGTT
[165, 175], populacje badang (n = 140) podzielono na grupy wedlug nastepuja-
cego schematu:

Grupa 1 - prawidlowa tolerancja glukozy (NGT) i prawidtowe BMI 19,0-24,9
kg/m? (n = 24)

Grupa 2 - NGT i nadwaga (BMI 25,0-29,9 kg/m?) (n = 24)

Grupa 3 - NGT i otytos¢ (BMI 30,0-39,9 kg/m?) (n = 24)

Grupa 4 - nieprawidlowa glikemia na czczo (IFG) i nadwaga/otylo$¢ (n = 22)

Grupa 5 - nieprawidlowa tolerancja glukozy (IGT) i nadwaga/otylos¢ (n = 24)

Grupa 6 - $wiezo rozpoznana cukrzyca typu 2 i nadwaga/otylos¢ (n = 22).

W ten sposdb stworzono model narastajacego ryzyka rozwoju cukrzycy typu 2.

3.2. Metodyka badan

3.2.1. Test doustnego obcigzenia glukozg (OGTT)

Przed testem doustnego obciazenia glukoza poinformowano pacjentéw o ko-
niecznos$ci zachowania standardowych warunkéw przeprowadzenia OGTT, wg
zalecen WHO.

Poproszono, by osoby badane nie modyfikowaly tuz przed testem stylu zyciu,
tj. nie ograniczaty spozycia weglowodanoéw i nie zwigkszaly wysitku fizycznego.
Zalecono, by uczestniczacy w badaniach przyjmowali okoto 300 graméw weglo-
wodanéw dziennie przez 3 dni poprzedzajace test (przynajmniej 150 g/dobe)
i utrzymywali swoja dotychczasowa aktywno$¢ fizyczna; zglosili sie do badania
rano, po przespanej nocy, na czczo (8-14 godzin od ostatniego positku); wypili
roztwor glukozy w ciggu 3-5 minut; w ciggu dwoch godzin, od przyjecia glukozy
do drugiego pobrania krwi, pozostawali w spoczynku oraz nie palili tytoniu.

3.2.2. Pobieranie materiatu do badania

Krew pobierano dwukrotnie z okolicy zgiecia fokciowego do trzech probéwko-
-strzykawek (zestawy Monovette, Sarstedt, Niemcy), w ilo$ci okoto 16 ml kazdorazo-
wo, dla uzyskania krwi petnej EDTA, krwi pelnej heparynizowanej oraz surowicy:
— pierwsze pobranie - na czczo, w 0. minucie OGTT, po czym podano do wypi-
cia 75,0 g glukozy (porcje przygotowano w Aptece Akademickiej Uniwersytetu
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Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, przy ul. Dagbrowskiego
79) rozpuszczonej w 300 ml wody, w ciagu 3-5 minut, w pozycji siedzacej;

- drugie pobranie — w 120. minucie po spozyciu glukozy.

Z pierwszego pobrania:

1. Krew petna EDTA postuzyla do oceny morfologii krwi obwodowej, poziomu
glikowanej hemoglobiny HbA ¢ oraz do izolacji PBMC (ang. peripheral blood
mononuclear cells).

2. Czes¢ krwi pelnej heparynizowanej przeznaczono na oznaczenie aktywnosci
SOD-1 w erytrocytach, pozostalg ilos¢ odwirowano i oddzielono osocze dla
oznaczenia stezenia glukozy (G), cholesterolu catkowitego (T-C), cholestero-
lu frakeji HDL (HDL-C) i triacylogliceroli (TAG) oraz stezenia catkowitego
stanu antyoksydacyjnego (ang. total antioxidant status, TAS) i produktow pe-
roksydacji lipidow jako TBARS (ang. thiobarbituric acid-reacting substances).

3. Po wykrzepieniu - krew odwirowano i oddzielono surowice dla oznaczenia
stezenia biatka C-reaktywnego metoda o wysokiej czutosci (hsCRP); czes¢
surowicy natychmiast zamrozono w temp. -25°C dla oznaczenia stezenia in-
suliny.

Z drugiego pobrania:

1. Krew pelna EDTA postuzyla do izolacji PBMC.

2. Czes¢ krwi pelnej heparynizowanej przeznaczono na oznaczenie aktywnosci
SOD-1 w erytrocytach, pozostalg ilos¢ odwirowano i oddzielono osocze dla
oznaczenia stezenia glukozy oraz stezenia catkowitego stanu antyoksydacyj-
nego (TAS) i produktéw peroksydacji lipidow (TBARS).

3. Po wykrzepieniu - krew odwirowano i surowice natychmiast zamrozono
w temp. -25°C dla oznaczenia stezenia insuliny.

3.2.3. Metody oznaczania parametréw gospodarki weglowodanowe;j
i lipidowej, morfologii krwi obwodowe;j i biatka C-reaktywnego

Metoda oznaczania stezenia glukozy

Stezenie glukozy (G) w trakcie OGTT (G-0"i G-120") w osoczu oceniano metoda
enzymatyczng, z heksokinazg i dehydrogenazg glukozo-6-fosforanowa, na apara-
cie Dimension Xpand Plus Systems (Siemens Healthcare Diagnostics). Oznacze-
nia wykonano w Laboratorium nr 2 Dziatu Diagnostyki Laboratoryjnej Szpitala
Klinicznego Przemienienia Pariskiego Uniwersytetu Medycznego im. Karola Mar-
cinkowskiego w Poznaniu.

Metody oznaczania stezenia parametréw lipidowych

Stezenie cholesterolu catkowitego (T-C) w osoczu oceniano metodg enzymatycz-
ng, z esterazg cholesterolowa/oksydaza cholesterolows.



Stezenie cholesterolu frakcji HDL (HDL-C) w osoczu mierzono po skom-
pleksowaniu chylomikronéw, lipoprotein o bardzo niskiej gestosci (VLDL) oraz
lipoprotein o niskiej gestosci (LDL) siarczanem dekstranu w obecnosci siarczanu
magnezu, metoda enzymatyczna z esterazg cholesterolowa/oksydaza cholestero-
lowa.

Stezenie triacylogliceroli (TAG) w osoczu mierzono metoda enzymatyczng
(lipaza/ kinaza glicerolowa/ oksydaza glicerolo-3-fosforanu/ peroksydaza).

Pomiary T-C, HDL-C i TAG wykonano standardowo na aparacie Dimension
Xpand Plus Systems (Siemens Healthcare Diagnostics) w Laboratorium nr 2
Dziatu Diagnostyki Laboratoryjnej Szpitala Klinicznego Przemienienia Patiskie-
go Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

Stezenia cholesterolu frakcji LDL (LDL-C) w osoczu wyliczono ze wzoru
Friedewalda:

LDL [mmol/l]=[T-C]-[HDL-C]-[TAG/2,2]
Stezenia cholesterolu frakcji nie-HDL (nieHDL-C) w osoczu wyliczono ze wzoru:

nieHDL-C [mmol/l]=[T-C]-[HDL-C]

Badanie morfologii krwi obwodowej

Zostalo wykonane, wedlug standardowych procedur, w analizatorze hematolo-
gicznym Cell-Dyn Ruby firmy Abbott Laboratories (Abbott Park, IL, USA) w La-
boratorium nr 2 Dzialu Diagnostyki Laboratoryjnej Szpitala Klinicznego Prze-
mienienia Parskiego Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu.

Metoda oceny glikowanej hemoglobiny HbA1c

HbAlc we krwi pelnej mierzono metoda certyfikowang przez NGSP (National
Glycohemoglobin Standardization Program) przy uzyciu wysokosprawnej chro-
matografii cieczowej (HPLC) na aparacie D-10 firmy Bio-Rad (Hercules, CA,
USA). Oznaczenia wykonano w Zakladzie Diagnostyki Laboratoryjnej i Mikro-
biologicznej Szpitala Wojewoddzkiego w Poznaniu.

Metoda oznaczania hsCRP

Stezenie biatka C-reaktywnego w surowicy (hsCRP) zostalo zmierzone metoda
o wysokiej czulosci (ang. high sensitivity) — metoda nefelometrii przy uzyciu od-
czynnikow i aparatu firmy Dade Behring (USA). Oznaczenia wykonano w Za-
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kfadzie Diagnostyki Laboratoryjnej i Mikrobiologicznej Szpitala Wojewodzkiego
w Poznaniu.

3.2.4. Metody oceny insulinowrazliwosci-insulinoopornosci

Metoda oznaczenia stezenia insuliny w surowicy krwi

Stezenie insuliny mierzono metoda immunoenzymatyczng przy uzyciu odczyn-
nikéw firmy BioSource (Nivelles, Belgia) i czytnika mikroptytek Sunrise™ firmy
Tecan Group Ltd (Ménnedorf, Szwajcaria), z czuloscig analityczng 0,15 mU/L.
Wspolczynniki zmienno$ci (coefficients of variation, CV), wewnatrzseryjnej
i miedzyseryjnej, wynosity odpowiednio: 3,3% i 4,0%.

Wskazniki insulinowrazliwosci pochodzqce z badari dynamicznych

Na podstawie wynikéw pomiaréw stezenia glukozy i insuliny w 0. i 120. minucie

testu doustnego obcigzenia glikozg, wyliczono wskaznik IS, . [47, 103].
ISI, .. - Indeks Matsudy [I> -mg'-mU"'] wyrazony byt wzorem:
ISI = 10000/V{(Ins0’x GO’) x (GO'+G120°)/2 x (Ins0’+Ins120°)/2}

Matsuda

GO’ [mg/l] - glikemia w 0. minucie OGTT;
G120’ [mg/dl] - glikemia w 120. minucie OGTT;
Ins0’  [mU/l] - insulinemia w 0. minucie OGTT;
Ins120° [mU/l] - insulinemia w 120. minucie OGTT.

Na podstawie wynikéw pomiaréw glikemii i insulinemii w 0. i 120. minucie
OGTT oraz masy ciala osoby badanej wyliczono wskaznik ISI, _ [67].

0,120

IS, ,, - Indeks Gutt [mg]>mmol'-mU"-min"'] wyrazony byl wzorem:

ISI ., = m/MPG/log MSI, gdzie:

0,120

m — szybkos¢ pobierania glukozy w tkankach obwodowych
= {75000 mg +(GO0’ - G120°) x (0,19 x M.C.)}/120. min.
GO’ [mg/l] - glikemia w 0. minucie OGTT;
G120 [mg/dl] - glikemia w 120. minucie OGTT;
(0,19x M.C.) - przestrzeni zajmowana przez glukoze [1],
M.C. - masa ciata [kg];
MPG - Srednie stezenie glukozy w trakcie OGTT

= (GO’ + G120°)/2
GO’ [mmol/l] - glikemia w 0. minucie OGTT;
G120’ [mmol/dl] - glikemia w 120. minucie OGTT;



MSI - $rednie stezenie insuliny w surowicy = (Ins0’ + Ins120)/2
Ins0’ [mU/]] - insulinemia w 0.minucie OGTT;
Ins120° [mU/1] — insulinemia w 120. minucie OGTT.

ISI = [{75000mg+(G0’~G120°)x(0,19 x m.c.)}/120min]/[(G0’+G120")/2]/[log

0,120 —

{(Ins0’+Ins120°)/2}]

Wskaznik insulinoopornoséci pochodzacy z badania podstawowego (rano, na
czczo): HOMA-IR (ang. homeostasis model assessment of insulin resistance) -
[mU-mmol-1?] wyliczono ze wzoru:

HOMA-IR = G-0" x Ins /22.5.

GO’ [mmol/l] - glikemia w 0. minucie OGTT;
Ins0’ [mU/l] - insulinemia w 0. minucie OGTT;

3.2.5. Metody oceny parametréw stresu oksydacyjnego

3.2.5.1. Metoda oznaczania stezenia substancji reagujgcych z kwasem
tiobarbiturowym (TBARS) w osoczu

Metoda oparta jest na reakcji kwasu tiobarbiturowego z dialdehydem malono-
wym, produktem peroksydacji lipidow [122].

Do probowki z zaznaczong objetoscia 4 ml dodawano 0,2 ml badanego osocza
heparynizowanego, 0,2 ml 8,1% roztworu soli sodowej kwasu laurylosulfonowe-
go (SDS), 1,5 ml 20% roztworu kwasu octowego o pH 3,51 1,5 ml 0,8% roztworu
kwasu tiobarbiturowego (TBA). Mieszaning¢ uzupelniano redestylowana woda do
objetosci 4,0 ml. Probke ogrzewano w azni wodnej, w temperaturze 95°C przez
60. minut. Po ochtodzeniu przelewano do probéwek wiréwkowych, poprzednie
probowki plukano 1,0 ml redestylowanej wody i material dofaczano do probki
badanej. Nastepnie dodawano 5 ml mieszaniny alkoholu butylowego i pirydyny
(w stosunku 15:1). Calo$¢ mieszano, odwirowywano przy 4000 obr./min. przez
10. minut w temperaturze +4°C. Ostroznie zbierano gérng warstwe i odczytywa-
no absorbancje wobec wody przy dtugosci fali 532 nm.

Do wykreslenia krzywej wzorcowej postuzyly znane stezenia 1,1,3,3-tetraet-
hoxypropan-4-metylooksypropanu (TMP) i odpowiadajace im absorbancje.

Uzyskano wykres funkcji liniowej (y = ax + b), gdzie y - stezenie TBARS, x
- pomiary absorbancji. Odczytywano absorbancje probki badanej i z réwnania
funkcji wyliczano y - stezenie TBARS.

Oznaczenia przeprowadzano przy uzyciu odczynnikéw firmy SIGMA (Niem-
cy) na spektrofotometrze Specord M40 (Niemcy). Wspotczynniki zmiennosci
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(CV), wewnatrzseryjnej i miedzyseryjnej, dla pomiaréw TBARS wynosilty odpo-
wiednio 2,0% i 3,6%.

3.2.5.2. Metoda oznaczania catkowitego stanu antyoksydacyjnego (TAS) w osoczu

Oznaczenia wykonywano w osoczu heparynizowanym, uprzednio zamrozonym
w temperaturze -20°C nie dluzej niz 14 dni.

Zasada metody

Metoda opiera si¢ na reakcji ABTS (2,2-Azyno-di-[3-etylobenzotiazoliny siar-
czan]) z peroksydazg (metmioglobina) i H,O,; produktem reakgji jest kationo-
rodnik ABTS**

HX - Fe" + HO,——> X - [FeV = 0] + H,0
ABTS + ‘X - [FeV = O] ————> ABTS** + HX - Fe!"

HX - Fe'' - metmioglobina
X - [Fe"” = O] - ferrylomioglobina
ABTS - 2,2’- Azino-di-(3-etylobenztiazoliny siarczan)

Wzglednie trwale niebiesko-zielone zabarwienie roztworu, wywotlane utlenia-
niem ABTS, pozwala na pomiar absorbancji przy diugosci fali 600 nm. Antyoksy-
danty obecne w dodanej prébce osocza hamujg reakcje; stopien zahamowania re-
akeji barwnej jest proporcjonalny do stezenia przeciwutleniaczy w badanej probie.
Wzorzec stanowit kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylochroman-2-karboksylowy.

Calkowity stan antyoksydacyjny oznaczano metodg kolorymetrycznag, stosu-
jac zestaw odczynnikowy Randox Total Antioxidant Status (Randox Laborato-
ries Ltd., Wielka Brytania) na spektrofotometrze Statfax™ 1904 Plus (Awareness
Technology, Inc., USA).

Kontrol¢ dokladnosci i powtarzalnosci prowadzono uzywajac surowic kon-
trolnych: Randox Total Antioxidant Control. Wspolczynniki zmiennosci (CV),
wewnatrzseryjnej i miedzyseryjnej, dla pomiaréw TAS wynosily odpowiednio
1,6% 1 3,5%.

3.2.5.3. Metoda oznaczania aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej SOD-1
w erytrocytach (SOD)
Przygotowanie hemolizatu

0,5 ml krwi pelnej heparynizowanej, w probdwce z zaznaczong objetoscig 2 ml,
wirowano przez 10. minut z szybkoscig 3000 obrotéw/min., po czym usuwano



osocze z warstwg kozuszka leukocytarno-ptytkowego. Do pozostatych krwinek
czerwonych dodawano 3 ml 0,9% NaCl i zawiesing wirowano przez 10. minut
z szybkoscig 3000 obr./min., po czym nadsacz usuwano. Procedure wykonano
czterokrotnie. Przemyte krwinki czerwone uzupelniano zimna redestylowana
woda do objetosci 2 ml. Zawartos¢ probowki zamieszano i pozostawiono w tem-
peraturze +4°C przez 15 minut dla otrzymania hemolizatu. W osobnej probdwce
przygotowano 5,0 ml 0,01 M buforu fosforanowego o pH 7,0, odciagnieto 0,2 ml
tegoz buforu i na to miejsce dodawano 0,2 ml hemolizatu (25-krotne rozciencze-
nie hemolizatu), otrzymujac gotowa do oznaczenie probke.

Zasada metody
Enzym dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) przyspiesza reakcje dysmutacji anio-
norodnika ponadtlenkowego (*O,’), w wyniku ktdrej powstaje nadtlenek wodoru
H,0, i tlen czasteczkowy O.:

SOD

‘0, +0, —>H,0,+0,
W omawianej metodzie aktywnos$¢ SOD jest oceniana po stopniu zahamowa-

nia nizej wymienionej reakcji, dla ktérej SOD ogranicza dostepnos¢ *O,:

.O -

2
LN.T. ——> barwnik formazanowy (czerwony)

LN.T. - chlorek 2-(4-jodoferryl)-3-(4-nitrofenol)-5-ferrylotetrazolium

Anionorodnik ponadtlenkowy *O," do przeprowadzenia ww. procesu genero-
wano w reakgji katalizowanej przez oksydaze ksantynowa (OX) :

(08
Ksantyna —> Kwas moczowy + O,

Wykonanie oznaczenia

Calg procedure przeprowadzano w temperaturze 37°C. Do 0,05 ml przygotowane-
go hemolizatu oraz 0,01M. buforu fosforanowego (S,) o pH 7,0 (proba $lepa) i serii
rozcienczonego tym buforem standardu S, S,:S,5) dodawano 1,7 ml mieszaniny
zawierajacej: 0,05 mM ksantyne, 0,025 mM LN.T., 0,94 mM EDTA i 50 mM CAPS
o pH 10,2. Caloé¢ dobrze mieszano. Nastepnie dodawano 0,25 ml roztworu zawie-
rajacego oksydaze ksantynowa o aktywnosci 80 U/l. Zawarto$¢ probéwki zmie-
szano i po 30 sekundach odczytywano poczatkowg absorbancje A , a po kolejnych
180 sekundach absorbancje koncowg A , uzyskujac AA/min. Pomiaru dokonywa-
no wobec powietrza, przy dlugosci fali 505 nm w kuwecie o $rednicy 1 cm.
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Obliczanie aktywnosci SOD

AAQ/min. préby slepej = 100% stanowigca wskaznik niezahamowanej reakeji
(bufor fosforanowy nie zawiera SOD), AAs/min. standardéw o znanych steze-
niach, AAB/min. prébki badanej — postuzyly do obliczenia w jakim procencie
w stosunku do proby $lepej reakcja tworzenia barwnika formazonowego zostata
zahamowana:

% inhibicji = AAB/min x 100% / AAQ@/min

Dla standardu i serii jego rozcienczen wykreslano funkcje zaleznosci % in-
hibicji od log, , z aktywnosci SOD ( log , [SOD U/ml] ). Uzyskiwano wykresy
funkcji o réwnaniu y = ax+b, gdzie y oznacza % inhibicji, x - log,, [SOD U/ml].

Odczytywano AAB/min prébki badanej i podstawiajac do wzoru oblicza-
no % inhibicji, z réwnania funkcji wyliczano x - log, [SOD U/ml]. Nastepnie
przez odwrotnos¢ logarytmowania uzyskiwano aktywnos$¢ SOD U/ml hemoli-
zatu. Po uwzglednieniu st¢zenia hemoglobiny, wynik podano jako aktywno$¢
SOD U/g Hb.

W celu kontroli jakosci przeprowadzanych oznaczen stosowano RANSOD
Control firmy RANDOX.

Oznaczenia przeprowadzono przy uzyciu odczynnikéw firmy Randox La-
boratories Ltd. (Crumlin, Co. Antrim, Wielka Brytania) na spektrofotometrze
Statfax™ 1904 Plus firmy Awareness Technology Inc. (Palm City, Florida, USA).
Wspodtczynniki zmiennosci (CV) wewnatrzseryjnej i miedzyseryjnej, wynosity
odpowiednio: 1,8% i 2,7%.

3.2.6. Badanie ekspresji genu kodujacego cytoplazmatyczna
dysmutaze ponadtlenkowa SOD-1 w PBMC (xSOD)

Badania z zakresu biologii molekularnej zostaly przeprowadzone na jednoja-

drzastych komérkach krwi obwodowej PBMC (ang. peripheral blood mononuc-

lear cells) uzyskanych z krwi obwodowej pobranej na EDTA poprzez wirowanie

w gradiencie gestosci Ficollu, a nastepnie zamrozonych w temperaturze -80°C

wedlug nastepujacego schematu:

1. izolacja calkowitego RNA, przeprowadzona wg zmodyfikowanej metody
Chomczynskiego-Sacci,

2. reakcja odwrotnej transkrypcji (RT PCR, ang. Reverse Transcription PCR)-
synteza cDNA (przy uzyciu odczynnikéw Roche Diagnostics),

3. ocena ekspresji genu kodujacego dysmutaze ponadtlenkowg SOD-1, EC (Cu,
Zn-SOD) metodg PCR w czasie rzeczywistym z wykorzystaniem sond hydro-
lizujacych typu TagMan (Roche Diagnostics).



Izolacja RNA

Calkowity RNA izolowano wedlug zmodyfikowanej metody Chomczynskiego
i Sacchi [37]. Jednojadrzaste komorki krwi obwodowej (PBMC, ang. peripheral
blood mononuclear cells) poddano lizie mieszaning fenolu i izotiocyjanianu gu-
anidyny (1ml) (TRI, Sigma-Aldrich, Deisenhofer, Germany). Do préb dodawano
nastepnie chloroform w objetosci réwnej 1/5 objetosci odczynnika TRI (200 pl).
Przygotowane w ten sposob proby wytrzasano i inkubowano na lodzie przez 5 mi-
nut. Po inkubacji préby wirowano przez 15 minut w temperaturze 4°C, 15000 x g.
W wyniku wirowania proby rozdzielaty si¢ na trzy warstwy; (1) faz¢ wodng (zawie-
rajaca RNA), (2) fazg posrednig (interfaze z cienka warstwa DNA) oraz (3) fazg fe-
nolowo-chloroformowa zawierajaca biatko i struktury subkomorkowe. Do dalszej
izolacji pobierano 500 pl fazy wodnej i przenoszono do nowych probéwek. RNA
wytracano przez dodanie izopropanolu w stosunku objetosciowym 1:1. Przygoto-
wane w ten sposob proby umieszczano w zamrazarce w temperaturze -80°C. Po
uplywie 24 godz. probéwki wirowano 15 minut, 4°C, 15000 x g. Po odwirowaniu
usuwano supernatant, a powstaly osad RNA przemywano dwukrotnie przy uzyciu
schfodzonego 75% etanolu, wirowano 15 minut, 4°C, 15000 x g, a nastepnie suszo-
no. Wysuszony osad RNA rozpuszczano w 10 ul wody dejonizowanej, wolnej od
RNaz. Tak przygotowany RNA wykorzystywano jako matryce do syntezy cDNA
w procesie odwrotnej transkrypcji, do ktérej uzyto 1 ug catkowitego RNA.

Do analizy ilo$ciowo-jakosciowej prob RNA postuzono si¢ pomiarem spek-
trofotometrycznym.

Odwrotna transkrypcja

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzano w 1,5 ml probéwkach (Eppen-
dorf). Calg procedure wykonywano pod komora laminarng na lodzie. Objetos¢
RNA jaka wzieto do przepisania na cDNA poszczegdlnych prob przeliczono na
1 pg. Do RNA znajdujacego si¢ w probéwce dodawano 4 pl ANTP (2,5 mM kazde-
go dNTP), 1 ul oligo(dT)23 (0,5 pg/ul) oraz 0,5 ul wody dejonizowanej. Probowke
wytrzasano, krétko wirowano i umieszczano na 5 minut w 65°C w termobloku (Ep-
pendorf-thermomixer comfort, Niemcy), w celu denaturacji RNA. Nastepnie pro-
béwke umieszczano w lodzie na 2 minuty, wirowano, ponownie umieszczano na
lodzie i dodawano nastepujace skfadniki: 4 pl pigciokrotnie stezonego buforu First
Strand Buffer (Invitrogen), 2 ul DTT 0,1 M (Invitrogen), 0,5 ul odwrotnej trans-
kryptazy SuperScriptTM II Reverse Transcriptase 200 U/ul (Invitrogen) oraz 0,25 pl
inhibitora rybonukleaz Rnase OUT 40 U/ul (Invitrogen). Probéwke wytrzasano,
a nastepnie krotko wirowano i umieszczano w termobloku. Synteze cDNA przepro-
wadzano przez 50 minut w temperaturze 37°C. Nastepnie probowki umieszczano
na 15 minut w drugim termobloku w 65°C w celu zatrzymania reakeji. Uzyskany
cDNA stuzyl jako matryca do reakcji RQ-PCR (ang. real-time quantitative PCR).
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Amplifikacja cDNA w czasie rzeczywistym

Poziom ekspresji genu dla SOD-1 zostal oznaczony technikg RQ-PCR za pomoca
aparatu LightCycler 480 Instrument (Roche) oraz oprogramowania LightCycler
Software 1.5.

Powstawanie produktéw PCR monitorowano poprzez pomiar sygnatu flu-
orescencji emitowanej przez sondy zastosowane w reakcji (Tabela 5). Uzycie
swoistych sond hydrolizujacych (typu TagMan), znakowanych fluorescencyjnie
umiejscowionych pomiedzy parg starteréw PCR, rozwigzuje problem nieswo-
istosci fluorescencyjnej obecnej przy zastosowaniu barwnika SYBR Green I
W metodzie TagMan wykorzystuje si¢ swoistg dla amplifikowanego fragmentu
DNA sondg, wyznakowang na koncach czgsteczkami fluorochroméw. Na koncu
5’ sondy znajduje si¢ barwnik reporterowy, a na koncu 3’ czasteczka wygaszajaca
fluorescencje. Kiedy sonda jest nienaruszona, wygaszacz znajdujacy sig¢ blisko re-
portera wygasza jego fluorescencje. Podczas reakcji PCR sonda zostaje zdegrado-
wana dzieki aktywnosci 5’nukleazowej polimerazy. Rozdzial obu fluorochroméw
umozliwia emisje¢ fluorescencji przez reporter. Wzrost fluorescencji monitorowa-
ny jest po kazdym zakonczonym cyklu elongacyjnym. Poziom fluorescencji jest
wprost proporcjonalny do ilosci powstajacego produktu.

Reakcje RQ-PCR prowadzono na plytkach 96-dotkowych. Do poszczegdl-
nych dotkéw naniesiono odpowiednio po 1 pl cDNA, 1 pl startera 53’ oraz
startera 3’5’ a takze 1 ul sondy komplementarnej do sekwencji danego genu.
Do kazdego dotka naniesiono wowczas 7 ul mieszaniny reakcyjnej, ktdrej sktad
byt nastepujacy:

- 5 pl LigthtCycler 480 Probes Master

- 2ulHO.

Reakcja RQ-PCR obejmowata nastepujace etapy:

- denaturacja wstepna: 95° C, 10. min. (aktywacja polimerazy)

- oznaczenie iloSciowe ekspresji genow (50 cykli)

- denaturacja: 95° C, 10 sek. (rozdzielenie nici DNA)

- przylaczanie starteréw: 60° C, 30 sek.

- wydluzanie starter6w (synteza nici komplementarnej): 72° C, 1sek.
- chlodzenie aparatu.

Wyniki oznaczen ilo$ciowych badanych cDNA normalizowano wzgledem
standardu wewnetrznego, czyli cDNA genu konstytutywnego (ang. house-keeping
gene), ktorego ekspresja jest wzglednie stata i nie podlega regulacji pod wplywem
czynnikow zewnetrznych. Jako standard wewnetrzny zastosowano cDNA genu
kodujacego dehydrogenaze aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH, ang. gly-
ceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase). Ekspresja genu dla SOD-1 znormalizo-
wana wzgledem GAPDH (xSOD*10?), z powodu rozproszenia wynikéw, zostala
réwniez przedstawiona w formie logarytmu, log (xSOD*10?).



Tabela 5. Startery i sondy wykorzystane w reakcji RQ-PCR

cDNA Startery F (forward) i R (reverse) Gene accession number | Amplikon
soD-1 | F: SAGATGACTTGGGCAAAGGTG 3

sonda 11| R. 5 TATTGGGCGATCCCAATTAC 3’
GAPDH | F: 5CGTAGCTCAGGCCTCAAGAC 3’
sonda23 | R: 'GCTGCGGGCTCAATTTATAG 3’

ENST00000270142.6 93nt

ENST00000229239.5 112nt

Badania z zakresu biologii molekularnej zostaly wykonane w Katedrze i Za-
ktadzie Histologii i Embriologii Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcin-
kowskiego w Poznaniu.

3.2.7. Dynamiczna ocena parametrow stresu oksydacyjnego

Indeks R,
Wskaznik TAS-R, /TBARS-R

Ideg testu doustnego obcigzenia glukoza wykorzystano do $ledzenia wptywu 75
gramo6w glukozy na zachowanie si¢ markeréw stresu oksydacyjnego we krwi.

Dla oceny zmian aktywnosci SOD, ekspresji genu SOD-1 czy stezenia bada-
nych parametréow réwnowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej w trakcie OGTT,
zaproponowatam indeks R_, = [warto$¢-120°]/[warto$¢-0’]. Wskaznik ten przed-
stawia odpowiedz organizmu na bodziec 75,0 graméw glukozy w zakresie oce-
nianego parametru.

Stan réwnowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej osocza w trakcie testu doust-
nego obcigzenia glukozg opisano w formie wskaznika TAS-R_/TBARS-R .

3.2.8. Analiza statystyczna

Statystyczng ocen¢ wynikéw przeprowadzono z wykorzystaniem programow
STATISTICA wersja 10.0 (StatSoft Inc., USA) oraz MedCalc wersja 12.6.0. (Med-
Calc Software bvba, Belgia).

Cechy rozkladu parametréw w badanej populacji i wyodrebnionych grupach
badano testem Shapiro-Wilka, nie znajdujac cech rozkladu normalnego. Wszyst-
kie analizowane dane przedstawiono w postaci mediany oraz pierwszego i trze-
ciego kwartyla. Wskazniki insulinoopornosci-insulinowrazliwosci i parametry
stresu oksydacyjnego przedstawiono w formie mediany, pierwszego i trzeciego
kwartyla oraz warto$ci minimalnej i maksymalne;j.

Poréwnanie parametréow miedzy wieloma badanymi grupami wykonywano
metodami analizy wariancji testem Kruskala-Wallisa oraz metoda wielokrotnych
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pordéwnan, post hoc, testem Dunna. Dla zbadania istotno$ci réznicy miedzy dwo-
ma grupami uzywano testu U Mann-Whitney’a.

Dla sprawdzenia istotnosci réznic miedzy dwiema zaleznymi prébami (0.
i 120. minuta testu doustnego obcigzenia glukozg), uzyto testu istotnosci par
Wilcoxona.

Korelacje liniowg miedzy zmiennymi oceniano w oparciu o wspolczynnik R
Spearmana. Sife zwigzku migdzy zmiennymi klasyfikowano na podstawie warto-
$ci wspolczynnika korelacji jako niktg R < 0,0; stabg 0,1 < R < 0,3; przecigtng 0,3
< R <0,5; wysoka 0,5 < R < 0,7; bardzo wysoka 0,7 < R < 0,9; prawie pelng 0,9 <
R <1 [146]. Przeprowadzono analizy regresji wielokrotne;j.

Za istotne przyjeto wyniki analiz statystycznych przy prawdopodobienstwie
p < 0,05.

Przy uzyciu programu MedCalc wykreslono krzywe ROC (ang. receiver oper-
ating characteristic) zaleznosci czuloéci testu w funkcji {1-swoisto$¢}, z pomiarem
pola pod krzywa AUC (ang. area under curve). Wyznaczono wartosci odcigcia,
przy ktorej badany parametr z okreslona czuloscig i swoistoscig diagnostyczna
oraz z najwigksza moca (najwyzsze AUC) réznicuje dwa stany kliniczne. Przy
poréwnaniu osiggdw kilku testow (kilku krzywych ROC) w analizie parametrow
statystycznych zwrdcono uwage na roznice pol i jej istotnos¢ statystyczng [114].



4. Whyniki

Na podstawie uzyskanych wynikow testu doustnego obciazenia glukoza (OGTT)

i wskaznika masy ciala (ang. body mass index, BMI), uwzgledniajac osoby pre-

zentujace stezenie hsCRP w surowicy < 8 mg/l, populacje badang podzielono na

nastepujace grupy osob, kobiet i mezczyzn, o zblizonym rozkladzie wieku:

Grupy normoglikemiczne (prawidtowy wynik OGTT):

- grupa 1 - normoglikemia i prawidlowy BMI,

- grupa 2 - normoglikemia i nadwaga,

- grupa 3 - normoglikemia i otylos¢,

Grupy dysglikemiczne (nieprawidlowy wynik OGTT):

- grupa 4 - nieprawidlowa glikemia na czczo (IFG, ang. impaired fasting glyce-
mia) i nadwaga/ otylos¢,

- grupa 5 - nieprawidlowa tolerancja glukozy (IGT, ang. impaired glucose tole-
rance) i nadwaga/otylos¢,

— grupa 6 — $wiezo rozpoznana cukrzyca typu 2 (T2DM) i nadwaga/otylos¢.
Szczegdtowe dane kliniczno-laboratoryjne, stanowigce podstawe kwalifiko-

wania os6b do poszczegolnych grup, przedstawiono w tabeli 6.

4.1. Charakterystyka badanych grup

Charakterystyke kazdej badanej grupy (1, 2, 3, 4, 51 6) przedstawiono z podzia-

tem na kobiety i me¢zczyzn (Tabele 7-12):

- w tabelach 7-12: dane kliniczne, parametry stanu zapalnego, wykfadniki
gospodarki weglowodanowej i lipidowej, wskazniki insulinowrazliwo$ci-in-
sulinoopornosci;

- w tabelach 13-18: parametry stresu oksydacyjnego.

W kazdej badanej grupie poréwnano oceniane parametry miedzy kobietami

i mezczyznami (Tabele 7-12, Tabele 13-18) i nie stwierdzono istotnych staty-

stycznie réznic, za wyjatkiem obwodu talii i st¢zenia cholesterolu frakcji HDL

(HDL-C) - co pozostaje w zgodzie z literaturowymi opisami zdrowych popu-

lacji. W grupie 1 i 2 obserwowano nizszy obwdd talii i wyzsze stezenie HDL-C

u kobiet, w grupie 4 obserwowano wyzsze stezenie HDL-C u kobiet. Pozostate

grupy osob (otyli z NGT, grupa IFG, grupa IGT i grupa T2DM) nie prezentowaly
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typowego dla pici rozkladu cech antropometrycznych i réznic w stezeniu HDL-C
(otyli z NGT, grupa IGT i grupa T2DM). Wobec powyzszego kolejne analizy sta-
tystyczne przeprowadzono w grupach 1-6 bez wzgledu na plec.

Poréwnanie parametréw stresu oksydacyjnego w trakcie testu doustnego ob-
cigzenia glukoza, tj. w 0. i 120. min OGTT, w kazdej badanej grupie oraz w calej
populacji n = 140, przedstawiono w tabeli 23 (zob. strona 56).

Réznice miedzy aktywnoscig SOD na czczo i w 120. minucie OGTT zaob-
serwowano w grupach: 1, 2, 6. Ekspresja genu dla SOD w trakcie testu réznita
sie w grupie 1 i 2 oraz calej badanej populacji. Stezenia catkowitego stanu anty-
oksydacyjnego w trakcie OGTT réznily si¢ w grupach 1, 3, 5, 6 i calej badanej
populacji. Stezenie produktéw peroksydacji lipidow (TBARS) rdéznilo si¢ miedzy
0.1 120. minutg OGTT w grupach 3-6 i calej badanej populacji.

Tabela 6. Kryteria podzialu populacji badanej na grupy w zaleznosci od wyniku testu do-
ustnego obciazenia glukozg OGTT i wskaznika masy ciata BMI. Grupy normoglikemicz-
ne (prawidtowy wynik OGTT): grupa 1 - normoglikemia i prawidlowy BMI (BMI < 25,0
kg/m?), grupa 2 - normoglikemia i nadwaga (BMI 25,0-29,9 kg/m?), grupa 3 — normo-
glikemia i otylos¢ (BMI 30,0-39,9 kg/m?), Grupy dysglikemiczne (nieprawidfowy wynik
OGTT): grupa 4 - nieprawidtowa glikemia na czczo (IFG, ang. impaired fasting glycemia)
i nadwaga/otyto$¢ (BMI 25,0-39,9 kg/m?), grupa 5 - nieprawidiowa tolerancja glukozy
(IGT, ang. impaired glucose tolerance) i nadwaga/otylos¢ (BMI 25,0-39,9 kg/m?), grupa
6 - $wiezo rozpoznana cukrzyca typu 2 (T2DM) i nadwaga/otylos¢ (BMI 25,0-39,9 kg/
m?). Wyniki przedstawiono jako mediane oraz pierwszy-trzeci kwartyl

Grupy normoglikemiczne Grupy dysglikemiczne
G0’ 4,71 5,14 5,23 6,39 5,90 6,69
£ [Immol/] 4,37-4,94 | 5,00-5,30 | 5,13-5,46 | 6,17-6,61|5,50-6,04 | 6,48-6,79
8 G-120° 5,02 5,64 6,86 7,16 8,98 13,08
[mmol/I] 4,71-5,39 | 5,34-6,28 | 6,23-7,22 | 6,29-7,49 | 8,23-9,43 | 11,89-13,88
Wynik OGTT | prawidtowy | prawidtowy | prawidtowy IFG IGT T2DM
BMI 23,7 27,5 33,2 32,7 33,8 34,0
[kg/m?] 22,5-24,1 | 26,7-28,3 | 31,4-36,1 | 29,2-34,1| 30,5-36,6 | 29,1-36,3
Kategoria . .. | nadwaga/ | nadwaga/ | nadwaga/
BMI prawidiowy | - nadwaga otytos¢ otytos¢ otytos¢ otytos¢
Egslzjllz’rc;adane] Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3 Grupa4 | Grupa5 Grupa 6

Objasnienia: BMI — wskaznik masy ciata (ang. body mass index); OGTT - test doustnego
obcigzenia glukozg (ang. oral glucose tolerance test); G-0"i G-120 - glikemia w 0. i 120.
minucie OGTT.



Tabela 7. Charakterystyka opisowa grupy 1 (wyniki przedstawiono jako mediane oraz
pierwszy-trzeci kwartyl) oraz poréwnanie kobiet i me¢zczyzn testem U Mann-Whit-

ney’a (roznice istotne statystycznie, gdy p < 0,05; ns — nieistotne statystycznie)

Grupa 1 WSZyscy kobiety mezczyzni
n 24 12 12
wiek [laca] 53,50 53,5 53,5
46,0-57.0 47.0-57.0 44,0-57.0
ol [er] 81,5 76,0 88,0
75,0-88,0 73,0-80,0 84,0-92,0
23.7 23.7 232
2 ’ ) )
BMI [kg/nv’] 22.5-24,1 22,0-24,0 22.4-24,
1200 120.0 1200
SBP [mmHe] 115,0-123.0 115,0-123,0 115,0-123.0
78.0 78.0 78.0
DBP [mmHg] 70,0-80,0 73,0-82,0 70,0-80,0
5.97 6.14 561
9 ’ ) 5
WBC [x107/] 5,10-6,56 5,40-6,64 5.02-6,47
1.30 134 1.20
hsCRP [mg/1] 0,99-1,63 112-1,76 0,94-1,56
N 471 4,58 476
oTT G-0' [mmol/l] 437-4.94 437-4.83 431-4.97
G-120’ [mmol/I] >.02 %16 4,89
471-5.39 420-5,43 476-525
: 7.59 7.62 7.45
Ins-0" [mU/I] 7.25-8.42 7.42-8.32 6,.93-8.43
o 10,62 10,33 10,68
Ins-120" [mU/] 9.77-13.29 9,77-12,24 8,77-17,37
5 57,88 58,21 57,88
0120 53.75-63,35 55.21-62,51 48,60-64,93
5 12.73 12.92 12.73
Matsuca 11,17-14.78 11,62-13,68 9,46-15,04
1.54 154 1.57
HOMA-IR 1.45-1.85 1,48-178 1,37-1.86
: 5,30 5,30 5,30
HbA ¢ [% Hb] 5,20-5,40 5.20-5,40 5.20-5,60
] 443 4.47 425
T-C[mmol/l] 3,88 5,01 3,75-4,94 3,89-5,02
1.50 1,63 1,44
HDL-C [mmol/1] 1.42-1,70 1,51-1,81 1,39-1,50
0,95 0,91 1,05
TAG [mmol/l] 0.75-1,06 0,70-1,01 0,80-1,09
] 2,29 2,22 2,31
LDL-C [mmol/l] 1,91-3,02 1,80-2.86 2,01-3,19
o 2,68 2,66 2.75
nie HDL-C [mmol/I] 2,33-3,49 2,19-3,35 2,48-3,63
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Tabela 8. Charakterystyka opisowa grupy 2 (wyniki przedstawiono jako mediane oraz
pierwszy-trzeci kwartyl) oraz poréwnanie kobiet i me¢zczyzn testem U Mann-Whit-

ney’a (roznice istotne statystycznie, gdy p < 0,05; ns — nieistotne statystycznie)

Grupa 2 WSZyscy kobiety mezczyzni
n 24 12 12
ok (2] 53,0 53,0 53,0
40,0-57.0 42,0-57.0 40,0-57,0
ol [er] 94.0 89.0 97.0
89,0-98,0 84,0-93,0 94,5-99.,5
275 275 27.4
2 ’ ’ ’
BMI [kg/m’] 26.7-28.3 26.5-28,2 27.0-28.5
129.0 130,0 128.0
SBP [mmHe] 120,0-132,5 123,0-133.0 120,0-135.0
80,0 80,0 78.0
DBP [mmHg] 75,0-81,0 78,0-82,0 73,0-81,0
6,36 6,19 6,49
9 ’ ) y
WBC [x10%/1] 5,68-6,88 5,68-7,18 5.71-6,69
212 1.70 2.23
hsCRP [mg/1] 1,02-2,77 0,91-2,93 1,62-2,70
N 5,14 5,05 5,20
oaTT G0’ [mmol/l] 5,00-5,30 5,00-5.26 5.00-5,37
G-120’ [mmol/1] 2,64 2,60 2,87
5,34-6,28 5,15-5,98 5.47-6.31
: 10,83 10.85 1071
Ins-0" [mU/1] 8,72-15,70 8,706-16,25 8,72-14,89
o 26,09 27,63 25,12
Ins-120" [mU/] 20.72-35.74 21.36-37.07 19.49-31.74
5 38,30 37.78 39.32
0120 35,37-41,99 35.99-41,99 34.77-42,44
5 5,83 5,66 5,99
Vs 5,05-7,47 5,14-6,66 4,96-7,88
2.42 2,46 2.42
HOMAAR 1.96-3.55 1,96-3,64 1.96-3.41
. 5,30 5,30 5,30
HbA, c [% Hb] 5.20-5,40 5.20-5,30 5.20-5 45
. 511 5,11 5,13
T-C[mmol/l] 478-575 4,93-5,65 4,64-578
143 1.58 1.26
HDL-C [mmol/l] 1,26-1,71 1,45-1,78 1,09-1,36
117 1,01 1.56
TAG [mmol/1] 0.96-1.59 0,80-1,25 1.09-1.67
. 3,02 2,99 3,15
LDL-C [mmol/] 2.72-3.77 2.72-3.619 2,64-3,89
. 3.62 3.46 3.77
nie HDL-C [mmol/] 3,11-4,34 3,11-4,02 3,29-4,63
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Tabela 9. Charakterystyka opisowa grupy 3 (wyniki przedstawiono jako mediane oraz
pierwszy-trzeci kwartyl) oraz poréwnanie kobiet i me¢zczyzn testem U Mann-Whit-

ney’a (roznice istotne statystycznie, gdy p < 0,05; ns — nieistotne statystycznie)

Grupa 3 WSZyscy kobiety mezczyzni
n 24 12 12
ek (2] 53,0 53,0 53.0
46,0-57.0 46,0-59.,0 47.0-55.0
ol [er] 102.5 100,0 104,0
97.5-117.0 92,0-119,0 100,0-117.0
332 332 332
2 ’ ] )
BMI [kg/m’] 31.4-36.1 31.6-36.7 31.2-35.8
1300 130.0 130,0
SBP [mmHe] 125.0 - 135.0 126,0-135.,0 125,0-135,0
80,0 83,0 80,0
DBP [mmHeg] 78,0-85,0 76,0-85,0 78,0-84,0
6.77 6,63 6.77
9 ’ ) y
WBC [x10%/1] 5.96-7.76 6,04-8,00 5.75-7.76
2,10 1.44 2,45
hsCRP [mg/1] 1.11-4.04 0.91-4,03 1.94-4.30
N 5,23 5,21 5,29
oTT G-0' [mmol/l] 5.13-5,46 5.15-5,46 5.10-5,47
G-120’ [mmol/1] 6,86 6,81 6,91
6,23-7.22 6,39-6,94 6,23-7,34
: 12,60 11.47 13.04
Ins-0" [mU/1] 10,53-15,88 9,86-15,65 10,56-15,88
o 37,11 36,52 47,72
Ins-120"[mU/] 29,16-59,89 31,36-53,98 23,75263,31
5 31,42 31,42 31,81
0120 28,340-34,84 29,73-34,71 27,82-35,30
5 442 442 430
Mtsuca 3,44-533 3,57-5.15 2,79-5,53
2,91 2,69 2,98
HOMAAR 2,35-3.66 2,30-3,71 2,46-3,66
. 5,60 5,60 5,60
HbA, ¢ [% Hb] 5,50-5,70 5,50-5,70 5,50-5,70
] 5.76 5.91 5,48
T-C [mmol/] 4,99-6,13 4,62-6,36 5,09-5,94
113 126 1,09
HDL-C [mmol/l] 1,05-1,29 1,10-1,45 1,04-1,14
1,67 1,59 175
TAG [mmol/1] 143-2.38 1.19-2.33 1.55-2.38
. 3,71 3,86 3,55
LDL-C [mmol/] 3,04-4,11 2,79-4,28 3,16-3,94
o 463 4.80 4.41
nie HDL-C [mmol/]] 3,89-4,99 3,27-522 4,01-4,87
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Tabela 10. Charakterystyka opisowa grupy 4 (wyniki przedstawiono jako mediang¢ oraz
pierwszy-trzeci kwartyl) oraz poréwnanie kobiet i me¢zczyzn testem U Mann-Whit-

ney’a (réznice istotne statystycznie, gdy p < 0,05; ns — nieistotne statystycznie)

Grupa 4 WSZyscy kobiety mezczyzni
n 22 1 1
ek (2] 52,0 52,0 52,0
46,0-58,0 47.0-60,0 47.0-60,0
ol [er] 110.0 108.0 110,0
106,0-114,0 100,0-115,0 108,0-114,0
327 32.9 32,5
2 ’ ] y
BMI [kg/m’] 29.2-341 29.2-341 28.4-36.1
135.0 1300 140,0
SBP [mmHe] 130,0 - 140,0 120,0-146.0 130,0-140,0
81,0 80,0 90,0
DBP [mmHg] 80,0-90,0 80,0-90,0 80,0-90,0
737 6,44 7.45
9 ’ ) y
WBC [x107/] 6,14-8,13 5,76-8,03 7.11-8,53
3.19 2,84 3.50
hsCRP [mg/1] 2,54-3,76 1,50-4,26 2,67-3,76
N 6,39 6.25 6,48
oaTT G0’ [mmol/l] 6,17-6,61 6,15-6,59 6,33-6,62
G-120’ [mmol/I] 7,16 7,15 7,17
6,29-7.49 6,56-7,40 5,61-7,63
: 13.46 12,63 13.84
Ins-0" [mU/1] 10,54-15,71 9,65-15,24 10,54-16,85
o 38,15 35.21 51,64
Ins~120" [mU/] 26,39-57,34 24,88-57.87 31,33-61,79
5 28,90 29,74 27,02
0120 25,68-32,73 26,20-31.72 25,03-32,67
5 3,66 3,95 3,34
Vs 3,02-4.48 3,15-4,91 2,69-4.42
) 3.77 3,45 3.92
HOMAAR 3,13-4,44 2,87-4,27 3,13-4,95
. 5,80 5,80 5,80
HbA, c [% Hb] 5.70-5,90 5.60-5.80 5.70-5.90
] 5,52 5,78 5.28
T-C[mmol/l] 4.95-6.20 4,95-6,28 4,.84-6,20
124 1.39 114
HDL-C [mmol/l] 1,14-1,43 1,25-1,51 1,06-1,19
1,81 1,69 2,15
TAG [mmol/1] 1,41-2,30 122-2,14 1,51-2.36
) 3,38 3,43 3,35
LDL-C [mmol/] 2,89-3,83 2,95-4,09 2,79-3,64
. 425 443 420
nie HDL-C [mmol/l] 3,73-4,80 3,44-4,80 3,73-5,34




Tabela 11. Charakterystyka opisowa grupy 5 (wyniki przedstawiono jako mediang¢ oraz
pierwszy-trzeci kwartyl) oraz poréwnanie kobiet i me¢zczyzn testem U Mann-Whit-

ney’a (réznice istotne statystycznie, gdy p < 0,05; ns — nieistotne statystycznie)

Grupa 5 WSZyscy kobiety mezczyzni
n 24 12 12
ek (2] 52,0 52,5 52,0
46,0-58,0 46,0-57.0 46.0-57.5
ol [er] 105.0 101.5 107.0
99,5-110,0 95,0-109,0 101,0-112,0
338 34.8 32.8
2 ’ il )
BMI [kg/m] 30,5-36,6 30,6-35,2 30,5-37.8
130,0 128.0 130,0
SBP [mmHe] 125.0 - 140,0 123.0-138.0 130,0-145,0
80,0 79.0 80,0
DBP [mmHg] 75,0-88,0 74,0-85,0 77,5-90,0
7.03 7.06 7.03
9 ’ ) y
WBC [x10%/1] 6,60-8,10 6,45-8,10 6,66-8,06
3.32 3,40 2,84
hsCRP [mg/1] 1,98-4.49 2.68-4.15 1,09-4.72
N 5,90 5,94 5,80
oTT G0’ [mmol/l] 5.50-6,04 5.43-6,13 5.51-5.99
G-120’ [mmol/I] 8,98 8,92 8,98
8,23-9.43 8,23-9,49 8,37-9,38
: 16.76 16.76 17.25
Ins-0" [mU/1] 12,24-19,21 12,63-17,41 12,22-21,00
o 75.94 75,94 76,18
Ins-120" [mU/] 59,19-95,07 55,19-97.66 62,94-95,07
5 22,62 22,78 22,01
0120 20,32-23,30 20,08-23,23 20,32-23,37
5 2.31 2,40 2.31
Matsuca 1.84-2.62 1,84-2.74 1.79-2.56
- 4.44 432 467
HOMAAR 3,20-5.21 3,32-4,98 3,14-5.21
. 6,00 5,85 6,05
HbA, c [% Hb] 5.80-6,10 5.65-6,15 5.95-6,10
] 5,57 5,57 5,50
T-C [mmol/] 5,00-6,34 4.97-6,47 5,00-6,13
115 1.19 110
HDL-C [mmol/l] 0,99-1,32 1,11-1,55 0,95-1,27
1.97 2,30 168
TAG [mmol/1] 1,49-2.35 1,62-2,44 126-2.14
. 3,57 3,38 3,70
LDL-C [mmol/] 3,17-4,05 2,88-4,04 3,39-4,18
o 451 4.54 434
nie HDL-C [mmol/] 3,94-4,89 3,74-4,90 4,00-5,14
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Tabela 12. Charakterystyka opisowa grupy 6 (wyniki przedstawiono jako median¢ oraz
pierwszy-trzeci kwartyl) oraz poréwnanie kobiet i me¢zczyzn testem U Mann-Whit-

ney’a (roznice istotne statystycznie, gdy p < 0,05; ns — nieistotne statystycznie)

Grupa 6 WSZyscy kobiety mezczyzni
n 22 1 1
ok (2] 53,0 53,0 53,0
44,0-58,0 44,0-59,0 44,0-58,0
ol [er] 111.0 112.0 110,0
102,0-122.0 102,0-128,0 98,0-122,0
34.0 338 356
2 ’ ’ y
BMI [kg/m’] 29.1-36,3 29.1-35,3 29.1-37.3
1300 140,0 1300
SBP [mmHe] 125.0 - 140,0 125.0-148.0 125,0-135,0
85.0 85.0 85.0
DBP [mmHg] 80,0-90,0 78,0-90,0 80,0-85,0
722 7.19 7.31
9 ’ ) y
WBC [x10%/1] 6,16-7,68 6,00-7,95 6,45-7.59
3.75 426 3.59
hsCRP [mg/1] 2,33-5,20 1,66-5,20 2,78-5,80
N 6,69 6,57 6,71
oTT G-0' [mmol/l] 6.48-6,79 6.48-6,77 6.24-6,82
G120 [mmel] 13,08 13.33 12,83
11,89-13,88 11,62-13,97 11,92-13,88
: 15.41 15.44 15.38
Ins-0" [mU/1] 10,12-17,62 10,56-17,62 10,06-17,81
o 40,16 43,38 36,02
Ins-120" [mU/] 32,23.65.47 37.47.77.18 25.60-65.47
5 18,52 17,68 18,82
0120 16,65-20,89 16,51-19,62 16,65-21,94
5 227 2.15 2.81
Vs 2,00-3,15 1,80-3,15 2,05-3,24
- 423 472 418
HOMAAR 3,06-5,23 3,12-5.23 3,05-5,40
. 6,80 6,80 6,80
HbA, c [% Hb] 6.40-7.00 6.40-7.00 6,30-7.00
] 5,93 5,95 5,79
T-C [mmol/] 5,04-6,57 5,29-6,90 458-6,57
112 121 112
HDL-C [mmol/l] 0,91-1,33 0,91-1,36 0,85-1,31
2,31 2,29 2,39
TAG [mmol/1] 1.78-3,05 1.23-2,83 1.78-3,09
. 3,79 3,85 2,87
LDL-C [mmol/] 2,67-4,30 2,95-4,39 2,39-4,11
o 475 492 457
nie HDL-C [mmol/1] 3,80-5,36 3,89-5,99 3,79-5,36
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Tabela 13. Grupa 1 - Poréwnanie parametréw stresu oksydacyjnego ze wzgledu na ple¢
(testem U Mann-Whitney’a): aktywnosci SOD-1 w erytrocytach (SOD), ekspresji genu
SOD-1 wPBMC (xSOD), logarytmu warto$ci xXSOD (log xSOD)), stezenia catkowitego sta-
nu antyoksydacyjnego (TAS) osocza i stezenia produktéw peroksydacji lipidéw (TBARS)
w osoczu — wartosci uzyskane w trakcie testu doustnego obciazenia glukoza (OGTT)
w 0. minucie (0’) i w 120. minucie (120’), wskaznika TAS-0’/TBARS-0’ oraz wskaznikow
zmiany w trakcie OGTT: indeks R , = [120°]/[0"] i TAS-R ,/TBARS-R__. Dane przedsta-
wiono jako mediang oraz pierwszy-trzeci kwartyl; réznica istotna statystycznie, gdy war-

to$¢ p < 0,05; ns — réznica nieistotna statystycznie

Grupa 1 WSZyscy kobiety mezczyzni p
n 24 12 12

E SOD-0’ [U/gHGB] 11613_518365 121112—819376 109172—112349 ns
O|SOD120'(UgHGE] | 1300773 | 13731668 | 1341737 | ™
SODR, 1,016'-118 31 1,016;—115 20 1,111’—218,36 ns
E xSOD-0' [x10°] 8052695 | 10693030 | 5792095 | ™
O | xs0D-120[x10°] 21,357l85%,2o 22,73&%%,90 2o,ggl9556,20 ns
xSOD-R, 2,022'2,16 1,9%3'32,38 2,326’—8270 s
E log xSOD-0’ 8‘92)’_695’95 9'297’_7391 8,6%—3‘:,95 ns
O llog xSOD-120’ 9,915?'15 5‘, 93 10,3%513,00 9,9133’143,93 "
(log xSOD)R,, 1017_110 15 1,017'?19 13 1,015-111,17 ns
5 TAS-0’ [mmol/I] 1‘215'_218,35 1'22’3ﬁ35 1’119’_219'37 ns
O | TAS-120’ [mmol/l] 1216’_317,43 1,21,’317,41 1,217'-316,49 "
TASR;, 1,010’?13 08 1,010’913 05 1,01)'912,18 ns
5 TBARS-0’ [umol/I] 2’326'?;10 2,530’3,29 2,223’5338, 67 ™
O | TBARS-120’ [umol/I] 2‘422’?212 2,732’_1:55 2,125'33,01 ns
TBARS-R, 0,915'?12 13 0,918’?14,14 0,913?10,08 ns

TAS-0/TBARS-0’ 0 ﬁfg 58 0, 3%’_33 54 0,305’f§ 58
TASR,/TBARS R, o,;icﬁﬂ 1 0,819’?10,09 0914919 16 | ™
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Tabela 14. Grupa 2 - Poréwnanie parametrow stresu oksydacyjnego ze wzgledu na ple¢
(testem U Mann-Whitney’a): aktywnosci SOD-1 w erytrocytach (SOD), ekspresji genu
SOD-1 wPBMC (xSOD), logarytmu warto$ci xXSOD (log xSOD)), stezenia catkowitego sta-
nu antyoksydacyjnego (TAS) osocza i stezenia produktéw peroksydacji lipidéw (TBARS)
w osoczu — wartosci uzyskane w trakcie testu doustnego obciazenia glukoza (OGTT)
w 0. minucie (0’) i w 120. minucie (120’), wskaznika TAS-0’/TBARS-0’ oraz wskaznikow
zmiany w trakcie OGTT: indeks R , = [120°]/[0"] i TAS-R ,/TBARS-R__. Dane przedsta-
wiono jako mediang oraz pierwszy-trzeci kwartyl; réznica istotna statystycznie, gdy war-
to$¢ p < 0,05; ns — réznica nieistotna statystycznie

Grupa 2 Wwszyscy kobiety mezczyzni P
n 24 12 12

E SOD-0" [U/gHGB] 1291:—812164 132124—115467 1211;—71(2143 ns
O 50D-120' [U/gHGB] 15114?—718656 149125—518626 1511‘5-911712 ns
SOD-R, 1‘019'_114, 24 1,016;—113 18 1,112'-212,30 ns

E xSOD-0"[x10°] 11,52&;3,70 13,3&2@,70 9,9%92—’;95,15 s
© | xS0D-120' [x10°] 64,(:52:‘1‘%9,0 60,57(;i21552,5 1041,3:‘1'%1,0 s
xSOD-R 2705 | 200501 | 2ertam | ™

E log xSOD-0’ 9’315(}113‘54 9’51&12(())’54 9‘211(3"?857 ns
O |logxsOD-120 11,(;81l2131,97 11,311l1171,93 11,51311%11,97 s
(log xSOD)-R, 1,018'_112,20 1,017'-111,16 1,116—117,27 ns

E TAS-0’ [mmol/I] 1‘212'_319,49 1'217’:‘10, 49 1,113'_317, 48 ns
O | TAS-120’ [mmol/I] 1,310‘—317,55 1'312’1355 1)118Y_313‘55 ns
TAS R, 0,915'912,1 1 0,917’917 16 0,9(31'?19,08 ns

E TBARS-0’ [umol/I] 2,437'93,64 2,633’93,64 2,237’93,34 ns
O | TBARS-120’ [umol/I] 2,433’942,20 2,5?},’_12 13 2,2%)’3,91 "
TBARSR,, 097111 085104 | o09itas | ™
TAS-0//TBARS-0’ 072(;':‘3 53 0,2%? 53 0,3(;’1?, 61 | ™
TASR,/TBARS R, 0,819'917 20 0,919’-113 29 0,82910,17 ns




Tabela 15. Grupa 3 - Poréwnanie parametrow stresu oksydacyjnego ze wzgledu na ple¢
(testem U Mann-Whitney’a): aktywnosci SOD-1 w erytrocytach (SOD), ekspresji genu
SOD-1 wPBMC (xSOD), logarytmu warto$ci xXSOD (log xSOD)), stezenia catkowitego sta-
nu antyoksydacyjnego (TAS) osocza i stezenia produktéw peroksydacji lipidéw (TBARS)
w osoczu — wartosci uzyskane w trakcie testu doustnego obciazenia glukoza (OGTT)
w 0. minucie (0’) i w 120. minucie (120’), wskaznika TAS-0’/TBARS-0’ oraz wskaznikow
zmiany w trakcie OGTT: indeks R , = [120°]/[0"] i TAS-R ,/TBARS-R__. Dane przedsta-
wiono jako mediang oraz pierwszy-trzeci kwartyl; réznica istotna statystycznie, gdy war-

to$¢ p < 0,05; ns — réznica nieistotna statystycznie

Grupa 3 WSZyscy kobiety mezczyZzni P
n 24 12 12

E SOD-0’ [U/gHGB] 124154—815690 132155—211690 11;;—()13654 "
O |SOD120' [WEHGB] | 1097964 | 12251793 | 133yar | ™
SOD-R,, 0,910{)13 16 0,89{?17,06 0,913’-113 19 |

£ xSOD-0" [x10°] 16‘25932,00 21,;561(;%,00 s,g?l2753,9 ns
© | xS0D-120' [x10°] 21,;‘55122%2,0 13,751(;%7,5 22,;&22522,0 ns
xSOD-R, 0’715{)28,83 0,415’_3;,30 0,926;—1‘?.02 "

: log XSOD-0' 060120 | 9991120 | ssmiry | ™
O | log xSOD-120’ 9,918?'1722,31 9,3189’1826,10 10,3&713,31 ns
(log xSOD)-R, 0,917'915 09 0,912'913 08 0,919'5)17 a4 ™

5 TAS-0" [mmol/] 1‘313':‘15,56 1,310’_317' 57 1,317’_511,56 ns
O | TAS-120" [mmol/I] 1‘219’_317,50 1,216’_314, 55 1,315'f12,50 ns
TASR;s 0,9(2)’?17 00 0,9(31'?17,00 0,8%?(;99 ns

5 TBARS-0’ [pmol/I] 5'158'f’:’23 4’853’_5;51 5,42’_7:, 09 ns
O | TBARS-120’ [umol/I] 5‘462_22,73 5,452_771‘08 5,761’32,73 "
TBARS-R,, 1 012919 18 1 ,011'916,21 1 ,016’-111,1 6 | ™
TAS-0/TBARS-0’ 0,202‘_2331 0,2(1’_23,32 0,29{_2(?,31 ns
TAS-R,/TBARS-R . 0‘7(;'?3,9 6 07%’?3 99 0,7(;’?3, 9 | ™
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Tabela 16. Grupa 4 - Poréwnanie parametrow stresu oksydacyjnego ze wzgledu na ple¢
(testem U Mann-Whitney’a): aktywnosci SOD-1 w erytrocytach (SOD), ekspresji genu
SOD-1 wPBMC (xSOD), logarytmu warto$ci xXSOD (log xSOD)), stezenia catkowitego sta-
nu antyoksydacyjnego (TAS) osocza i stezenia produktéw peroksydacji lipidéw (TBARS)
w osoczu — wartosci uzyskane w trakcie testu doustnego obciazenia glukoza (OGTT)
w 0. minucie (0’) i w 120. minucie (120’), wskaznika TAS-0’/TBARS-0’ oraz wskaznikow
zmiany w trakcie OGTT: indeks R = [120°]/[0°'] i TAS-R /TBARS-R .. Dane przed-
stawiono jako mediang oraz pierwszy-trzeci kwartyl; réznica istotna statystycznie, gdy
warto$¢ p < 0,05; ns — réznica nieistotna statystycznie

Grupa 4 WsZyscy kobiety mezczyzni P
n 22 1 11

E SO0 0 [U/gHGE] 121163—019514 122182—915362 121135—012553 ns
O |sOD-120' [U/gHGB] 101123_217509 952?:88 101124_2?650 ns
SOD-R, o,7%'?19 18 0,811’911, 18 0,6%?17 23 | ™

E xSOD-0" [x10°] 8,01332?3,50 6,;3233,0 8,03(’)1—';10,10 ns
O | xSOD-120’ [x107] 3’81,7_;?85‘90 3,1101_’33 30 4,0%;2'732 60 |
xSOD-R; 0,303'?23,66 0,119’_1;,00 0,303'—722,66 ns
E log xSOD-0 8999061 | 8841000 | 89908 | ™
O |logxSOD-120’ 8’2%712‘80 802;31372 8,311(1'1218_ n | ™
(log xSOD)-R; o,g%?? 09 0,813,911, 18 0,8%?17 ,09 ne

E TAS-0’ [mmol/I] 1'4kfﬁ59 1,417’_518‘ 61 1,31;'f17,58 ns
O | TAS-120" [mmol/I] 1‘31310’72 1,313'11,72 1,314'—317,67 ns
TASR,, 0,9%'?19 05 03%218 12 0,991'?19 05 | ™

E TBARS-0’ [pmol/l] 5'2(;'32’79 4’8%’_177' 80 5,6?3'?78,79 ns
O | TBARS-120’ [umol/l] 5‘4;’1;’1 4 4,82’5’73‘70 6‘777’585,30 ns
TBARSR 1‘010‘?15 16 0,915'?12, 08 1,011'?17 a9 M
TAS-0/TBARS-0’ 0,2%‘_23, 31 0,2%’_23,34 0, 1(;'_203, 26 ns
TAS-R,/TBARSR 0,8%'?13 0 0,8(;’?15 04 o,g%?f o1 | M




Tabela 17. Grupa 5 - Poréwnanie parametrow stresu oksydacyjnego ze wzgledu na ple¢
(testem U Mann-Whitney’a): aktywnosci SOD-1 w erytrocytach (SOD), ekspresji genu
SOD-1 wPBMC (xSOD), logarytmu warto$ci xXSOD (log xSOD)), stezenia catkowitego sta-
nu antyoksydacyjnego (TAS) osocza i stezenia produktéw peroksydacji lipidéw (TBARS)
w osoczu — wartosci uzyskane w trakcie testu doustnego obciazenia glukoza (OGTT)
w 0. minucie (0’) i w 120. minucie (120’), wskaznika TAS-0’/TBARS-0’ oraz wskaznikow
zmiany w trakcie OGTT: indeks R = [120°]/[0°'] i TAS-R /TBARS-R .. Dane przed-
stawiono jako mediang oraz pierwszy-trzeci kwartyl; réznica istotna statystycznie, gdy
warto$¢ p < 0,05; ns — réznica nieistotna statystycznie

Grupa 5 wszyscy kobiety mezczyzni P
n 24 12 12

E SOD-0’ [U/gHGB] 1 43145—717859 144135—110881 142126—514859 ns
O |SOD120'UgHGB] | 1300 1791 | 13300772 | 1a1sarer |
SODR,, 0,8%’?15,08 0,8(;’?15,03 0,7%?11,08 s

£ XSOD-0" [x10°] 755310 | 34761300 | 40301365 | ™
© |xs0D-120'[x10°] ngsies | 14tendss | 3555435 | ™
xSOD-R,¢ 0’2%’_810,97 0,1%5,14,68 0,4%,—812,99 ns

5 log xSOD-0’ 10,51;5371,78 10,l5?ﬁ71,7o 10,61&121,82 ns
© | logxsOD-120 10041184 | 936188 | 10421081 |
(log xSOD)R 08(;?18 06 0,805'?16,04 0,9%?18,06 ns

E TAS-0’ [mmol/] 1,317’5’11’68 1,415’_519‘ 69 1,314’:116, sg | ™
O | TAS-120’ [mmol/I] 1’211’_2342 1’11)'_218‘51 1’212Y_310‘39 ns
TASR, o,s%ii)g,% 0,8%%,94 0,8(3{?11,00 ns

£ TBARS-0" [uimol/l] 6,273'953,81 6,070’—286,25 6,263’?‘;),10 ne
O | TBARS-120’ [umol/1] 6'5%’?86”89 6’2%’93 83 7,01'_7334 ns
TBARS-R, 0,919’?$,22 1,012'?16,30 0,91)'917,15 ns
TAS-0/TBARS-0’ 0'1%’_2(125 0,1%'_23,26 0,1%_2(],24 ns
TAS-R,/TBARS-R . 0'7%%’9 5 0’6(;’_73 87 0,703'533 9g | M

49



Tabela 18. Grupa 6 - Poréwnanie parametrow stresu oksydacyjnego ze wzgledu na ple¢
(testem U Mann-Whitney’a): aktywnosci SOD-1 w erytrocytach (SOD), ekspresji genu
SOD-1 wPBMC (xSOD), logarytmu warto$ci xXSOD (log xSOD)), stezenia catkowitego sta-
nu antyoksydacyjnego (TAS) osocza i stezenia produktéw peroksydacji lipidéw (TBARS)
w osoczu — wartosci uzyskane w trakcie testu doustnego obciazenia glukoza (OGTT)
w 0. minucie (0’) i w 120. minucie (120’), wskaznika TAS-0’/TBARS-0’ oraz wskaznikow
zmiany w trakcie OGTT: indeks R , = [120°]/[0"] i TAS-R ,/TBARS-R__. Dane przedsta-
wiono jako mediang oraz pierwszy-trzeci kwartyl; réznica istotna statystycznie, gdy war-
to$¢ p < 0,05; ns — réznica nieistotna statystycznie

Grupa 6 WSZyscy kobiety mezczyzni P
n 22 11 [

E SOD 0 [L/aHGE] 104151—817279 104152—111299 100171—718270 "
O |SOD-120’ [U/gHGB] 89792241 50 88 4?87 1’12204 897?23 1’?1 16 | ™
SOD-R, 0,7%?3,99 0,6%?14,1 3 0,7%25,99 ns

E xSOD-0’ [x10°] 2)7%_23?‘ 82 2,7(121;,00 1,7‘2—185,82 ns
O | xS0D-120’ [x10°] 1,436'92 25 1,21)'-575,22 1,8%),:1:,1 5 ™
xSOD-R, 0’3(;’513,00 0,302'511,57 0,4(31’5)19,00 ns

E log xSOD-0’ 7,9%—3‘;},08 7‘9%_395’39 7,486,393‘08 ns
o log xXSOD-120’° 7’2%'3;35 7,12385,88 7,5%—185,33 ns
(log xSOD)-R, 0,8%?13 00 0,8%?12 06 0,9(}?15 00 | ™

E TAS-0" [mmol/] 1’111’_210' 27 1'110'_210, 27 1,112’_210‘ 29 ns
O | TAS-120’ [mmol/I] 0)92?12‘10 0‘913'9%1 0 1,012’?15,16 ns
TASR, O,Bﬂ’?é, 92 o,7%§§,92 0,8(}%,,92 ns

5 TBARS-0' [umol/l] 5’770’993'60 5,7%%'44 5, 56?_5; 36 | ™
O | TBARS-120’ [umol/I] 6 6?;?? 44 6, 5-16111,64 6,683’_295‘43 ns
TBARSR,, 1,018'_113 25 1,018'-116 26 1,016'-113 2 |
TAS-0/TBARS-0’ 0,1%’_15’, 2 011(1’_13, 22 0,102'_13, 2 | "™
TAS-R,/TBARSR,, 0, 6%’_73'79 0,6%_73, 79 0,6%_73, 79 ns




4.2. Poréwnania miedzy badanymi grupami

Kliniczno-laboratoryjna charakterystyka poréwnawcza badanych grup 1-6 zo-
stala przedstawiona w tabelach 19-22.

Badane osoby nie réznily si¢ migdzy soba wiekiem. Réznica w zakresie BMI
i glikemii wynikata z przyjetych zalozen pracy. Konsekwencja przyjetego podzia-
tu, ze wzgledu na BMI (prawidlowe, nadwaga, otylos¢) i wynik doustnego testu
obcigzenia glukoza (normoglikemia, stany przedcukrzycowe, $wiezo rozpoznana
cukrzyca typu 2), byly réznice w zakresie: obwodu talii i wartosci HbAlc.

Mimo ze do badania kwalifikowano tylko osoby z prawidtows, tj. w zakresie
wartosci referencyjnych, liczbg leukocytow (WBC) w morfologii krwi obwodo-
wej i stezeniem hsCRP < 8 mg/l, badane grupy réznily sie pod wzgledem tych pa-
rametrow. Wszystkie osoby z dysglikemis, tj. grupy 4, 516 — kazda, prezentowaly
wyzsza liczbe WBC w poréwnaniu z grupa 1 (Rycina 1). Grupy 4, 5 i 6 ujawnily
wyzsze stezenia hsCRP w pordwnaniu z grupg 1, ponadto grupa 6 — w poréwna-
niu z grupg 2 (Rycina 2). Powyzsze wyniki potwierdzaja udziat procesu zapalne-
go w patobiochemii ryzyka sercowo-naczyniowego, przy wspolwystepowaniu nie
tylko cukrzycy, ale réwniez stanu przedcukrzycowego.

4.2.1. Parametry gospodarki weglowodanowe;j i lipidowe;j

HbA1c

Badane grupy réznily sie¢ miedzy soba wartosciami HbA1c (Rycina 3), przy czym
nie obserwowano réznic pomiedzy grupami normoglikemicznymi 1, 2 i 3. Kazda
z grup dysglikemicznych 4, 5, 6 prezentowata wyzsze wartosci parametru w po-
réwnaniu z grupa 1 i 2 oraz grupy 5 i 6 — w poréwnaniu z grupa 3. Najwigksza
réznice obserwowano miedzy grupa 6 a poszczegélnymi grupami normoglike-
micznymi 1, 2, 3 oraz miedzy grupa 5 i grupami normoglikemicznymi 1, 2 - co
potwierdza stuszno$¢ wprowadzenia przez ADA parametru HbAlc do kryte-
riéw rozpoznawania cukrzycy i standéw przedcukrzycowych. Z drugiej strony
wyniki poréwnania wielokrotnego pokazujg brak istotnej statystycznie réznicy
w gromadzeniu koncowych produktéw glikacji bialek, tu: HbAlc, u normogli-
kemicznych oséb z otyloscia (grupa 3) i u oséb IFG z nadmierng masg ciata
(grupa 4). Podobne skutki metaboliczne w zakresie glikacji bialek zostaly za-
obserwowane przy poréwnaniu dwoch stanéw przedcukrzycowych: IFG (grupa
4) i IGT (grupa 5). Przedstawione zaleznosci pokazuja, jak niewiele moze dzieli¢
osoby otyle od rozpoznania stanu przedcukrzycowego, oraz sugeruja (usprawie-
dliwiaja) podobne traktowanie IFG i IGT w zakresie mozliwych konsekwencji
metabolicznych.
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Kruskal-Wallis test, p=0,0006
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3 1 2 3 4 5 6 0 Median value
Badane grupy
WBC: test Kruskala-Wallisa, p = 0,0006;
wartos¢ p dla poréwnan wielokrotnych (dwustronnych):
grupa 1 2 3 4 5 6
1 1,0000 0,2152 0,0071 0,0070 0,0125
2 1,0000 1,0000 0,2177 0,2294 0,3299
3 0,2152 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
4 0,0071 0,2177 1,0000 1,0000 1,0000
5 0,0070 0,2294 1,0000 1,0000 1,0000
6 0,0125 0,3299 1,0000 1,0000 1,0000

Rycina 1. Poréwnanie liczby WBC miedzy wszystkimi badanymi grupami testem Kru-
skala-Wallisa (rycina) z analizg post hoc testem Dunna (tabela).



Kruskal-Wallis test, p<0,0001
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Badane grupy
hsCRP: test Kruskala-Wallisa, p < 0,0001;
warto$c p dla poréwnan wielokrotnych (dwustronnych):
grupa 1 2 3 4 5 6
1 0,6597 0,0502 0,0001 0,0002 0,0000
2 0,6597 1,0000 0,2098 0,2719 0,0146
3 0,0502 1,0000 1,0000 1,0000 0,2467
4 0,0001 0,2098 1,0000 1,0000 1,0000
5 0,0002 0,2719 1,0000 1,0000 1,0000
6 0,0000 0,0146 0,2463 1,0000 1,0000

Rycina 2. Poréwnanie stezenia hsCRP miedzy wszystkimi badanymi grupami testem
Kruskala-Wallisa (rycina) z analizg post hoc testem Dunna (tabela).
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Kruskal-Wallis test, p<0,0001
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Badane grupy

HbA1c [%)]

HbA1 : test Kruskala-WVallisa, p < 0,0001;
wartos¢ p dla porownan wielokrotnych (dwustronnych):

grupa 1 2 3 4 5 6
1 1,0000 0,0540 0,0001 0,0000 0,0000
2 1,0000 0,1203 0,0002 0,0000 0,0000
3 0,0540 0,1203 1,0000 0,0220 0,0000
4 0,0001 0,0002 1,0000 1,0000 0,0028
5 0,0000 0,0000 0,0220 1,0000 0,1773
6 0,0000 0,0000 0,0000 0,0028 0,1773

Rycina 3. HbAlc. Poréwnanie wartosci HbAlc miedzy wszystkimi badanymi grupami
testem Kruskala-Wallisa (rycina) z analizg post hoc testem Dunna (tabela).
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Gospodarka lipidowa

Badane grupy réznily sie miedzy soba stezeniem T-C (Rycina 4): grupy 3, 4, 5,
i 6 ujawnily wyzsze stezenie cholesterolu calkowitego w poréwnaniu z grupa
1. Natomiast grupy 2, 3, 4, 5 i1 6 nie rdznily si¢ migedzy sobg stezeniem T-C
W 0S0CZU.

Badane grupy réznity si¢ miedzy soba stezeniem TAG (Rycina 5): grupy 3, 4,
5 i 6 prezentowaly wyzsze stezenia triacylogliceroli w poréwnaniu z grupa 1 oraz
w poréwnaniu z grupa 2. Grupy 3, 4, 51 6 nie réznily si¢ miedzy sobg stezeniem
TAG w osoczu.

Badane grupy réznily si¢ miedzy soba stezeniem HDL-C (Rycina 6): grupy 3,
4, 5 i 6 ujawnily nizsze stezenie cholesterolu frakcji HDL w poréwnaniu z grupa
1 oraz grupy 3, 51 6 — w poréwnaniu z grupa 2. Grupy 3, 4, 5 i 6 nie roznily sie
miedzy sobg stezeniem HDL-C w osoczu.

Badane grupy réznily sie¢ miedzy sobg stezeniem LDL-C (Rycina 7): grupy
3, 4, 5 i 6 prezentowaly wyzsze stezenie cholesterolu frakcji LDL w poréwna-
niu z grupa 1. Grupy 2, 3, 4, 5 i 6 nie r6znily si¢ miedzy soba stezeniem LDL-C
W 0soczu.

Badane grupy roéznity sie¢ miedzy sobg stezeniem nieHDL-C (Rycina 8): gru-
py 3, 4, 51 6 prezentowaly wyzsze stezenie cholesterolu nieHDL w poréwnaniu
z grupa 1. Natomiast grupy 2, 3, 4, 5 i 6 nie réznily si¢ miedzy soba stezeniem
nieHDL-C.

4.2.2.Wskazniki insulinowrazliwosci-insulinoopornosci

Przeprowadzenie testu doustnego obciazenia glukoza pozwolito obliczy¢ dyna-
miczne wskazniki insulinowrazliwosci ISI: ISL, ,, - tzw. indeks Gutt (od nazwiska
badaczki Miriam Gutt) i ISI,, . wg badacza Masafumi Matsudy, oprocz czesto
stosowanego (gdyz opierajacego si¢ jedynie na wynikach badan jednopunktowych
- glikemii i insulinemii na czczo) wskaznika insulinoopornosci HOMA-IR.

Badane grupy réznily si¢ miedzy soba wskaznikiem insulinoopornosci HO-
MA-IR (Rycina 9): grupy 2, 3, 4, 5 i 6 prezentowaly wyzsze wartosci HOMA-IR
w poréwnaniu z grupg 1 a grupy 4, 516 — w poréwnaniu z grupg 2. Ponadto gru-
pa 5 ujawnita wyzsze warto$ci wskaznika niz grupa 3. Brak réznic migdzy grupa-
mi dysglikemicznymi 4, 5 i 6 potwierdza niska uzytecznos¢ HOMA-IR do rézni-
cowania klinicznych postaci zaburzen glikemii, w przeciwienstwie do znaczenia
diagnostycznego w rozpoznawaniu insulinoopornosci wynikajacej z nadmiernej
masy ciala, zwlaszcza gdy towarzyszy jej dysglikemia (ogdlnie — bez podzialu na
stan przedcukrzycowy i cukrzyce).

Wszystkie grupy ujawnily obnizanie si¢ wskaznika Matsudy (Rycina 10): gru-
py 3, 4, 51 6 prezentowaly nizsze wartos$ci w poréwnaniu z grupg 1, grupy 4, 5



Kruskal-Wallis test, p<0,0001
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T-C: test Kruskala-VVallisa, p < 0,0001;
wartos¢ p dla poréwnan wielokrotnych (dwustronnych):
grupa 1 2 3 4 5 6
1 0,0504 0,0002 0,0004 0,0001 0,0000
2 0,0504 1,0000 1,0000 1,0000 0,7027
3 0,0002 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
4 0,0004 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
5 0,0001 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
6 0,0000 0,7027 1,0000 1,0000 1,0000

Rycina 4. Poréwnanie stezenia cholesterolu catkowitego w surowicy (T-C) miedzy
wszystkimi badanymi grupami testem Kruskala-Wallisa (rycina) z analizg post hoc te-
stem Dunna (tabela).



Kruskal-Wallis test, p<0,0001
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TAG: test Kruskala-Wallisa, p < 0,0001;
wartos¢ p dla poréwnan wielokrotnych (dwustronnych):
grupa 1 2 3 4 5 6

1 0,4911 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
2 0,4911 0,0455 0,0223 0,0037 0,0000
3 0,0000 0,0455 1,0000 1,0000 0,7769
4 0,0000 0,0223 1,0000 1,0000 1,0000
5 0,0000 0,0037 1,0000 1,0000 1,0000
6 0,0000 0,0000 0,7769 1,0000 1,0000

Rycina 5. Poréwnanie stezenia triacylogliceroli (TAG) miedzy wszystkimi badanymi
grupami testem Kruskala-Wallisa (rycina) z analizg post hoc testem Dunna (tabela).



Kruskal-Wallis test, p<0,0001
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Badane grupy
HDL-C: test Kruskala-Wallisa, p < 0,0001;
warto$¢ p dla poréwnan wielokrotnych (dwustronnych):
grupa 1 2 3 4 5 6
1 1,0000 0,0000 0,0043 0,0000 0,0000
2 1,0000 0,0194 0,9173 0,0329 0,0021
3 0,0000 0,0194 1,0000 1,0000 1,0000
4 0,0043 0,9173 1,0000 1,0000 0,8701
5 0,0000 0,0329 1,0000 1,0000 1,0000
6 0,0000 0,0021 1,0000 0,8701 1,0000

Rycina 6. Poréwnanie stezenia cholesterolu frakcji HDL (HDL-C) miedzy wszystkimi
badanymi grupami testem Kruskala-Wallisa (rycina) z analiza post hoc testem Dunna
(tabela).



Kruskal-Wallis test, p<0,0001
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Badane grupy
LDL-C: test Kruskala-WVallisa, p < 0,0001;
wartos¢ p dla poréwnan wielokrotnych (dwustronnych):
grupa 1 2 3 4 5 6

1 0,0696 0,0001 0,0040 0,0001 0,0008
2 0,0696 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
3 0,0001 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
4 0,0040 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
5 0,0001 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
6 0,0008 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000

Rycina 7. Poréwnanie st¢zenia cholesterolu frakcji LDL (LDL-C) miedzy wszystkimi
badanymi grupami testem Kruskala-Wallisa (rycina) z analiza post hoc testem Dunna
(tabela).



Kruskal-Wallis test, p<0,0001
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20 |
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1 ] 25%-75%
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Badane grupy

nieHDL-C: test Kruskala-Wallisa, p < 0,0001;
wartos¢ p dla poréwnan wielokrotnych (dwustronnych):

grupa 1 2 3 4 5 6
1 0,0609 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
2 0,0609 0,2825 1,0000 0,2174 0,0772
3 0,0000 0,2825 1,0000 1,0000 1,0000
4 0,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
5 0,0000 0,2174 1,0000 1,0000 1,0000
6 0,0000 0,0772 1,0000 1,0000 1,0000

Rycina 8. Poréwnanie stezenia nieHDL-C miedzy wszystkimi badanymi grupami testem
Kruskala-Wallisa (rycina) z analizg post hoc testem Dunna (tabela).



Kruskal-Wallis test, p<0,0001
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HOMA-IR: test Kruskala-Wallisa, p < 0,0001;
warto$¢ p dla poréwnan wielokrotnych (dwustronnych):
grupa 1 2 3 4 5 6
1 0,0067 0,0001 0,0000 0,0000 0,0000
2 0,0067 1,0000 0,0481 0,0016 0,0046
3 0,0001 1,0000 0,5912 0,0460 0,0967
4 0,0000 0,0481 0,5912 1,0000 1,0000
5 0,0000 0,0016 0,0460 1,0000 1,0000
6 0,0000 0,0046 0,0967 1,0000 1,0000

Rycina 9. Poréwnanie wskaznika HOMA-IR migdzy wszystkimi badanymi grupami te-
stem Kruskala-Wallisa (rycina) z analizg post hoc testem Dunna (tabela).




Kruskal-Wallis test, p<0,0001
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ISl,,...q: test Kruskala-Wallisa, p < 0,0001;
wartos¢ p dla porownan wielokrotnych (dwustronnych):
grupa 1 2 3 4 5 6
1 0,1745 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
2 0,1745 0,4782 0,0383 0,0000 0,0000
3 0,0000 0,4782 1,0000 0,0008 0,0091
4 0,0000 0,0383 1,0000 0,0351 0,2102
5 0,0000 0,0000 0,0008 0,0351 1,0000
6 0,0000 0,0000 0,0091 0,2102 1,0000

Rycina 10. Poréwnanie ISI| . (indeks Matsudy) miedzy wszystkimi badanymi grupa-
mi testem Kruskala-Wallisa (rycina) z analizg post hoc testem Dunna (tabela).



Kruskal-Wallis test, p<0,0001
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ISl 5 1, test Kruskala-Wallisa, p < 0,0001;
warto$¢ p dla poréwnan wielokrotnych (dwustronnych):
grupa 1 2 3 4 5 6
1 0,5224 0,0002 0,0000 0,0000 0,0000
2 0,5224 0,3477 0,0145 0,0000 0,0000
3 0,0002 0,3477 1,0000 0,0020 0,0000
4 0,0000 0,0145 1,0000 0,1191 0,0017
5 0,0000 0,0000 0,0020 0,1191 1,0000
6 0,0000 0,0000 0,0000 0,0017 1,0000

Rycina 11. Poréwnanie ISI ., (indeks Gutt) migdzy wszystkimi badanymi grupami te-
stem Kruskala-Wallisa (rycina) z analizg post hoc testem Dunna (tabela).



i 6 — w pordwnaniu z grupg 2, grupy 5 i 6 ujawnily nizsze wartosci wskaznika
insulinowrazliwosci niz grupa 3, a grupa 5 - nizsze niz grupa 4. Sposrod kobiet
i mezczyzn ze stanem przedcukrzycowym osoby z IGT prezentowaly mniejsza
insulinowrazliwo$¢ niz osoby z IFG. W badanej populacji nie stwierdzono réznic
miedzy grupa 51 6 — co pokazuje, ze i ten parametr nie roéznicuje §wiezo rozpo-
znanej cukrzycy typu 2 od stanu przedcukrzycowego.

Badane grupy prezentowaty zmniejszanie si¢ wartosci ISI |, (Rycina 11): gru-
py 3,4, 516 - wodniesieniu do grupy 1, grupy 4, 5, 6 - w poréwnaniu z grupa 2,
grupy 5 i 6 — w poréwnaniu z grupg 3 oraz grupa 6 — w odniesieniu do grupy 4.
Réznica miedzy grupa 5 i 6 okazala si¢ nieistotna statystycznie.

4.2.3. Markery stresu oksydacyjnego

Dysmutaza ponadtlenkowa SOD-1 — ocena aktywnosci enzymu
w erytrocytach (SOD)

Badane grupy roznily sie miedzy sobg aktywnosciag SOD-1 w erytrocytach na
czczo, SOD-0’ (Rycina 12). Zauwazono tendencj¢ wzrostowa dla SOD-0’ od gru-
py 1 do grupy 5, przy czym istotna statystycznie réznica wystepowala miedzy
grupa 51 grupa 1 oraz grupg 5 i grupg 4. Natomiast grupa 6 zaprezentowala niz-
sze aktywnosci SOD-1 w erytrocytach na czczo niz pozostale grupy, zwlaszcza
istotne statystycznie w poréwnaniu z grupa 2, 31 5.

Badane grupy roznily si¢ aktywnoscig SOD-1 w 120. minucie testu doustnego
obciazenia glukoza, SOD-120’ (Rycina 13). Nie obserwowano jednego kierun-
ku zmian SOD-120" od grupy 1 do grupy 6 - wartoéci SOD-120 fluktuowaly,
a istotne statystycznie rdznice dotyczyly nizszej aktywnosci SOD-120" w grupie
6 w poréwnaniu z grupa 1, 2, 3 i 5 oraz nizszej aktywnosci SOD-120’ w grupie 4
W poréwnaniu z grupg 2.

Dla oceny zmian aktywnosci SOD-1 w trakcie testu doustnego obcigzenia
glukoza, w odpowiedzi na bodziec 75,0 gramoéw glukozy, zaproponowatam in-
deks SOD-R = [SOD-120’]/[SOD-0’] - réznigcy si¢ migdzy badanymi grupami.
W grupach od 1 do 6, w przyjetym modelu narastania ryzyka rozwoju cukrzycy
typu 2, zaobserwowano obnizanie si¢ SOD-R . (Rycina 14): grupy 4, 5 i 6 prezen-
towaly nizsze wartoéci wskaznika w poréwnaniu z grupg 1 oraz w poréwnaniu
z grupg 2. Grupy 3, 4, 5 i 6 nie roznity si¢ miedzy sobg indeksem SOD-R .

Dysmutaza ponadtlenkowa SOD-1 — ocena ekspresji genu dla SOD-1 w PBMC
(xSOD)

Badane grupy réznily si¢ miedzy soba ekspresja genu dla SOD-1 w PBMC na
czczo, XSOD-0’ (Rycina 15): grupy 3 i 5 ujawnily wyzszg ekspresje w poréwnaniu
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Kruskal-Wallis test, p<0,0001
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SOD-0" test Kruskala-Wallisa, p < 0,0001;
wartos¢ p dla porownan wielokrotnych (dwustronnych):
grupa 1 2 3 4 5 6
1 0,8820 0,0956 1,0000 0,0000 1,0000
2 0,8820 1,0000 1,0000 0,0562 0,0396
3 0,0956 1,0000 1,0000 0,5902 0,0019
4 1,0000 1,0000 1,0000 0,0095 0,2631
5 0,0000 0,0562 0,5902 0,0095 0,0000
6 1,0000 0,0396 0,0019 0,2631 0,0000

Rycina 12. Poréwnanie aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej w erytrocytach na czczo
(SOD-0) miedzy wszystkimi badanymi grupami testem Kruskala-Wallisa (rycina) z ana-
lizg post hoc testem Dunna (tabela).
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Kruskal-Wallis test, p<0,0000
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Badane grupy
SOD-120’: test Kruskala-Wallisa, p < 0,0001;
wartos¢ p dla porownan wielokrotnych (dwustronnych):
grupa 1 2 3 4 5 6
1 1,0000 1,0000 0,6449 1,0000 0,0000
2 1,0000 1,0000 0,0359 1,0000 0,0000
3 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,0001
4 0,6449 0,0359 1,0000 0,5471 0,0673
5 1,0000 1,0000 1,0000 0,5471 0,0000
6 0,0000 0,0000 0,0001 0,0673 0,0000

Rycina 13. Poréwnanie aktywno$ci SOD-120’ miedzy wszystkimi badanymi grupami te-
stem Kruskala-Wallisa (rycina) z analiza post hoc testem Dunna (tabela).
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SOD-R,,: test Kruskala-WVallisa, p < 0,0001;
wartos¢ p dla porownan wielokrotnych (dwustronnych):
grupa 1 2 3 4 5 6
1 1,0000 0,0605 0,0128 0,0003 0,0000
2 1,0000 0,1608 0,0383 0,0012 0,0001
3 0,0605 0,1608 1,0000 1,0000 0,5297
4 0,0128 0,0383 1,0000 1,0000 1,0000
5 0,0003 0,0012 1,0000 1,0000 1,0000
6 0,0000 0,00001 0,5297 1,0000 1,0000

Rycina 14. Por6wnanie indeksu SOD-R . miedzy wszystkimi badanymi grupami testem
Kruskala-Wallisa (rycina) z analizg post hoc testem Dunna (tabela).



Kruskal-Wallis test, p<0,0001
400
360
320
280
S 240
S
= 200 S
Q
5 160
2 I
120 ——
80 T
[m]
40 o T Min-Max
N P = = =i
1 2 3 4 5 6 U Median value
Badane grupy
xSOD-0’: test Kruskala-Wallisa, p < 0,0001;
wartos¢ p dla porownan wielokrotnych (dwustronnych):
grupa 1 2 3 4 5 6
1 0,8469 0,0345 1,0000 0,0000 0,3157
2 0,8469 1,0000 1,0000 0,0051 0,0004
3 0,0345 1,0000 1,0000 0,2195 0,0000
4 1,0000 1,0000 1,0000 0,0007 0,0063
5 0,0000 0,0051 0,2195 0,0007 0,0000
6 0,3157 0,0004 0,0000 0,0063 0,0000

Rycina 15. Poréwnanie ekspresji xSOD-0’ miedzy wszystkimi badanymi grupami testem
Kruskala-Wallisa (rycina) z analizg post hoc testem Dunna (tabela).
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z grupg 1 a grupa 5 - dodatkowo w poréwnaniu z grupa 2 i 4. Grupa 6 prezento-
wala nizsza ekspresje SOD-1 niz pozostale grupy, a istotng statystycznie réznice
wykazano w poréwnaniu z grupami 2, 3,41 5.

Badane grupy roéznily sie miedzy sobg ekspresja genu dla SOD-1 w PBMC
w 120. minucie OGTT, xSOD-120’ (Rycina 16). Nie obserwowano jednego kie-
runku zmian xSOD-120’ Grupa 6 prezentowala nizszg ekspresje SOD-1 niz po-
zostale grupy, a istotng statystycznie réznice wykazano w poréwnaniu z grupami
1, 2, 3 i 5, natomiast grupa 4 ujawnila nizsze xXSOD-120’ niz grupa 2. Najwyzsze
wartosci xSOD-120" zaobserwowano w grupach, kolejno, 6 i 3.

Dla oceny zmian ekspresji SOD-1 w PBMC, w trakcie testu doustnego obcia-
zenia glukoza, w odpowiedzi na bodziec 75,0 graméw glukozy, zaproponowalam
indeks xSOD-R_, = [xSOD-120’]/[xSOD-0’], ktéry r6znit si¢ migdzy badanymi
grupami. Grupy 4, 5 i 6 prezentowaly nizszy xSOD-R . (Rycina 17) w poréwna-
niu z grupa 1 a grupy 3, 4, 51 6 w poréwnaniu z grupg 2. Najwyzszy wskaznik
xSOD-R  zaobserwowano w grupie 2.

Dysmutaza ponadtlenkowa SOD-1 - ocena ekspresji genu dla SOD-1 w PBMC
jako log wartosci xSOD (log xXSOD)

Badane grupy rdznily si¢ miedzy sobg ekspresja genu dla SOD-1 wyrazong jako
log xXSOD-0’ (Rycina 18). Zaobserwowano narastanie log xXSOD-0’ w grupach
od 1 do 5 z istotnie wyzszymi wartosciami w grupie 3 i 5 w poréwnaniu z grupa
1 oraz w grupie 5 w poréwnaniu z grupami 2 i 4. Natomiast grupa 6 zaprezento-
wala nizszy log xXSOD-0" niz pozostale grupy, réznica byla istotna statystycznie
w pordéwnaniu z grupa 2, 3,41 5.

Badane grupy réznity sie¢ miedzy sobg log wartosci ekspresji genu dla SOD-1
w PBMC w 120. minucie OGTT, log xXSOD-120’ (Rycina 19). Nie obserwowa-
no jednego kierunku zmian tego parametru. Grupa 6 prezentowala nizszy log
xSOD-120" niz pozostale grupy, a istotng statystycznie réznice wykazano w po-
réwnaniu z grupami 1, 2, 3 i 5, natomiast grupa 4 ujawnita nizsze xSOD-120’ niz
grupa 2.

Zmiang ekspresji SOD-1 w PBMC, w trakcie testu doustnego obcigzenia glu-
koza, w odpowiedzi na bodziec 75,0 graméw glukozy, $ledzono réwniez w opar-
ciu o indeks [log xSOD]-R,, = [log xXSOD-120’]/[log xSOD-0], ktory réznit sie
miedzy badanymi grupami. Zaobserwowano obnizanie si¢ tego parametru od
grupy 1 do grupy 6 (Rycina 20): grupy 4, 5 i 6 prezentowaty nizszy [logxSOD]-R
w pordéwnaniu z grupa 1, a grupy 3, 4, 51 6 — w poréwnaniu z grupg 2.
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400 T
360
320 s vy
__ 280
3
=) 240
8 200 _|7
A 160
(@]
2 120 o i
80 g
40 o u T Min-Max
q — T L2 1 I [ 25%-75%
1 2 3 4 5 6 0 Median value
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xSOD-120’: Test Kruskala-WVallisa, p < 0,0001;
warto$c¢ p dla poréwnan wielokrotnych (dwustronnych):
grupa 1 2 3 4 5 6
1 0,0941 1,0000 1,0000 1,0000 0,0001
2 0,0941 1,0000 0,0003 1,0000 0,0000
3 1,0000 1,0000 0,1212 1,0000 0,0000
4 1,0000 0,0003 0,1212 0,0726 0,0628
5 1,0000 1,0000 1,0000 0,0726 0,0000
6 0,0001 0,0000 0,0000 0,0628 0,0000

Rycina 16. Poréwnanie ekspresji xXSOD-120" miedzy wszystkimi badanymi grupami te-
stem Kruskala-Wallisa (rycina) z analizg post hoc testem Dunna (tabela).
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xSOD-R,.: test Kruskala-WVallisa, p < 0,0001;
wartos¢ p dla porownan wielokrotnych (dwustronnych):
grupa 1 2 3 4 5 6
1 1,0000 0,5555 0,0382 0,0017 0,0002
2 1,0000 0,0270 0,0008 0,0000 0,0000
3 0,5555 0,0270 1,0000 1,0000 0,3525
4 0,0382 0,0008 1,0000 1,0000 1,0000
5 0,0017 0,0000 1,0000 1,0000 1,0000
6 0,0002 0,0000 0,3525 1,0000 1,0000

Rycina 17. Poréwnanie indeksu xXSOD-R_ miedzy wszystkimi badanymi grupami testem
Kruskala-Wallisa (rycina) z analizg post I;oc testem Dunna (tabela).
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14
13
12 T e
.M . o
3 -
8 10 L ° i o
D o o
X
g 9
T a
8 ]
7 —
= Min-Max
5 C 25%-75%
1 2 3 4 5 6 Median value
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log xXSOD-0’: test Kruskala-Wallisa, p < 0,0001;
wartos¢ p dla porownan wielokrotnych (dwustronnych):
grupa 1 2 3 4 5 6
1 0,8469 0,0345 1,0000 0,0000 0,3157
2 0,8469 1,0000 1,0000 0,0051 0,0004
3 0,0345 1,0000 1,0000 0,2195 0,0000
4 1,0000 1,0000 1,0000 0,0007 0,0063
5 0,0000 0,0051 0,2195 0,0007 0,0000
6 0,3157 0,0004 0,0000 0,0063 0,0000

Rycina 18. Poréwnanie logarytmu warto$ci xSOD-0’ (log xSOD-0’) miedzy wszystkimi
badanymi grupami testem Kruskala-Wallisa (rycina) z analizg post hoc testem Dunna

(tabela).
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log xXSOD-120’: test Kruskala-Wallisa, p < 0,0001;
wartos¢ p dla porownan wielokrotnych (dwustronnych):
grupa 1 2 3 4 5 6
1 0,0941 1,0000 1,0000 1,0000 0,0001
2 0,0941 1,0000 0,0003 1,0000 0,0000
3 1,0000 1,0000 0,1212 1,0000 0,0000
4 1,0000 0,0003 0,1212 0,0726 0,0628
5 1,0000 1,0000 1,0000 0,0726 0,0000
6 0,0001 0,0000 0,0000 0,0628 0,0000

Rycina 19. Poréwnanie logarytmu wartos$ci xXSOD-120" (log xSOD-120’) miedzy wszyst-
kimi badanymi grupami testem Kruskala-Wallisa (rycina) z analiza post hoc testem Dun-
na (tabela).
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(log xSOD)-R,: test Kruskala-WVallisa, p < 0,0001;
wartos¢ p dla porownan wielokrotnych (dwustronnych):
grupa 1 2 3 4 5 6
1 1,0000 0,3078 0,0342 0,0008 0,0002
2 1,0000 0,0302 0,0021 0,0000 0,0000
3 0,3078 0,0301 1,0000 1,0000 0,5126
4 0,0342 0,0021 1,0000 1,0000 1,0000
5 0,0008 0,0000 1,0000 1,0000 1,0000
6 0,0002 0,0000 0,5126 1,0000 1,0000

Rycina 20. Poréwnanie indeksu R , logarytméw wartosci xSOD w trakcie OGTT (log
xSOD)-R ., miedzy wszystkimi badanymi grupami testem Kruskala-Wallisa (rycina)
z analizg post hoc testem Dunna (tabela).
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Catkowity stan antyoksydacyjny (TAS) osocza

Badane grupy réznily si¢ miedzy sobg stezeniem TAS w osoczu na czczo, TAS-0’
(Rycina 21). Zauwazono tendencje wzrostowa dla TAS-0" od grupy 1 do grupy 5:
grupy 3, 415 ujawnily wyzsze TAS-0" w poréwnaniu z grupg 1, dodatkowo grupa
4 — w poréwnaniu grupa 2. Natomiast grupa 6 zaprezentowala nizsze TAS-0’ niz
pozostale grupy, istotnie statystycznie w poréwnaniu z grupa 2, 3,41 5.

Zrdznicowanie stezenia TAS w osoczu w 120. minucie testu doustnego obcig-
zenia glukoza, TAS-120’ miedzy grupami (Rycina 22) wyrazato si¢ obnizaniem
TAS-120" od grupy 4 do grupy 6, a stezenia w grupie 6 byly nizsze od kazdej
z pozostatych grup, tj. 1,2, 3,415.

Zmiane stezen TAS osocza w trakcie testu doustnego obcigzenia glukoza,
w odpowiedzi na bodziec 75,0 graméw glukozy, oceniono wyliczajac indeks
TAS-R_ = [TAS-120’]/[TAS-0’], ktéry réznit si¢ migdzy badanymi grupami. Za-
obserwowano obnizanie si¢ tego parametru od grupy 1 do grupy 3 i od grupy 4
do grupy 6 (Rycina 23). Grupy 3, 5 i 6 ujawnily nizsze wartosci w poréwnaniu
z grupg 1, grupy 5 i 6 - w poréwnaniu z grupa 2 oraz grupa 6 - w poréwnaniu
z grupa 4.

Produkty peroksydacji sktadnikéw lipidowych (TBARS) osocza

Badane grupy réznily si¢ miedzy soba stezeniem TBARS w osoczu na czczo,
TBARS-0’ (Rycina 24). Stezenie TBARS-0’ podobne w grupach 1 i 2, nastgpnie
zwiekszalo si¢ az do grupy 6; stezenia w grupach 3, 4, 5 i 6 bylty wyzsze niz w gru-
pach1i2.

Stezenia TBARS w osoczu, w 120. minucie testu doustnego obcigzenia glu-
koza, TBARS-120’ (Rycina 25), podobne w grupach 1 i 2, kolejno narastaly az
do grupy 6. Grupy 3, 4, 5 i 6 prezentowaly wyzsze TBARS-120" w poréwnaniu
z grupami 11 2.

Zmiane stezen TBARS osocza w trakcie testu doustnego obcigzenia gluko-
z3, w odpowiedzi na bodziec 75,0 gramoéw glukozy, §ledzono w oparciu o indeks
TBARS-R,_ = [TBARS-120’]/[TBARS-0] - jego warto$¢ w grupie 6 byta wyzsza
niz w grupach 1i 2 (Rycina 26).

Wskaznik TAS-0/TBARS-0’

Badane grupy réznily si¢ miedzy sobg wskaznikiem TAS-0’/TBARS-0’ (Rycina
27), ktéry przyjmowat podobne wartosci w grupach 1 i 2, a nastgpnie zmniejszat
sie az do grupy 6. Wskaznik w grupach 4, 5 i 6 byt nizszy niz w grupach 1 i 2;
dodatkowo w grupie 6 - nizszy niz w grupie 3.
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TAS-0": test Kruskala-WVallisa, p < 0,0001;
wartos¢ p dla porownan wielokrotnych (dwustronnych):
grupa 1 2 3 4 5 6
1 1,0000 0,0135 0,0000 0,0003 1,0000
2 1,0000 1,0000 0,0287 0,1105 0,0408
3 0,0135 1,0000 1,0000 1,0000 0,0000
4 0,0000 0,0287 1,0000 1,0000 0,0000
5 0,0003 0,1105 1,0000 1,0000 0,0000
6 1,0000 0,0408 0,0000 0,0000 0,0000

Rycina 21. Poréwnanie stezenia TAS-0" miedzy wszystkimi badanymi grupami testem
Kruskala-Wallisa (rycina) z analizg post hoc testem Dunna (tabela).
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Kruskal-wallis test, p<0,0001
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Badane grupy
TAS-120": test Kruskala-Wallisa, p < 0,0001;
wartos¢ p dla porownan wielokrotnych (dwustronnych):
grupa 1 2 3 4 5 6

1 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,0000
2 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,0000
3 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,0000
4 1,0000 1,0000 1,0000 0,3325 0,0000
5 1,0000 1,0000 1,0000 0,3325 0,0003
6 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0003

Rycina 22. Poréwnanie stezenia TAS-120" miedzy wszystkimi badanymi grupami testem
Kruskala-Wallisa (rycina) z analizg post hoc testem Dunna (tabela).



Kruskal-wallis test, p<0,0001
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TAS-R,.: test Kruskala-WVallisa, p < 0,0001;
wartos¢ p dla porownan wielokrotnych (dwustronnych):
grupa 1 2 3 4 5 6
1 1,0000 0,0241 0,3386 0,0000 0,0000
2 1,0000 0,3575 1,0000 0,0003 0,0000
3 0,0241 0,3575 1,0000 0,6570 0,0685
4 0,3386 1,0000 1,0000 0,0824 0,0055
5 0,0000 0,0003 0,6570 0,0824 1,0000
6 0,0000 0,0000 0,0685 0,0055 1,0000

Rycina 23. Poréwnanie indeksu TAS-R , migdzy wszystkimi badanymi grupami testem
Kruskala-Wallisa (rycina) z analizg post fioc testem Dunna (tabela).



Kruskal-Wallis test, p<0,0001
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TBARS-0" test Kruskala-Wallisa, p < 0,0001;
wartos¢ p dla porownan wielokrotnych (dwustronnych):
grupa 1 2 3 4 5 6
1 1,0000 0,0003 0,0000 0,0000 0,0000
2 1,0000 0,0023 0,0000 0,0000 0,0000
3 0,0003 0,0023 1,0000 0,2825 0,2872
4 0,0000 0,0000 1,0000 1,0000 1,0000
5 0,0000 0,0000 0,2825 1,0000 1,0000
6 0,0000 0,0000 0,2872 1,0000 1,0000

Rycina 24. Poréwnanie stezenia TBARS-0’ miedzy wszystkimi badanymi grupami testem
Kruskala-Wallisa (rycina) z analizg post hoc testem Dunna (tabela).
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TBARS-120" test Kruskala-Wallisa, p < 0,0001;
wartos¢ p dla porownan wielokrotnych (dwustronnych):
grupa 1 2 3 4 5 6
1 1,0000 0,0003 0,0000 0,0000 0,0000
2 1,0000 0,0023 0,0000 0,0000 0,0000
3 0,0003 0,0023 1,0000 0,2825 0,2872
4 0,0000 0,0000 1,0000 1,0000 1,0000
5 0,0000 0,0000 0,2825 1,0000 1,0000
6 0,0000 0,0000 0,2872 1,0000 1,0000

Rycina 25. Poréwnanie stezenia TBARS-120" miedzy wszystkimi badanymi grupami te-
stem Kruskala-Wallisa (rycina) z analiza post hoc testem Dunna (tabela).
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TBARS-R,,: test Kruskala-WVallisa, p = 0,0009;
warto$¢ p dla poréwnan wielokrotnych (dwustronnych):
grupa 1 2 3 4 5 6
1 1,0000 0,4573 1,0000 1,0000 0,0153
2 1,0000 0,0765 1,0000 0,2398 0,0014
3 0,4573 0,0765 1,0000 1,0000 1,0000
4 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,4621
5 1,0000 0,2398 1,0000 1,0000 1,0000
6 0,0153 0,0014 1,0000 0,4621 1,0000

Rycina 26. Poréwnanie indeksu TBARS-R . migdzy wszystkimi badanymi grupami te-
stem Kruskala-Wallisa (rycina) z analizg post hoc testem Dunna (tabela).



Kruskal-Wallis test, p<0,0001
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TAS-0’/TBARS-0’: test Kruskala-Wallisa, p < 0,0001
warto$¢ p dla poréwnan wielokrotnych (dwustronnych):
grupa 1 2 3 4 5 6
1 1,0000 0,0126 0,0009 0,0000 0,0000
2 1,0000 0,0598 0,0055 0,0000 0,0000
3 0,0126 0,0598 1,0000 0,7610 0,0100
4 0,0009 0,0055 1,0000 1,0000 0,13%90
5 0,0000 0,0000 0,7610 1,0000 1,0000
6 0,0000 0,0000 0,0100 0,1391 1,0000

Rycina 27. Poréwnanie wskaznika TAS-0’/TBARS-0" miedzy wszystkimi badanymi gru-
pami testem Kruskala-Wallisa z analizg post hoc testem Dunna (tabela).
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Wskaznik TAS-R, /TBARS-R

Badane grupy réznily si¢ warto$cig wskaznika TAS-R /TBARS-R_, (Rycina 28).
Zaobserwowano obnizanie si¢ warto$ci wskaznika od grupy 11 2 az do grupy 6.
Grupy 3, 5 i 6 prezentowaly nizsze wartosci w poréwnaniu z grupa 1 i grupa 2.

Kruskal-Wallis test, p<0,0001
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TAS-R,/TBARS-R,: Kruskal-Wallis test, p < 0,0001.
wartos¢ p dla poréwnan wielokrotnych (dwustronnych):
grupa 1 2 3 4 5 6

1 1,0000 0,0220 0,4782 0,0006 0,0000
2 1,0000 0,0231 0,4951 0,0006 0,0000
3 0,0220 0,0231 1,0000 1,0000 0,1447
4 0,4782 0,4951 1,0000 0,9210 0,0075
5 0,0006 0,0006 1,0000 0,9210 1,0000
6 0,0000 0,0000 0,1447 0,0075 1,0000

Rycina 28. Poréwnanie wskaznika TAS-R /TBARS-R . miedzy wszystkimi badanymi
grupami testem Kruskala-Wallisa z analizg post hoc testem Dunna (tabela).




4.3. Ocena korelacji i regresji wielokrotne;j

4.3.1. Ocena wzajemnej korelacji parametréw stresu oksydacyjnego
w badanych grupach 1-6

W tabeli 24. przedstawiono wzajemne korelacje parametréw stresu oksydacyjne-
go w badanych grupach od 1 do 6. W kazdej z badanych grup obserwowano silne
korelacje SOD-0" & xSOD-0’ oraz SOD-120" & xSOD-120" (R > 0,9; p < 0,0001),
ktdre nie byly rozpatrywane w kategorii zwigzku przyczynowo-skutkowego. Za-
obserwowany ukfad sugeruje réwnolegle zmiany aktywnosci SOD-1 i ekspresji
genu.

Dysmutaza ponadtlenkowa

Dodatnig korelacje¢ zmiany aktywnosci SOD w 0. i 120. min testu doustnego ob-
cigzenia glukozg zaobserwowano w grupach: 1, 2, 3 i 4.

Ujemnga korelacje SOD-0" i TBARS-0" obliczono w grupie 2, natomiast ekspre-
sja genu xSOD-0’ korelowata ujemnie z indeksem TBARS-R__ w grupie 5.

Dodatnig zalezno$¢ indeksu zmiany SOD w trakcie OGTT (SOD-R..) od
SOD-120’ znaleziono w grupie 1 oraz grupach: 4, 51 6. Podobng zaleznos¢ zapre-
zentowata wartos$¢ ekspresji genu xSOD-120" w stosunku do indeksu xSOD-R
(w grupach: 3,4,516).

Catkowity stan antyoksydacyjny osocza (TAS)

Dodatnig korelacj¢ zmiany stezenia TAS w 0. i 120. min testu doustnego obcigze-
nia glukozga zaobserwowano w grupach: 1, 2, 3, 51 6. Dodatnia zalezno$¢ indeksu
zmiany TAS w trakcie OGTT (TAS-R,) od TAS-120 byla cechg wszystkich ba-
danych grup.

Réwnolegle zmiany TAS-0"i SOD-0’ zaobserwowano w grupie 2 i 6. W grupie
1 indeks TAS-R__ i SOD-120" korelowaly ujemnie, podczas gdy w grupie 6 — do-
datnio.

Odwrotna zalezno$¢ TAS-0" i TBARS-0’ charakteryzowata grupe 2 i 3. Nato-
miast korelacja TAS-0" i TBARS-120’, dodatnia w grupie 2, przyjeta wspotczyn-
nik R ujemny w grupie 6.

Produkty peroksydacdji lipidéw (TBARS)

Dodatnig korelacje zmiany stezenia TBARS w 0. i 120. min testu doustnego ob-
cigzenia glukozg zaobserwowano w grupach: 3,4, 51 6.
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Odwrotna zalezno$¢ TBARS-0" 1 SOD-120’ znaleziono w grupie 1. Ujemna kore-
lacja TBARS-120" i TAS-120’ charakteryzowata grupe 3.

Ujemng zalezno$¢ indeksu zmiany TBARS w trakcie OGTT (TBARS-R ) od
TAS-120’ znaleziono w grupie 2. Odwrotne zmiany indekséw TAS-R _ i TBARS-
R, zaobserwowano w grupach: 1, 3 i 5.

4.3.2. Ocena zwiazku parametréw stresu oksydacyjnego z czynnikami
ryzyka choréb sercowo-naczyniowych w badanych grupach 1-6

Obliczono korelacje miedzy parametrami stresu oksydacyjnego i pozostalymi pa-
rametrami w kazdej badanej grupie, od 1 do 6, wyniki zamieszczono w tabeli 25.
Nastepnie przeprowadzono analiz¢ regresji wielokrotnej dla sprawdzenia, czy sa
zmienne korelujace z poszczegdlnymi markerami stresu oksydacyjnego, niezalez-
nie od pozostalych i istotne statystycznie wyniki umieszczono w tabeli 26.

W grupie 2 glikemia w 120. minucie OGTT i HbAlc okazaly si¢ znaczacy-
mi czynnikami odwrotnie korelujacymi z aktywnoscia enzymu i ekspresja genu
SOD-1. Zmiany stezenia G-120" i wartosci HbAlc wyjasnily w 66% zmiennos¢
aktywnosci SOD-0" w badanej grupie os6b z nadwaga i prawidlowg tolerancja
glukozy. Pozostale 34% zmiennosci SOD-0’ moglo by¢ spowodowane innymi
czynnikami lub nieliniowymi zalezno$ciami. Podobnie G-120" prezentowala
odwrotng liniowa zaleznos¢ z xSOD-0;, odpowiadajac za 61% zmiennosci eks-
presji genu SOD-1, natomiast warto$¢ HbAlc, odwrotnie korelujaca z SOD-120
i xSOD-120; odpowiadata za jedynie 37% zmiennosci aktywnosci enzymu i 35%
zmiennosci ekspresji genu w 120. minucie OGTT.

U o0sdb z grupy 4 stezenie insuliny w 120. minucie OGTT w sposdb niezalez-
ny dodatnio korelowalo ze st¢zeniem TBARS-120" i zmienno$¢ Ins-120" w 59%
mogla thumaczy¢ zmiennos¢ stezenia TBARS w 120. min testu.

W grupie 5 glikemia na czczo dodatnio korelowala z aktywnoscig SOD-0’
i ekspresja xXSOD-0;, usprawiedliwiajac 76% i 60% zmiennosci aktywnosci en-
zymu i ekspresji genu SOD-1. Liczba leukocytéw prezentowata dodatnig linio-
w3 zalezno$¢ z indeksem TAS-R , i stezeniem TBARS-0; odpowiadajgc za ich
zmienno$¢ w 49% i 40%. Stezenie HDL-C dodatnio skorelowane z TBARS-0;,
moglo odpowiadac za jedynie 40% zmiennosci stezenia produktow peroksydacji
lipidéw na czczo.

W grupie 1 i 6 nie znaleziono zmiennych prezentujacych niezalezny od pozo-
stalych predykatoréw zwigzek liniowy z badanymi parametrami stresu oksyda-

cyjnego.
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Tabela 26. Wyniki analizy regresji wielokrotnej w zakresie korelacji parametréw stresu
oksydacyjnego z czynnikami ryzyka choréb sercowo-naczyniowych w badanych gru-
pach, przedstawione, gdy p < 0,05. Wytluszczono zmienng korelujaca z parametrem
stresu oksydacyjnego, niezaleznie od pozostalych czynnikéw — warto$¢ f i R? podano
w nawiasie (p; R?)

Grupa 2 Grupa 3 Grupa 4 Grupa 5
SOD-0’ G-120° (-0,41; 0,66) - - G-0° (0,62; 0,76)
HbA ¢ (-0,37; 0,66) N
SBP -- N
HOMA --
WBC --
SOD-120° | HbA ¢ (-0,53; 0,37) - - -
G-120" -
xSOD-0’ G-120° (-0,51; 0,61) - - G-0' (0,56; 0,60)
HbA c - WABC (0,36; 0,60)
Ins-0 --
xSOD-120’ G-120’ - - - -
HbA c (-0,55; 0,35)
TAS-R - - - DBP --
CRP --
WBC (0,44; 0,49)
TBARS-O’ - - HDL-C (0,40; 0,40)
- WABC (0,40; 0,40)
TBARS-120’| SBP (0,42; 0,26) - G-0' - -
T-C - HbA ¢ -
Ins-120’ (0,45; 0,59)
HDL-C -
CRP --
WBC --

4.3.3. Ocena zwiazku parametréw stresu oksydacyjnego z czynnikami
ryzyka choroéb sercowo-naczyniowych w catej badanej populac;ji

W calej badanej populacji, tj. Iacznie w grupach 1, 2, 3, 4, 5 i 6, przeprowadzo-
no oceng korelacji miedzy markerami stresu oksydacyjnego i czynnikami ryzyka
ChSN (Tabela 27) oraz analize regresji wielokrotnej (Tabela 28).
Uwage zwrocily:
a) korelacje glikemii w 0. minucie OGTT (G-0’), glikemii w 120. minucie OGTT
(G-120°) i HbAlc:
- ujemne z SOD-120;, SOD-R_, xSOD-120, xSOD-R_, TAS-120, TAS-R,
oraz indeksami TAS-0"/TBARS-0" i TAS-R_/TBARS-R_,
- dodatnie z TBARS-0; TBARS-120"i TBARS-R ,



Tabela 27. Korelacje parametréw stresu oksydacyjnego z czynnikami ryzyka choréb serco-
wo-naczyniowych w catej badanej populacji (grupy 1+2+3+4+5+6; n = 140). Przedstawiono

wyniki istotne statystycznie, gdy p < 0,05.

talia | SBP | DBP | BMI |HbA1c| GO’ | G120’ | Ins 0’ | Ins 120’ | HOMA-IR
SOD-0’ ns ns ns ns ns ns ns 0,24 | 0,29 0,20
SOD-120"  |-0,22 | ns ns |-0,24| -0,44 |-0,34| -0,36 ns ns ns
SOD-R,, -0,33| ns ns |-0,43| -0,46 |-0,44| -0,45 |-0,31| -0,41 -0,37
xSOD-0’ ns ns ns ns ns ns ns 0,27 | 0,29 0,21
xSOD-120" [-0,20 | ns ns |-0,22| -0,47 |-0,34| -0,37 ns ns ns
xSOD-R,;  |-0,31| ns ns |-0,41| -0,42 |-0,42| -0,41 |-0,31| -0,41 -0,36
TAS-0’ ns ns ns | 0,18 ns ns ns 0,23 0,24 0,21
TAS-120° ns ns ns ns | -0,33 |-0,23| -0,35 ns ns ns
TASR,, -0,31| ns ns |-0,36| -0,50 |-0,43| -0,55 |-0,38 | -0,41 -0,42
TBARS-0’ 0,52 | 0,45 | 0,30 | 0,60 | 0,68 | 0,64 | 0,70 | 0,43 | 0,63 0,52
TBARS-120’ | 0,55 | 0,43 | 0,29 | 0,62 | 0,72 | 0,65 | 0,72 | 0,44 | 0,62 0,53
TBARS-R,, | 0,22 | ns ns | 022| 0,33 |022| 0,26 | 0,19 | 0,18 0,22
O o | 046 -042029|-0,53| 063 |-058| -0,65 | 033 | 053 | -0.43
%i’&gﬁéu 033 ns | ns |-036 -051 |-0,41| -0,50  -034| -036 | -0,39

Sy | 1Sy | TC | TAG |HDL-C|LDL-C |, [F - hsCRP | WBC
SOD-0’ ns -0,20 ns ns ns ns ns ns ns
SOD-120° 0,32 | 0,21 | -0,20 | -0,24 | 0,23 ns -0,23 | -0,19 ns
SOD-R,, 0,50 | 0,47 | -0,18 | -0,36 | 0,29 ns -0,24 | -0,26 | -0,24
xSOD-0’ ns -0,18 ns ns ns ns ns ns ns
xSOD-120’ 0,33 0,21 ns -0,25 0,20 ns -0,19 | -0,20 ns
xSOD-R,, 0,48 | 0,46 ns -0,33 | 0,25 ns -0,18 | -0,26 | -0,24
TAS-0’ ns ns ns 0,18 ns ns ns ns ns
TAS-120° 0,34 | 0,25 ns -0,21 | 0,18 ns -0,18 | -0,17 ns
TASR,, 0,56 | 0,51 | -0,33 | -0,48 | 0,31 | -0,28 | -0,38 | -0,20 ns
TBARS-0’ -0,74 | -0,70 | 0,41 0,51 | -0,37 | 0,35 | 0,46 | 0,51 0,39
TBARS-120’ | -0,76 | -0,71 0,44 0,54 | -0,41 0,39 0,50 0,50 0,37
TBARS-R,. | -0,27 | -0,24 | 0,30 | 0,32 | -0,30 | 0,30 | 0,35 ns ns
ey | 068 | 062 -038 | -043 | 033 033 | -042 | -051 | -038
¥§/SA:|;\R§$\7S 0,51 0,46 | -0,37 | -0,48 0,35 -0,33 | -0,43 | -0,20 ns
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b) korelacje insulinemii w 0. min (Ins-0’) i 120. min OGTT (Ins-120’):
- dodatnie z SOD-0’ xSOD-0; TAS-0’,
- ujemne z SOD-R_, xSOD-R ,, TAS-R__oraz indeksami TAS-0’/TBARS-0’
i TAS-R /TBARS-R ,

— dodatnie z TBARS-0, TBARS-120’ i TBARS-R ..

Analiza regresji wielokrotnej wykazala, Ze glikemia na czczo i glikemia w 120.
min OGTT sa znaczacymi czynnikami korelujacymi dodatnio (G-0’) i ujemnie
(G-120°) z TAS-120; a liniowa zmiana glikemii wyjasnita zmienno$¢ stezenia
TAS-120" w 27%. Pozostate 72% zmiennosci TAS-120° mogto by¢ spowodowane
innymi czynnikami lub nieliniowymi zaleznosciami.

75’

Tabela 28. Wyniki analizy regresji wielokrotnej w zakresie korelacji parametréw stre-
su oksydacyjnego z czynnikami ryzyka choréb sercowo-naczyniowych w calej badanej
populacji (grupy 1+2+3+4+5+6, n = 140), przedstawione, gdy p < 0,05. Wytluszczono
zmienng korelujacg z parametrem stresu oksydacyjnego, niezaleznie od pozostalych
czynnikéw — wartos¢ B i R? podano w nawiasie (j; R?)

SOD-0’ SOD-120’ SOD-R,.
Ins-0’ -- Talia -- Talia -
Ins-120’ (0,29; 0,12) BMI -- BMI --
HbA1c (-0,51; 0,12) HbA1c --
G0 - G0 -
G-120" - G-120’ -
T-C-- Ins-0’ --
TAG -- Ins-120’ --
HDL-C-- T-C -
hsCRP -- TAG --
HDL-C --
hsCRP --
WBC --
xSOD-0’ xSOD-120’ xSOD-R,,
Ins-0’ -- Talia - Talia -
Ins-120’ -- BMI -- BMI --
HbA1c - HbA1c --
G0 - G0 -
G-120’ - G-120’ -
TAG -- Ins-0’ --
HDL-C- Ins-120’ -
hsCRP -- TAG --
HDL-C--
hsCRP -
WBC --




cd. tabeli 28.

TAS-0’ TAS-120° TAS-R,.
BMI -- HbA1c -- Talia --
Ins-0’ -- G-0" (0,30; 0,27) BMI --
Ins-120’ -- G-120’ (-0,63; 0,27) HbA1c --
TAG -- TAG -- G-0' -
HDL-C-- G-120’ -
hsCRP -- Ins-0’ --
Ins-120’ --
T-C--
TAG --
HDL-C --
hsCRP --
TBARS-0’ TBARS-120’ TBARS-R..
Talia -- Talia -- Talia --
SBP SBP HbA1c --
DBP DBP G0’ -
HbA1c -- HbA1c (0,29; 0,56) G-120’ -
G0’ - G0 - Ins-0’ --
G-120’ - G-120’ - Ins-120’ --
Ins-0’ -- Ins-0’ -- T-C--
Ins-120° (0,19; 0,53) Ins-120’ (0,14; 0,56) TAG --
T-C-- T-C - HDL-C --
TAG -- TAG --
HDL-C -- HDL-C --
hsCRP -- hsCRP --

WBC (0,14; 0,53)

WBC (0,14; 0,56)

TAS-0’/ TBARS-0’

TAS-R75/ TBARS-R

Talia -- Talia --
SBP -- BMI --
DBP -- HbA1c --
HbA1c -- G0 -
G0’ - G-120’ --
G-120’ -- Ins-0’ --
Ins-0’ -- Ins-120’ --
Ins-120’ -- T-C--
T-C-- TAG --
TAG -- HDL-C --
HDL-C -- hsCRP --
hsCRP --
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Ins-120" prezentowala dodatnig liniowa zalezno$¢ z SOD-0’ - odpowiadajac
za 12% zmienno$ci aktywnosci enzymu, z TBARS-0" i TBARS-120’ - odpowiada-
jac za 53% i 56% zmiennoSci stezenia TBARS na czczo i w 120. min testu.

HbAlc w sposoéb niezalezny korelowala ujemnie z SOD-120’ i dodatnio
z TBARS-120; a zmienno$¢ HbAlc mogla thumaczy¢ zmienno$¢ aktywnosci
SOD-120’ w 12% i stezenia TBARS-120" w 56%.

Liczba WBC, dodatnio korelujaca ze stezeniem TBARS w 0.1 120. min OGTT,
moze wigzac sie za zmienno$cia TBASR-0" w 53% i TBARS-120" w 56%.

4.4. Analiza krzywych ROC

Przy uzyciu programu MedCalc wykreslono krzywe ROC, obliczono pole pod
krzywa (AUC - ang. area under curve) oraz czulo$¢ i swoisto$¢ diagnostyczna,
z jaka kazdy oceniany w tej pracy parametr stresu oksydacyjnego i wskaznik
insulinowrazliwosci-insulinoopornosci, przy wyznaczonej wartoéci odciecia,
moze roznicowaé dwie badane grupy. Analiza ma na celu rozpoznanie parame-
trow charakteryzujacych sie zaréwno najwyzsza czuloscig jak i swoistoscig wraz
z polem pod krzywa (AUC) najblizszym wartosci 1, oznaczajacej pelng, 100%
zdolno$¢ dyskryminacyjng badania. AUC przyjmujace potowe pola catkowitego
(warto$¢ 0,5) odpowiada réwnym (50%) szansom rozpoznania i wykluczenia pa-
tologii i oznacza brak mocy dyskryminacyjnej parametru.

Wyniki oceny krzywych ROC dla poréwnan miedzy dwiema kolejnymi bada-
nymi grupami, tj. 1 vs 2,2 vs 3,3 vs 4,4 vs 5, 5 vs 6, przedstawiono w tabeli 29. Prze-
prowadzono analize, faczac grupy wg znaczenia klinicznego, tj. poréwnujac osoby
normoglikemiczne z nadmierng masg ciala (nadwaga/otylos¢) vs osoby ze stanem
przedcukrzycowym (Tabela 30), osoby ze stanem przedcukrzycowym vs osoby
z cukrzycg rozpoznang w trakcie OGTT (Tabela 31) oraz osoby z prawidtowy tole-
rancjg glukozy (niezaleznie od wartosci BMI) vs osoby z dysglikemia (Tabela 32).

Wskazniki insulinowrazliwo$ci-insulinoopornosci w istotny sposéb rozroz-
nialy kolejne grupy badane, prezentujace narastajace ryzyko rozwoju cukrzycy
typu 2. Sposrdéd nich wskaznik ISI |, (wskaznik Gutt) przedstawial najwigksze
wartosci AUC we wszystkich przeprowadzonych analizach, za wyjatkiem porow-
nania grupy 1 z grupg 2, gdzie dla ISI . obliczono 0,962, a dla ISI , 0,956.

Niewielkie znaczenie dyskryminacyjne uzyskano dla ocenianych parametréow
przy réznicowaniu grupy 3 i grupy 4.

Markery obrony antyoksydacyjnej przyjely najlepsza charakterystyke przy rozni-
cowaniu stanu przedcukrzycowego z cukrzyca, zwlaszcza przy poréwnaniu grupy 5
i grupy 6 — przewyzszajac znaczeniem wskazniki insulinowrazliwosci (Tabela 31).



Tabela 29. Podsumowanie wynikéw analizy krzywych ROC dla wskaznikéw insulinow-
razliwosci i parametréw stresu oksydacyjnego. Poréwnanie pomiedzy kolejnymi bada-
nymi grupami 1-6. Dane przedstawiono wg schematu: warto$¢ odciecia (czuto$¢ % /
swoisto$¢ %) AUC; AUC - pole pod krzywa

Grupa badana 1/2 2/3 3/4 4/5 5/6
parametr
>1,92 >2,27 > 3,11 > 4,46 <275
HOMA-IR (75,0/95,8) | (79,2/45,8) | (77,3/70,8) | (45,8/81,8) | (18,2/95,8)
0,936 0,611 0,727 0,608 0,519
<86 <44 <48 <29 >2,9
IS], e (90,9/90,5) | (57,1/86,4) | (76,2/42,9) | (80,9/80,9) | (47,6/80,9)
0,962 0,742 0,570 0,867 0,567
<46,3 <346 <26,2 <24, <18,8
1515120 (90,9/90,5) | (76,2/95,5) | (38,1/95,2) |(85,7/90,48)| (57,1/90,5)
0,956 0,901 0,681 0,926 0,812
> 1351 > 1468 <1347 > 1347 <1380
SOD-0’ (63,6/76,2) | (47,6/77,3) | (61,9/61,9) | (90,5/61,9) | (85,7/90,5)
0,715 0,531 0,556 0,771 0,928
<125 <1,M <0,83 <1,1 <0,84
SOD-R,, (77,3/42,9) | (66,7/77,3) | (42,9/80,9) | (90,5/33,3) | (47,6/80,9)
0,551 0,745 0,579 0,537 0,553
>10,7 <9,09 <9,84 > 10,0 <9,78
xSOD-0’ (40,9/100) | (33,3/81,8) | (52,4/66,7) | (95,2/57,1) | (95,2/95,2)
0,718 0,501 0,560 0,789 0,975
<1,04 <0,97 <0,86 <1,06 <0,83
xSOD-R,, (31,8/80,9) | (33,3/100) | (38,1/90,5) | (80,9/42,9) | (33,3/76,2)
0,524 0,719 0,600 0,551 0,492
>1,39 > 1,49 >1,39 <138 <130
TAS-0’ (54,5/85,7) | (74,6/81,8) | (80,9/52,4) | (33,3/85,7) | (85,7/90,5)
0,686 0,626 0,651 0,566 0,926
<0,98 <1,04 >0,98 <093 <0,87
TAS-R,; (40,9/90,5) | (90,5/45,5) | (52,4/71,4) | (76,2/76,2) | (66,7 /52,4)
0,587 0,705 0,603 0,745 0,568
>4,9 > 3,62 >6,15 >8,18 >9,11
TBARS-0’ (22,7/95,2) | (100/72,7) | (66,7/71,4) | (33,3/90,5) | (33,3/80,9)
0,530 0,906 0,635 0,611 0,532
<0,92 >0,92 <1,02 > 1,08 > 1,05
TBARS-R,, | (40,9/85,7)| (100/40,9) | (42,9/76,2) | (52,4/66,7) | (80,9/47,6)
0,519 0,697 0,602 0,582 0,637
TAS-0"/ >0,38 <0,39 <0,25 <0,23 <0,16
TBARS-0’ (70,8/50,0) | (95,8/70,8) | (63,6/58,3) | (66,7/63,6) | (54,5/79,2)
0,510 0,799 0,589 0,631 0,695
TAS-R. / > 1,12 <1,01 >0,93 <0,80 <0,80
TBARSR (41,7/83,8) | (87,5/62,5) | (50,0/75,0) | (50,0/81,8) | (86,4/50,0)
75 0,531 0,766 0,592 0,664 0,651
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Tabela 30. Podsumowanie wynikéw analizy krzywych ROC dla wskaznikéw insulinow-
razliwosci i parametréw stresu oksydacyjnego. Poréwnanie 0s6b wg kategorii: nadwaga/
otyto$¢ z normoglikemia - stan przedcukrzycowy. Dane przedstawiono wg schematu:

100

wartos$¢ odciecia (czutosé % / swoistos¢ %) AUC; AUC - pole pod krzywa

Grupa badana 2+3/4 2+3/5 3/4 3/5
parametr
> 3,11 >2,7 > 3,11 >2,98
HOMA-IR (77,3/66,7) (95,8/52,1) (77,3/70,8) (83,3/66,7)
0,769 0,825 0,727 0,797
<4,48 <335 <48 <3,14
IS] e (77,3/66,7) (100/87,5) (76,2/42,9) (95,8/79,2)
0,7773 0,971 0,570 0,943
<337 <267 <26,2 <24,
1515120 (100/66,7) (100/95,8) (38,1/95,2) (91,7/100)
0,850 0,997 0,681 0,995
<1361 > 1391 <1347 > 1391
SOD-0’ (63,6/60,4) (91,7/47,9) (61,9/61,9) (91,7/45,8)
0,564 0,738 0,556 0,692
<0,83 <0,99 <0,83 <10,2
SOD-R,, (40,9/93,8) (70,8/77,1) (42,9/80,9) (91,7/45,8)
0,650 0,737 0,579 0,700
<10,0 >10,2 <9,84 >0,99
xSOD-0’ (59,1/60,4) (91,7/45,8) (52,4/66,7) (70,8/58,3)
0,556 0,711 0,560 0,621
<0,97 <0,99 <0,86 <093
xSOD-R,, (50,0/83,3) (70,8/77,1) (38,1/90,5) (54,2/75,0)
0,675 0,744 0,600 0,647
> 1,40 > 1,56 >1,39 >1,39
TAS-0’ (81,8/54,2) (41,7/87,5) (80,9/52,4) (70,8/50,0)
0,716 0,664 0,651 0,599
<0,95 <0,95 > 0,98 <0,95
TAS-R,, (40,9/72,9) (79,2/72,9) (52,4/71,4) (79,2/66,7)
0,523 0,781 0,603 0,710
>6,15 > 6,03 >6,15 > 6,03
TBARS-0’ (63,6/87,5) (83,3/85,4) (66,7/71,4) (83,3/70,8)
0,786 0,876 0,635 0,785
>0,93 >0,93 <1,02 <1,07
TBARS-R, (90,9/27,1) (95,8/27,1) (42,9/76,2) (54,2/62,5)
0,529 0,585 0,602 0,538
TAS-0'/ <0,34 <0,24 <0,25 <0,24
TBARS-0’ (95,5/43,7) (75,0/72,9) (63,6/58,3) (75,0/ 66,7)
0,703 0,795 0,589 0,713
TAS-R_/ <1,04 <0,84 >0,93 <0,74
TBARSR (86,4/35,4) (66,7/66,7) (50,0/75,0) (37,5/83,3)
75 0,557 0,709 0,592 0,590




Tabela 31. Podsumowanie wynikéw analizy krzywych ROC dla wskaznikéw insulinow-
razliwosci i parametréw stresu oksydacyjnego. Poréwnanie oséb wg kategorii stan przed-
cukrzycowy - cukrzyca. Dane przedstawiono wg schematu: warto$¢ odciecia (czutos¢ %
/ swoisto$¢ %) AUC; AUC - pole pod krzywa.

Grupa badana 4+5/6 4/6 5/6
parametr
> 4,67 > 4,46 <2,75
HOMA-IR (45,5/71,1) (45,5/81,8) (18,2/95,8)
0,532 0,587 0,519
<24 <2,43 >2,9
S (52,4/73,8) (59,1/95,5) (47,6 /80,9)
0,608 0,818 0,567
<21,9 <226 <188
151, 1 (80,9/80,9) (95,57 100) (57,1/90,5)
0,899 0,994 0,812
<1211 <1211 <1380
SOD-0’ (61,9/88,1) (59,1/81,8) (85,7/90,5)
0,804 0,682 0,928
<0,79 <0,96 <0,84
SOD-R,, (42,9/76,2) (72,7 /59,1) (47,6 /80,9)
0,572 0,624 0,553
<9,78 < 6,85 <978
XSOD-0 (95,2/73,8) (72,7/81,8) (95,2/95,2)
0,902 0,820 0,975
<1,07 <2,76 <0,83
XSOD-R, (80,9/30,9) (95,5 /36,4) (33,3/76,2)
0,526 0,586 0,492
<137 <137 <1,30
TAS-0' (100/78,6) (100/86,4) (85,7/90,5)
0,951 0,977 0,926
<0,92 <0,92 <0,87
TASR,, (80,9/59,5) (81,8/77.3) (66,7 152,4)
0,693 0,808 0,568
>9,08 > 8,18 >9,11
TBARS-0’ (28,1/83,3) (40,9/90,9) (33,3/80,9)
0,586 0,641 0,532
> 1,05 >1,07 > 1,05
TBARSR, (80,9/50,0) (77,3/59,1) (80,9 / 47,6)
0,645 0,710 0,637
, <0,16 <0,16 <0,16
35235/_0, (54,5/87,0) (54,5/95,5) (54,5/79,2)
0,743 0,795 0,695
<0,80 <0,80 <0,80
%\leéi (86,4/65,2) (86,4/81,8) (86,4/50,0)
75 0,743 0,844 0,651
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Tabela 32. Podsumowanie wynikéw analizy krzywych ROC dla wskaznikéw insulinow-
razliwosci i parametréw stresu oksydacyjnego. Poréwnanie os6b wg kategorii normogli-
kemia - dysglikemia. Dane przedstawiono wg schematu: wartos¢ odciecia (czulos¢ % /
swoisto$¢ %) AUC; AUC - pole pod krzywa

Populacja badana 14+2+3/4+5+6 1+2+3/4+5 2+3/4+5
parametr
2,7 >2,7 >27
HOMA-IR (92,6 /68,1) (93,5/68,1) (93,5/52,1)
0,868 0,865 0,798
<48 <51 <48
ISl ... (92,1/73,4) (92,97 68,6) (88,1/60,5)
0,896 0,882 0,824
< 28,1 <337 < 28,1
151, 150 (82,5/95,3) (95,2/78,1) (73,8/93,0)
0,958 0,937 0,927
> 1425 > 1425 > 1425
SOD-0’ (41,3/70,3) (57,1/70,3) (57,1/60,5)
0,528 0,640 0,584
<0,99 <0,97 <1,01
SOD-R,, (66,7 / 84,4) (59,5/87,5) (64,3/76,7)
0,762 0,744 0,696
> 11,9 > 10,2 >9,16
xSOD-0’ (15,9/93,7) (69,1/59,4) (88,1/30,2)
0,516 0,657 0,578
<1,01 <0,99 <1,01
xSOD-R (65,1/81,3) (61,9/84,4) (64,3/76,7)
0,774 0,762 0,731
> 1,52 > 1,40 > 1,40
TAS-0’ (33,3/84,4) (73,8/65,6) (73,8/53,5)
0,568 0,741 0,688
<0,95 <0,95 <0,95
TASR,, (69,8/76,6) (59,5/76,6) (59,5/65,1)
0,747 0,682 0,628
> 6,03 <6,03 > 6,03
TBARS-0’ (73,0/87,5) (73,8/87.5) (73,8/83,7)
0,878 0,871 0,833
> 1,15 <115 >0,93
TBARSR (34,9/87,5) (30,9/87,5) (92,9/25,6)
0,635 0,585 0,555
) <0,25 <0,35 <0,35
%\Zlgs/_o, (73,5/80,6) (97,5/51,4) (97,8/43,7)
0,846 0,810 0,751
<0,84 <0,84 <1,04
%i&éia (64,7 175,0) (54,3/75,0) (89,1/35,4)
75 0,750 0,684 0,636
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Produkty peroksydacji lipidow (TBARS-0") okazaly si¢ istotne przy poréwna-
niu grupy 2 z grupa 3, prezentujac najwicksze pole pod krzywa sposrdd badanych
parametréw (Tabela 29).

Poréwnanie krzywych ROC dla parametréw prezentujacych najwyzsze AUC
w kategoriach: insulinowrazliwo$¢-insulinoopornos¢, TAS, TBARS i SOD, w réz-
nicowaniu wybranych sytuacji klinicznych, przedstawiono na rycinach 29-32.

Grupy (2+3) versus grupy (4+5)

100
80
& 60 — 110,120
e — TASL'
z — SOD-R75
» 40f — TBARS-0'
20 L
0 . ] L 3 i
0 20 40 60 80 100
100-Specificity
ISI_0_120 ~ TAS_0'
Difference between areas / Significance level ‘ 0,239/P =0,0001
ISI_0_120 ~SOD_R75
Difference between areas / Significance level | 0,231/P<0,0001
ISI_0_120 ~ TBARS_0'
Difference between areas / Significance level | 0,0942/P=0,0155
TAS_0'~SOD_R75
Difference between areas / Significance level ‘ 0,00747 /P =0,9244
TAS_0' ~ TBARS_0'
Difference between areas / Significance level 0,145/P =0,0548
SOD_R75 ~TBARS_0'
Difference between areas / Significance level ‘ 0,137/P=0,0315

Rycina 29. Poréwnanie krzywych ROC w réznicowaniu grup (2+3) i grup (4+5). Analiza
dotyczy parametréw prezentujacych najwyzsze AUC w kazdej z czterech kategorii: in-
sulinowrazliwo$¢-insulinoopornoé¢, dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), catkowity stan
antyoksydacyjny osocza (TAS), produkty peroksydacji lipidéw w osoczu (TBARS); szcze-
gotowe dane dla wszystkich ocenianych parametréw zamieszczono w tabeli 32.
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Grupy (4+5) versus grupa 6

100F
80
= i — 510,120
= — TASO
= — X_S0DO0
s 40 — TASRT75/TBARS R75
20
0 b z A 3 i i
0 20 40 60 80 100
100-Specificity
ISI_0_120 ~ TAS_0'
Difference between areas / Significance level \ 0,0514/P=0,2023

ISI_0_120 ~ X_SODO

Difference between areas / Significance level | 0,00296 /P =10,9563

IS|_0_120 ~ TAS_R75_TBARS_R75

0,156 /P =0,0323

Difference between areas / Significance level

TAS_0' ~X_SODO

Difference between areas / Significance level | 0,0484/P =0,2673
TAS_0'~ TAS_R75_TBARS_R75
Difference between areas / Significance level ‘ 0,208/P =0,0025
X_SODO0 ~TAS_R75_TBARS_R75
Difference between areas / Significance level | 0,159/P=0,0326

Rycina 30. Poréwnanie krzywych ROC w réznicowaniu grup (4+5) i grupy 6. Analiza
dotyczy parametréw prezentujacych najwyzsze AUC w kazdej z czterech kategorii: in-
sulinowrazliwo$¢-insulinoopornoé¢, dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), catkowity stan
antyoksydacyjny osocza (TAS), produkty peroksydacji lipidéw w osoczu (TBARS); szcze-

gotowe dane dla wszystkich ocenianych parametréw zamieszczono w tabeli 31.




Grupa 4 versus grupa 6

100
80
2 — 1S10,120
= = — X_S0DO
2 0 — TAS-0'
3 — TASR75/TBARS-R75

20

0 20 40 60 80 100
100-5pecificity

ISI_0_120 ~X_SODO0
Difference between areas / Significance level | 0,174 /P =0,0063
ISI_0_120 ~ TAS_0'
Difference between areas / Significance level | 0,0165/P=0,3137
ISI_0_120 ~ TAS_R75_TBARS_R75
Difference between areas / Significance level ‘ 0,150/P=0,0214
X_SODO0 ~TAS_0'
Difference between areas / Significance level | 0,157/P=10,0174
X_SODO0 ~ TAS_R75_TBARS_R75
Difference between areas / Significance level | 0,0238/P=0,7821
TAS_0'~TAS_R75_TBARS_R75
Difference between areas / Significance level ‘ 0,133 /P =0,0494

Rycina 31. Poréwnanie krzywych ROC w réznicowaniu grupy 4 i grupy 6. Analiza doty-
czy parametrow prezentujacych najwyzsze AUC w kazdej z czterech kategorii: insulinow-
razliwos¢-insulinoopornos¢, dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), catkowity stan antyok-
sydacyjny osocza (TAS), produkty peroksydacji lipidéw w osoczu (TBARS); szczegdtowe
dane dla wszystkich ocenianych parametréw zamieszczono w tabeli 31.
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Grupa 5 versus grupa 6

100
80

Zz 60 — 1S10,120

2 — TASO'

£ — SOD0

S 0 — TBARS-R75

[~
=]

0 20 40 60 80 100
100-Specificity

ISI_0_120 ~ TAS_0'
Difference between areas / Significance level | 0,114/P=0,1163
ISI_0_120 ~SOD_0'
Difference between areas / Significance level ‘
ISI_0_120 ~ TBARS_R75
Difference between areas / Significance level
TAS_0'~SOD_0'
Difference between areas / Significance level
TAS_0' ~ TBARS_R75

0,116 /P =0,1098

0,175/P=0,1279

0,00189/P=0,9718

Difference between areas / Significance level ‘ 0,289 /P =0,0048
SOD_0'~TBARS R75
Difference between areas / Significance level | 0,291/P=0,0018

Rycina 32. Poréwnanie krzywych ROC w réznicowaniu grupy 5 i grupy 6. Analiza doty-
czy parametrow prezentujacych najwyzsze AUC w kazdej z czterech kategorii: insulinow-
razliwo$¢-insulinoopornoé¢, dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), catkowity stan antyok-
sydacyjny osocza (TAS), produkty peroksydacji lipidéw w osoczu (TBARS); szczegélowe
dane dla wszystkich ocenianych parametréw zamieszczono w tabeli 31.
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5. Dyskusja

Patogeneze cukrzycy typu 2, podobnie jak innych wolno rozwijajacych sie pato-
logii, prébujemy ustali¢ analizujac wyniki badan dotyczacych réznych obszaréw
i etapow dysglikemii — wysitek wielu badaczy stuzy opracowaniu modelu choro-
by, a zwlaszcza skutecznej prewencji i wczesnej diagnostyki oraz zaproponowa-
niu najskuteczniejszego leczenia.

Wyniki przedstawianej pracy sg gtosem w dyskusji nad charakterystyka popu-
lacji polskiej pod wzgledem wskaznikéw insulinowrazliwo$ci-insulinoopornosci
(IS/IR) i wartoéci HbAlc oraz ich znaczenia diagnostycznego w stanach zwigk-
szonego ryzyka cukrzycy typu 2. Polskie Towarzystwo Diabetologiczne nie zaleca
stosowania HbAlc w diagnostyce cukrzycy i standw przedcukrzycowych, w od-
réznieniu od Amerykanskiego Towarzystwa Diabetologicznego [10] i towarzystw
europejskich, argumentujgc to brakiem wystarczajacej kontroli jakosci metod la-
boratoryjnych w Polsce oraz nieustalong wartoscia diagnostyczng HbAlc w roz-
poznawaniu cukrzycy dla polskiej populacji [177].

Autorka skorzystata z dwoch mozliwosci okreslenia dysglikemii, na podsta-
wie OGTT i warto$ci HbAlc [77, 167], dla wyodrebnienia poszczegélnych grup
badanych, mogacych odpowiada¢ naturalnemu postgpowi zagrozenia zaburze-
niami glikemii u ludzi. Stratyfikacje ryzyka zalozono ze wzgledu na wartos¢
wskaznika BMI oraz stopien zaburzen glikemii. Wsréd osob dysglikemicznych
na szczego6lng uwage zastuguje wydzielenie grup: IFG (grupa 4), IGT (grupa 5)
i $wiezo rozpoznanej cukrzycy (grupa 6). Nadal brakuje prac charakteryzujg-
cych oddzielnie dwie kategorie prediabetes. Badacze czgsto 1acza je w jeden stan
przedcukrzycowy [162] lub opisuja jako dysglikemie - tacznie ze $wiezo wykryta
T2DM [87].

W przedstawianej pracy poréwnanie kliniczno-metaboliczne oséb z kolej-
nych badanych grup od 1 do 6 pokazuje systematyczne gromadzenie czynnikow
ryzyka choréb sercowo-naczyniowych (ChSN), cho¢ z rézng intensywnoscia
w zaleznoéci od analizowanego parametru.

Analiza warto$ci HbAlc miedzy grupami ukazuje podobienstwo metabo-
liczne normoglikemicznych oséb otylych (grupa 3) z osobami w stanie przed-
cukrzycowym (grupy 4 i 5). Podobnych informacji dostarcza ocena wskaznikéw
insulinowrazliwosci, cho¢ trzeba zauwazy¢, ze w przypadku ISIQ120 iISL, o
normoglikemiczne osoby z nadwaga (grupa 2) przyjety wartosci posrednie mie-
dzy grupa 1 a grupa 3. Z kolei wskaznik insulinoopornosci HOMA-IR wyraz-
nie réznicuje grupe 2 od grupy 1, nastepnie przyjmuje podobne wartosci u nor-
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moglikemicznych 0s6b z nadwaga (grupa 2) i otyloscia (grupa 3) i na kolejnym
wyzszym poziomie, w grupach dysglikemicznych, nie rézni si¢ u 0séb ze stanem
przedcukrzycowym (grupy 4 i 5) i $wiezo rozpoznang cukrzycg (grupa 6). Dla
zadnego z omawianych parametréw insulinowrazliwo$ci-insulinoopornosci
nie zaobserwowano roznicy istotnej statystycznie, poréwnujac osoby ze stanem
przedcukrzycowym (grupy 4 i 5) i ze $wiezo rozpoznang T2DM (grupa 6).

Analiza parametréw gospodarki lipidowej pokazata podobienstwo metabo-
liczne grupy 1i 2 w zakresie stezenia TAG, HDL-C i nie-HDL-C oraz grup 3, 4, 5
i 6 w zakresie wszystkich ocenianych parametrow lipidowych.

Na tym etapie oceny réwnowagi metabolicznej badanej populacji mozemy
podja¢ dyskusje nt. obecnego w literaturze okreslenia ,,otyly-metabolicznie zdro-
wy” (ang. metabolically healthy obese), proponowanego dla oséb z nadmierng
masa ciala, bez nadci$nienia, dyslipidemii i cukrzycy [5] oraz wynikami przed-
stawianego badania uzasadni¢ poréwnywalna zwigkszong §miertelnos¢ osob oty-
tych zaré6wno metabolicznie zdrowych jak i chorych [75].

Na podstawie przegladu publikacji, poréwnujac wyniki badan uzyskanych
bezposrednio (metodg klamry metabolicznej) oraz posrednio i przy uzyciu
wskaznikow zastepczych [119], najwicksza warto$¢ predykcyjng dla cukrzycy
wykazano dla wskaznika ISI , [70] - tzw. indeksu Gutt. Eksperci podkreslali, ze
wskaznik ten odzwierciedla rézne aspekty patogenetyczne cukrzycy, co ttuma-
czy umiarkowang korelacje z bezposrednig metoda pomiaru insulinoopornodci,
a z drugiej strony znacznie podnosi wartos¢ kliniczng parametru [70].

W przedstawianych badaniach przeanalizowano wskazniki insulinowrazliwo-
$ci-insulinoopornosci, tj. uzyskany z pomiaréw na czczo wskaznik HOMA-IR
ipochodzace z OGTT dynamiczne wskazniki: ISI, _ , 1ISI) . Analiza krzywych
ROC pokazata znaczenie tych wskaznikéw w prognozowaniu rozwoju T2DM
w populacji polskiej. Wyniki dla HOMA-IR i ISI,_ . nie odbiegaty od danych
opublikowanych przez innych autoréw [150]. W niniejszej pracy zwigkszajaca
sie warto$¢ HOMA-IR dobrze prognozowala wystapienie dysglikemii, ale byta
stabym wskaznikiem predykcyjnym dla cukrzycy u oséb z dysglikemia. Wskaz-
nik ISI,_ . bardziej przydatny niz HOMA-IR, réznicowal poszczegolne grupy
pacjentéw za wyjatkiem IGT i $wiezo wykrytej T2DM.

W przedstawianych badaniach po raz pierwszy podano wartosci indeksu Gutt
dla populacji polskiej, wraz z czuloscig i swoistoscia, dla prognozowania zagro-
zenia cukrzycg. Prezentowane badania pokazujg, ze wskaznik ISI =~ moze by¢
stosowany na kazdym etapie rozwoju stanu przedcukrzycowego, od okresu nor-
moglikemii i prawidtowej masy ciala, przez okres nadwagi/otytosci oraz zaburzo-
nej tolerancji glukozy, az do §wiezo rozpoznanej cukrzycy - ze wzgledu na sys-
tematyczne obnizanie indeksu Gutt. Podobne wnioski oglosili badacze chinscy,
przedkladajac indeks Gutt nad wskaznik albumina/kreatynina w moczu, stezenie



adiponektyny i interleukiny 6 oraz HOMA-IR [96]. Uzyskane wartoci ISI , sa
poréwnywalne z danymi opublikowanymi przez Gutt i wsp. dla trzech grup oséb
- z prawidlowg tolerancja glukozy, IGT i typem 2 cukrzycy - poddanych badaniu
metoda klamry metabolicznej i OGTT [67].

W przedstawianej pracy najwigksze znaczenie diagnostyczne wykazano przy
réznicowaniu normoglikemicznych oséb z nadwaga i otyloscia (grupy 2 i 3)
z osobami ze stanem przedcukrzycowym (grupy 41 5).

Dla ograniczenia innych niz glikemia czynnikéw mogacych modyfikowa¢
stan rownowagi oksydanty-antyoksydanty, do badanych grup kwalifikowano
osoby o poréwnywalnych stezeniach parametréw lipidowych we krwi, z prawi-
dfowa morfologia krwi obwodowej i stezeniem hsCRP < 8 mg/1. Mimo to badana
populacja zaprezentowala podwyzszone warto$ci parametréw procesu zapalnego
(WBC, hsCRP) w dysglikemicznych grupach 4, 5 i 6 w poréwnaniu z normogli-
kemicznymi grupami 1, 2 i 3 oraz poréwnywalne wartosci WBC i hsCRP w gru-
pach 4-6, potwierdzajac znaczenie kazdej nieprawidltowej glikemii w patobio-
chemii ryzyka ChSN.

W wielu pracach dotyczacych jawnej cukrzycy, zwlaszcza typu 2, udowodniono
udzial reakeji zapalnej [169] i aktywacji komoérek uktadu immunologicznego [43].
Akcentuje sie role stresu oksydacyjnego w patomechanizmie przewleklych powi-
ktan cukrzycowych - najczgsciej jako mechanizmu taczacego pozostate zjawiska
patologiczne [55, 31], szczegolnie w odniesieniu do dysfunkcji srodblonka [148].

W pracach oceniajacych stan réwnowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej
w warunkach podstawowych, rano na czczo, badacze zaobserwowali obnizong
aktywno$¢ SOD oraz podwyzszone stezenie TBARS w osoczu u 0s6b z cukrzy-
ca typu 1 i typu 2, w poréwnaniu z grupg normoglikemiczng [3]. Colak i wsp.
udokumentowali znacznie obnizong aktywnos¢ erytrocytarnej SOD-1 i stezenie
TAS w osoczu u pacjentéw z T2DM i ChSN w poréwnaniu z osobami zdrowymi
[41]. Odnotowano podwyzszone stezenia produktéw peroksydacji lipidow u pa-
cjentéw z T2DM w poréwnaniu z osobami IGT i normoglikemicznymi, z dodat-
nig korelacja TBARS i HbAlc u 0s6b z cukrzycy [174]. Ogromna wartos$¢ po-
jedynczego badania, opisujacego podstawowy metabolizm cztowieka, moze by¢
podniesiona, gdy zastosujemy badania dynamiczne oraz jeszcze bardziej — przy
wykorzystaniu idei badania czynno$ciowego.

Zwigzek cukrzycy z chorobami sercowo-naczyniowymi powoduje, ze szczegodl-
nego znaczenia nabiera analiza mechanizméw proponowanych jako wspdlne dla
obu patologii. Laczna ocena wewnatrz- i zewnatrzkomorkowego potencjatu anty-
oksydacyjnego krwi wraz ze stezeniem produktéw peroksydacji lipidow w osoczu
u 0s6b ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju cukrzycy typu 2 dostarczy informacji
patogenetycznych i polepszy postepowanie diagnostyczno-terapeutyczne.

Jako marker przedzialu wewnatrzkomoérkowego badano aktywno$¢ cytopla-
zmatycznej SOD-1 w erytrocytach, enzymu dziatajacego na pierwszym etapie
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ograniczania rozprzestrzeniania si¢ reaktywnych form tlenu - eliminowania
anionorodnika ponadtlenkowego. W PBMC krwi obwodowej réwnolegle badano
ekspresje genu dla SOD-1. Dla oceny osoczowego zasobu zewngtrzkomoérkowego
antyoksydantéw wybrano stezenie calkowitego stanu antyoksydacyjnego (fotal
antioxidant status, TAS). Skutki dzialania reaktywnych form tlenu oceniano jako
produkty peroksydacji lipidéw (TBARS) w osoczu.

Badanie klinicznego znaczenia dysmutazy ponadtlenkowej zapoczatkowa-
ta neurologia. Stwardnienie zanikowe boczne (Amyotrophic Lateral Sclerosis,
ALS), zwlaszcza posta rodzinna, jest jednostka chorobowa, w ktdrej najlepiej
przebadano aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej oraz mutacje i ekspresje genu
dla SOD-1, a mimo to precyzyjny mechanizm, wedlug ktérego kazda z opisanych
mutacji prowadzi do choroby neurodegeneracyjnej, nadal pozostaje niejasny
[25]. Mutacje o réznych wlasnosciach dajg ten sam efekt kliniczny, a w badaniach
laboratoryjnych - np. obnizenie aktywnos$ci Cu,Zn-SOD w erytrocytach [160].

Gen warunkujacy ludzka Cu,Zn-SOD jest zlokalizowany na chromosomie
21q22 i sklada sie z pieciu eksonéw oddzielonych czterema intronami. Czynni-
ki transkrypcyjne, zaangazowane w regulacje ekspresji genu dla SOD, zaréwno
konstytucyjna jak i indukowang [111], to:

- jadrowy czynnik kappa B (ang. nuclear factor-kappaB, NF-xB), wrazliwy na

zmiany stanu redox w komorce [76],

— biatko SP1 (ang. Specificity Protein 1) [113],
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Rycina 33. Struktura i organizacja genu kodujgcego dysmutaze ponadtlenkowg SOD-1
[112] - opis w tekscie.



- kompleks biatkowy AP-1 (ang. activating protein-1), wrazliwy m.in. na cytoki-
ny i stres oksydacyjny, opisywany w procesach proliferacji komoérki i transfor-
macji nowotworowej, w odniesieniu do SOD-1 ma zmniejsza¢ transkrypcje
genu [13],

- rodzina bialek AP-2 (ang. activating protein-2) [52], przez ktore ginsenozyd
Rb, (substancja aktywna z korzenia Zen-szenia wlasciwego Panax ginseng)
moze zwigksza¢ transkrypcje sod1 [90],

— biatka wigzace si¢ z sekwencja, regulatorows i wzmacniajacg, CCAAT tzw. C/
EBP (ang. CCAAT-Enhancer-Binding Proteins), niezbedne dla podstawowej
transkrypcji genu dla SOD-1 [135].

Badacze sugeruja specjalne oddzialywania transkrypcyjne opisane w ba-
daniach na zwierzetach: pozytywne - poprzez czynnik transkrypcyjny Elkl
i negatywne — poprzez YY1 [34]. Wykazano, ze kwas arachidonowy aktywuje
gen dla SOD-1 poprzez PPRE (ang. peroxisome proliferator-responsive element)
[175]. Natomiast lek przeciwnowotworowy, mitomycyna C, hamuje transkryp-
cje genu dla SOD-1 u ludzi poprzez czynnik p-53 [36], a ksenobiotyki moga
stymulowa¢ indukcje ekspresji genu dla SOD-1 oddzialujac na obszary ARE
(ang. antioxidant responsive element) badz XRE (ang. xenobiotic responsive ele-
ment) [124].

Efekt koncowy, jakim jest aktywno$¢ enzymu, nie jest prostym przetozeniem
struktury genu na ilo$¢ biatka enzymatycznego i jego aktywno$¢. W ostatnich la-
tach doceniamy regulacje epigenetyczna, ktéra dotyczy zmian ekspresji genu bez
zmian sekwencji DNA - kowalencyjnych modyfikacji DNA i zmian struktury
chromatyny. Epigenetyka ttumaczy réznice fenotypowe, wynikajace z réznej eks-
presji genow identycznych genetycznie komdrek. Do uznanych mechanizmoéw
epigenetycznycznej kontroli naleza: metylacja DNA, potranslacyjne modyfikacje
biatek histonowych (m.in. fosforylacja, acetylacja, metylacja), przebudowa chro-
matyny zalezna od ATP, powstawanie wariantéw histonéw oraz regulacja genow
przez niekodujacy RNA (non-coding RNA, ncRNA) - czynnik odrézniajacy
sekwencje DNA przeznaczone do wyciszenia. Waznym etapem kontroli ekspre-
sji genu jest poziom potranskrypcyjny, obejmujacy zmiany stabilnosci mRNA,
translacje mRNA i regulacje potranslacyjne - to dzieki nim jest mozliwa szybka
modyfikacja. W odréznieniu od SOD-2, opublikowano niewiele badan nad me-
chanizmami regulacji epigenetycznych i potranskrypcyjnych dla SOD-1 [121].

SOD-1 jest kluczowym enzymem antyoksydacyjnym, regulujacym ilo$¢ anio-
norodnika ponadtlenkowego w cytozolu — potrzebnego dla normalnego meta-
bolizmu komorki (regulacja szlakéw sygnatowych, zwalczanie patogenéw), ale
réwniez pojawiajacego sie pod wplywem proceséw patologicznych i czynnikéow
zewnetrznych, ograniczajac mozliwo$¢ powstawania rodnika hydroksylowego
z 'O, [126]. Enzym jest dimerem o masie czgsteczkowej 32 kDa. Czgs¢ biatko-
wa (apoenzym) powstaje na rybosomach w formie monomeréw, ktdre nastepnie
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Rycina 34. Model dojrzalej, aktywnej cytoplazmatycznej dysmutazy ponadtlenkowej
SOD-1 [59]. Jony miedzi i cynku zaznaczono w formie kulek, odpowiednio na niebiesko
i r6zowo; wigzanie dwusiarczkowe - linig tamana. Po stronie prawej schemat struktury
koordynacyjnej wokot jonéw Cu+2 i Zn+2.

sa transportowane do cytoplazmy. Do apoenzymu wlaczane s3 jony Zn** odpo-
wiedzialne za utrzymanie stabilnosci SOD-1 i jony Cu?* warunkujace aktywnos¢
katalityczng (oksydacyjno-redukcyjng) [28, 71]. Dla pelnej aktywnosci enzymu
jednostki musza by¢ polaczone mostkiem dwusiarczkowym, a utworzenie pola-
czenia ulatwia specjalne biatko ,,towarzyszace” CCS (Copper Chaperone for SOD),
ktérego podstawowym zadaniem jest $cista kontrola dostarczania miedzi do
apoenzymu [29]. Hamowanie lub przyspieszanie procesu ,,dojrzewania” enzymu
w cytoplazmie bedzie elementem potranslacyjnej modyfikacji SOD-1 [59, 130].
Prébe opisania tego etapu podjeto w badaniach dotyczacych suplementacji cyn-
kiem na modelu zwierzecym ALS, uzyskujac zaréwno negatywny jak i pozytywny
efekt [54, 64], odwrotnie proporcjonalnie do wielkosci podazy Zn droga pokar-
mowa. Badacze sugerowali przeprowadzanie wyjsciowej oceny statusu cynku we
krwi dla ustalenia optymalnej suplementacji u pacjenta z ALS i podkreslili ko-
nieczno$¢ prowadzenia badan nad regulacja ekspresji i modyfikacjg potranslacyj-
na sodl. Kolejnym kierunkiem badan, ostatnio bardzo intensywnych w réznych
patologiach u ludzi, jest udzial mikro RNA w regulacji proceséw translacji [111].

Znaczne niedobory miedzi i cynku u 0séb zZywionych doustnie wystepuja
stosunkowo rzadko (w odréznieniu od dlugotrwale zywionych parenteralnie),
jednak zaobserwowano zmniejszone stezenie Zn i aktywno$¢ SOD-1 oraz zwigk-
szone stezenie TBARS rano na czczo w erytrocytach otytych mezczyzn, przy nie
zmienionych st¢zeniach miedzi i zelaza w komorce, w poréwnaniu z grupa zdro-
wych mezczyzn o prawidlowym BMI [123]. W badaniach nad transgenicznymi
myszami pozbawionymi bialka CCS w cytoplazmie SOD-1 prezentowala 15%
aktywnosci w poréwnaniu z myszami ze szczepu dzikiego, musi wigc istnie¢ do-
datkowa mozliwo$¢ utworzenia aktywnej formy enzymu [19, 170].



W literaturze nie znaleziono prac poréwnujacych zmiany markeréw stresu
oksydacyjnego we krwi w trakcie testu doustnego obciazenia glukoza, w grupach
0s0b prezentujgcych stopniowe zwiekszanie ryzyka rozwoju cukrzycy typu 2. Ba-
dacze z reguly poréwnuja wyniki oznaczen w surowicy na czczo, coraz czgsciej
w odpowiedzi na fadunek glukozy (np. w trakcie testu doustnego obcigzenia glu-
kozg), oceniajac pacjentow z cukrzycy, uposledzong tolerancja glukozy (IGT) lub
ogolnie — ze stanem przedcukrzycowym, i prawidlowa tolerancja glukozy.

Badacze zaobserwowali zwiekszong calkowita aktywno$¢ SOD w erytrocy-
tach i TBARS w osoczu u pacjentéw z cukrzyca w poréwnaniu z osobami bez
cukrzycy (z prawidlowym i nieprawidlowym stezeniem glukozy na czczo) [15].
Ocena TBARS w trakcie OGTT ujawnila wzrost stezenia produktéw peroksyda-
cjilipidow w 120. min testu u 0oséb z IGT i u 0s6b z cukrzyca, a brak zmian u os6b
z prawidlowa tolerancja glukozy [137].

Analiza wynikéw aktywnos$ci SOD: na czczo, w odpowiedzi na 75 g glukozy
i w formie indeksu zmian w trakcie OGTT, w przedstawianym modelu badaw-
czym, sugeruje narastanie aktywnoséci podstawowej SOD wraz ze zwigkszaniem
BM]I, z kulminacjg przy wystapieniu uposledzonej tolerancji glukozy (grupa 5).
Jednocze$nie towarzyszy temu obnizanie przyrostu aktywnosci SOD w odpo-
wiedzi na bodziec glukozy (SOD-R.,), poczawszy od przejécia stanu nadwagi
w otylos¢, poprzez stan przedcukrzycowy az do rozwoju T2DM. Osoby ze sta-
nem przedcukrzycowym pod postacig IFG (grupa 4), odmiennie od oséb z IGT,
mogga prezentowaé aktywnos¢ podstawowa enzymu zblizong do wartosci stwier-
dzanych u normoglikemicznych oséb z nadwaga.

Obserwacja wartosci xXSOD w trakcie testu doustnego obcigzenia glukoza
wskazuje na to, ze kilkukrotne zwiekszenie ekspresji genu dla SOD-1 w odpowie-
dzi na 75 g glukozy moze charakteryzowa¢ prawidlowy metabolizm czlowieka
w przedstawianym badaniu taka sytuacje zaobserwowano w grupach 11 2. Wraz
ze zwigkszaniem BMI i rozwojem zaburzen glikemii zdolno$¢ do nasilania eks-
presji w odpowiedzi na bodziec glikemiczny ulegala ostabieniu.

Rézny czas trwania uposledzonej tolerancji glukozy jako kategorii stanu przed-
cukrzycowego, ze zwigkszong podstawowy ekspresja genu dla SOD-1, utrzymu-
jaca si¢ dzien po dniu w wyniku stymulacji np. hiperglikemia, moze objawiac si¢
podwyzszong podstawowg aktywnoscig enzymu u 0s6b z IGT. Jednoczesnie coraz
stabsza odpowiedZ na bodziec hiperglikemiczny (obnizanie indeksu xXSOD-R_,)
w konsekwencji moze doprowadzi¢ do zmniejszenia ekspresji i aktywnosci enzy-
mu oraz zmniejszenia mobilizacji obrony antyoksydacyjnej (grupa 6 - osoby ze
$wiezo rozpoznang cukrzycg).

Nieco inaczej przebiega¢ moga zmiany stanu antyoksydacyjnego osocza.
W przedstawionym scenariuszu rozwoju T2DM podstawowe stezenie TAS oso-
cza zwieksza sie systematycznie wraz ze zwigkszaniem BMI, az do wystapienia
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hiperglikemii przedcukrzycowej, gléwnie IFG. Indeks zmiany TAS pod wptywem
75 g glukozy ulegal zmniejszaniu od grupy 1 do grupy 6. Natomiast IGT, z duza
rozpigtoscig wynikow stezenia TAS, moze by¢ rozpoznane jako stan, w ktérym
dochodzi do zalamania mechanizméw obronnych i w konsekwencji do przejscia
do kolejnego etapu — cukrzycy typu 2.

Niekorzystny scenariusz stresu oksydacyjnego uzupelniaja podstawowe ste-
zenia produktow peroksydacji lipidéw (TBARS), poréwnywalne u normoglike-
micznych 0séb z prawidlowym BMI (grupa 1) i nadwaga (grupa 2), natomiast
zwiekszone u otylych (grupa 3), ze stanem przedcukrzycowym (grupy 4 i 5)
i T2DM (grupa 6). Wzglednie stabilna odpowiedz TBARS na 75 g glukozy w gru-
pach 1-5 ulegata zwigkszeniu przy wystapieniu T2DM (grupa 6).

Serin i wsp. wykazali narastanie stezenia MDA (jako TBARS) w trakcie OGTT
u pacjentow z IGT i t2DM, przy braku zmian w grupie oséb z prawidlowq toleran-
cja glukozy [137]. Wzrost stezenia produktéw peroksydacji lipidow w surowicy
zaobserwowano w trakcie OGTT u kobiet prezentujacych zaréwno prawidlows,
jak i uposledzona tolerancje glukozy [88].

W przeprowadzonych badaniach oceniono ekspresje genu dla SOD-1 i ak-
tywnos¢ koncowa enzymu w dwoéch réznych liniach komérkowych i uzyskano
wysoka, dodatnig korelacje wartosci ekspresji SOD (w leukocytach) i aktywnosci
SOD (w erytrocytach), zwlaszcza na czczo. Z jednej strony potwierdza to kon-
stytutywng ceche SOD-1 [113], a z drugiej strony sugeruje, Ze zaobserwowane
w trakcie OGTT zmiany ekspresji genu dla SOD-1 maja charakter potranskryp-
cyjny, jak wnioskowali badacze w innych sytuacjach klinicznych [59]. Stwierdzo-
na réwnoleglo$¢ zmian ekspresji genu dla SOD-1 w PBMC i aktywnosci SOD-1
w erytrocytach promuje ocene aktywnosci erytrocytarnej Cu,Zn-SOD jako pa-
rametru odzwierciedlajgcego wewnatrzkomdrkowy potencjal antyoksydacyjny
w sytuacji zwigkszonego ryzyka rozwoju cukrzycy typu 2.

Pomimo bardzo duzego zainteresowania rolg nadtlenkéw, w tym anionorod-
nika ponadtlenkowego *O,’, nie obserwujemy szerokiego klinicznego zastosowa-
nia leczenia opartego na mechanizmach ,,zmiatania” nadtlenkéw z uzyciem SOD
jako leku badz zwigzkéw mimetycznych czy stechiometrycznych ,zmiataczy”
"0, [106].

Aktualnie rozwijane sposoby terapii z wykorzystaniem idei dysmutazy po-
nadtlenkowej w unieczynnianiu RFT obejmuja [12]:

1. zwigkszenie ekspresji genu dla SOD lub zwigkszenie aktywnosci enzymu, bez
suplementacji antyoksydantami - taki mechanizm opisano dla inhibitoréw
kanalu wapniowego (amlodypina) i inhibitoréw enzymu konwertujacego an-
giotensyne I (enalapril) na przykladzie wzrostu aktywnosci Cu,Zn-SOD w ko-
morkach migsnia sercowego [159] oraz przy zastosowaniu ekstraktu z kwiatu
rézy Rosa rugosa [120],



2. zastosowanie zwigzkow nasladujacych dzialanie SOD (nadal w fazie préb
przedklinicznych) - oparte na strukturze porfiryn lub sktadowych selenowo-
-manganowych, ktore potencjalnie moga zastapi¢ aktywnos¢ zaréwno SOD
jak i katalazy, przewidywane do dtugotrwatego stosowania w dawkach profi-
laktycznych [80, 128, 179],

3. suplementacje enzymu tzw. ,super-SOD” - np. przy uzyciu biatka-chimery
o strukturze SOD-2/3 prezentujacego mniejsze powinowactwo do powierzch-
ni komoérkowej, umozliwiajagce podawanie dozylne [74]. W badaniach na
zwierzetach laboratoryjnych uzyskano efekt przeciwzapalny w uszkodzeniach
pluc i obrzgkach ndg, zmniejszenie uszkodzenia oksydacyjnego podczas re-
perfuzji oraz zmniejszenie ilosci oddziatywan neutrofil-endothelium [23].
Stres oksydacyjny nie jest chorobg sama w sobie (per se), lecz istotna sktadowa

wielu schorzen, m.in. proceséw zapalnych, przebiegajacych z niedokrwieniem

i reperfuzja, neurodegeneracyjnych, nowotworowych i cukrzycy [106, 148 ]. Na

podstawie badan klinicznych, oceniajacych stosowanie dysmutazy ponadtlenko-

wej, mozna wskazac jednostki chorobowe, w ktérych zaobserwowano korzysci:
m.in. zapalenie kosci i stawdw, zwalczanie skutkow radioterapii [48], wrzodzie-
jace zapalenie jelita grubego [138], leczenie niewydolnosci oddechowej u wcze-
$niakow [45], bielactwo [133], ale znajdziemy réwniez publikacje dokumentujace

brak pozytywnych efektéw: m.in. u pacjentéw z nadcisnieniem samoistnym [61]

i u pacjentéw poddawanych zabiegowi pomostowania wienncowego [27].

Jezeli wystepuja zroznicowane efekty terapii antyoksydantami w jawnych kli-
nicznie patologiach, to rozumiemy jeszcze wigksze trudnosci w ustaleniu pozycji
tych czynnikéw w prewencji choréb. Wyniki omawianych badan mogg przyczy-
ni¢ si¢ do opracowania schematu postepowania w stanach zwiekszonego ryzyka
cukrzycy typu 2, w tym w zakresie zasadno$ci stosowania antyoksydantow.

Ocena potencjatu antyoksydacyjnego, zwtaszcza ocena dynamiczna pokazuje
sposob radzenia sobie ze stresem metabolicznym. Odkrycie specyficznych za-
chowan aktywnosci SOD i stezen TAS osocza w poszczegolnych grupach oséb ze
zwiekszonym ryzykiem rozwoju T2DM, do pewnego stopnia tlumaczy rozbiezne
wyniki opublikowanych badan.

Osoby zdolne do zwigkszania aktywno$ci/stezenia antyoksydantéw w trakcie
OGTT to osoby ,,walczace, mobilizujgce sie i by¢ moze dzigki temu nadal pozosta-
jace w stanie przedcukrzycowym. Osoby prezentujace nizsze wartosci SOD i TAS
w 120. minucie OGTT w poréwnaniu z wartosciami w 0. minucie, o indeksie R,
ponizej 1.0, moga zosta¢ rozpoznane jako intensywnie ,zuzywajace” potencjal
antyoksydacyjny lub pozbawione zdolnosci do mobilizowania mechanizmoéw
obronnych. Hiperglikemia po spozyciu 75 g glukozy jest niewatpliwie poten-
cjalnym Zrédlem wolnych rodnikéw, np. w mechanizmie autooksydacji glukozy
z nastepowaq produkcja rodnika ponadtlenkowego, nasilonych reakgji szlaku po-
liolowego z konsekwencjg zmiany proporcji NADPH/NAD* i NADH/NAD", co
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prowadzi do uruchamienia syntezy prostaglandyn réwnolegle ze zwigkszaniem
produkcji nadtlenkéw [39, 110].

Traktujac hiperglikemie jako czynnik prowokujacy stres oksydacyjny, bada-
cze probujg ustali¢ przebieg réwnowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej swiadcza-
cy o prawidlowym metabolizmie. Ceriello i wsp. poréwnali wartosci catkowitej
zdolno$ci antyoksydacyjnej osocza, stezenia kwasu askorbinowego, a-tokoferolu
i grup -SH bialek w trakcie testu doustnego obciazenia glukozg u 10 0séb normo-
glikemicznych i u 10 pacjentéw T2DM. Statystycznie istotne nizsze wartosci zdol-
nosci antyoksydacyjnej, bez zmian w pozostalych parametrach, zaobserwowali
w grupie T2DM w pordéwnaniu z grupa normoglikemiczna. Dodatkowo zmien-
nos¢ zdolnosci antyoksydacyjnej w pigciu punktach czasowych testu (0, 30, 60, 90,
120. min OGTT) réznila si¢ miedzy dwiema grupami, prezentujac systematyczne
obnizanie si¢ potencjatu antyoksydacyjnego u pacjentéw T2DM [30]. W kolejnej
pracy oceniajacej wpltyw przyjecia 75 g glukozy na stan antyoksydacyjny osocza,
oceniany jako FRAP - ang. ferric reducing/antioxidant power, i steZenie malonylo-
dialdehydu w trakcie OGTT u 10 0séb z prawidlows tolerancja glukozy, badacze
nie zaobserwowali istotnych statystycznie zmian parametréw w czasie [97].

W przedstawianym modelu badawczym 24 normoglikemiczne osoby (12
kobiet i 12 mezczyzn) z prawidlowym BMI mozna uznac za grupe odniesienia,
a »,zachowanie” aktywnosci SOD, stezenia TAS i TBARS pod wplywem bodzca
75 g glukozy - przyjac jako wzorcowe. W kolejnych normoglikemicznych gru-
pach 0s6b, z nadwagg (grupa 2) i otytosdcig (grupa 3), indeksy R , dla SOD, TAS
i TBARS moga wspoéltworzy¢ model réwnowagi metabolicznej w sytuacji nad-
miernej masy ciala.

Uzyskane w grupach 2 i 3 indeksy SOD-75 i TAS-75 powyzej 1.0 i indeks
TBARS-75 poréwnywalny z grupa 1 oraz bardzo wysoka (grupa 2) i wysoka
(grupa 3) odwrotna korelacja TAS-0" & TBARS-0; pozwalaja nazwac¢ taki ukiad
skuteczng mobilizacja stanu antyoksydacyjnego i wydaje si¢, ze pozadang, skoro
wyniki OGTT pozostaja charakterystyczne dla prawidtowej tolerancji glukozy.

Whioski stanowig zachete do podjecia badan prospektywnych nad stosowa-
niem antyoksydantéw w okreslonych warunkach metabolicznych, dla prewencji
cukrzycy, by odpowiedzie¢ na pytanie, ktérzy pacjenci odniosa korzysci z su-
plementacji. Istotne jest, by nie doszlo do calkowitego zahamowania produkcji
RFT, gdyz sa one konieczne do prawidlowego funkcjonowania organizmu (co za-
znaczono we wstepie). Znane sg wyniki badan dowodzace supresyjnego wplywu
pokarmowych antyoksydantéw na zachowanie si¢ endogennych mechanizméw
obronnych, zwlaszcza dysmutazy ponadtlenkowej SOD-3, u ludzi zdrowych [91].

Sposéréd czynnikéw transkrypcyjnych, zaangazowanych w regulacje ekspresji
genu dla SOD-1, badacze na pierwszym miejscu wymieniaja jadrowy czynnik
kappaB (NF-kB) [131], nazywany czynnikiem natychmiastowym, szybko reagu-
jacym na szkodliwe bodzce, a elementy odpowiadajace za aktywacje NF-«xB po-



twierdzono w obszarach promotorowych i intronowych genu [76]. Rodnik po-
nadtlenkowy moze przenikac przez blony endosomalne i w reakcji dysmutacji
‘0, , katalizowanej przez Cu,Zn-SOD na powierzchni endosoméw, powstanie
nadtlenek wodoru aktywujacy szlak NF-«xB [118]. Niektérzy badacze zaobser-
wowali, ze indukcja ekspresji genu dla SOD-1 przebiega trudniej niz pozostatych
dysmutaz ponadtlenkowych, zwtaszcza SOD-2 [113], co potwierdza udziat pozo-
stalych opisanych czynnikéw transkrypcyjnych i konieczno$¢ kontroli dojrzewa-
nia SOD-1 w cytoplazmie, dla uzyskania konicowej aktywnosci enzymu.

Na przestrzeni lat badacze coraz wiecej uwagi poswiecali popositkowej hiper-
glikemii, zwlaszcza w patobiochemii przewleklych powiklan cukrzycy [68, 146],
wlasciwie interpretujac wyniki badan prospektywnych [14]. Pojawialy si¢ prace
oceniajgce wptyw hiperglikemii na poszczegdlne elementy rozwazane w definicji
miazdzycy, poczatkowo w badaniach in vitro i na zwierzetach [66, 60], kolejno in
vivo u ludzi jako obserwacja zmian popositkowych [42, 129], a takze - z wyko-
rzystaniem testu doustnego obcigzenia glukoza [114], niejednokrotnie uzyskujac
przeciwstawne wyniki dotyczace zwigzku hiperglikemii i insulinemii w 120. min
OGTT z potwierdzong koronarograficznie miazdzyca tetnic [89, 134].

Konukoglu i wsp., poréwnujac wyniki badan w trakcie OGTT u oséb z prawi-
dfows tolerancja glukozy (NGT), IGT i $wiezo rozpoznang T2DM, wykazali brak
réznic w podstawowej aktywnosci zewnatrzkomorkowej SOD (SOD-3) miedzy
grupami oraz wzrost aktywnosci w grupie IGT i spadek — w grupie T2DM, 120 min
po obciazeniu glukoza. Jednocze$nie stezenie TBARS w osoczu nie zmienialo sie
w trakcie testu w grupie NGT i ulegalo zwiekszeniu w grupach IGT i T2DM [94].

Analiza aktywnos$ci SOD-1 w trakcie OGTT ujawnifa obnizone aktywnosci
enzymu w 120. min testu, zwlaszcza w grupach T2DM i IGT, w poréwnaniu
z prawidiowq tolerancja glukozy [162] oraz obnizone aktywnosci SOD-1 w ery-
trocytach i brak zmian stezen TBARS w osoczu, w trakcie OGTT, w stanie przed-
cukrzycowym w poréwnaniu z normoglikemia [172].

W 2009 r. Kabanova i wsp. ujawnili obecno$¢ typowego eukariotycznego RNA
w ludzkich erytrocytach, dotad uwazanych za niezdolne do syntezy biatka. Znale-
ziono transkrypty 1019 genéw, z czego m.in. 529 genéw odpowiedzialnych za me-
tabolizm komoérkowy (w tym 96 odpowiedzialnych za synteze biatek) i 228 genow
dla przekaznikéw (z czego 112 gendw dla przekaznikéw wewnatrzkomoérkowych)
[83]. To potwierdza hipoteze o syntezie bialek niezaleznej od obecnosci jadra
w komorce [92]. Wykazano takze ekspresje czynnikéw NF«B i IkB-a w ludzkich
erytrocytach [62]. Udokumentowano niektére mechanizmy modyfikacji enzymu
SOD-1 wyizolowanego z ludzkich erytrocytow, fosforylacje i przylaczanie gluta-
tionu, z ktdrych ostatni jest zwigzany z reakcjami redox i odpowiada za przejécie
dimeru SOD-1 w form¢ monomeru z nastegpowa agregacja i zmniejszeniem ak-
tywnosci enzymu [168]. Potranslacyjna modyfikacja SOD-1 w erytrocytach po-
winna by¢ brana pod uwage przy stwierdzaniu zmian aktywnosci enzymu.
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Najlepiej, gdyby to sam organizm sprawowal kontrole i zwigkszat ekspresje/
aktywnos$¢ SOD w zalezno$ci od potrzeb, by zabezpieczy¢ komorki i tkanki jedy-
nie przed nadmiarem RFT. W niniejszej pracy TBARS stanowig przejaw dziala-
nia RFT, ktdre zdazyty zmodyfikowac¢ lipidy osocza lub bton komérkowych, dajac
produkty posrednie, np. MDA, oceniane w reakeji z kwasem tiobarbiturowym.
Czes¢ wolnych rodnikéw tlenowych mogla zosta¢ zuzyta do aktywacji szlaku
transkrypcyjnego genu dla SOD (leukocyty) lub wzig¢ udzial w potranskrypcyj-
nych modyfikacjach, obejmujacych zmiany stabilno$ci mRNA, translacje mRNA
i potranslacyjng modyfikacje (erytrocyty).

Przedstawione w pracy wzajemne korelacje parametréw stresu oksydacyjnego
u normoglikemicznych 0s6b z nadmierng masa ciata moga stanowi¢ metabolicz-
ng charakterystyke tych grup, niezbedna do unikniecia przejécia w stan przed-
cukrzycowy, np. odwrotna korelacja TAS-0" & TBARS-0" obserwowana jedynie
w grupie 2 i 3. Dodatnia korelacja TAS-0’ & TBARS-120" w grupie 2 moze $wiad-
czy¢ o mobilizujacym wplywie niewielkich stezen TBARS w 120. min OGTT na
utrzymanie optymalnych podstawowych stezen TAS, natomiast ujemna — w gru-
pie 6 — dowodzi negatywnego oddzialywania najwyzszych obserwowanych w ba-
danej populacji stezenn TBARS, w sytuacji rozpoznania T2DM.

Kolejne analizy statystyczne (korelacje i analiza regresji wielokrotnej) stanowia
probe wyjasnienia metabolicznych aspektow stwierdzanych zmian aktywnosci, eks-
presji i stezen ocenianych parametréw stresu oksydacyjnego. Zwraca uwage mno-
go$¢ korelacji w grupie 2, z istotnymi zalezno$ciami migdzy aktywnoscia i ekspresja
SOD a G-120"i HbAlc, co sugeruje, ze u 0s6b z nadwaga utrzymanie prawidtowe;j
tolerancji glukozy moze zaleze¢ od sprawnosci dysmutazy ponadtlenkowej. W lite-
raturze mozemy znalez¢ dowody na obecnos¢ wykladnikéw oksydatywnego uszko-
dzenia struktur komoérek  wysp trzustkowych w typie 2 cukrzycy [132, 144].

Dowiedziono, ze zaréwno IFG, jak i IGT prezentujg niekorzystny lipidowy
i prozapalny (hsCRP) profil metaboliczny w poréwnaniu z osobami o prawidlo-
wej tolerancji glukozy. Jednakze ze wzgledu na wyzsze stezenie TAG i wolnych
kwasow ttuszczowych oraz nizsze stezenie HDL-C u 0séb IGT stwierdzono ate-
rogenny profil ryzyka sercowo-naczyniowego, podobnie jak u oséb ze swiezo
rozpoznang cukrzycg [33].

W przedstawianym badaniu osoby IFG (grupa 4) i IGT (grupa 5), sposrod pa-
rametrow gospodarki weglowodanowej i lipidowej, réznily si¢ wskaznikiem in-
sulinowrazliwo$ci - wyzszy ISI|,_ . w grupie IFG. Zaobserwowano jedynie ten-
dencje¢ do wyzszej HbAlc w grupie IGT. Nie znaleziono réznic w stezeniu hsCRP.
Wyrazne réznice ujawnila ocena parametréw stresu oksydacyjnego: wyzsza pod-
stawowa aktywnos$¢ i ekspresja SOD-1 w grupie 5 w poréwnaniu z grupg 4.

Odmienne zwigzki czynnikéw ryzyka ChSN z markerami stresu oksydacyj-
nego moga charakteryzowa¢ dwie kategorie stanu przedcukrzycowego. W grupie



IFG zwigzki metaboliczne dotyczyly gléwnie ekspresji genu dla SOD-1 (xSOD-
120°) i stezenia TBARS w trakcie OGTT, podczas gdy w grupie IGT - podsta-
wowej aktywnos$ci enzymu i ekspresji genu dla SOD-1 oraz indeksu TAS-R ..
Powtarzajaca lub utrzymujaca sie hiperglikemia bedaca zrédtem rodnika ponad-
tlenkowego w komdrkach B moze nasila¢ ekspresje genu, np. dla SOD-1, badz
stymulowa¢ sekrecje insuliny [4, 127], ale takze poprzez reaktywne formy tle-
nu i pochodne - bezposrednio uszkadzac¢ lipidy, biatka i DNA komérki [151].
Dodatkowo zmiana ekspresji genu dla SOD-1 oraz indeksu TAS-R . w istotny
sposéb byla dodatnio zwigzana z WBC krwi obwodowej w grupie os6b z IGT.
Liczba leukocytow i insulinemia w 120. min OGTT, niezaleznie od pozostatych
zmiennych, w przeszlo 50% dodatnio wptywaty na zmienno$¢ produktéw perok-
sydacji lipidow w trakcie OGTT, w calej badanej populacji. Potwierdza to wza-
jemne przenikanie si¢ proceséw zapalnych i mechanizméw stresu oksydacyjne-
go, zwlaszcza w dyskusji o patobiochemii zwigkszonego ryzyka rozwoju cukrzycy
typu 2 i zagrozeniu miazdzyca.

Podejmowane sg proby opisania roli poszczegdlnych sktadowych miazdzycy
oraz roli stresu oksydacyjnego jako mechanizmu aczacego. Poréwnujac kobiety
z upos$ledzong i prawidtowa tolerancja glukozy, Kassi i wsp. wykazali, ze oksydo-
wane LDL sg dobrym predykatorem insulinoopornosci. Zaobserwowali dodatnie
korelacje produktow peroksydacji lipidow z hiperglikemia i hsCRP z insulinemia
na czczo [88]. Analiza parametréw stresu metabolicznego, wywotanego reak-
tywnymi formami tlenu i azotu oraz markeréw prozapalnych w trakcie OGTT
u 0s6b z prawidtowg tolerancja glukozy, IGT i T2DM, ujawnila ich przewage nad
hiperglikemig w ocenie zwiazku z choroba niedokrwienng serca w grupie oséb
bez cukrzycy [38].

Analiza wszystkich parametréw metabolicznych w omawianym modelu ba-
dawczym, tj. markeréw gospodarki weglowodanowej i lipidowej, stanu zapalne-
go i stresu oksydacyjnego, sugeruje, ze wraz ze zwigkszaniem BMI rozwija si¢
insulinooporno$¢ i do momentu wystgpienia stanu przedcukrzycowego, zwlasz-
cza uposledzonej tolerancji glukozy, wskazniki insulinowrazliwosci z najwigksza
czulodcig i swoistoscig diagnostyczna zapowiadaja kolejne etapy stanu zwigk-
szonego ryzyka rozwoju cukrzycy typu 2. Natomiast z momentem wystgpienia
hiperglikemii przedcukrzycowej wigkszego znaczenia nabiera stres oksydacyjny.
Zaburzenia rownowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej moga decydowac o przej-
$ciu stanu przedcukrzycowego w cukrzyce.

Przyznanie stresowi oksydacyjnemu centralnej roli (laczacej inne elementy)
w patobiochemii przewleklych powiktan cukrzycy i uznanie poczatku zaburzen
w stanie przedcukrzycowym, stanowi wyzwanie dla skutecznego postepowania,
niefarmakologicznego i farmakologicznego, w prewencji cukrzycy typu 2. Nie-
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spelnienie nadziei terapeutycznych przy stosowaniu witamin antyoksydacyjnych
(np. witaminy C i E), zwrécilo badaczy ponownie ku idei enzyméw antyoksyda-
cyjnych, szczegélnie cytoplazmatycznej dysmutazy ponadtlenkowej [32], o czym
mowa powyzej.

Stan réwnowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej, w tym wewnatrz- i zewnatrz-
komorkowy potencjal antyoksydacyjny, stanowia ceche osobniczg. Mnogos¢
czynnikow $rodowiskowych i endogennych patologii, ktére moga wplywacé na
stan rdbwnowagi, tym bardziej uzasadniaja potrzebe indywidualnej oceny stresu
oksydacyjnego.

Stan przedcukrzycowy jest wlasciwym momentem, a stosowane metody diag-
nostyczne - test doustnego obcigzenia glukoza — bardzo dobra okazjg i sposobem
przeprowadzenia oceny zjawiska stresu oksydacyjnego: parametrow wyjsciowych
i indukowanych oraz wskaznikéw zmian.



6. Whioski

1. Ocena dynamiki zmian parametréw réwnowagi oksydacyjno-antyoksydacyj-
nej we krwi, w trakcie testu doustnego obcigzenia glukoza, w modelu obejmu-
jacym grupy osob z narastajagcym wskaznikiem masy ciala BMI (trzy grupy)
i kategoriami dysglikemii (kolejne trzy grupy), odkrywa sekwencje zdarzen
w patobiochemii stanéw przedcukrzycowych.

2. Bodziec glikemiczny ma istotny wpltyw na aktywnos$¢ enzymu SOD-1 i eks-
presje genu dla SOD-1, w trakcie testu doustnego obciazenia glukoza.

3. Wzrost aktywno$ci SOD-1 i ekspresji sod1, obserwowany w trakcie testu do-
ustnego obcigzenia glukozg u 0s6b normoglikemicznych z prawidtowa masa
cialainadwaga, moze zabezpiecza¢ rownowage oksydacyjno-antyoksydacyjna
w przypadku krétkotrwaltego wzrostu stezenia glukozy we krwi.

4. Osoby otyle, nawet w warunkach normoglikemii, prezentuja wykladniki stre-
su metabolicznego zblizone do 0s6b z dysglikemia.

5. Grupy os6b z dysglikemig prezentuja wykladniki nasilajacego sie stresu oksy-
dacyjnego, z odmiennym udzialem wewnatrz- i zewnatrzkomorkowego po-
tencjalu antyoksydacyjnego.

6. Mechanizmy insulinoopornosci s3 odpowiedzialne za poglebianie zaburzen
metabolicznych wraz ze zwigkszaniem ryzyka cukrzycy typu 2. Stres oksydacyj-
ny jest odpowiedzialny za konwersje stanu przedcukrzycowego do cukrzycy.

7. Test doustnego obciazenia glukozg, moze by¢ wykorzystany w grupie osob ze
zwiekszonym ryzykiem rozwoju cukrzycy typu 2, do oceny osobniczej podat-
nosci na stres oksydacyjny.
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8. Streszczenie

Narastajacy w $wiecie problem otylosci i zwigzana z tym epidemia cukrzycy typu

2 (T2DM) oraz powiktan sercowo-naczyniowych (ChSN), wymusza podejmo-

wanie konkretnych dzialan prewencyjnych. Priorytetem jest wczesne rozpozna-

wanie T2DM m.in. stosujac test doustnego obcigzenia glukoza (OGTT), inter-
pretacja ktorego pozwala rozpoznawa¢ prawidlowa tolerancje glukozy (NGT),
stan przedcukrzycowy (prediabetes) badz cukrzyce. Prediabetes moze charakte-
ryzowac si¢ jedynie zaburzeniami glikemii na czczo (kategoria IFG - nieprawi-
dfowa glikemia na czczo) lub manifestowal si¢ zaburzeniami popositkowymi

(uposledzona tolerancja glukozy, IGT). Insulinoopornos¢ jest kluczowym czyn-

nikiem patogenetycznym w rozwoju dysglikemii u 0séb otylych. W rzeczywisto-

$ci nie znamy w pelni mechanizméw konwersji normoglikemii do dysglikemii,

a nastepnie progresji prediabetes do T2DM. Stany zwigkszonego ryzyka rozwoju

cukrzycy typu 2 stanowig okres poprzedzajacy wystapienie T2DM, ale jednocze-

$nie moga rozpoczynac rozwoj przewlektych powiktan, np. pod postaciag neuro-
patii i angiopatii. W patobiochemii przewleklych powiklan cukrzycy, zwlaszcza

w makroangiopatii, stres oksydacyjny (SO) jest uznany za mechanizm laczacy

pozostale elementy miazdzycy.

Cele pracy byly nastepujace:

- Ocena markeréw SO we krwi 0s6b tworzacych (populacyjny) model narasta-
jacego ryzyka rozwoju cukrzycy typu 2, z wykorzystaniem idei testu doustne-
go obcigzenia glukoza dla oceny dynamiki zmian parametréw.

- Analiza wspoldzialania elementéw wewnatrz- i zewnatrzkomorkowej obrony
antyoksydacyjnej w prewencji stresu oksydacyjnego w stworzonym modelu
badawczym.

- Badanie wplywu ocenionych czynnikéw ryzyka ChSN na parametry SO w ba-
danej populacji.

- Ocena wartosci diagnostycznej wskaznikéw insulinoopornosci (IR)/insuli-
nowrazliwosci (IS) oraz parametréw SO, w réznicowaniu stanu zwiekszonego
ryzyka rozwoju T2DM.

Badaniami objeto osoby z grupy zwigkszonego ryzyka wystapienia cukrzycy
typu 2, kobiety i mezczyzn pochodzenia kaukaskiego, w wieku od 30 do 63 lat.
Przeprowadzono kompleksowe badanie kliniczne i wykluczono osoby palace,
stosujace specjalne diety, farmakoterapie oraz pacjentéw ze schorzeniami ostry-
mi lub przewleklymi (m.in. choroba niedokrwienna serca, udar mézgu, przewle-
kte choroby zapalne np. choroby nerek i watroby, choroby autoimmunologiczne,
nadczynnoséci i niedoczynnosci gruczotéw dokrewnych), ktére to czynniki mo-
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glyby wplywa¢ na metabolizm, w tym na réwnowage oksydanty—antyoksydan-
ty lub modyfikowa¢ odpowiedz immunologiczng ustroju. Po przeprowadzeniu
wstepnych badan, w tym ocenie parametréw wydolnosci watroby i nerek w suro-
wicy, badania ogélnego moczu, morfologii krwi obwodowej i hsCRP, do dalszych
etapow zakwalifikowano osoby z glikemia < 126 mg/dl, bez patologicznych wy-
nikéw ww. analiz laboratoryjnych.

Na podstawie wskaznika BMI i wynikéw OGTT, uwzgledniajac osoby prezen-
tujace stezenie hsCRP w surowicy < 8 mg/l, populacj¢ badang (n = 140) podzielo-
no na grupy osob, o zblizonym rozktadzie wieku i parametréw antropometrycz-
nych, ktére cechowata:

- Grupa 1 - prawidtowa tolerancja glukozy (NGT) i prawidtowe BMI 19-24,9

kg/m?* (n = 24),

- Grupa 2 - NGT i nadwaga (BMI 25,0 - 29,9 kg/m?) (n = 24),

- Grupa 3 - NGT i otyloé¢ (BMI 30,0-39,9 kg/m?) (n = 24),

- Grupa4 - nieprawidlowa glikemia na czczo (IFG) i nadwaga/otylos¢ (n = 22),

- Grupa 5 - nieprawidtowa tolerancja glukozy (IGT) i nadwaga/otylos¢ (n = 24),

- Grupa 6 - §wiezo rozpoznana cukrzyca typu 2 i nadwaga/otyto$¢ (n=22),

tworzac w ten sposdb model badawczy narastajacego ryzyka rozwoju cukrzycy

typu 2.

W trakcie testu doustnego obcigzenia glukoza, w 0. i 120. min, oceniono:

- glikemig i insulinemie oraz wyliczono HOMA-IR i wskazniki dynamiczne IS,

- stezenie produktéw peroksydacji lipidéw w osoczu (TBARS), stezenie cal-
kowitej aktywnosci antyoksydacyjnej osocza (TAS) i aktywno$¢ cytoplazma-
tycznej dysmutazy ponadtlenkowej SOD-1 w erytrocytach (SOD),

- ekspresje genu kodujacego SOD-1 (xSOD) w jednojadrzastych komoérkach
krwi obwodowej, metoda PCR w czasie rzeczywistym.

Zaproponowano indeks R . dla oceny odpowiedzi organizmu na bodziec 75,0 g

glukozy w zakresie ocenianego parametru. Pozostale parametry oceniano jedy-

nie na czczo.

Badane osoby nie réznity si¢ miedzy sobg wiekiem. Konsekwencja zatozen
pracy byty réznice w obwodzie talii, wartosci glikemii, HbA1c i wskaznikéw IS-
IR. Poréwnanie kliniczno-metaboliczne oséb miedzy kolejnymi grupami od 1
do 6, pokazuje systematyczne gromadzenie czynnikéw ryzyka miazdzycy, cho¢
z r6zng intensywnoscia w zaleznosci od analizowanego parametru.

Wykazano podobienstwo metaboliczne miedzy otyltymi normoglikemiczny-
mi osobami (grupa 3) i osobami w stanie przedcukrzycowym (grupy 4 i 5).

Po raz pierwszy dla populacji polskiej wykazano, ze sposréd ocenianych pa-
rametrow IS-IR jedynie zmiana wskaznika ISI ,  (indeks Gutt) roznicuje kazdy
etap zwigkszania ryzyka T2DM, przy czym najwigksze znaczenie diagnostyczne
wykazano przy poréwnaniu oséb z nadwagg i otytoscia (grupy 2 i 3) z osobami
ze stanem przedcukrzycowym (grupy 4 i 5).



Wyniki badania SOD sugeruja narastanie aktywnos$ci podstawowej SOD
wraz ze zwigkszaniem BMI, z kulminacja w grupie IGT (grupa 5). Towarzyszy
temu obnizanie przyrostu aktywnosci SOD w odpowiedzi na bodziec glukozy
(SOD-R.,), poczawszy od przejscia stanu nadwagi w otyto$¢, poprzez prediabetes
az do rozwoju T2DM. Ocena xSOD wskazuje na to, ze kilkukrotne zwigkszenie
ekspresji genu dla SOD-1 w odpowiedzi na 75 g glukozy moze charakteryzowac
prawidlowy metabolizm czlowieka (obserwacja w grupach 11 2). Wraz ze zwiek-
szaniem BMI i rozwojem zaburzen glikemii, zdolno$¢ do nasilania ekspresji
w trakcie OGTT ulegala oslabieniu. Stwierdzona réwnolegto$¢ zmian ekspresji
xSOD w PBMC i aktywnosci SOD w erytrocytach — w dwoch réznych liniach ko-
morkowych - promuje oceng aktywnosci enzymu jako parametru odzwierciedla-
jacego wewnatrzkomorkowy potencjat antyoksydacyjny w sytuacji zwiekszonego
ryzyka T2DM.

Podstawowe stezenie TAS zwigkszalo si¢ systematycznie wraz ze zwigksza-
niem BMI, az do wystapienia hiperglikemii przedcukrzycowej, gtéwnie IFG. In-
deks zmiany TAS-R__ , pordwnywalny w grupach 11 2, ulegat fluktuacji w grupach
3 14, a nastepnie zmniejszaniu od grupy 4 do grupy 6. Stezenia TBARS, poréw-
nywalne u 0séb z grup 1 i 2, ulegly zwiekszeniu w grupach 3, 4, 5 i 6. Wzglednie
stabilny TBARS-R . w grupach 1-5, ulegl zwigkszeniu w grupie T2DM (grupa
6), zwlaszcza w poréwnaniu z grupami 1 i 2. Wskaznik réwnowagi oksydacyjno-
antyoksydacyjnej osocza w trakcie OGTT (TAS-R_/TBARS-R ), poréwnywalny
w grupach 1, 2 i 4, ulegl obnizeniu w grupach 3,51 6.

Wzajemne korelacje parametréw SO u normoglikemicznych oséb z nadmier-
ng masg ciala mogg stanowi¢ metaboliczng charakterystyke tych grup, niezbedna
do unikniecia przejscia w stan przedcukrzycowy, np. odwrotna korelacja TAS-0’
& TBARS-0’ obserwowana jedynie w grupie 2 i 3. W kolejnych analizach staty-
stycznych zwraca uwage mnogo$¢ korelacji w grupie 2, z istotnymi niezaleznymi
zwigzkami miedzy aktywnoscig i ekspresja SOD a G-120" i HbAlc, co sugeruje,
ze u 0s6b z nadwaga utrzymanie prawidlowej tolerancji glukozy moze zaleze¢ od
sprawnosci dysmutazy ponadtlenkowe;.

U o0s6b w stanie przedcukrzycowym, podobnych pod wzgledem parametréw
weglowodanowo-lipidowych i prozapalnych, stwierdzono odmienne zwiazki czyn-
nikéw ryzyka ChSN z markerami stresu oksydacyjnego w grupie IFG i grupie IGT.

Na podstawie powyzszych analiz mozna stwierdzi¢, ze ocena dynamiki zmian
parametréw réownowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej we krwi, w trakcie OGTT,
w zaproponowanym modelu obejmujacym 6 grup oséb z narastajacym BMI (trzy
grupy) i kategoriami dysglikemii (kolejne trzy grupy), odkrywa sekwencje zda-
rzen w patobiochemii standéw przedcukrzycowych.

Bodziec 75 g glukozy ma istotny wplyw na aktywno$¢ enzymu SOD-1 i eks-
presje genu dla SOD-1 w trakcie OGTT. Wzrost aktywnosci i ekspresji SOD-1
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obserwowany w trakcie OGTT u os6b normoglikemicznych z prawidiowa masa
ciala i nadwaga, moze zabezpiecza¢ réwnowage oksydacyjno-antyoksydacyjna
w przypadku krétkotrwalego wzrostu stezenia glukozy we krwi.

Osoby otyle, nawet w warunkach normoglikemii, w przedstawionym mode-
lu prezentujg wykladniki stresu metabolicznego zblizone do oséb z dysglikemia.
Grupy os6b z dysglikemia prezentuja nasilajacy sie obraz stresu oksydacyjnego,
z odmiennym udzialem wewnatrz- i zewnatrzkomoérkowego potencjatu antyok-
sydacyjnego.

Mechanizmy insulinoopornosci sg odpowiedzialne za poglebianie zaburzen
metabolicznych wraz ze zwigkszaniem ryzyka cukrzycy typu 2. Stres oksydacyjny
jest odpowiedzialny za konwersje stanu przedcukrzycowego do cukrzycy.

Test doustnego obciazenia glukoza, moze by¢ wykorzystany w grupie osdb ze
zwiekszonym ryzykiem rozwoju cukrzycy typu 2, do oceny osobniczej podatno-
$ci na stres oksydacyjny.



9. Summary

The growing global obesity problem along with associated epidemic of type 2
diabetes (T2DM) and increasing risk of cardiovascular disease (CVD), forces
to undertake the specific preventive management. Priority is given to early de-
tection of diabetes i.e. using the oral glucose tolerance test (OGTT), which can
identify the normal glucose tolerance (NGT), prediabetes or diabetes mellitus.
Prediabetes can be manifested as impaired fasting glucose (IFG) or as postpran-
dial disturbances (impaired glucose tolerance, IGT). Insulin resistance is a key
pathogenic factor in the development of obesity-related dysglycaemia. In fact, we
do not know all the mechanisms of conversion from NGT to dysglycaemia and
mechanisms of progression from prediabetes to T2DM. Categories of increased
risk for diabetes precede the occurrence of T2DM and may initiate the develop-
ment of chronic diabetic complications, like neuropathy and angiopathy. Discus-
sing pathobiochemistry of late diabetic complications, oxidative stress (OS) is
considered to join other components of atherosclerosis.

The aim of the study was:

- to evaluate some markers of oxidative stress in the blood of patients who make
a (population-based) model of increasing risk of type 2 diabetes, using the
idea of oral glucose tolerance test,

- to analyze the cooperation between intra- and extracellular antioxidant de-
fense in the prevention of oxidative stress in the study model created,

- to assess the impact of cardiovascular risk factors on oxidative stress markers
in the study population,

- to evaluate the diagnostic value of insulin resistance and insulin sensitivity
indices as well as oxidative stress parameters in the differentiation of an incre-
ased risk of T2DM.

The study included individuals at increased risk of type 2 diabetes, male and fe-

male Caucasians, aged 30 to 63 years. Complex clinical assessment was perfor-

med and those who smoke, use special diet or treatment as well as subjects with
acute or chronic disorders i.e. coronary heart disease, stroke, chronic inflamma-
tory diseases, kidney and liver diseases, autoimmune diseases, endocrinopathies,
were excluded from the study to avoid factors which could influence oxidant-
antioxidant balance or modify immunity.

After initial testing, including liver and kidney function tests, routine uri-
nalysis, complete blood count and high sensitivity C-reactive protein (hsCRP),
patients with the results of above parameters indicating no pathology and with
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fasting plasma glucose concentration < 126 mg/dL, were qualified to the next step
of the study.

Based on BMI and results of 75 g OGTT the study population (n = 140) com-
posed of similar-age subjects with hsCRP < 8 mg/L was divided into following
groups:

- Group 1 - normal glucose tolerance (NGT) and normal body mass index

(BMI 19-24,9 kg/m?), n = 24,

- Group 2 - NGT and overweight (BMI 25,0-29,9 kg/m?), n = 24,

- Group 3 - NGT and obesity (BMI 30,0-39,9 kg/m?), n = 24,

— Group 4 - Impaired Fasting Glycemia (IFG) and overweight/obesity, n = 22,
- Group 5 - Impaired Glucose Tolerance (IGT) and overweight/obesity, n = 24,
- Group 6 - newly diagnosed type 2 diabetes and overweight/obesity, n = 22.
In this way a research model of increasing risk of type 2 diabetes was created.

During oral glucose tolerance test (0 and 120 minute) the concentrations of
plasma glucose, lipid peroxides as thiobarbituric reacting substances (TBARS),
total antioxidant status (TAS) and serum insulin, as well as activity of superoxide
dismutase-1 in erythrocytes (SOD) and expression of gene for superoxide dismu-
tase-1 in peripheral blood mononuclear cells (xSOD) using real time-PCR, were
all measured. Homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMA-IR)
and insulin sensitivity indices derived from dynamic tests were calculated. Pla-
sma lipids, HbAlc in blood and serum hsCRP were measured fasting only.

Index R, was proposed to assess the body response to the stimulus of 75 g
glucose, according to the parameters evaluated.

The study subjects did not differ in a context of their age. Patients differed in
their waist circumference, concentrations of glucose, HbAlc levels, and insulin
sensitivity-resistance (IS-IR) indices, due to background of the study. The compa-
rison of clinical and metabolic parameters among the study groups (1-6) showed
the systematic collection of risk factors for atherosclerosis, however with a dif-
ferent intensity for particular parameter. Similarity between obese people with
NGT (group 3) and those in prediabetes (groups 4 and 5) was demonstrated.

For the first time a special diagnostic meaning of Gutt index, among different
IS-IR indices evaluated in Polish population, has been reported. Gutt index diffe-
rentiated each step of increasing risk for T2DM comparing excessive body mass
subjects (groups 2 and 3) and prediabetic individuals (groups 4 and 5).

The investigation on SOD suggested increasing activity of SOD at 0. min of
OGTT, parallel with increasing BMI, with highest levels in IGT subjects (group
5). This is accompanied by lowering of the increase of SOD activity in response
to 75 g glucose, started from overweight through prediabetes up to T2DM. Seve-
ral-fold increase in gene expression of SOD-1 in response to 75 g glucose may be
characteristic for normal human metabolism (the observation in groups 1 and 2).
Along with increasing BMI and increasing glucose disturbances, the ability to ele-



vate gene expression during OGTT was decreased. The parallel changes of gene
expression (xSOD) and SOD activity were found in two different lines of cells
(WBC and RBC). That observation promotes SOD activity as a parameter reflec-
ting intracellular antioxidant capacity in patients with increased risk of T2DM.

The basic plasma TAS concentrations increased steadily with increasing BMI
up to the prediabetic hyperglycemia, IFG especially. Index TAS-R__ was similar
in groups 1 and 2, and undergo fluctuations in groups 3 and 4, then the reduction
from group 4 to group 6.

The concentrations of TBARS, comparable to those with the group 1 and 2,
were increased in groups 3, 4, 5 and 6. Relatively stable TBARS-R , in groups 1-5,
has increased in group 6 of diabetic patients. An index of oxidant-antioxidant
balance during OGTT (TAS-R ./TBARS-R ), comparable in the groups 1, 2 and
4, was reduced in groups 3, 5 and 6.

The mutual correlation of OS markers found in NGT patients with increased
body mass, can indicate a metabolic characteristics of these groups, to avoid
transition to prediabetes. Subsequent statistical analysis, correlations in group 2
especially (SOD-0 & G-120, SOD-0’& HbA1c), pointed to the efficacy of SOD to
maintain NGT in overweight subjects.

Different relationships between cardiovascular risk factors and markers of OS
were found in IFG and IGT individuals, while these groups were similar in a con-
text of carbohydrate and lipid metabolism, and pro-inflammatory markers.

Based on the above analysis, it could be concluded that the evaluation of the
dynamic changes of OS markers in blood during OGTT, in the research model,
discovers sequences in pathobiochemistry of prediabetes.

75 g stimulus influences activity and expression of erythrocyte SOD-1 during
oral glucose tolerance test.

An increase of SOD expression and activity during OGTT, in NGT/normal-
BMI and NGT/overweigh subjects, may protect oxidative-antioxidant balance in
the short-term increase in blood glucose concentrations.

Obese but normal glucose tolerance individuals, were determined with the
values of the investigated markers of the metabolic stress similar to dysglycaemia
subjects.

Dysglycemic individuals represent the increasing oxidative stress with diffe-
rent participation of intra- and extracellular antioxidant capacity.

The mechanisms of insulin resistance are responsible for enhancing the meta-
bolic disorders with an increased risk for type 2 diabetes, before the diagnosis of
T2DM is made. The oxidative stress is responsible for the conversion of predia-
betes to diabetes.

Oral glucose tolerance test may be used in patients with an increased risk
of type 2 diabetes, for the assessment of individual susceptibility to oxidative
stress.
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