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1. Wstep

Otylo$¢, szczegdlnie centralna, jest jedna z glownych przyczyn rozwoju zaburzen
metabolicznych, takich jak cukrzyca typu 2, miazdzyca, dyslipidemia czy nadci$nienie tetnicze,
prowadzacych do zgonéw z powodu zawatlu serca i udaru moézgu. Minimalizowanie ryzyka
sercowo-naczyniowego jest istotnym wyzwaniem wspoétczesnej medycyny. Oceniane rutynowo
parametry profilu lipidowego, a takze dodatkowe, jak na przyktad stezenie lipoproteiny (a)
czy apoprotein: apo Al i apo B, moga by¢ niewystarczajace do uzyskania pelnego obrazu zaburzen
metabolizmu lipoprotein. Stres oksydacyjny oraz zaburzenia metabolizmu glukozy sg czynnikami
modyfikujacymi strukture i funkcje lipoprotein. Wolne rodniki powoduja m.in. peroksydacje
lipidow oraz oksydacje biatek, czego nastepstwem jest powstawanie takich produktow, jak
np. zmodyfikowane oksydacyjnie lipoproteiny frakcji LDL, ktoérych obecno$¢ stanowi jeden
Z najwazniejszych elementow patomechanizmu miazdzycy. W $cistym zwigzku z rozwojem
miazdzycy pozostaja rowniez zaburzenia gospodarki wegglowodanowej. Insulinooporno$¢ stanowi
istotny czynnik w rozwoju dysglikemii, a w konsekwencji cukrzycy. Wysokie stezenie glukozy we
krwi sprzyja takze gromadzeniu lipoprotein zmodyfikowanych poprzez glikoksydacj¢. Dla
szczegotowej analizy zachodzacych procesow oksydacji lipoprotein we krwi przydatne moze by¢
okreslenie catkowitego statusu antyoksydacyjnego osocza oraz ocena sktadowych lipidowych
I biatkowych zmodyfikowanych lipoprotein.

1.1. Otylosé jako choroba

Wedtug definicji Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO),
nadwaga i otylo$¢ to nieprawidtowe i nadmierne nagromadzenie tkanki tluszczowej, begdace
zagrozeniem dla zdrowia [1]. Kryterium oceny stanowi prosty wskaznik BMI (ang. body mass
index), ktory wylicza si¢ dzielac mase ciata (w kg) przez wzrost (w cm) podniesiony do kwadratu.
Wartos$¢ > 25 kg/m? wskazuje na nadwage, a > 30 kg/m? — na otytosé [2]. Pod koniec XX wieku,
przez wzglad na wykazane zwigkszone ryzyko wystepowania cigzkich powiklan medycznych,
oficjalnie uznano otyto$¢ za chorobg [3].

Oszacowano, ze czestos¢ wystepowania nadwagi 1 otylosci na swiecie w 2016 roku wyniosta
1,9 mld oséb dorostych, co stanowi prawie 40% populacji. Szczegdlng uwage WHO zwraca
obecnie na problem otytosci u dzieci. W 2019 roku nadwage lub otytos¢ miato ponad 38 min dzieci

ponizej 5. roku zycia [1]. Nalezy jednak pamigta¢, ze wykorzystywany W badaniach
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epidemiologicznych  (u dorostych) wskaznik BMI nie uwzglednia duzej zmiennosci
migdzyosobnicze] w zawarto$ci tkanki tluszczowej zaleznej od wieku, pici czy pochodzenia
etnicznego. W populacji azjatyckiej procentowa zawartos¢ tkanki ttuszczowej jest wicksza niz
U osob rasy kaukaskiej przy tej samej wartosci BMI. Stad, w 2002 roku eksperci WHO
zaproponowali obnizenie wartosci odcigcia BMI dla rozpoznania otylosci w tej populacji do
27,5 kg/m?. Bioragc pod uwage te niedoskonato$¢ wskaznika BMI, mozna przypuszczaé,
7e wystgpowanie otyloSci na $wiecie jest znacznie czestsze niz sugerujg dostepne dane
epidemiologiczne [4].

Tkanka thuszczowa juz od dawna nie jest postrzegana wytacznie jako rezerwuar energetyczny
organizmu. Jest to aktywny narzad endokrynny, w ktorym syntetyzowane sg biologicznie czynne
peptydy i obecne sg receptory dla wielu hormondw i cytokin [5]. W sytuacji zaburzenia rownowagi
energetycznej organizmu, gdy bilans kaloryczny jest dodatni, dochodzi do rozrostu tkanki
thuszczowej, poprzez zwigkszenie objetosci juz istniejacych adipocytow i/lub wytworzenie nowych,
mniejszych. Okazuje si¢, ze struktura tkanki tluszczowej, niezaleznie od jej catkowitej ilosci,
réwniez ma istotne znaczenie w rozwoju zaburzen metabolicznych [6]. Dowiedziono, ze wielkos¢
komorek tluszczowych jest waznym wyznacznikiem wydzielania adipokin. Hipertroficzne
adipocyty uwalniaja znacznie wigksze ich ilosci, w tym roéwniez czynnikow prozapalnych [7].
Obecno$¢ duzych komoérek w tkance thuszczowej sprzyja nietolerancji glukozy, insulinoopornosci,
a w efekcie rozwojowi cukrzycy typu 2 [6].

Nadmierne zwigkszenie masy ciala ma negatywny wplyw na wszystkie uktady organizmu.
Szczegdlnie wigze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem choréb metabolicznych i choréb uktadu sercowo-
naczyniowego, a przez to zwigksza ryzyko wystgpienia zawatu serca i udaru moézgu [8], czego
podtozem jest wspoétzalezno$¢ nadmiernej masy ciala z zaburzeniami gospodarki lipidowej

I weglowodanowej, zjawiskiem insulinoopornosci i stresem oksydacyjnym.

1.2. Insulinoopornos¢

Insulina jest hormonem anabolicznym wydzielanym przez komorki § wysp trzustki i wykazuje
szerokie dziatanie w zakresie homeostazy organizmu. Reguluje metabolizm weglowodanow,
gléwnie poprzez zwigkszanie wychwytu glukozy przez tkanki, ale wplywa rowniez na metabolizm
lipidow 1 biatek [9].

Insulina dziata na komorki na drodze receptorowej. Uposledzenie przekazywania sygnatu,
zaburzenie struktury biatka receptorowego czy tez samej czasteczki insuliny powoduje

uposledzenie odpowiedzi biologicznej tkanek na insuling — insulinooporno$¢ (ang. insulin
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resistance, IR) [10]. Prowadzi to do powstania szeregu zaburzen metabolicznych w tkankach.
Powaznym nastepstwem jest pojawienie si¢ hiperglikemii, prowadzacej do rozwoju cukrzycy typu
2. Poczatkowo zmniejszenie wrazliwosci tkanek na insuling jest kompensowane przez wzrost
wydzielania tego hormonu, dzigki czemu u cze$ci 0sdb cukrzyca nie rozwija si¢ przez wiele lat [5].

Insulinooporno$¢ jest waznym etapem rozwoju cukrzycy typu 2. Juz wiele lat temu wykazano,
ze jest ona jej niezaleznym i najsilniejszym czynnikiem patogenetycznym i moze wystapi¢ 10 lat
lub wczesniej przed ujawnieniem si¢ choroby [10]. Jest réwniez SciSle zwigzana z otyloScia,
chociaz moze si¢ rozwing¢ takze u 0sob szczuptych [11]. Do chordb, w rozwoju ktoérych wykazano
udzial IR, =zaliczajg si¢ tez: choroba niedokrwienna serca, choroby autoimmunologiczne
I nowotworowe [12-14].

Bezposrednie  zdiagnozowanie insulinoopornosci jest mozliwe przy zastosowaniu
euglikemicznej klamry metabolicznej. Zostata ona opracowana przez Andresa i wsp.,
I udoskonalona przez DeFronzo i wsp. Wymaga podania pacjentowi we wlewie dozylnym insuliny
w statym stezeniu oraz wlewu glukozy ze zmienng szybkos$cig utrzymujaca stan euglikemii. Metoda
ta, w porOwnaniu z innymi, jest stosunkowo skomplikowana. Cechuje si¢ jednak wysoka
powtarzalnos$cia i wspotczynnikiem zmienno$ci na poziomie 10%, podczas gdy dla innych metod
wynosi on od 25% do 35% [15,16]. Bardziej przystepne W ocenie insulinoopornosci jest
wykorzystanie wskaznikow wyliczanych ze wzorow, ktore opierajg si¢ jedynie na wartosciach
stezenia glukozy 1 insuliny na czczo. Bardziej zltozone wskazniki wymagaja przeprowadzenia
doustnego testu tolerancji glukozy (ang. oral glucose tolerance test, OGTT) w wersji podstawowej
lub rozszerzonej. Obecnie najpopularniejszy jest indeks HOMA-IR (ang. homeostasis model

assessment of insulin resistance), wyliczany ze wzoru:

G 0'[mmol/1] x Ins 0'[mU/I1
HOMA — IR = [ /;25 [mU/1] [mU x mmol x 172]

G 0’ [mmol/l] — stezenie glukozy w osoczu na czczo

Ins 0’ [mU/I] — stezenie insuliny w 0soczu na czczo

Przyjmuje si¢, ze w warunkach fizjologicznych wspoétczynnik ten powinien wynosi¢ 1,0.
Natomiast wartos¢ HOMA-IR, przy ktorej nalezy rozpozna¢ insulinooporno$¢ pozostaje
dyskusyjna. Znaczna cz¢$¢ ekspertdOw uwaza, ze powinna ona wynosi¢ 2,5 [10], jednakze autorzy

wielu badan dotyczacych insulinoopornosci przyjmuja roézne wartosci odciecia (tabela 1). Zwracajg
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oni réwniez uwage na wplyw wieku 1 plci przy wyznaczaniu optymalnej warto$ci odcigcia

HOMA-IR dla identyfikowania 0s6b z podwyzszonym ryzykiem sercowo-naczyniowym [17].

Tabela 1. Wartoéci odcigcia HOMA-IR w r6znych populacjach.

Badanie Llczebno's.c Wartosé odciecia HOMA-IR
populacji
Hedblad i wsp., Szwecja 2000 [18] n=4816 > 2,0 (75. percentyl)
Marques-Vidal i wsp., Francja 2002 [19] n=1153 > 3,8 (75. percentyl)
Ohnishi i wsp., Japonia 2002 [20] n=965 > 1,73 (80. percentyl)
Geloneze i wsp., Brazylia 2006 [21] n=1317 > 2,77 (90. percentyl)
Sumner i wsp., USA 2008 [22] n=2804 > 2,73 (66. percentyl)
Do i wsp., Tajlandia 2010 [23] n=1217 M >1,56; K> 1,64 (90. percentyl)

1.3. Stres oksydacyjny

Udziat stresu oksydacyjnego w patomechanizmie wielu chordéb zostat juz wielokrotnie
potwierdzony przez badaczy z roznych dziedzin medycyny. Definiowany jest jako zaburzenie
rownowagi pomigdzy wytwarzaniem reaktywnych form tlenu (RFT) a funkcjonowaniem uktadu
antyoksydacyjnego, czego efektem sg uszkodzenia sktadnikéw komoérkowych powodowane przez
nadmiar wolnych rodnikéw tlenowych [24]. Literatura potwierdza niezaprzeczalne znaczenie stresu
oksydacyjnego przede wszystkim w chorobach metabolicznych, takich jak cukrzyca typu 2,
nadcis$nienie tetnicze czy miazdzyca, ale takze w chorobach ptuc, chorobach neurodegeneracyjnych
i chorobach nowotworowych [25-29].

Tlen jest pierwiastkiem niezbednym w procesach komoérkowych, ktorych celem jest
wytworzenie energii. Znajdujacy si¢ w atmosferze tlen czasteczkowy jest jednak stosunkowo mato
reaktywny i aby mogt by¢ wykorzystany w procesach oddychania, musi ulec wzbudzeniu. W stanie
podstawowym, tzw. tlen trypletowy posiada dwa niesparowane elektrony o tym samym spinie.
Zgodnie z prawami mechaniki kwantowej, czasteczka tlenu moglaby wejs¢ w reakcje z inng
czasteczka tylko wtedy, gdyby posiadata ona analogicznie dwa elektrony o tym samym spinie,
jednak przeciwnym do elektronéw na czasteczce tlenu. Poniewaz znaczna wigkszos$¢ czasteczek ma
sparowane elektrony, reaktywno$¢ tlenu w stanie podstawowym jest znikoma. Wzbudzenie
czasteczki tlenu powoduje powstanie jego reaktywnych form, wsrdd ktorych wiekszos¢ to wolne
rodniki, czyli czasteczki lub atomy posiadajace jeden wolny elektron. Ich znaczna reaktywnos$¢

wynika z ,,dazenia” do oddania nadmiarowego lub przyjecia dodatkowego elektronu [30,31].
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W tabeli 2. wymieniono wybrane reaktywne formy tlenu. Oprécz wolnych rodnikow sg to takze
pochodne tlenowe, ktore nie posiadaja niesparowanych elektronow, ale wykazuja wigksza

aktywnos$¢ niz tlen w stanie podstawowym [32].

Tabela 2. Wybrane reaktywne formy tlenu.

Wolne rodniki tlenowe Nierodnikowe pochodne tlenu
Anionorodnik ponadtlenkowy ‘Oz Nadtlenek wodoru H20,
Rodnik hydroksylowy ‘OH Tlen singletowy 10,

Rodnik wodoronadtlenkowy ~ HO-' Ozon O3
Rodnik nadtlenkowy ROO’ Kwas podchlorawy HOCI
Rodnik alkoksylowy RO’ Kwas podbromawy HOBr

Istotnymi zrodtami RFT w organizmie s3: mitochondrialny tancuch oddechowy, utlenianie
jonéw metali grup przejsciowych (reakcja Fentona) i zwigzkow niskoczasteczkowych, reakcje
enzymatyczne Katalizowane przez niektore oksydazy czy aktywacja fagocytow w odpowiedzi
na zakazenie bakteryjne. W mniejszym stopniu RFT powstaja pod wplywem czynnikow
egzogennych, takich jak promieniowanie ultrafioletowe, jonizujace, ultradzwigki, dym papierosowy
czy wzrost temperatury [33]. Fizjologicznie, w ilosciach rownowaznych do potrzeb, RFT petnig
wazne funkcje mediatorow szlakéw sygnatowych 1 regulatoréw proceséw utleniania 1 redukcji
w komorkach. Sa niezbedne w odpowiedzi uktadu odporno$ciowego na zakazenie
mikroorganizmami chorobotworczymi, jak roéwniez biorg udzial w procesach starzenia sie¢
i apoptozy komorek [34-37].

W mitochondriach tlen ulega czteroelektronowej redukcji do wody. W reakcji dochodzi
do uwolnienia energii, a powstajace dwie czasteczki wody sg niercaktywne wobec sktadnikow
komorki. Reakcje jednoelektronowe tlenu z réoznymi zwigzkami, w ktorych otrzymuje on jeden
elektron, prowadza do powstania anionorodnika ponadtlenkowego. Przyjecie nastepnego elektronu
skutkuje powstaniem mniej reaktywnego nadtlenku wodoru, a kolejnego — rodnika
hydroksylowego. Ten ostatni ma bardzo wysoki potencjat redoks wskazujacy na bardzo silne
wlasciwosci utleniajace 1 moze reagowac prawie ze wszystkimi zwigzkami wystepujacymi

w organizmie [38].

O,+e >0y
0, + 26+ 2H" = H»02
Oz + 3¢ +3H" - "'OH + H0
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1.4. Reakcje peroksydacji lipidéw

W stanie stresu oksydacyjnego nadmiarowe RFT reaguja w sposob niekontrolowany
z biatkami, kwasami nukleinowymi i kwasami tluszczowymi prowadzac do oksydacyjnej
modyfikacji tych czasteczek, czego efektem jest zmiana ich struktury i funkcji [39]. Uwaza sie,
ze gldéwnym mechanizmem uszkadzania komoérek i tkanek przez RFT jest peroksydacja lipidow
[32]. W najwickszym stopniu ulegaja jej wielonienasycone kwasy tluszczowe lub reszty
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych wchodzace w sktad fosfolipidow. Ich podatnos¢é wynika
Z obecno$ci w strukturze wigzan podwodjnych. Atomy wodoru zwigzane z atomem wegla pomiedzy
dwoma wigzaniami podwojnymi mogg tatwo ulec oderwaniu przez rodnik hydroksylowy lub inng
reaktywng forme¢ tlenu. Reakcje wolnorodnikowe majg charakter tancuchowy. Pojawienie si¢
jednego wolnego rodnika pocigga za sobg powstanie kolejnych. W fazie inicjacji reakcji
wolnorodnikowej czasteczka kwasu tluszczowego ulega przeksztatceniu w wolny rodnik alkilowy
(L") z niesparowanym elektronem przy atomie wegla, od ktérego wczesniej zostal oderwany atom
wodoru. Rodnik ten moze reagowa¢ z tlenem tworzac wolne rodniki nadtlenkowe (LOO"),
a te z kolei reaguja z innymi czasteczkami wielonienasyconych kwasow ttuszczowych. Ze wzgledu
na nagromadzenie i blisko$¢ reszt kwasow tluszczowych w obrebie dwuwarstwy lipidowej blon
komorkowych przemianom moze ulec nawet Kilkaset czasteczek. Ostatecznie w wyniku terminacji
zachodzacych reakcji wolnorodnikowych powstaja produkty nie bedace wolnymi rodnikami,
tj. dimery kwasow tluszczowych oraz, zawierajace grupe -OH, okso- lub hydroksykwasy
thuszczowe [40]. Pojawienie si¢ reszt -OH w obrebie hydrofobowego s$rodowiska dwuwarstwy
lipidowej powoduje jej dezintegracje, zaburzenie struktury i uszkodzenie [32].

Wolne rodniki, ktére powstaja w czasie peroksydacji lipidow moga réwniez reagowac
Z biatkami zawartymi w blonie komorkowej. Efektem tego jest powstawanie wolnych rodnikéw
biatek, ktore uczestniczac w reakcji terminacji tworza mieszane potaczenia biatkowo-lipidowe [40].
W procesie peroksydacji lipidow moze mie¢ miejsce takze zjawisko reinicjacji, w ktorym nadtlenki
lipidow ulegaja rozpadowi, co prowadzi do ponownego wytworzenia wolnych rodnikow
lipidowych. Rozpad ten zapoczatkowuja jony metali grup przejSciowych, szczegdlnie zelaza
i miedzi [41]. Efektem dalszych przemian produktéw peroksydacji jest rozpad wielonienasyconych
kwasow thuszczowych, w wyniku czego powstaje dialdenyd malonowy (ang. malondialdehyde,
MDA), 4-hydroksynonenal i inne aldehydy oraz hydroksyaldehydy. Produkty te wykazuja mniejsza
reaktywno$¢ niz wolne rodniki, przez co mogg dyfundowa¢ w komoérkach na znaczne odleglosci

I Wten sposob pehié role tzw. ,,wtornych przekaznikéw” uszkodzen przez RFT. Reagujg one
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z innymi czasteczkami znajdujacymi si¢ w komorkach. Wykazano wiele mozliwych efektow
dziatania aldehydowych produktow peroksydacji lipidow. Jest to np. zmiana wiasciwosci
antygenowych biatek, z ktérymi mogg si¢ tagczy¢é czy hamowanie aktywnosci enzymow. Ponadto
stwierdzono, ze przyczyniaja si¢ one do pekania nici DNA, wykazujg dzialanie cytotoksyczne,
kancerogenne i mutagenne [42,43].

Nastepstwem procesu peroksydacji lipidow jest zaburzenie integralnosci bton komoérkowych
i plazmatycznych, ze wzgledu na modyfikacje ich wiasciwosci fizycznych. Dzieje si¢ tak z powodu
zmniejszenia hydrofobowos$ci lipidowego wnetrza bton komoérkowych i zmiany organizacji
dwuwarstwy lipidowej. Powoduje to zwigkszenie przepuszczalnosci dla jonéw wodorowych oraz
innych substancji polarnych. Produkty peroksydacji przyczyniaja si¢ takze do depolaryzacji btony
komorkowej, zaburzaja jej asymetri¢ lipidowa, hamuja tez aktywno$¢ enzymow blonowych 1 biatek
transportujacych, np. pompy wapniowej [44-46].

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze proces peroksydacji lipidow w pewnym stopniu jest elementem
fizjologicznego metabolizmu, a zwigkszenie ilosci RFT jedynie go wzmaga, a nie inicjuje.
W warunkach fizjologicznych stezenie 4-hydroksynonenalu w osoczu i tkankach wynosi
0,1-1 umol/l. W stanie stresu oksydacyjnego wartos¢ ta moze wzrosng¢ do 5-10 pumol/l. Wiadomo
réwniez, ze lipidy w uszkodzonych komodrkach tatwiej ulegaja peroksydacji, co wynika
z dekompartmentacji struktur komoérki i m.in. uwolnienia jonéw zelaza, ktore maja zdolnosé

katalizowania reakcji inicjacji [32].

1.5. Markery oksydacyjnej modyfikacji lipoprotein

Bezposredni pomiar ilosci reaktywnych form tlenu jest bardzo trudny, ze wzgledu na ich
niestabilno$¢. Dlatego tez, w celu oceny nasilenia stresu oksydacyjnego, jako biomarkery
wykorzystywane sa produkty peroksydacji, cechujace si¢ wigksza trwalo$cia, co umozliwia
oznaczenie ich metodami laboratoryjnymi. Sg to proste zwiazki, jak powszechnie znany dialdehyd
malonowy, ale takze zmodyfikowane bialka, lipoproteiny czy zasady azotowe (tabela 3). Niektore
Z poznanych biomarkerow moga wykazywaé swoisto$¢ narzadowa, np. 24(S)-hydroksycholesterol
moze by¢ markerem oksydacji cholesterolu w mozgu [57]. Stosowanymi w wielu badaniach
naukowych markerami sg izoprostany. Sg to produkty peroksydacji wielonienasyconych kwaséw
thuszczowych wchodzacych w sktad fosfolipidow. Ze wzgledu na dlugi okres pottrwania,
mozliwo$¢ oznaczania we krwi I W moczu oraz wysoka stabilno$¢ w probce uznawane sg za

wiarygodne wskazniki odzwierciedlajace réwnowage oksydacyjng organizmu. Izoprostany
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0 budowie zblizonej do prostaglandyn, gtownie 8-is0-PGF2a, sg szczegbélnie warto$ciowymi
markerami peroksydacji czgstek lipidowych [58,59].

Metoda posrednig oznaczania produktow peroksydacji lipidow jest natomiast opracowana
przez Ohkawa 1 wsp. metoda oznaczania st¢zenia substancji reagujacych z kwasem
tiobarbiturowym (ang. Thiobarbituric Acid Reactive Substances, TBARS). Reakcji ulega przede
wszystkim MDA, a takze nadtlenki lipidow powstajace w procesie peroksydacji [60].

W ocenie nasilenia stresu oksydacyjnego u pacjentow z zaburzeniami metabolicznymi
najbardziej przydatne wydaje si¢ ilosSciowe oznaczanie zmodyfikowanych oksydacyjnie lipoprotein
frakcji LDL. Jednak RFT nie dziataja wybiorczo — sktadniki lipidowe réznych frakcji lipoprotein
moga ulegaé procesom peroksydacji w podobnym stopniu. Obecnie istnieje mozliwo$¢ oznaczania

rowniez zmodyfikowanych lipoprotein frakcji HDL [61].

Tabela 3. Markery peroksydacji lipidow [61].

Biomarkery peroksydacji lipidow

Oksydowane wolne i estrowe formy kwasow wodoronadtlenki

thuszczowych izoprostany, izofurany, neuroprostany
cyklopentenon: 15-deoksy-prostaglandyna J2
epoksyd

sprzgzony dien
etan, pentan

Aldehydy alfa, beta-nienasycone aldehydy
akroleina, aldehyd krotonowy, 2-heksenal, 2-nonenal,
4-hydroksy-2-heksenal, 2-hydroksy-2-nonenal
ketoaldehydy i dialdehydy
dialdehyd malonowy
TBARS

Oksysterole 5-O0HCh, 7-O0HCh, 7-OHCh, 7-KCh, 5,6-epoxyCh, triol,
chlorohydryna

Oksydowane formy lipoprotein zmodyfikowane oksydacyjnie LDL
zmodyfikowane oksydacyjnie HDL

Objasnienia: TBARS — substancje reagujace z kwasem tiobarbiturowym; Ch — cholesterol.
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1.6. Udzial zmodyfikowanych oksydacyjnie LDL w patomechanizmie miazdzycy

Zmodyfikowane oksydacyjnie lipoproteiny frakcji LDL (ang. oxidized LDL, oxLDL) zajmuja
bardzo wazne miejsce w patomechanizmie miazdzycy, u podstawy ktorego lezy uszkodzenie
srodbtonka naczyniowego (ryciny 1-3) [47]. Zwickszenie stezenia LDL w obecno$ci stresu
oksydacyjnego sprzyja procesom peroksydacji, a zmodyfikowane lipoproteiny gromadza si¢
w $cianach naczyn krwionosnych, zapoczatkowujgc kaskad¢ reakcji zapalnej [48]. Na skutek
zwigkszenia ekspresji molekul adhezyjnych na uszkodzonych komorkach $rodbtonka dochodzi
do przyciggania i aktywacji komorek uktadu immunologicznego, gldwnie monocytow, a takze
plytek krwi i komorek miesni gtadkich Scian naczyn w miejscu uszkodzenia. W $cianie naczynia
krwiono$nego monocyty transformuja w makrofagi, ktore na drodze fagocytozy pobierajg oxLDL
I W wyniku przetadowania tluszczami przeksztalcajg si¢ w komorki piankowate bedace istotnym
elementem blaszki miazdzycowe;j [47].

Przytaczanie oxLDL przez makrofagi nastepuje na drodze receptorowej, przy udziale réznych
receptorow, w tym receptorow zmiatajacych (ang. scavenger receptor, SR). Sg one grupa biatek,
wsrod ktorych wyr6znia si¢ co najmniej 6 klas (od A do F), i ktore wiaza zmodyfikowane
lipoproteiny, polianiony oraz komorki ulegajace apoptozie [48,49]. Jednym z nich jest receptor
CD36, ktory znajduje si¢ na powierzchni monocytow, makrofagow, plytek krwi, komorek
srodbtonka, adipocytow i wielu innych komoérek organizmu. Rozpoznaje on zmodyfikowane
oksydacyjnie LDL gtownie poprzez ich sktadnik lipidowy, natomiast drugi wazny receptor, SR-A,
taczy si¢ z oxLDL poprzez utleniong czgs¢ bialkowa lipoproteiny. W badaniach na
zmodyfikowanych genetycznie myszach wykazano, ze za wychwyt 1 degradacje zmodyfikowanych
LDL w 70-90% odpowiadaja receptory CD36 i SR-A. Udzial innych receptorow typu scavenger
jest stosunkowo niewielki [50].

Najwazniejszym receptorem, ktory odpowiada za interakcje oxLDL z komdrkami jest LOX-1
(ang. lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor-1). Jest on zlokalizowany na komorkach
srodbtonka, makrofagach, komdrkach miegsni gtadkich, a do jego ligandéw nalezg réwniez inne
zmodyfikowane lipoproteiny, zaktywowane plytki krwi i komorki apoptotyczne. Przy udziale tego
receptora dochodzi do indukcji uszkadzania s$rodbtonka przez oxLDL, nasilenia migracji
I proliferacji komorek migsni gladkich, tworzenia komoérek piankowatych, a takze destabilizacji

istniejacej juz blaszki miazdzycowej [51,52].
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Zmodyfikowane oksydacyjnie LDL sprzyjaja dalszemu rozszerzaniu si¢ miejscowego procesu
zapalnego poprzez stymulacje makrofagéw 1 migracji kolejnych monocytow do miejsca
powstawania zmian miazdzycowych. Powodujg one rowniez zwigkszenie ekspresji metaloproteinaz
[53], a takze zaburzajg ekspresj¢ enzymu syntazy tlenku azotu [54]. Z kolei uwalniane
z makrofagow mediatory stanu zapalnego, takie, jak: interleukina 1B (IL-1pB) i czynnik martwicy
nowotworow alfa (ang. tumor necrosis factor a, TNF-0) nasilaja wigzanie czasteczek LDL
do $rodbtonka i mig¢sniowki naczynia krwionosnego [55]. OxLDL wykazujg réwniez dziatanie
prozakrzepowe poprzez uposledzanie wytwarzania tlenku azotu przez komorki $rodbtonka,
co skutkuje wzrostem wydzielania prostaglandyn, ktére nasilajg agregacje ptytek krwi. Z drugiej
strony oxLDL sg takze wigzane przez receptor CD36, ktory, jak juz wspomniano, znajduje si¢ na
powierzchni trombocytow, co powoduje ich aktywacje [56]. Zmodyfikowane oksydacyjnie LDL
odgrywaja zatem podwdjng role w tworzeniu blaszki miazdzycowej: sa jednocze$nie substratem,

jak i regulatorem stale wzmacnianego procesu aterogenezy [47].
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1.7. Uklad antyoksydacyjny

Dla zachowania rownowagi oksydacyjnej organizmu i obrony komorek przed szkodliwym
dziataniem RFT, niezbedny jest uklad hamujacy nadmierne powstawanie wolnych rodnikoéw
I neutralizacj¢ juz powstatych.

Pierwszg lini¢ obrony antyoksydacyjnej stanowig enzymy, ktorych rolg jest przeksztalcenie
istniejgcych reaktywnych form tlenu w formy mniej szkodliwe. Nalezy do nich przede wszystkim
rodzina dysmutaz ponadtlenkowych (ang. superoxide dismutase, SOD, EC. 1.15.1.1), peroksydazy
glutationowe (EC. 1.11.1.9) i katalaza (EC. 1.11.1.6) [62].

Funkcja SOD w obronie antyoksydacyjnej jest katalizowanie reakcji dysmutacji anionorodnika
ponadtlenkowego:

‘02 +°02 + 2H" = H202 + O3

7 dwoch czagsteczek anionorodnika ponadtlenkowego powstaje tlen molekularny i nadtlenek
wodoru. Efektem reakcji nie jest zatem catkowita neutralizacja anionorodnika ponadtlenkowego,
a jedynie przeksztalcenie go w mniej reaktywng forme tlenu. Wyrdznia si¢ trzy klasy dysmutaz.
Kazda z nich pelni podobne funkcje, jednak roznig si¢ one budowa czasteczki, umiejscowieniem
w komorce oraz lokalizacjg i strukturg kodujacego je genu. Enzymy te zawierajg w centrach
aktywnych jony metali o przej$sciowej wartosciowosci. Forma cytoplazmatyczna posiada jony
miedzi i cynku (Cu,Zn-SOD), mitochondrialna — jony manganu (Mn-SOD), natomiast stanowigca
trzecig grupe, tzw. pozakomorkowa SOD (ang. extracellular SOD, EC-SOD), zawiera jony miedzi
i cynku, podobnie jak cytoplazmatyczna SOD [63].

Peroksydazy glutationowe sa enzymami antyoksydacyjnymi zlokalizowanymi glownie

wewnatrzkomoérkowo | odpowiadajg za rozktad nadtlenku wodoru:

H20,+2GSH - GSSG + 2H,0
Donorem atoméw wodoru w tej reakcji jest glutation (GSH), przeksztatcany do formy utlenionej,
ktora wykazuje wilasciwosci toksyczne (GSSG). Dzigki wspotdziatajacej reduktazie glutationowej

mozliwe jest odtworzenie zredukowanej formy glutationu w reakcji z NADPH.

GSSG + NADPH + H* - 2GSH + NADP*
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Peroksydazy glutationowe posiadaja w centrum aktywnym reszty selenocysteiny, aminokwasu
bedacego analogiem cysteiny i zawierajacego w swojej strukturze atom selenu [64].
Nadtlenek wodoru moze by¢ réwniez rozktadany w reakcji katalizowanej przez katalaze,

ktorej produktami sg tlen czasteczkowy 1 woda:

H>02+ H2,02 = Oz + 2H,0

Charakterystyczng cechg budowy podjednostek tego enzymu jest obecnos¢, gteboko osadzonego
w kazdej z nich, uktadu hemowego z centralnie zlokalizowanym atomem zelaza [65].

Enzymy antyoksydacyjne poprzez rozktadanie nadtlenku wodoru ograniczaja powstawanie
silnie reaktywnego rodnika hydroksylowego. Za jego neutralizacj¢ odpowiadajg natomiast
antyoksydanty drobnoczasteczkowe (Ant). Sa to witaminy, takie jak: witamina E, A czy C, a takze
glutation, koenzym Q, bilirubina, kwas moczowy i inne. Ich mechanizm dziatania zasadniczo
polega na przekazaniu jonu wodoru, ktéry ,,paruje” wolny elektron rodnika tlenowego (R°),
W wyniku czego powstaje neutralny zwigzek (R-H), np. woda oraz rodnik mniej reaktywny (Ant").
Niesparowany elektron powstatego rodnika ulega delokalizacji, co warunkuje jego wzgledna
stabilnos¢ [66].

Ant+ R 2> R-H + Ant’
Ant + 'OH > H>0O + Ant’

Witamina E jest najwazniejszym lipofilnym antyoksydantem drobnoczasteczkowym.
Reakcja tokoferolu (T-OH) z organicznym rodnikiem ponadtlenkowym (lipid-OQ) prowadzi
do powstania stabilnego produktu (lipid-OOH) i wolnego rodnika tokoferylowego (T-O") [67].

lipid-OO" + T-OH -> lipid-OOH + T-O°

Jest on stosunkowo mato reaktywny i w zwigzku z tym nie wchodzi do dalszej reakcji prolongacji.
Moze jednak reagowac z innym wolnym rodnikiem — jest to rdbwnoznaczne z terminacja dwoch
ciggdéw reakcji wolnorodnikowych. Moze tez ulec redukcji przez inne antyoksydanty, dzigki czemu
zostaje odtworzona wyjsciowa struktura witaminy E [32].

W obronie antyoksydacyjnej komorek biorg rowniez udzial enzymy naprawcze oraz biatka
wigzace metale, takie jak ceruloplazmina, transferyna czy haptoglobina, a takze

metalotioneiny [68].
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Wspotdziatanie opisanych elementow obrony antyoksydacyjnej zapewnia skuteczng barierg
przed szkodliwym dziataniem reaktywnych form tlenu. Wedlug dostepnych zrodet, procentowy
udziat poszczegdlnych sktadowych jest rézny i moze by¢ zmienny w zaleznos$ci od trybu zycia czy
toczacego si¢ w organizmie procesu chorobowego. Przyjmuje sie, ze udzial poszczegdlnych
sktadowych jest nastgpujacy: kwas moczowy — 37-60%, grupy tiolowe bialek osocza — 10-32%,
askorbinian — 2-27%, tokoferol — 2-7%. Roznice w udziale procentowym wymienionych
sktadnikéw wynikajg takze ze stosowania przez naukowcow odmiennych metod analitycznych,
gdyz reaktywnos$¢ tych sktadnikoéw moze zaleze¢ od warunkow przeprowadzanej reakcji, np. od pH
[32,69-72]. Niezaleznie od tego, istnieje mozliwos¢ okreslenia tzw. catkowitego statusu
antyoksydacyjnego (ang. total antioxidant status, TAS), czyli ogdlnej zdolnosci neutralizacji RFT
przez antyoksydanty zawarte w 0soczu, bez koniecznosci odrgbnego 0znaczania poszczegélnych
sktadowych [73].
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2. Cel pracy

Celem pracy jest analiza parametrow oksydacyjnej modyfikacji lipoprotein wraz
Z potencjalnymi czynnikami modyfikujagcymi: pro- i antyoksydacyjnymi u pacjentow z nadmierng
masg ciata oraz ocena dynamiki zmian tych parametrow pod wplywem zastosowanego bodzca —

75 g glukozy. W szczegolnosci analiza ta obejmuje:

1. Ocene parametrow stresu oksydacyjnego: TBARS, TAS i oXLDL u pacjentow z nadmierng masg

ciata w warunkach podstawowych (we krwi rano, na czczo).

2. Okreslenie dynamiki zmian TBARS, TAS i oxLDL we krwi pod wplywem zastosowanego

bodZca 75 g glukozy w trakcie doustnego testu tolerancji glukozy.
3. Oceng zalezno$ci migdzy badanymi wskaznikami stresu oksydacyjnego (TBARS, TAS, oxLDL).

4. Oceng wpltywu czynnikow ryzyka chorob sercowo-naczyniowych na badane parametry stresu
oksydacyjnego (TBARS, TAS, oxLDL).
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3. Material i metody

Projekt badawczy uzyskatl zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu (uchwata nr 502/16 oraz uchwala nr 587/18 jako wyodrgbnienie
tematu pracy doktorskiej).

Praca zostala wykonana w Katedrze 1 Zakladzie Diagnostyki Laboratoryjnej Uniwersytetu

Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

3.1. Populacja badana

Grupe badang stanowili pacjenci Oddzialu Nadci$nienia Tgtniczego 1 Zaburzen
Metabolicznych, Poradni Zaburzen Metabolicznych i Poradni Nadci$nienia Tgtniczego oraz
Oddziatu Pulmonologii, Alergologii i Onkologii Pulmonologicznej, i Poradni Pulmonologii Szpitala
Klinicznego Przemienienia Panskiego Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu (SKPP-UMP) w trakcie postepowania diagnostycznego.

Do badan kwalifikowano kobiety i m¢zczyzn powyzej 18 roku Zycia, Z nadmierng masg ciala,
tj.z BMI > 25 kg/m2. Rekrutowano osoby nie stosujace zadnej specjalnej diety, u ktérych
wykluczono schorzenia ostre i przewlekte, takie jak: zawal migénia sercowego, udar mozgu,
choroby uktadu oddechowego, tj. przewlekla niewydolnos¢ oddechows, zapalenie pluc czy
zapalenie oskrzeli, przewlekle choroby nerek i watroby, choroby autoimmunologiczne,
nadczynno$ci 1 niedoczynno$ci gruczolow dokrewnych, choroby nowotworowe, niedokrwistosé
| zaburzenia hemostazy. Kryterium wiaczenia do grupy badanej byt rowniez brak dotychczasowego
rozpoznania cukrzycy i aktualna glikemia na czczo < 7,0 mmol/l (< 126 mg/dl) oraz brak
przeciwwskazan do przeprowadzenia OGTT [74,75]. Ponadto warunkiem zakwalifikowania
do badan byto stezenie biatka C-reaktywnego (ang. C-reactive protein, CRP) < 10 mg/l (warto$ci
powyzej 10 mg/l sg uznawane za wyktadnik stanu zapalnego) [76], a takze brak patologicznych
wynikow innych rutynowych badan laboratoryjnych, zlecanych w ramach diagnostyki
w wymienionych jednostkach SKPP-UMP, m.in. morfologii krwi i podstawowych parametrow
biochemicznych. U osob, u ktorych w trakcie badania wykryto czynniki ryzyka choréb sercowo-
naczyniowych, m.in.: nadci$nienie tg¢tnicze czy zaburzenia metaboliczne, kontynuowano
postepowanie diagnostyczno-terapeutyczne w odpowiednich jednostkach SKPP-UMP.

Ostatecznie do badania zakwalifikowano 120 osob, w tym 46 kobiet i 74 mgzczyzn w wieku
od 26 do 75 lat. Wszyscy uczestnicy udzielili swiadomej, pisemnej zgody na udzial w badaniu,

W tym zaréwno na pobranie krwi i wykorzystanie jej jako materiat badany oraz na przetwarzanie
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uzyskanych wynikdw w celach statystycznych. Wszystkie dane osobowe pacjentow zostaty
zanonimizowane.

Po uprzednim przeprowadzeniu u pacjentow badania podmiotowego i przedmiotowego,
ze szczegblnym uwzglednieniem pomiaréw antropometrycznych (dane kliniczne uzyskano
z wymienionych wyzej jednostek SKPP-UMP), oraz przeanalizowaniu wynikéw rutynowych badan
laboratoryjnych, przystagpiono do wykonania analiz zaplanowanych w projekcie. U kazdej
z zakwalifikowanych os6b wykonano:

1. Doustny test tolerancji glukozy z pobraniem krwi zylnej na czczo (0. minuta) i po 120.

minutach od podania 75 g glukozy i pomiarem glikemii.

2. Oznaczenie stezenia cholesterolu catkowitego (ang. total cholesterol, T-C), cholesterolu

frakcji HDL (ang. high density lipoprotein-cholesterol, HDL-C), cholesterolu frakcji LDL
(ang. low density lipoprotein-cholesterol, LDL-C), triglicerydow (TG) - na czczo;
dodatkowo wyliczono stezenie cholesterolu frakcji nie-HDL (nHDL-C).

3. Oznaczenie stezenia insuliny w osoczu w trakcie OGTT na czczo oraz po 120. minutach.

4. Oznaczenie calkowitego statusu antyoksydacyjny osocza w trakcie OGTT nha czczo oraz

po 120. minutach.
5. Oznaczenie produktow oksydacyjnej modyfikacji lipoprotein jako substancji reagujacych
z kwasem tiobarbiturowym w trakcie OGTT na czczo oraz po 120. minutach.

6. Oznaczenie stezenia zmodyfikowanych oksydacyjnie lipoprotein frakcji LDL w trakcie
OGTT na czczo oraz po 120. minutach.

7. Wyliczono wskaznik HOMA-IR oraz wskazniki: oxLDL-Roctt, TBARS-RogcTT,
TAS-RocTT.

Krew do okreslonych w projekcie badan byta pobierana zgodnie z obecnie obowiagzujacymi
standardami, zarowno w zakresie przygotowania pacjenta, jak i pobierania probek. Od pacjentow
pobierana byta na czczo krew petna do probowki z aktywatorem krzepnigcia (4,9 ml), w celu
uzyskania surowicy oraz do probowki z heparyna (4,9 ml), w celu uzyskania osocza heparynowego
(S-Monovette®, Sarstedt, Niemcy). W trakcie doustnego testu tolerancji glukozy, po 120. minutach
od podania 75 g glukozy ponownie pobierano krew do probowek z aktywatorem krzepniecia
(2,7 ml) i z heparyna (4,9 ml).

Materiatem badanym byla surowica 1 osocze heparynowe uzyskane z krwi pacjentéw.
Podstawowe laboratoryjne parametry gospodarki lipidowej i weglowodanowej oznaczane byly
w $wiezych probkach w dniu pobrania. Pozostala czg$¢ materiatu przechowywano w temperaturze

-80°C do czasu wykonania pozostatych oznaczen.
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3.2. Metody badawcze

3.2.1. Doustny test tolerancji glukozy

OGTT przeprowadzono zgodnie z obowigzujagcymi w czasie prowadzenia badan wytycznymi
Polskiego  Towarzystwa Diabetologicznego (PTD) i  Amerykanskiego  Towarzystwa
Diabetologicznego (ang. American Diabetes Association, ADA), po uprzednim rozwazeniu
wskazan 1 przeciwwskazan do wykonania testu. Pacjenci przed przystapieniem do badania zostali
poinformowani 0 Kkonieczno$ci zachowania dotychczasowego trybu zycia, niemodyfikowania
aktywnosci fizycznej i nieograniczania celowo spozycia weglowodanow. Krew zylng do oznaczenia
glukozy na czczo pobierano standardowo w godzinach porannych, po wypoczynku nocnym.
Nastepnie podano do wypicia roztwdr zawierajacy 75 g glukozy i po uptywie dwoch godzin, ktore
pacjenci spedzili w miejscu wykonywania testu, w spoczynku, ponownie pobrano probki krwi

zylne;j.

3.2.2. Metody oznaczania stezenia glukozy, parametrow gospodarki lipidowej

| stezenia bialka C-reaktywnego

Wszystkie oznaczenia wykonano w Laboratorium nr 2 Szpitala Klinicznego Przemienienia
Panskiego Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, na bazie ktorego
dziata Katedra i Zaktad Diagnostyki Laboratoryjnej UM w Poznaniu, rutynowo stosowanymi
metodami na analizatorze biochemicznym Dimension EXL (Siemens, USA). Materiatem badanym
byto 0socze i surowica uzyskana z krwi zylnej pobranej od pacjentdow w dniu wykonania oznaczen.

Oznaczane w  Laboratorium nr 2 parametry podlegaja codziennej kontroli
wewnatrzlaboratoryjnej przy uzyciu surowic kontrolnych ze znanym stezeniem badanego analitu.
Laboratorium uczestniczy w kontroli zewnatrzlaboratoryjnej przeprowadzanej przez Centralny
Osrodek Badan Jako$ci w Diagnostyce Laboratoryjnej w Lodzi (COBJwDL) i od wielu lat, co roku,
uzyskuje Swiadectwa COBJwDL m. in. w zakresie chemii klinicznej, oraz w kontroli RIQAS

(Randox International Quality Assessment Scheme) realizowanej przez firme¢ Randox.
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3.2.2.1. Metoda oznaczania stezenia glukozy

Stezenie glukozy W 0s0Czu oznaczano metoda heksokinazowa. Glukoza w obecnosci ATP
I jonébw magnezu ulega fosforylacji do glukozo-6-fosforanu i ADP w reakcji katalizowanej przez
heksokinaze. Nastepnie, w obecno$ci NAD*, powstaly glukozo-6-fosforan jest utleniany przez
dehydrogenaze glukozo-6-fosforanows. Produktem reakcji jest 6-fosfoglukonian oraz NADH.
Na kazdy mol glukozy obecnej w probee, jeden mol NAD ulega redukcji do NADH. Absorbancje

probki mierzy si¢ spektrofotometrycznie.

3.2.2.2. Metoda oznaczania cholesterolu calkowitego

Stezenie cholesterolu catkowitego w surowicy oznaczono metodg enzymatyczng.
W pierwszym etapie cholesterol przy udziale esterazy cholesterolowej zostaje uwolniony
Z potaczen estrowych w lipoproteinach. Nastgpnie wolny cholesterol w probce jest utleniany przez
oksydazg¢ cholesterolowa do cholestenonu i nadtlenku wodoru. Wytworzony nadtlenek wodoru jest
wykorzystywany w kolejnej reakcji, katalizowanej przez peroksydaze chrzanowg, w ktorej powstaje
barwny produkt (reakcja Trindera). Absorbancja roztworu zmierzona spektrofotometrycznie jest

wprost proporcjonalna do stezenia cholesterolu w prébcee.

3.2.2.3. Metoda oznaczania cholesterolu frakcji LDL

Stezenie cholesterolu frakcji LDL oznaczono bezposrednia metoda enzymatyczng, bez
koniecznosci wczesniejszej izolacji frakcji LDL. W pierwszym etapie detergent 1 rozpuszcza
lipoproteiny inne niz LDL, a uwolniony z nich cholesterol jest rozkladany bez wytworzenia
zabarwienia roztworu. Detergent 2 rozpuszcza pozostale w roztworze czastki LDL. Pod wplywem
esterazy i oksydazy cholesterolowej wolny cholesterol zostaje utleniony do cholestenonu
i nadtlenku wodoru. W reakcji Trindera katalizowanej przez peroksydazg chrzanowa z powstatego
nadtlenku wodoru, pochodnej fenolu i 4-aminoantypiryny powstaje barwny produkt. Absorbancja
probki jest mierzona spektrofotometrycznie. Intensywno$¢ zabarwienia roztworu jest wprost

proporcjonalna do stezenia LDL-C.
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3.2.2.4. Metoda oznaczania cholesterolu frakcji HDL

HDL-C oznaczono bezposrednig metodg enzymatyczng. W pierwszym etapie lipoproteiny
inne niz HDL tworzg z siarczanem dekstranu w obecnosci siarczanu magnezu rozpuszczalne
w wodzie kompleksy. Cholesterol frakcji HDL jest uwalniany z polgczen estrowych przy udziale
esterazy cholesterolowej, a nastepnie utleniany do cholestenonu i nadtlenku wodoru w reakcji
katalizowanej przez oksydaze¢ cholesterolowa. W nastepnym etapie z powstatego nadtlenku wodoru,
pochodnej fenolu i 4-aminoantypiryny pod wplywem peroksydazy chrzanowej powstaje barwny
produkt. Absorbancja roztworu zmierzona spektrofotometrycznie jest wprost proporcjonalna

do st¢zenia HDL-C w probce.

3.2.2.5. Metoda oznaczania stezenia triglicerydow

Stezenie triglicerydow w surowicy oznaczono metoda enzymatyczng. W pierwszym etapie,
pod wplywem lipazy lipoproteinowej, triglicerydy zawarte w probce sg rozktadane do wolnych
kwasow tluszczowych i glicerolu. W kolejnych reakcjach enzymatycznych przemianom ulega
glicerol, z ktorego ostatecznie powstaje fosforan dihydroksyacetonu i nadtlenek wodoru. Ostatnim
etapem jest reakcja Trindera. Pod wplywem peroksydazy chrzanowej z nadtlenku wodoru,
pochodnej fenolu i 4-aminoantypiryny powstaje barwny produkt, ktorego ilo$¢ jest proporcjonalna
do stezenia triglicerydow w badanej probce. Absorbancja roztworu jest mierzona

spektrofotometrycznie.

3.2.2.6. Metoda obliczania stezenia cholesterolu frakcji nie-HDL

Stezenie nie-HDL-C jest wskaznikiem tacznej ilosci aterogennych lipoprotein we krwi, czyli
VLDL, remnantow VLDL, IDL, LDL oraz Lp (a). Stezenie nHDL-C wyliczono ze wzoru:

nHDL-C =T-C - HDL-C

3.2.2.7. Metoda oznaczania stezenia bialka C-reaktywnego

Stezenie CRP w surowicy oznaczano wysokoczuta metodg immunologiczng. Syntetyczne
czasteczki optaszczone sg przeciwciatami skierowanymi przeciwko CRP, ktore w jego obecnosci
W probee ulegaja agregacji. Zmetnienie powstajagce w wyniku aczenia si¢ czasteczek jest mierzone

technikg turbidymetryczna.
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3.2.3. Metody oznaczania wykladnikéw stresu oksydacyjnego
3.2.3.1. Metoda oznaczania calkowitego statusu antyoksydacyjnego

Oznaczenia wykonano w osoczu heparynowym metodg kolorymetryczng przy uzyciu
zestawu odczynnikow Randox Total Antioxidant Status (Randox Laboratories Ltd., Wielka
Brytania) i spektrofotometru StatfaxTM 1904 Plus (Awareness Technology, Inc., USA) w Katedrze
1 Zaktadzie Diagnostyki Laboratoryjnej UMP.

Zasada metody

Metoda opiera si¢ na reakcji ABTS® [2,2’-Azyno-di-(3-etylobenzotiazoliny siarczan)]
z peroksydaza (metmioglobina) i nadtlenkiem wodoru, w ktorej dochodzi do wytwarzania
kationorodnika ABTS', czego efektem jest powstawanie zielono-niebieskiego zabarwienia
roztworu. Antyoksydanty zawarte w dodanym do mieszaniny reakcyjnej osoczu blokuja
powstawanie ABTS®", a tym samym ostabiaja reakcje barwna. Stopien zahamowania reakcji
barwnej jest proporcjonalny do zawarto$ci przeciwutleniaczy w badanej probce. Absorbancja

roztworu jest mierzona spektrofotometrycznie.

HX-Fe'' + H,02 > X-[Fe'Y = O] +H:0
ABTS® + X-[Fe!V = 0] > ABTS®™" + HX-Fe'"!

HX-Fe'' — metmioglobina
X-[Fe"V = Q] — ferrylomioglobina
ABTS® - 2,2’-Azyno-di-(3-etylobenzotiazoliny siarczan)

Wspotczynnik zmienno$ci wewnatrzseryjnej metody wyniodst 1,6%, a zmienno$ci migdzyseryjnej

3,5%.

3.2.3.2. Metoda oznaczania stezenia substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym

Oznaczenia TBARS w osoczu heparynowym wykonano metoda spektrofotometryczng
w Zaktadzie Biochemii Klinicznej i Medycyny Laboratoryjnej UMP przy uzyciu odczynnikoéw
firmy Sigma (Niemcy) i spektrofotometru Specord M40 (Niemcy).
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Zasada metody

Metoda oznaczania TBARS w osoczu oparta jest na reakcji produktow peroksydacji lipidow,
glownie dialdehydu malonowego, z kwasem tiobarbiturowym (ang. thiobarbituric acid, TBA)
z wytworzeniem czerwonego zabarwienia roztworu. W sktad mieszaniny reakcyjnej wchodzi TBA,
laurylosiarczan sodu oraz kwas octowy o pH 3,5. Po dodaniu osocza badanego probka jest
ogrzewana w tazni wodnej w temp. 95°C przez 60 min. W kolejnym etapie do ochlodzone;j
mieszaniny dodawany jest alkohol butylowy i pirydyna, aby po jej wymieszaniu i odwirowaniu
otrzymac ekstrakt zawierajgcy barwny produkt reakcji. Nastepnie absorbancja oddzielonego
ekstraktu jest mierzona spektrofotometrycznie. Stgzenie produktow peroksydacji lipidow jest
wyrazone W pmol/l, jako ekwiwalent MDA (wzorzec do krzywej kalibracyjnej). Wspotczynnik

zmiennosci wewnatrzseryjnej metody wyniost 2,0%, a zmiennos$ci migdzyseryjnej 3,6%.

3.2.4. Metody oznaczania stezenia insuliny oraz zmodyfikowanych oksydacyjnie
lipoprotein frakcji LDL

Oznaczenia wykonano w Katedrze i Zaktadzie Diagnostyki Laboratoryjnej UMP metoda
immunoenzymatyczng ELISA z zastosowaniem odpowiednich zestawow odczynnikow,
spektrofotometru z czytnikiem mikroptytek Sunrise™ oraz automatycznej ptuczki do mikroptytek
Hydroflex firmy TECAN (Tecan Group Ltd., Ménnedorf, Szwajcaria).

3.2.4.1. Metoda oznaczania stezenia insuliny

Stezenie insuliny w osoczu heparynowym oznaczono metoda immunoenzymatyczng ELISA

przy uzyciu zestawu odczynnikow firmy DRG (DRG International, Inc., USA).

Zasada metody

W tescie immunoenzymatycznym ELISA do oznaczania stezenia insuliny faze stalg stanowia dotki
mikroptytki pokryte przeciwciatami monoklonalnymi skierowanymi przeciwko ludzkiej insulinie.
Czasteczka insuliny znajdujagca si¢ w probce lgczy sie z tym przeciwcialem, a nastepnie
do powstatego kompleksu dotaczane jest kolejne przeciwcialo znakowane biotyng tworzac
tzw. ,kanapke”. W kolejnym etapie z przeciwcialem znakowanym biotyng wigze si¢ kompleks
streptawidyna-peroksydaza. Po dodaniu substratu (3,3°,5,5’-tetrametylobenzydyna), w wyniku
reakcji enzymatycznej katalizowanej przez peroksydazg¢ nastgpuje zmiana zabarwienia roztworu,

ktorego intensywno$¢ jest mierzona spektrofotometrycznie. Zalezno$¢ absorbancji od st¢zenia
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insuliny w préobce jest wprost proporcjonalna. Wspolczynnik zmiennosci wewnatrzseryjnej metody

wyniost 2,2%, a zmiennosci miedzyseryjnej 4,5%.

3.2.4.2. Metoda oznaczania stezenia zmodyfikowanych oksydacyjnie LDL

Stezenie oxLDL w surowicy oznaczono metoda immunoenzymatyczng ELISA przy uzyciu

zestawu odczynnikow firmy Mercodia (Mercodia AB, Szwecja).

Zasada metody:

Test immunoenzymatyczny ELISA do oznaczania oxLDL to bezposredni test kanapkowy z dwoma
monoklonalnymi przeciwciatami skierowanymi przeciwko determinantom na zmodyfikowane;j
oksydacyjnie apoproteinie B (apo B). Faze stala stanowig dotki mikroptytki. OXLDL zawarte
W probee lacza sie z przeciwciatami zwigzanymi z faza stala. Nastepnie do czasteczek apo B
zwigzanych w kompleksie przytaczajg si¢ mysie przeciwciata znakowane peroksydaza. W wyniku
reakcji enzymatycznej nastepujacej po podaniu substratu (3,3’,5,5’-tetrametylobenzydyna)
nastgpuje  zmiana  zabarwienia  roztworu, ktoérego  intensywno$¢  jest  mierzona
spektrofotometrycznie. Zalezno$¢ absorbancji od stezenia oxLDL w probce jest wprost
proporcjonalna. Wspoétczynnik zmiennosci wewnatrzseryjnej metody wyniost 6,4%, a zmiennosci

mi¢dzyseryjnej 7,9%.

3.2.5. Metoda oceny insulinoopornosci

Do oceny stopnia insulinoopornosci wykorzystano wskaznik HOMA-IR (ang. homeostasis

model assessment of insulin resistance), ktory wyliczono wedtug ponizszego wzoru:

G 0'[mmol/1] x Ins 0'[mU/I1
HOMA — IR = [ /;25 [mU/1] [mU x mmol x 172]

G 0’ [mmol/l] — stezenie glukozy w osoczu na czczo

Ins 0’ [mU/1] — stezenie insuliny w osoczu na czczo
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3.2.6 Ocena zmian parametréw stresu oksydacyjnego w trakcie OGTT

W celu zbadania wptywu 75 g glukozy na zmiany wyktadnikow stresu oksydacyjnego
wykorzystano wskaznik Roctr, wyliczany jako stosunek warto$ci danego parametru w 120.
minucie OGTT do wartosci uzyskanej na czczo (0. minuta). Dla oznaczanych parametrow

wyznaczono odpowiednie wskazniki:

DL — oxLDL 120’
ox ~ ToxLDL O’
TBARSR — TBARS 120’

" TBARS 0’

TAS.R — TAS 120’

~ TAS(’

3.2.7 Analiza statystyczna

Analizg statystyczng uzyskanych wynikow przeprowadzono przy uzyciu programu
Statistica v. 13.3 (StatSoft Inc., USA) w calej badanej populacji oraz w grupach badanych. Testem
Shapiro-Wilka weryfikowano czy wyniki badanych zmiennych prezentuja rozktad normalny.
Wobec stwierdzonego braku normalnosci, w dalszej analizie stosowano testy nieparametryczne.
Wyniki statystyki opisowej w catej badanej populacji i w podgrupach przedstawiono w postaci
mediany oraz dolnego i gornego kwartyla. Podgrupy, w ktorych prowadzono analizy statystyczne,
wyrdzniono poprzez wyznaczenie kwartyli wybranych zmiennych w catej populacji. Dla zbadania
istotno$ci roznic miedzy dwiema grupami wykorzystano test U Manna-Whitneya, natomiast
poréwnania wielu grup przeprowadzono testem Kruskala-Wallisa z analizg post hoc porownan
wielokrotnych. Korelacje miedzy badanymi zmiennymi oceniano za pomoca wspotczynnika
R Spearmana. Sit¢ zwigzku klasyfikowano jako nikla (0 < R < 0,1), staba (0,1 < R < 0,3),
przecietng (0,3 < R < 0,5), wysoka (0,5 < R < 0,7), bardzo wysoka (0,7 < R < 0,9) i prawie peing
(0,9 <R < 1) [77]. Przeprowadzono analiz¢ regresji wielokrotnej. Za istotne statystycznie uznano

wyniki, gdy p < 0,05.
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4. Wyniki

Analize statystyczng przeprowadzono w calej badanej populacji (n=120), w grupie kobiet
(n=46) i m¢zczyzn (n=74) oraz w dwoch grupach wyr6znionych na podstawie wyniku OGTT:
normoglikemicznej (NGT, n=73) i dysglikemicznej (PRE, n=47). Do grupy normoglikemicznej
wlaczono osoby z prawidtowa glikemig w 0. i w 120. minucie OGTT (ang. normal glucose
tolerance, NGT). Grupe dysglikemiczng stanowily osoby, u ktorych wynik OGTT wskazywat na
stan przedcukrzycowy (prediabetes), tj. nieprawidtowa glikemi¢ na czczo (ang. impaired fasting
glucose, IFG) i/lub nieprawidtowsg tolerancj¢ glukozy (ang. impaired glucose tolerance, IGT) —
wedtug kryteriow zawartych w tabeli 4 [74,75].

Tabela 4. Zasady interpretacji wynikow doustnego testu tolerancji glukozy (OGTT).

G 0’ (mmol/l) G 120’ (mmol/l)
NGT <5,6 <78
IFG 5,6-6,9 <78
IGT <70 7,8-11,0
DM <70 >111

Objasnienia: G 0° — glikemia w 0. minucie OGTT; G 120 — glikemia w 120. minucie OGTT; NGT — prawidtowa tolerancja glukozy;
IFG — nieprawidtowa glikemia na czczo; IGT — nieprawidtowa tolerancja glukozy; DM — cukrzyca.

4.1. Analiza populacji badanej z uwzglednieniem pici i wyniku OGTT

4.1.1. Charakterystyka opisowa badanej populacji z uwzglednieniem plci

W tabeli 5. przedstawiono charakterystyke opisowg calej badanej populacji (n=120) oraz,
oddzielnie kobiet (n=46) 1 mezczyzn (n=74), w zakresie podstawowych parametréw
antropometrycznych 1 parametrow laboratoryjnych oceniajacych m. in. gospodarke lipidowa
I weglowodanowa organizmu. Stwierdzono, wynikajace z fizjologicznej odmiennosci migdzy
plciami, réznice w obwodzie talii 1 st¢zeniu cholesterolu frakcji HDL, a takze wyzsze st¢zenia
triglicerydow u mezczyzn, co moze korespondowaé z wymienionymi parametrami w badanej
populacji. Ponadto u kobiet zaobserwowano wyzsze stezenia CRP (w zakresie warto$ci opisujacych
ryzyko sercowo-naczyniowe) i insuliny w 120. minucie OGTT (brak jest danych literaturowych
W pelni interpretujgcych insulinemie¢ w 120. minucie OGTT). W tabeli 6. zestawiono wyniki
parametréw stresu oksydacyjnego w calej populacji i analogicznie poréwnano grupy kobiet

I mezczyzn. Zaobserwowano roznice jedynie w przypadku stezenia TBARS 120°.
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Tabela 5. Charakterystyka opisowa catej badanej populacji oraz poréwnanie grup kobiet i m¢zczyzn.

Populacja badana Kobiety Mezczyzni
n=120 n=46 n=74 P
Wiek 53,00 53,00 54,00 S
(45,50-61,50) (48,00-60,00) (44,00-63,00)
BMI [kg/m?] 33,00 34,10 32,12 I
(29,60-36,10) (30,86-36,80) (28,71-35,35)
Obwod talii [em] 105,00 100,00 106,50 0.0229
(97,00-113,00) (95,00-111,00) (100,00-117,00) ’
SBP [mmHg] 131,50 130,00 133,00 S
(120,00-145,00) (120,00-150,00) (125,00-145,00)
DBP [mmH] 86,50 84,50 90,00 I
(80,00-90,50) (80,00-90,00) (80,00-95,00)
WBC [x10%1] 6,54 6,65 6,50 o
(5,66-7,41) (5,66-7,91) (5,64-7,15)
2,22 3,88 1,85
CRP [mg/l ) , :
mafl (1,37-4,36) (2,10-5,19) (1,20-3,30) 0,0005
T-C [mmol/] 5,33 535 5,32 S
(4,73-6,19) (4,73-6,21) (4,73-6,16)
1,32 1,45 1,26
HDL-C [mmol/l ' ' '
[ ] (1,11-1,57) (1,24-1,82) (1,05-1,49) 0.0020
LDL-C [mmol/I] 3,26 3,25 3,30 o
(2,75-4,04) (2,74-4,19) (2,77-4,03)
nHDL-C [mmol/I] 3,85 3,84 3,86 -
(3,41-4,68) (3,16-4,97) (3,50-4,57)
1,51 1,28 1,61
TG [mmol/Il ' ) )
[ ] (1,08-2,12) (0,90-1,98) (1,23-2,34) 0,0262
(4,91-5,64) (4,92-5,67) (4,88-5,64)
G 120° [mmol/I] 6,38 6,82 6,17 ns
(4,94-7,93) (5,33-7,98) (4,89-7,78)
Ins 0° [mUA] 18,13 20,72 16,75 S
(13,39-25,42) (14,64-33,13) (13,18-23,79)
Ins 120° [mU/] 72,50 100,24 60,39 0.0088
(34,65-122,17) (45,63-151,72) (30,28-100,90) '
HOMA-IR 4,28 4,9 3,83 s
(3,00-6,24) (3,02-7,67) (2,98-5,82)

Objasnienia: n — liczebno$¢ grupy; ns — nieistotne statystycznie; BMI — wskaznik masy ciata; SBP — skurczowe ci$nienie tgtnicze;
DBP — rozkurczowe ci$nienie t¢tnicze; WBC — biate krwinki; CRP — biatko C-reaktywne; T-C — cholesterol catkowity; HDL-C —
cholesterol frakcji HDL; LDL-C — cholesterol frakcji LDL; nHDL-C — cholesterol frakcji nie-HDL; TG — triglicerydy; G 0’—
glikemia w 0. minucie OGTT; G 120° — glikemia w 120. minucie OGTT; Ins 0’ — insulinemia w 0. minucie OGTT; Ins 120* —
insulinemia w 120. minucie OGTT; HOMA-IR — wskaznik insulinoopornoéci [mU x mmol x 1?]; OGTT — doustny test tolerancji
glukozy.
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Tabela 6. Parametry stresu oksydacyjnego w calej badanej populacji oraz poréwnanie grup kobiet i m¢zczyzn.

Populacja badana Kobiety Mezezyzni
n=120 n=46 n=74 P
oxLDL 0’ [U/1] 67,00 78,91 64,26 N
(53,15-89,12) (54,04-98,00) (50,69-77,66)
oxLDL 120’ [U/] 62,11 65,60 60,90 S
(48,80-85,16) (49,20-86,40) (48,66-78,70)
oXLDL-RocTr 0,92 0,88 0,94 -
(0,84-1,03) (0,82-1,03) (0,85-1,05)
TBARS 0’ [umol/1] 570 6,00 557 N
(4,85-7,14) (5,27-7,32) (4,62-6,70)
: 6,04 6,57 5,56
TBARS 120° [pmol/l , , ,
Lol (5,00-7,28) (5,30-7,58) (4,91-6,96) 0,0207
TBARS-RocTT 1,04 1,05 1,03 S
(0,94-1,15) (0,98-1,16) (0,93-1,14)
TAS 0’ [mmol/l] 1,30 1,30 1,32 s
(1,19-1,42) (1,20-1,37) (1,19-1,43)
TAS 120° [mmol/l] 1,39 1,36 1,39 s
(1,23-1,52) (1,22-1,50) (1,24-1,54)
TAS-R 1,03 1,04 1,03
e (098-1,11) (098-1,12) (1,00-1,11) ns

Objasnienia: n — liczebno$¢ grupy; ns — nieistotne statystycznie; oxLDL 0 — oksydowane lipoproteiny o niskiej gestosci w 0.
minucie OGTT; oxLDL 120’ — oksydowane lipoproteiny o niskiej gestosci w 120. minucie OGTT; oxLDL-RoeTT — Wskaznik
oxLDL 120’/oxLDL 0’; TBARS 0’ — substancje reagujace z kwasem tiobarbiturowym w 0. minucie OGTT; TBARS 120° —
substancje reagujace z kwasem tiobarbiturowym w 120. minucie OGTT; TBARS-RoctT — wskaznik TBARS 120°/TBARS 0’;
TAS 0’ — catkowity status antyoksydacyjny w 0. minucie OGTT; TAS 120° — calkowity status antyoksydacyjny w 120. minucie
OGTT; TAS-RogeTT — wskaznik TAS 120°/TAS 0’; OGTT — doustny test tolerancji glukozy.

4.1.2. Charakterystyka opisowa badanej populacji z uwzglednieniem wyniku OGTT

Charakterystyke opisowa badanych grup, wyréznionych na podstawie wyniku OGTT (NGT
I PRE), w zakresie parametrow kliniczno-laboratoryjnych i stresu oksydacyjnego przedstawiono
w tabeli 7. i 8. Wykazano spodziewane roznice w stgzeniach glukozy i insuliny w 0. i 120. minucie
OGTT oraz warto$ciach wskaznika HOMA-IR. Nie zaobserwowano réznic w obrgbie parametrow

stresu oksydacyjnego.
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Tabela 7. Por6wnanie wynikow parametrow antropometrycznych i analiz laboratoryjnych krwi w grupie NGT i PRE.

NGT PRE
n=73 n=47 p
(K=26, M=47) (K=20, M=27)
Wiek (45,33128,00) (48,33:22,00) "
BMI [kg/m’] (28,3512;26) (30,:1))312(7),70) "
Obwad talii [cm] (97138?1'2(1),00) (97,(1)8?1’22,00) ns
SBP [mmHg] (123,10?:)2-'1025,00) (120,10?’1(?0,00) "
DBP [mmHg] (80,38182,00) (80,3323,00) "
WBC [x10%1] (5,5%’_572, 2) (5,8(2-5?,95) "
CRP [mg/I] (1,320'3?, o1 (1,532;'?41,52) e
T-C [mmol/l] (4,851,?65,21) (4,558]—2213) ns
HDL-C [mmol/I] (11118’?15' 61) (1,016_2; 52) ns
LDL-C [mmol/I] (2,73;'37, 06) (2,7?:{_241, 01) ns
NHDL-C [mmol/I] . 436'?5 66) (31231?:’, 81) ns
TG [mmol/l] (1,016,?;06) (1,215?22,30) ns
G 0’ [mmol/1] ( 41755’?; 2) 6 454'_7; o1) <0,0001
G 120" [mmol/l] ( 4,551'?; 2 o 2225’ ) <0,0001
Ins 07 [mU7] (11,;2122,13) (14,?1122,37) 00162
Ins 120" [mU7] (27,3213;26) (Gg,ég?iég,ee) <0.0001
HOMA-IR (2'631’_7:' 2) (3,757'?; 08) 0,0005

Objasnienia: n — liczebno$¢ grupy; ns — nieistotne statystycznie; BMI — wskaznik masy ciata; SBP — skurczowe ci$nienie tgtnicze;
DBP — rozkurczowe ci$nienie t¢tnicze; WBC — biate krwinki; CRP — biatko C-reaktywne; T-C — cholesterol catkowity; HDL-C —
cholesterol frakcji HDL; LDL-C — cholesterol frakcji LDL; nHDL-C — cholesterol frakcji nie-HDL; TG — triglicerydy; G 0° —
glikemia w 0. minucie OGTT; G 120° — glikemia w 120. minucie OGTT; Ins 0’ — insulinemia w 0. minucie OGTT; Ins 120° —
insulinemia w 120. minucie OGTT; HOMA-IR — wskaznik insulinoopornoéci [mU x mmol x 1?]; OGTT — doustny test tolerancji
glukozy.
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Tabela 8. Porownanie wynikéw parametrow stresu oksydacyjnego w grupie NGT i PRE.

NGT PRE
n=73 n=47 p
(K=26, M=47) (K=20, M=27)

oxLDL 0” [U/] (53,23122,22) (50,6??0,90) "
oxLDL 120" [U/] ( 49,2313;70) (48,2212(2),68) ns
oXLDL-RogtT (0,8%?12,07) (0,8(;-92301) "
TBARS 0’ [umol/l] ( 4,656’?; 57) (5,4%?75, 47) ns
TBARS 120° [umol/l] ( 4’952’_62 %) (5,16{?3 58) ne
TBARS-RocTtT (0,92?515) (0,9]';?;1,14) e
TAS 0’ [mmol/l] (1,211'?10, 43) (1,119’?11,39) e
TAS 120° [mmol/l] (1121511' 54) (1,212'_314, 43) ns
TAS-RocTT (019:;?312) (0,922[2,10) e

Objasnienia: n — liczebno$¢ grupy; ns — nieistotne statystycznie; oxLDL 0’ — oksydowane lipoproteiny o niskiej gestosci w 0.
minucie OGTT; oxLDL 120 — oksydowane lipoproteiny o niskiej gestosci w 120. minucie OGTT; oxLDL-RogTtT — wskaznik
oxLDL 120°/0xLDL 0’; TBARS 0’ — substancje reagujace z kwasem tiobarbiturowym w 0. minucie OGTT; TBARS 120° —
substancje reagujace z kwasem tiobarbiturowym w 120. minucie OGTT; TBARS-RogtT — wskaznik TBARS 120°/TBARS 0’;
TAS 0’ — catkowity status antyoksydacyjny w 0. minucie OGTT; TAS 120’ — calkowity status antyoksydacyjny w 120. minucie
OGTT; TAS-RogTT — wskaznik TAS 120°/TAS 0°; OGTT — doustny test tolerancji glukozy.

4.1.3. Analiza korelacji w calej badanej populacji z uwzglednieniem plci i wyniku
OGTT

W tabeli 9. przedstawiono wyniki analizy korelacji pomiedzy badanymi markerami stresu
oksydacyjnego a wyktadnikami Kliniczno-laboratoryjnymi w catej populacji badanej, w grupie
kobiet i m¢zczyzn oraz w grupach wyrdznionych na podstawie wyniku OGTT. Analizie poddano
wszystkie oznaczane parametry, a w tabeli zamieszczono tylko korelacje istotne statystycznie
(p<0,05). W poszczegdlnych grupach zaobserwowano wiele dodatnich i ujemnych Kkorelacji

0 r6znym nasileniu, od stabych do bardzo wysokich.
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Tabela 9. Korelacje wyktadnikéw stresu oksydacyjnego z parametrami kliniczno-laboratoryjnymi w populacji badanej
z uwzglednieniem ptci i wyniku OGTT.

W tabeli przedstawiono wyniki istotnych Korelacji przy p<0,05. W nawiasie podano warto$é

Spearmana (R).

wspotczynnika R

oxLDL 0’

Populacja badana Kobiety Mezczyimi NGT PRE
n=120 n=46 =74 n=73 n=47
(K=46, M=74) (K=26, M=47) (K=20, M=27)
BMI (0,20) BMI (0,30) CRP (0,45) Obwad talii (0,32) CRP (0,58)

Obwad talii (0,20) Obwad talii (0,35) CRP (0,30) Ins 0° (0,45)
\I/?/gi ((%12% WBC (0,32) Ins 120° 0,36)
CRP (043) HOMA-IR (0,48)

Ins 0 (0,43)
Ins 120° (0,32)
HOMA-IR (0,43)
oxLDL 120’ (0,82)
0XLDL-Rogrrw(-
0,36)
TBARS 0’ (0,32)
TBARS 120’ (0,36)

Ins 0’ (0,57)

Ins 120’ (0,38)
HOMA-IR (0,57)
oxLDL 120’ (0,30)

0XLDL-Rogrr (-0,43)
TBARS 0’ (0,42)
TBARS 120’ (0,36)

Ins 0° (0,33)
HOMA-IR (0,31)
oxLDL 120’ (0,83)

oXLDL-Roetr (-0,28)

TBARS 120’ (0,30)

Ins 0° (0,43)
Ins 120° (0,31)
HOMA-IR (0,42)
oxLDL 120’ (0,78)
oXLDL-Roctr (-0,29)

oxLDL 120’ (0,88)
OXLDL-RQGTT (-0,42)
TBARS 0’ (0,53)
TBARS 120’ (0,64)

oxLDL 120’

Wiek (-0,22)
BMI (0,22)
Obwdd talii (0,19)
DBP (0,19)
WBC (0,22)
CRP (0,32)

Ins 0’ (0,38)
Ins 120° (0,22)
HOMA-IR (0,38)
oxLDL 0’ (0,82)
TBARS 0’ (0,24)
TBARS 120’ (0,24)

WBC (0,38)

Ins 0° (0,39)
HOMA-IR (0,42)
oxLDL 0’ (0,80)

CRP (0,33)

Ins 0’ (0,36)
HOMA-IR (0,34)
oxLDL 0’ (0,83)
TBARS 120 (0,27)
TAS 120’ (0,25)

Wiek (-0,29)
BMI (0,32)
Obwad talii (0,33)

Ins 0° (0,46)
Ins 120° (0,23)
HOMA-IR (0,48)
oxLDL 0’ (0,78)
oXLDL-Rogtr (0,32)

CRP (0,44)

HOMA-IR (0,31)
oxLDL 0’ (0,88)
TBARS 0’ (0.41)

TBARS 120’ (0,51)

oXLDL-Rogtr

CRP (-0,26)

Ins 0° (-0,20)
Ins 120’ (-0,20)
HOMA-IR (-0,19)
oxLDL 0’ (-0,36)
TBARS 0’ (-0,19)
TBARS 120’ (-0,26)
TAS-Rocrr (0,19)

G0’ (0,30)

Ins 0’ (-0,34)
HOMA-IR (-0,31)
oxLDL 0’ (-0,43)
TBARS 0’ (-0,31)
TBARS 120’ (-0,39)
TAS-Rogrr (0,40)

CRP (-0,25)
oxLDL 0’ (-0,28)

Wiek (-0,31)
G0’ (0,27)
oxLDL 0’ (-0,29)
oxLDL 120’ (0,32)
TAS-Rocrr (0,24)

CRP (-0,31)

Ins 0° (-0,49)
HOMA-IR (-0,47)
oxLDL 0’ (-0,42)
TBARS 0’ (-0,31)
TBARS 120° (-0,34)

BMI (0,23) Obwdd talii (0,32) Ins 0’ (0,42) BMI (0,39)

WBC (0,20) Ins 0° (0,46) Ins 120° (0,36) Obwdd talii (0,42)
s 0° (0.53) Ins 120’ (0,36) HOMA-IR (0,43) WBC (0,32)
ns 0° (0, HOMA-IR (0,50) TBARS 120° (0,73 CRP (0,34

G 120’ (0,23) Ins 120° (0,37) 0.73) ©34)

Ins 0’ (0,50)
Ins 120’ (0,39)

HOMA-IR (0,55)
oxLDL 0’ (0,42)

TBARS 120’ (0,76)
TBARS-Roorr (-0,31)

TBARS-Rocrr (-0,30)
TAS 0 (0,26)

TBARS 0 HOMA-IR (0,53) 0XLDL-Rogrr (-0,31) Ins 0° (0,57)
oxLDL 0’ (0,32) TBARS 120’ (0,84) Ins 120’ (0,48)
oxLDL 120’ (0,24) HOMA-IR (0,61)
0XLDL-Roerr (-0,19) oxLDL 0’ (0,53)
TBARS 120’ (0,79) oxLDL 120’ (0,41)
TBARS-Rogrr (-0,23) oxLDL-Rocrr (:031)
TBARS 120’ (0.81)
BMI (0,23) Obwod talii (0,33) CRP (0,24) Ins 120’ (0,27) BMI (0,40)
CRP (0,24) SBP (0,32) Ins 0° (0,32) HOMA-IR (0,23) Obwdd talii (0,32)
TBARS 120 G 120° (0.18) Ins 120’ (0,34) TBARS 0’ (0,73) CRP (0,45)

Ins 0’ (0,35)
Ins 120° (0,36)

Ins 0’ (0,37)
Ins 120° (0,31)

HOMA-IR (0,36)
oxLDL 0’ (0,30)

TBARS-Rogrr (0,37)
TAS 0’ (0,28)
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HOMA-IR (0,38)
oxLDL 0’ (0,36)
oxLDL 120 (0,24)
0XLDL-Rogrr (-0,26)
TBARS 0’ (0,79)
TBARS-RocrT(0,34)
TAS 0’ (0,18)
TAS-Roerr (-0,21)

HOMA-IR (0,40)
oxLDL 0’ (0,36)
OXLDL'ROGTT ('0,39)
TBARS 0’ (0,84)
TBARS-Rocrr (0,36)

oxLDL 120’ (0,27)
TBARS 0’ (0,76)
TBARS-Rocrr (0,31)
TAS 0’ (0,26)

TAS-Roerr (-0,39)

Ins 0’ (0,51)
Ins 120’ (054)
HOMA-IR (0,54)
oxLDL 0’ (0,64)
oxLDL 120’ (0,51)
OXLDL-RQGTT (-0,34)
TBARS 0’ (0,81)

TBARS-Rogrr

TBARS 0’ (-0,23)
TBARS 120 (0,34)

TBARS 120’ (0,36)
TAS 120’ (-0,31)

TBARS 0’ (-0,31)
TBARS 120 (0,31)

TBARS 0’ (-0,30)
TBARS 120’ (0,37)
TAS-Roerr (-0,29)

Ins 0’ (0,28)
HOMA-IR (0,28)
TBARS 120’ (0,18)
TAS 120’ (0,68)

TAS 120° (0,58)

Ins 0’ (0,36)
HOMA-IR (0,35)
oxLDL 120’ (0,25)

DBP (0,26)

Ins 0’ (0,30)

Ins 0’ (0,30)
TAS 120’ (0,67)

s TBARS 120° (0,26 ) . .
TASO TAS-Rorr (-0,24) TAS 120° (o(,73) : '}'gm IOFf ((5)2362)) TAS-Roorr (0.32)
TAS-Rocrr (-0,26) TBARS 120’ (0,28)
TAS 120° (0,66)
Wiek (-0,18) Wiek (-0,24) nHDL-C (0,26) TAS 0’ (0,67)
Ins 0’ (0,23) TBARS-Rocrr (-0,31) TAS-Rogrr (0,40)
TAS 120 H%’;"SA(;,”(?O(géz)l) TAS 0’ (0,58) Ins 0° (0,32) Ins 0° (0,32)
; TAS-Rocrr (0,58) HOMA-IR (0,30) HOMA-IR (0,33)
TAS-Rogrr (0,47) k k
TAS 0" (0,73) TAS 0" (0,66)
TAS-Rocrr (0,38) TAS-Rosrr (0,51)
Wiek (-0,18) oXLDL-Rogrr (0,40) TAS 0 (-0,26) 0XLDL-Rogrr (0,24) Wiek (-0,32)
0XLDL-Rogrr (0,19) TAS 120° (0,58) TAS 120’ (0,38) TBARS 120’ (-0,39)
TAS-Rosrr TBARS 120’ (-0,21) TBARS-Rogrr (-0,29) TAS 0" (-0,32)

TAS 0 (-0,24)
TAS 120’ (0,47)

TAS 120° (0,51)

TAS 120° (0,40)

Objasnienia: n — liczebno$¢ grupy; BMI — wskaznik masy ciata; SBP — skurczowe cis$nienie t¢tnicze; DBP — rozkurczowe ci$nienie
tetnicze; WBC — biate krwinki; CRP — biatko C-reaktywne; T-C — cholesterol catkowity; HDL-C — cholesterol frakcji HDL; LDL-C
— cholesterol frakcji LDL; nHDL-C — cholesterol frakcji nie-HDL; TG — triglicerydy; G 0’ — glikemia w 0. minucie OGTT; G 120° —
glikemia w 120. minucie OGTT; Ins 0’ — insulinemia w 0. minucie OGTT; Ins 120° — insulinemia w 120. minucie OGTT; HOMA-IR
— wskaznik insulinooporno$ci [mU x mmol X I?]; oxLDL 0’ — oksydowane lipoproteiny o niskiej gestosci w 0. minucie OGTT;
oxLDL 120’ — oksydowane lipoproteiny o niskiej gestosci w 120. minucie OGTT; oxLDL-RogtT — Wskaznik oxLDL 120°/oxLDL
0’; TBARS 0’ — substancje reagujace z kwasem tiobarbiturowym w 0. minucie OGTT; TBARS 120’ — substancje reagujace
z kwasem tiobarbiturowym w 120. minucie OGTT; TBARS-RogTT — wskaznik TBARS 120°/TBARS 0°; TAS 0’ — catkowity status
antyoksydacyjny w 0. minucie OGTT; TAS 120’ — catkowity status antyoksydacyjny w 120. minucie OGTT; TAS-RocTT —
wskaznik TAS 120°/TAS 0’; OGTT — doustny test tolerancji glukozy; powtarzajace sie korelacje wybranych parametrow oznaczono
graficznie za pomoca pogrubienia tekstu, zmiany koloru czcionki i wyrdznienia tekstu kolorem, dla lepszej czytelnosci danych
zawartych w tabeli.

Sposrdéd czynnikow ryzyka chordb sercowo naczyniowych najczesciej z badanymi
markerami oksydacyjnej modyfikacji lipoprotein korelowaly parametry profilu lipidowego, gtdwnie
stezenie cholesterolu frakcji HDL (ujemnie) i nie-HDL (dodatnio). Uwagg zwracaja powtarzajace
si¢ korelacje wszystkich parametrow stresu oksydacyjnego i wyznaczonych wskaznikow, oprocz
TAS-RocTT, 7 insulinemig w 0. i 120. minucie OGTT, i wskaznikiem HOMA-IR. Zaobserwowano
réwniez korelacje z BMI, jednak nie tak czgste i nie we wszystkich grupach.

Stezenia poszczegdlnych parametréw stresu oksydacyjnego oznaczone w 0 i 120. minucie
OGTT wykazaty wysokie i bardzo wysokie wzajemne korelacje zarowno w catej populacji, jak
I w podgrupach. Ponadto w wigkszosci grup zaobserwowano korelacje miedzy stezeniem oxLDL 0’
i oxLDL 120’ a stgzeniem TBARS 0’ i/lub TBARS 120°, silniejsze w grupie dysglikemiczne;.

Zaden z markeréw oksydacyjnej modyfikacji lipoprotein nie wykazat silnej, powtarzajacej sie
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korelacji z TAS osocza. Stwierdzono stabg korelacje migdzy TAS 0’ a stezeniem TBARS 120°,
potwierdzong w grupie mezczyzn, oraz mi¢dzy TAS 0’ a TBARS 0 i TBARS 120’ u osob
z prawidlows tolerancja glukozy. Wskaznik TAS korelowal ujemniec z TBARS w 120. minucie
OGTT w catej badanej populacji.

Z powodu zaobserwowanych u kobiet wyzszych stezen CRP i insuliny w 120. minucie
OGTT przeprowadzono analiz¢ korelacji tych parametréw z pozostatymi wyktadnikami kliniczno-
laboratoryjnymi. Stwierdzono dodatni zwigzek CRP z BMI 1 obwodem talii w catej badanej
populacji (R=0,52 i R=0,30) oraz oddzielnie u kobiet (R=0,55 i R=0,44) i m¢zczyzn (R=0,45
I R=0,38). Zaobserwowano dodatnig korelacje stezenia CRP z Ins 0’ i HOMA-IR w catej badanej
populacji (R=0,42 i R=0,40) oraz oddzielnie u kobiet (R=0,39 i R=0,36) i me¢zczyzn (R=0,39
i R=0,37).

Podobnie, w catej badanej populacji oraz oddzielnie u kobiet i m¢zczyzn, stezenie insuliny
w 120. minucie OGTT korelowatlo dodatnio z BMI (R=0,56, R=0,49, R=0,57), obwodem talii
(R=0,37, R=0,39, R=0,50), G 120’ (R=0,62, R=0,68, R=0,56), Ins 0’ (R=0,60, R=0,51, R=0,65),
wskaznikiem HOMA-IR (R=0,61, R=0,53, R=0,66), st¢zeniem TBARS 0’ (R=0,39, R=0,37,
R=0,36) i TBARS 120’ (R=0,36, R=0,31, R=0,34) oraz ujemnie ze st¢zeniem cholesterolu frakcji
HDL (R=-0,32, R=-0,43, R=-0,39).

Poréwnanie kobiet i me¢zczyzn oraz grup NGT i PRE dostarczyto spodziewanych roznic
w zakresie tradycyjnych czynnikow ryzyka chordb sercowo-naczyniowych (78). Pozostate
parametry, ktore rdznicowaly kobiety 1 mezczyzn poddano analizie korelacji, uzyskujac
poréwnywalne zwigzki w catej badanej populacji, u kobiet 1 mezczyzn. Wobec powyzszego
zdecydowano o przeprowadzeniu dalszej analizy statystycznej w calej populacji. Zaobserwowane,
powtarzajace si¢, korelacje markeréow stresu oksydacyjnego z insulinemig w trakcie OGTT
i wskaznikiem HOMA-IR stanowily inspiracj¢ do przeprowadzenia analiz w podgrupach
wyroznionych poprzez wyznaczenie kwartyli HOMA-IR. Cata badang populacje podzielono
rowniez na grupy ze wzgledu na kwartyle BMI, jako uznanego wskaznika klasyfikacji osob

Z nadmierng masg ciata. Wyrdzniono nastepujace grupy:

1. Podziat ze wzglgdu na kwartyle BMI:

B1 (n=30) — BMI w zakresie 25,18-29,60 (kg/m?)
B2 (n=30) — BMI w zakresie 29,61-32,99 (kg/m?)
B3 (n=30) — BMI w zakresie 33,00-36,10 (kg/m?)
B4 (n=30) — BMI w zakresie 36,11-49,40 (kg/m?)
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2. Podzial ze wzgledu na kwartyle HOMA-IR:
H1 (n=30) - HOMA-IR w zakresie 1,02-3,00
H2 (n=30) - HOMA-IR w zakresie 3,01-4,28
H3 (n=30) - HOMA-IR w zakresie 4,29-6,24
H4 (n=30) - HOMA-IR w zakresie 6,25-21,68

4.2. Analiza badanej populacji z uwzglednieniem kwartyli BMI (B1-B4)

4.2.1. Charakterystyka opisowa i poréwnanie grup badanych B1-B4

Wyniki parametrow klinicznych i laboratoryjnych w grupach badanych B1-B4 przedstawiono
w tabeli 10., a wskaznikow stresu oksydacyjnego — w tabeli 11. Za pomocg testu Kruskala-Wallisa
sprawdzono, czy grupy roéznig si¢ miedzy sobg w obrgbie ocenianych parametrow. Na rycinach
4-13 przedstawiono wyniki tych porownan w formie wykresu i analizy post hoc poréwnan
wielokrotnych (w tabeli pod wykresem) dla réznic istotnych statystycznie.

Badane grupy nie roznity si¢ wiekiem, wartosciami cisnienia skurczowego, liczba leukocytow,
stezeniem cholesterolu caltkowitego oraz frakcji LDL 1 nie-HDL, stgezeniem triglicerydow
i stgzeniem glukozy na czczo. Grupy roznity si¢ migdzy soba obwodem talii, co wynika
bezposrednio z zalozenia o podziale populacji ze wzgledu na BMI oraz warto$ciami ci$nienia
rozkurczowego, ktore w grupie B4 bylo istotnie wyzsze niz w grupie B1. Zaobserwowane roznice
w stezeniach CRP, wzrastajacych w kolejnych grupach, potwierdzaja udziat stanu zapalnego
W rozwoju zaburzen metabolicznych zwickszajacych ryzyko sercowo-naczyniowe u 0sob
z nadmierng masg ciala. Wykazano rowniez spodziewane roznice w stezeniach HDL-C, istotnie
nizszych w grupie B4 w poréwnaniu z B1. W zakresie parametrow ocenianych w trakcie OGTT,
zaobserwowano wzrastajgce stezenia glukozy w 120. minucie OGTT, istotnie wyzsze w grupie B4
w porownaniu z grupg B1. Rowniez insulinemia w trakcie OGTT wzrastata w kolejnych grupach,
podobnie jak wskaznik HOMA-IR. W obrebie parametrow stresu oksydacyjnego grupy roznity sie
tylko stezeniem TBARS na czczo i w 120. minucie OGTT, wzrastajacym od grupy B2 do B4.
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Tabela 10. Poréwnanie wynikow parametrow antropometrycznych i analiz laboratoryjnych krwi w grupach badanych

B1-B4.
B1 B2 B3 B4
n=30 n=30 n=30 n=30 p
(K=8, M=22) (K=10, M=20) (K=14,M=16) | (K=14, M=16)
Wiek 58,50 56,00 50,00 52,50
(44,00-65,00) (46,00-60,00) (43,00-59,00) (49,00-57,00) ns
BMI [kgim] 26,74 31,25 34,55 38,66 wg
g (26,15-28,12) (30,48-32,19) (33,39-35,26) (37,50-40,80) | definicii
Obwéd tali fom] 95,00 100,50 106,50 121,00 - 00001
(90,00-104,00) (97,00-105,00) | (100,00-113,00) | (112,00-125,00) :
sBP [mmia] 129,50 132,00 137,50 140,00
g (120,00-140,00) (120,00-145,00) | (124,00-145.00) | (123,00-150,00) ns
82,50 84,50 90,00 90,00
DBP [mmHg] (71,00-87,00) (80,00-90,00) (80,00-95,00) (80,00-98,00) 0,0141
6,17 6,22 6,47 6,91
g 1 1 1 i)
WBC [x10°] (4,98-7,22) (5,71-7,29) (5,87-7,35) (5,96-8,09) ns
135 1,85 2,69 421
CRP [mo/l] (0,80-2,10) (1,30-4,00) (1,85-4,52) (2,94-6,48) <0,0001
5,54 5,09 5,35 5,46
T-C [mmol/] (5,00-6,32) (4,53-5,62) (4,76-6,16) (4,52-6,13) ns
1,54 132 133 1,23
HDL-C [mmol/] (1,24-1,82) (1,17-1,53) (1,08-1,55) (1,03-1,48) 0,0105
3,52 3,19 331 3,25
LDL-C [mmolf] (2,99-4,25) (2,78-3,80) (2,51-4,03) (2,59-4,03) ns
nHDL-C 3,95 3,80 3,90 3,84
[mmol/I] (3,46-4,75) (3,16-4,35) (3,45-4,57) (3,49-5,09) ns
1,26 1,50 182 1,64
TG [mmol/] (1,07-1,73) (1,06-1,86) (0,97-2,39) (1,19-2,36) ns
, 5,21 5,19 5,30 5,36
G 07 [mmol/l] (4,81-5,49) (4,85-5,64) (4,91-5,52) (5,01-5,78) ns
, 5,51 6,15 6,57 771
G 120 [mmoll] (458-7,27) (5,34-6,95) (5,44-7,98) (5,61-8,67) 00289
R— 13,62 16,50 20,21 2571 - 00001
s (10,35-15,33) (14,44-21,88) (16,90-26,72) (20,73-44,80) :
, 37,93 54,41 103,67 130,34
tns 1207 [mU] (23,66-60,74) (32,24-83,95) (60,04-138.06) | (85,63-331,47) | - 000
3,04 3,70 4,87 6,38
HOMA-IR (2,28-3,77) (3,02-5,06) (3,84-6,13) (520-1151) | <0000

Objasnienia: n — liczebno$¢ grupy; ns — nieistotne statystycznie; BMI — wskaznik masy ciata; SBP — skurczowe ci$nienie t¢tnicze;
DBP — rozkurczowe cisnienie t¢tnicze; WBC — biate krwinki; CRP — biatko C-reaktywne; T-C — cholesterol catkowity; HDL-C —
cholesterol frakcji HDL; LDL-C — cholesterol frakcji LDL; nHDL-C — cholesterol frakcji nie-HDL; TG — triglicerydy; G 0’ —
glikemia w 0. minucie OGTT; G 120’ — glikemia w 120. minucie OGTT; Ins 0’ — insulinemia w 0. minucie OGTT; Ins 120* —
insulinemia w 120. minucie OGTT; HOMA-IR — wskaznik insulinooporno$ci [mU x mmol x 1?]; OGTT — doustny test tolerancji

glukozy.
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Test Kruskala-Wallisa, p < 0,0001
180
160 -
— 140 T
£
2
S 120 — o
3
E I o L
S 100 Lo
u]
80 i — —
60 o Mediana
B1 B2 B3 B4 [ 25%-75%
Grupy badane 1 Min-Maks
OBWOD TALII
warto$¢ p dla porownan wielokrotnych:

Grupa B1 B2 B3 B4

Bl 0,4400 0,0021 0,0000

B2 0,4400 0,4509 0,0000

B3 0,0021 0,4509 0,0023

B4 0,0000 0,0000 0,0023

Rycina 4. Porownanie obwodu talii migdzy badanymi grupami B1-B4.

Test Kruskala-Wallisa, p = 0,0141
140
120
Ea 100 |
IS
£ u] u]
a o u]
foe] |
a 80 T
60 -
40 o Mediana
B1 B2 B3 B4 [] 25%-75%
Grupy badane 1 Min-Maks
DBP
warto$¢ p dla pordwnan wielokrotnych:
Grupa B1 B2 B3 B4
Bl 0,8260 0,0588 0,0207
B2 0,8260 1,0000 0,8992
B3 0,0588 1,0000 1,0000
B4 0,0207 0,8992 1,0000

Rycina 5. Porownanie DBP mi¢dzy badanymi grupami B1-B4.
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Test Kruskala-Wallisa, p < 0,0001

10

CRP (mg/l)
[87]

T 1

B1

B2 B3

Grupy badane

B4

o Mediana
[] 25%-75%
| Min-Maks

Grupa

wartos$¢ p dla porownan wielokrotnych:

CRP

B1

B2

B3

B4

B1

0,1558

0,0014

0,0000

B2

0,1558

0,8743

0,0060

B3

0,0014

0,8743

0,4005

B4

0,0000

0,0060

0,4005

Rycina 6. Porownanie stezenia CRP migdzy badanymi grupami B1-B4.

Test Kruskala-Wallisa, p = 0,0105
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S I T
05
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' o Mediana
B1 B2 B3 B4 (] 25%-75%
Grupy badane 1 Min-Maks
HDL-C
warto$¢ p dla pordwnan wielokrotnych:
Grupa Bl B2 B3 B4
Bl 0,2271 0,1881 0,0062
B2 0,2271 1,0000 1,0000
B3 0,1881 1,0000 1,0000
B4 0,0062 1,0000 1,0000

Rycina 7. Poréwnanie stezenia HDL-C mi¢dzy badanymi grupami B1-B4.
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Test Kruskala-Wallisa, p = 0,0289 Test Kruskala-Wallisa, p < 0,0001
12 100
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2 o Mediana 0 o Mediana
B1 B2 B3 B4 [ 25%-75% B1 B2 B3 B4 [] 25%-75%
Grupy badane 1 Min-Maks Grupy badane 1 Min-Maks
G 1200 Ins 0’
warto$¢ p dla porownan wielokrotnych: warto$¢ p dla pordwnan wielokrotnych:
Grupa B1 B2 B3 B4 Grupa Bl B2 B3 B4
Bl 0,2271 0,1881 0,0062 Bl 0,1335 0,0007 0,0000
B2 0,2271 1,0000 1,0000 B2 0,1335 0,7223 0,0043
B3 0,1881 1,0000 1,0000 B3 0,0007 0,7223 0,4038
B4 0,0062 1,0000 1,0000 B4 0,0000 0,0043 0,4038
Rycina 8. Poréwnanie glikemii w 120. minucie OGTT migdzy badanymi grupami Rycina 9. Poréwnanie insulinemii w 0. minucie OGTT mi¢dzy badanymi grupami

B1-B4. B1-B4.
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Test Kruskala-Wallisa, p < 0,0001
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Grupy badane 1 Min-Maks
Ins 120°
wartos$¢ p dla porownan wielokrotnych:
Grupa B1 B2 B3 B4
Bl 0,4139 0,0002 0,0000
B2 0,4139 0,1252 0,0013
B3 0,0002 0,1252 0,9975
B4 0,0000 0,0013 0,9975

Rycina 10. Poréwnanie insulinemii w 120. minucie OGTT miedzy badanymi

grupami B1-B4.

Test Kruskala-Wallisa, p < 0,0001
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Grupa B1 B2 B3 B4
Bl 0,2633 0,0022 0,0000
B2 0,2633 0,7303 0,0019
B3 0,0022 0,7303 0,2408
B4 0,0000 0,0019 0,2408

Rycina 11. Pordéwnanie HOMA-IR migdzy badanymi grupami B1-B4.




Tabela 11. Poréwnanie wynikow parametrow stresu oksydacyjnego w grupach badanych B1-B4.

Bl B2 B3 B4
n=30 n=30 n=30 n=30 p
(K=8, M=22) (K=10, M=20) (K=14, M=16) (K=14, M=16)
, 61,75 68,24 63,15 85,81
oxLDL 07 [UA] (50,69-74,92) (54,04-85,30) (54,53-97,10) (50,44-110,90) ns
, 56,70 61,62 64,98 72,50
oxLDL 120" [UA] (45,14-64,29) (49,57-85,47) (52,43-92,68) (47,90-103,20) ns
0,91 0,91 0,94 0,89
oxLDL-Roerr (0,82-1,01) (0,86-1,01) (0,86-1,11) (0,84-1,01) ns
, 5,63 5,41 5,60 6,26
TBARS 0 [umol] (4,52-6,70) (4,36-6,25) (4,95-7,25) (5,64-7,95) 00185
, 6,04 5,44 5,90 7,07
TBARS 120" [pmol/l] (4,92-6,99) (4,87-6,70) (4,45-7,35) (5,58-9,03) 0,0240
1,04 1,04 1,03 1,04
TBARS-R ' ! ’ '
S-Roerr (0,90-1,16) (0,95-1,15) (0,92-1,12) (0,98-1,15) ns
, 1,32 1,29 131 131
TAS 0” [mmol/l] (1,21-1,42) (1,19-1,37) (1,22-1,45) (1,19-1,39) ns
, 1,33 1,31 1,46 1,39
TAS 1207 [mmol/] (1,23-1,53) (1,20-1,50) (1,22-1,59) (1,25-1,44) ns
1,02 1,02 1,07 1,03
TAS-Roetr (0,98-1,11) (0,98-1,11) (1,01-1,14) (0,97-1,10) ns

Objasnienia: n — liczebno$¢ grupy; ns — nieistotne statystycznie; oxLDL 0’ — oksydowane lipoproteiny o niskiej gestosci w 0.
minucie OGTT; oxLDL 120’ — oksydowane lipoproteiny o niskiej gestosci w 120. minucie OGTT; oxLDL-Rogtt — wskaznik
oxLDL 120°/0xLDL 0’; TBARS 0’ — substancje reagujace z kwasem tiobarbiturowym w 0. minucie OGTT; TBARS 120° —
substancje reagujace z kwasem tiobarbiturowym w 120. minucie OGTT; TBARS-RogtT — wskaznik TBARS 120°/TBARS 0’;
TAS 0’ — catkowity status antyoksydacyjny w 0. minucie OGTT; TAS 120’ — catkowity status antyoksydacyjny w 120. minucie
OGTT; TAS-RoceTT — wskaznik TAS 120°/TAS 0’; OGTT — doustny test tolerancji glukozy.
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Test Kruskala-Wallisa, p = 0,0185 Test Kruskala-Wallisa, p = 0,0240

0S

Rycina 12. Poréwnanie stezenia TBARS w 0. minucie OGTT migdzy badanymi

grupami B1-B4.

12 14
10 | | 12 + 8
_ ~ 10 8
= 87 8 =
e g
g 2 8 T 1
g o o
o 6 B I m]
0 o o o —
[ad 0 6 o o ]
5 l l z o
4+ 1 o]
[ l L = gt i . l b
2 2!
0 o Mediana 0 o Mediana
Bl B2 B3 B4 [ 25%-75% Bl B2 B3 B4 [] 25%-75%
Grupy badane 1 Min-Maks Grupy badane [ Min-Maks
TBARS 0’ TBARS 120’
warto$¢ p dla porownan wielokrotnych: warto$¢ p dla pordwnan wielokrotnych:
Grupa B1 B2 B3 B4 Grupa Bl B2 B3 B4
B1 1,0000 1,0000 0,2261 B1 1,0000 1,0000 0,1283
B2 1,0000 1,0000 0,0114 B2 1,0000 1,0000 0,0253
B3 1,0000 1,0000 0,4436 B3 1,0000 1,0000 0,2045
B4 0,2261 0,0114 0,4436 B4 0,1283 0,0253 0,2045

Rycina 13. Poréwnanie stezenia TBARS w 120. minucie OGTT mi¢dzy badanymi

grupami B1-B4.




4.2.2. Analiza korelacji w grupach badanych B1-B4

Wyniki analizy korelacji markeréw stresu oksydacyjnego i wyktadnikow kliniczno-
laboratoryjnych w badanych grupach przedstawiono w tabeli 12. Analizie poddano wszystkie
oznaczane parametry, a w tabeli zamieszczono tylko korelacje istotne statystycznie (p<0,05).
Sposréd czynnikow ryzyka chordb sercowo-naczyniowych zaobserwowano korelacje migdzy
stezeniem oxLDL na czczo i w 120. minucie OGTT a parametrami profilu lipidowego, zwlaszcza
cholesterolu frakcji nie-HDL i LDL. Podobnie jak w catej badanej populacji, rowniez podzial na
grupy kwartylowe BMI ujawnil powtarzajace si¢ korelacje parametrow stresu oksydacyjnego
z insulinemig w trakcie OGTT i wskaznikiem HOMA-IR, najsilniejsze w przypadku oxLDL 0’,
TBARS 0’ i TBARS 120 w grupie B4. Wykazano wysokie i bardzo wysokie dodatnie korelacje
miedzy stezeniami badanych markerow stresu oksydacyjnego w 0. i 120. minucie OGTT
we wszystkich grupach badanych. Stezenie oksydowanych LDL w 0. i 120. minucie korelowato
dodatnio zTBARS 0’ i TBARS 120’ wylacznie w grupie B4 i sita korelacji byla wigksza
w przypadku oxLDL 0’. Nie zaobserwowano korelacji pomigdzy TAS osocza i markerami
oksydacyjnej modyfikacji lipoprotein.

;zibglj 12. Korelacje wyktadnikow stresu oksydacyjnego z parametrami kliniczno-laboratoryjnymi w grupach badanych

W tabeli przedstawiono wyniki istotnych korelacji przy p<0,05. W nawiasie podano warto$¢ wspolczynnika R
Spearmana (R).

Populacja badana B1 B2 B3 B4
n=120 n=30 n=30 n=30 n=30
(K=46, M=74) (K=8, M=22) (K=10, M=20) (K=14, M=16) (K=14, M=16)
BMI (0,20) CRP (0,70) CRP (0,52) Ins 0 (0,51)
Obwad talii (0,20) Ins 120’ (0,49)
WBC (0.21) oxLDL 120’ (0,75) Ins 0’ (0,46) Ins 0’ (0,41) HOMA-IR (0,52)
CRP (043) Ins 120° (0,46) oxLDL 120° (0,79) | oxLDL 120’ (0,87)
HOMA-IR (0,47) | 0XLDL-Roerr(-0,36) | 0XLDL-Rogrr(-0,42)
oxLDL 120’ (0,84) TBARS 0 (0,61)
oxLDL 0 Ins 0’ (0,43) oXLDL-Rogrr (-0,41) TBARS 120’ (0,75)
Ins 120° 0,32)
HOMA-IR (0,43)
oxLDL 120’ (0,82)
oXLDL-Rogtr (-0,36)
TBARS 0’ (0,32)
TBARS 120’ (0,36)
Wiek (-0,22) CRP (0,53)
BMI (0,22) oxLDL 0’ (0,79) oxLDL 0’ (0,87)
Obwdd talii (0,19) Ins 0’ (0,41) TBARS 0’ (0,46)
WBC (0,22) Ins 120° (0,42) TBARS 120° (0,58)
CRP (032) Ins 0’ (0,45) HOMA-IR (0,45)
HOMA-IR (0,44) oxLDL 0’ (0,84)
, oxLDL 0’ (0,75)
oXLDL 120 oXLDL-Rogrr (0,51)
Ins 0> (0,38)
Ins 120° 0,22)
HOMA-IR (0,38)
oxLDL 0’ (0,82)
TBARS 0’ (0,24)
TBARS 120’ (0,24)




OXLDL'ROGTT

CRP (-0,26)

Ins 0° (-0,20)
Ins 120’ (-0,20)
HOMA-IR (-0,19)
oxLDL 0 (-0,36)
TBARS 0’ (-0,19)
TBARS 120’ (-0,26)
TAS-Roerr(0,19)

oxLDL 120° (0,51)

CRP (-0,36)
Ins 0° (-0,39)
HOMA-IR (-0,39)
oxLDL (-0,41)

Wiek (-0,39)
CRP (-0,58)
Ins120’ (-0,42)
oxLDL 0’ (-0,36)
TAS 120’ (0-40)

Ins0’ (-0,52)
Ins120° (-0,50)
HOMA-IR (-0,51)
oxLDL 0’ (-0,42)
TBARS 0 (-0,38)
TBARS 120’ (-0,48)

TBARS 0’

BMI (0,23)
WBC (0,20)

G 120’ (0,23)
Ins 0’ (0,50)
Ins 120’ (0,39)
HOMA-IR (0,53)
oxLDL 0’ (0,32)
oxLDL 120’ (0,24)
O0XLDL-Rogtr (-0,19)
TBARS 120’ (0,79)
TBARS-Rogrr (-0,23)

Ins 0’ (0,47)
HOMA-IR (0,45)
TBARS 120’ (0,76)
TBARS-Rogrr (-0,43)

Ins 0’ (0,37)
HOMA-IR (0,37)
TBARS 120’ (0,82)

Ins0’ (0,46)
HOMA-IR (0,49)
TBARS 120’ (0,63)

Ins0’ (0,64)
Ins120° (0,54)
HOMA-IR (0,65)
oxLDL 0’ (0,61)
oxLDL 120’ (0,46)
OXLDL'ROGTT ('0,38)
TBARS 120’ (0,82)

TBARS 120°

BMI (0,23)
CRP (0,24)

G 120’ (0,18)
Ins 0’ (0,35)
Ins 120° (0,36)
HOMA-IR (0,38)
oxLDL 0’ (0,36)
oxLDL 120’ (0,24)
oXLDL-Rogtr (-0,26)
TBARS 0’ (0,79)
TBARS-Rogrr(0,34)
TAS 0’ (0,18)
TAS-Rogrr (-0,21)

TBARS 0’ (0,76)

TBARS 0’ (0,82)
TBARS-Rogrr (0,39)
TAS 0’ (0,42)

G 0’ (0,45)
G 120’ (0,37)
TBARS 0’ (0,63)
TBARS-Rog (0,50)

Tns0’ (0,62)
Ins120° (0,53)
HOMA-IR (0,63)
oxLDL 0’ (0,75)
oxLDL 120° (0,58)
oXLDL-Rogtr ('0,48)
TBARS 0’ (0,82)

TBARS-Rogrr

TBARS 0’ (-0,23)
TBARS 120’ (0,34)

TBARS 0’ (-0,43)

G 120° (-0,45)
TBARS 120’ (0,39)

TBARS 120’ (0,50)

WBC (-0,37)

Ins 0° (0,28) DBP (0,36) Ins 0’ (0,53) TAS 120° (0,68) TAS 120’ (0,70)
HOMA-IR (0,28) CRP (-0,48) HOMA-IR (0,57) TAS-Roerr (-0,57)
TAS O’ T?:gslzlgf)(’o(gg)g) TAS 120’ (0,82) TBARS 120 (0,42)
TAS Rugrr (-0.24) TAS 120” (0,58)
Wiek (-0,18) DBP (0,49) 0XLDL-Rocrr (0,40) TAS 0’ (0,70)
Ins 0° (0,23) CRP (-0,61) HOMA-IR (0,36) TAS 0’ (0,68)
TAS 120° H%';/ISA(;JTO(E){;Z)D G 120" (-0,37) TAS 0’ (0,58) TAS-Rogrr (0,57)
TAS'ROGTT 20’47) Ins 120° (-0,39) TAS-ROGTT (0,56)
TAS 0 (0,82)
TAS-Rocrr (0,42)
Wiek (-0,18) G 120’ (-0,39) BMI (0,44) TAS 120’ (0,57) SBP (-0,39)
0XLDL-Roerr(0,19) Ins 120’ (-0,43) Obwdd talii (0,38) TAS 0’ (-0,57)
TAS-Rogrr TBARS 120’ (-0,21)

TAS 0’ (-0,24)
TAS 120° (0.47)

TAS 120° (0,42)

nHDL-C (0,38)
TAS 120° (0,56)

Objasnienia: n — liczebno$¢ grupy; BMI — wskaznik masy ciata; SBP — skurczowe ci$nienie tetnicze; DBP — rozkurczowe ci$nienie
tetnicze; WBC — biate krwinki; CRP — biatko C-reaktywne; T-C — cholesterol catkowity; HDL-C — cholesterol frakcji HDL; LDL-C
— cholesterol frakcji LDL; nHDL-C — cholesterol frakcji nie-HDL; TG — triglicerydy; G 0’ — glikemia w 0. minucie OGTT; G 120° —
glikemia w 120. minucie OGTT; Ins 0’ — insulinemia w 0. minucie OGTT; Ins 120’ — insulinemia w 120. minucie OGTT; HOMA-IR
— wskaznik insulinoopornosci [mU x mmol x 1?2]; oxLDL 0’ — oksydowane lipoproteiny o niskiej gestosci w 0. minucie OGTT;
oxLDL 120’ — oksydowane lipoproteiny o niskiej gestosci w 120. minucie OGTT; oxLDL-RogTtT — wskaznik oxLDL 120’/oxLDL
0’; TBARS 0’ — substancje reagujace z kwasem tiobarbiturowym w 0. minucie OGTT; TBARS 120’ — substancje reagujace
z kwasem tiobarbiturowym w 120. minucie OGTT; TBARS-RogTT — wskaznik TBARS 120°/TBARS 0°; TAS 0’ — catkowity status
antyoksydacyjny w 0. minucie OGTT; TAS 120’ — catkowity status antyoksydacyjny w 120. minucie OGTT; TAS-RoeTT —
wskaznik TAS 120°/TAS 0°; OGTT — doustny test tolerancji glukozy; powtarzajace si¢ korelacje wybranych parametréw oznaczono
graficznie za pomoca pogrubienia tekstu, zmiany koloru czcionki i wyrdznienia tekstu kolorem, dla lepszej czytelnosci danych

zawartych w tabeli.
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4.2.3. Analiza regresji wielokrotnej w grupach badanych B1-B4

W tabeli 13. przedstawiono wyniki analizy regresji wiclokrotnej w zakresie korelacji miedzy
markerami stresu oksydacyjnego a parametrami kliniczno-laboratoryjnymi w grupach badanych
B1-B4. W grupie B1, niezaleznie od innych czynnikow, stezenie cholesterolu catkowitego dodatnio
korelowalo ze wskaznikiem TBARS-Roett odpowiadajac w 37% za liniowa zmienno$¢ tego
parametru. Z kolei st¢zenic CRP korelowalo ujemnie z TAS osocza w 120. minucie OGTT
wyjasniajac jego zmienno$¢ w 51%. W grupie B2 zaobserwowano niezalezne dodatnie korelacje
migdzy stezeniem CRP 1 wskaznikiem HOMA-IR a stezeniem oxLDL zaréwno w 0.
(90% zmiennosci), jak i w 120. minucie OGTT (73% zmienno$ci). W grupie B3 liniowa zmiana
stezenia CRP i Ins 0’ wyjasnita zmienno$s¢ oxLDL 0° w 47%. Ponadto ze wskaznikiem
0XLDL-RoctT ujemnie korelowatl wiek osob badanych i stezenie CRP, odpowiadajac w 50% za
liniowa zmienno$¢ tego wskaznika. W grupie B4 zaobserwowano dodatni zwigzek Ins 120° ze
stezeniem oxLDL 0°, wyjasniajacy w 54% jego zmienno$¢. Z kolei za zmienno$¢ wskaznika
oXLDL-RoctT W 34% odpowiada insulinemia w trakcie OGTT. Ins 120’ ttumaczy réwniez w 60%
zmienno$¢ stezenia TBARS 120° w tej grupie. Pozostaty procent zmiennos$ci kazdego z ocenianych

parametrow moze by¢ spowodowany innymi czynnikami lub nieliniowymi zalezno$ciami.
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Tabela 13. Wyniki analizy regresji wielokrotnej w zakresie korelacji migdzy badanymi parametrami w grupach B1-B4.
Wythuszezono zmienne korelujace niezaleznie. W nawiasie podano warto$¢ § i R2 (8; R2) przy p<0,05.

B1 B2 B3 B4
n=30 n=30 n=30 n=30
(K=8, M=22) (K=10, M=20) (K=14, M=16) (K=14, M=16)
LDL-C CRP (0,41; 0,90) CRP (0,39; 0,47) Ins 0’
nHDL-C nHDL-C HDL-C Ins 120’ (0,45; 0,54)
oxLDL 0’ Ins 0’ Ins 0’ (0,36; 0,47) HOMA-IR
Ins 120°
HOMA-IR (1,47; 0,90)
T-C CRP (0,34; 073) TG nHDL-C
LDL-C nHDL-C
, nHDL-C Ins 0’
oxLDL 120 TG Ins 120°
Ins 0’ HOMA-IR (1,94; 0,73)
HOMA-IR
LDL-C CRP Wiek (-0,34; 0,50) Ins 0’ (-2,6; 0,34)
oXLDL-RoeTT nHDL-C Ins 0’ CRP (-0,41; 0,50) Ins 120’ (-0,52; 0,34)
HOMA-IR Ins120° HOMA-IR
Ins 0’ Ins 0’ Ins0’ Ins0’
TBARS 0’ HOMA-IR HOMA-IR HOMA-IR Ins120’
HOMA-IR
GO Ins0’
TBARS 120’ G 120° Ins 120’ (0,41; 0,60)
HOMA-IR
T-C (1,04; 0,37) G 1200 WBC
TBARS-RocTT LDL-C
nHDL-C
, DBP Ins 0’
TASO CRP HOMA-IR
DBP TG
s CRP (-0,37; 0,51) HOMA-IR
TAS 120 G 120°
Ins 120’
G 1200 BMI SBP (-0,39)
TAS-RoetT Ins 120° Obwod talii
nHDL-C

Objasnienia: n — liczebno$¢ grupy; K — kobiety; M — mezczyzni; BMI — wskaznik masy ciata; SBP — skurczowe ci$nienie tgtnicze;
DBP — rozkurczowe cisnienie t¢tnicze; WBC — biate krwinki; CRP — biatko C-reaktywne; T-C — cholesterol catkowity; HDL-C —
cholesterol frakcji HDL; LDL-C — cholesterol frakcji LDL; nHDL-C — cholesterol frakcji nie-HDL; TG — triglicerydy; G 0° —
glikemia w 0. minucie OGTT; G 120° — glikemia w 120. minucie OGTT; Ins 0’ — insulinemia w 0. minucie OGTT; Ins 120* —
insulinemia w 120. minucie OGTT; HOMA-IR — wskaznik insulinoopornoéci [mU x mmol x 1?]; oxLDL 0’ — oksydowane
lipoproteiny o niskiej gestosci w 0. minucie OGTT; oxLDL 120’ — oksydowane lipoproteiny o niskiej gestosci w 120. minucie
OGTT,; oxLDL-Rogett — wskaznik oxLDL 120’/0xLDL 0’; TBARS 0’ — substancje reagujace z kwasem tiobarbiturowym w 0.
minucie OGTT; TBARS 120’ — substancje reagujace z kwasem tiobarbiturowym w 120. minucie OGTT; TBARS-RogTT — Wskaznik
TBARS 120°/TBARS 0’; TAS 0° — catkowity status antyoksydacyjny w 0. minucie OGTT; TAS 120’ — catkowity status
antyoksydacyjny w 120. minucie OGTT; TAS-RoetT — wskaznik TAS 120°/TAS 0’; OGTT - doustny test tolerancji glukozy.
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4.3. Analiza badanej populacji z uwzglednieniem kwartyli HOMA-IR (H1-H4)

4.3.1. Charakterystyka opisowa i poréwnanie grup badanych H1-H4

W tabeli 14. i 15. przedstawiono wyniki pomiaréw parametrow antropometrycznych
I laboratoryjnych oraz markeréw stresu oksydacyjnego w grupach badanych H1-H4. Testem
Kruskala-Wallisa zbadano, czy istnieja istotne statystycznie réznice migdzy grupami, a wyniki
zaprezentowano na rycinach 14-31. Analiza post hoc porownan wielokrotnych zostata
zamieszczona pod wykresami. Badane grupy nie roznity si¢ miedzy sobg wiekiem, warto$ciami
cisnienia tg¢tniczego, stezeniem T-C, LDL-C i nHDL-C. Wykazano natomiast zwigkszajace si¢
w kolejnych grupach wartosci wskaznika BMI i obwodu talii. Liczba leukocytow wzrastata
w grupach od H1 do H4, a stezenie CRP od grupy H2 do H4. Spos$réd parametréw profilu
lipidowego wykazano ro6znice w stgzeniach HDL-C, zmniejszajacych si¢ w kolejnych grupach oraz
w stezeniach TG, gdzie grupy H3 i H4 prezentowaly wyzsze wartosci niz HI i H2. W przypadku
glikemii na czczo test Kruskala-Wallisa pokazal, ze wyniki w poszczegdlnych grupach sa
zroznicowane, ale analiza post hoc porownan wielokrotnych nie wykazata jednoznacznie wyzszych
lub nizszych stgzen w konkretnej grupie badanej. Natomiast stezenie glukozy w 120. minucie
OGTT zwickszato si¢, osiggajac istotnie wyzsze wartosci w grupie H4 w poréwnaniu z HI.
Spodziewane réznice wykazano takze w stezeniach insuliny w trakcie OGTT, rosnacych
w kolejnych grupach. W zakresie badanych wskaznikow stresu oksydacyjnego wykazano rdznice
dla kazdego parametru, oprocz TBARS-RoctT. SteZenie oxLDL zaréwno na czczo, jak 1 w 120.
minucie OGTT zwigkszalo sie, osiagajac znacznie wyzsze wartosci w grupie H4 w poréwnaniu
Z pozostatymi, przy jednoczesnym spadku wskaznika oxLDL-RoctT 0od grupy H2 do H4. St¢zenie
TBARS rowniez zwigkszalo sig, jednak nie towarzyszyly temu zmiany wskaznika TBARS-RogtT.
W przypadku TAS takze zaobserwowano wzrost st¢zenia w kolejnych grupach, natomiast wskaznik

TAS-RocTT zWigkszal si¢ w grupach od H1 do H3, po czym istotnie malat w grupie H4.
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Tabela 14. Poréwnanie wynikow parametrow antropometrycznych i analiz laboratoryjnych krwi w grupach badanych

H1-H4.
AL H2 A3 A4
n=30 n=30 n=30 n=30 p
(K=11, M=19) (K=8, M=22) (K=11, M=19) (K=16, M=14)
Wiek 56,50 53,50 51,00 53,00
(50,00-64,00) (44,00-60,00) (44,00-61,00) (40,00-59,00) ns
20.23 30,97 3331 36,95
2 i) 1 i) il
BMI [kg/m’] (26,32-33,70) (27,51-32,99) (32,70-37,04) (33,90-40,80) <0,0001
Obwéd al fom] 96,00 104,50 107,00 112,00 - 00001
© ¢ (90,00-104,00) (97,00-110,00) (103,00-113,00) (103,00-124,00) :
sBp [mmia] 135,50 130,00 130,00 140,00
9 (120,00-148,00) | (117,00-142,00) (128,00-141,00) (125,00-150,00) ns
84,00 83,00 86,50 90,00
DBP [mmHg] (71,00-90,00) (80,00-90,00) (80,00-95,00) (80,00-95,00) ns
5,91 6,04 6,62 7,93
WBC [x10%/1 ’ ' ’ ’
C X107 (5,34-6,91) (5,34-6,70) (6,01-7,00) (6,55-8,32) 0,0008
1,85 1,50 2,43 491
2P [mall , , , ,
CRP [mg/l] (1,20-4,12) (0,90-2,50) (1,60-3,75) (2,94-5,96) <0,0001
5,42 5,34 5,37 4,98
T-C [mmol] (4,90-6,21) (4,87-6,32) (4,80-6,34) (4,52-6,03) ns
1,54 1,36 121 123
HDL-C [mmol/l] (1,33-1,81) (1,17-1,60) (1,03-1,48) (1,04-1,38) 0.0004
331 3,49 3,55 2,94
LDL-C [mmol/l] (2,93-4,04) (3,13-4,12) (2,94-4,06) (2,56-3,98) ns
3,73 3,96 431 3,77
NHDL-C [mmoll] (3,19-4,55) (3,62-4,69) (3,.45-5,12) (3,21-4,57) ns
112 1,46 1,74 172
TG [mmol/] (087-153) (1,08-2,10) (1,35-2,40) (1,28-2,36) 0.0007
, 5,18 5,12 5,43 5,37
G 07 [mmolA] (4,65-5,49) (4,85-5,46) (5,12-5,78) (5,02-5,84) 0,0180
5,29 6,00 7,06 781
120 [mmol/l ' : ’ ’
G 120" [mmol] (4,58-6,80) (5,33-7,01) (5,28-8,12) (5,62-8,95) 0,0042
s 0" (U1 10,10 1538 2111 39,09 - 00001
s (8,36-11,36) (14,74-16,90) (19,71-23,79) (32,97-66,55) :
, 3313 60,02 88,83 137,60
Ins 120° [mU] (23,69-46,75) (38,10-80,84) (29,38-123,36) (109,34-335,38) <0,0001
2,27 3,68 5,10 9,44 -
HOMA-IR (1,78-2,61) (3,27-3,84) (4,75-5,62) (7,67-14,83) W definicii

Objasnienia: n — liczebno$¢ grupy; ns — nieistotne statystycznie; BMI — wskaznik masy ciata; SBP — skurczowe ci$nienie tgtnicze;
DBP — rozkurczowe ci$nienie t¢tnicze; WBC — biate krwinki; CRP — biatko C-reaktywne; T-C — cholesterol catkowity; HDL-C —
cholesterol frakcji HDL; LDL-C — cholesterol frakcji LDL; nHDL-C — cholesterol frakcji nie-HDL; TG — triglicerydy; G 0° —
glikemia w 0. minucie OGTT; G 120° — glikemia w 120. minucie OGTT; Ins 0’ — insulinemia w 0. minucie OGTT; Ins 120° —
insulinemia w 120. minucie OGTT; HOMA-IR — wskaznik insulinoopornoéci [mU x mmol x 1?]; OGTT — doustny test tolerancji

glukozy.
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BMI (kg/m?)

Test Kruskala-Wallisa, p < 0,0001

-

m]

H1

H2 H3

Grupy badane

H4

o Mediana
[] 25%-75%
T Min-Maks

Grupa

BMI
warto$¢ p dla pordwnan wielokrotnych:

H1

H2

H3

H4

H1

1,0000

0,0031

0,0000

H2

1,0000

0,0284

0,0000

H3

0,0031

0,0284

0,5124

H4

0,0000

0,0000

0,5124

Rycina 14. Poréwnanie BMI migdzy badanymi grupami H1-H4.

Test Kruskala-Wallisa, p < 0,0001
180
160 -
— 140 T
g
2
T 120
2 o
2 o
© 100 L J
u]
80 L -
60 o Mediana
H1 H2 H3 H4 [] 25%-75%
Grupy badane 1 Min-Maks
OBWOD TALII
warto$¢ p dla pordwnan wielokrotnych:
Grupa H1 H2 H3 H4
H1 0,1290 0,0016 0,0000
H2 0,1290 1,0000 0,1079
H3 0,0016 1,0000 1,0000
H4 0,0000 0,1079 1,0000

Rycina 15. Poréwnanie obwodu talii mi¢dzy badanymi grupami H1-H4.
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Test Kruskala-Wallisa, p = 0,0008
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o
= 1 1
4 r L
2 L
0 ‘ ‘ ‘ ‘ o Mediana
H1 H2 H3 H4 [ 25%-75%
Grupy badane 1 Min-Maks
WBC
warto$¢ p dla pordwnan wielokrotnych:
Grupa H1 H2 H3 H4
H1 1,0000 0,4984 0,0011
H2 1,0000 1,0000 0,0075
H3 0,4984 1,0000 0,2644
H4 0,0011 0,0075 0,2644

Rycina 16. Poréwnanie liczby leukocytow migdzy badanymi grupami H1-H4.

Test Kruskala-Wallisa, p < 0,0001

10

CRP (mg/l)
o

- 1

H1

H2 H3

Grupy badane

H4

o Mediana
[] 25%-75%
T Min-Maks

Grupa

warto$¢ p dla pordwnan wielokrotnych:

CRP

H1

H2

H3

H4

H1

0,8836

1,0000

0,0046

H2

0,8836

0,1980

0,0000

H3

1,0000

0,1980

0,0440

H4

0,0046

0,0000

0,0440

Rycina 17. Pordwnanie st¢zenia CRP migdzy badanymi grupami H1-H4.
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Test Kruskala-Wallisa, p = 0,0004
3,0
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~ 20+ -
:o R
: [
\E/ 1,5 [m}
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0,5
0,0 o Mediana
H1 H2 H3 H4 [ 25%-75%
Grupy badane 1 Min-Maks
HDL-C
warto$¢ p dla porownan wielokrotnych:
Grupa H1 H2 H3 H4
H1 0,4005 0,0022 0,0011
H2 0,4005 0,4964 0,3315
H3 0,0022 0,4964 1,0000
H4 0,0011 0,3315 1,0000

Rycina 18. Poréwnanie st¢zenia HDL-C mi¢dzy badanymi grupami H1-H4.

Test Kruskala-Wallisa, p = 0,0007
6
5r _
4 L
3
E 3
w T
|_
2 7 T
u] u]
u]
11 u]
N IR
0 o Mediana
H1 H2 H3 H4 [] 25%-75%
Grupy badane 1 Min-Maks
TG
warto$¢ p dla pordwnan wielokrotnych:
Grupa H1 H2 H3 H4
H1 0,1415 0,0016 0,0032
H2 0,1415 0,9907 1,0000
H3 0,0016 0,9907 1,0000
H4 0,0032 1,0000 1,0000

Rycina 19. Poréwnanie st¢zenia TG mi¢gdzy badanymi grupami H1-H4.




09

Test Kruskala-Wallisa, p = 0,0180
7,0 ‘
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6,0 - T T
§ 55 T
£ o o
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o !
40
‘ ‘ ‘ ‘ o Mediana
H1 H2 H3 H4 [ 25%-75%
Grupy badane 1 Min-Maks
GO
warto$¢ p dla porownan wielokrotnych:
Grupa H1 H2 H3 H4
H1 1,0000 0,0758 0,0686
H2 1,0000 0,3700 0,3415
H3 0,0758 0,3700 1,0000
H4 0,0686 0,3415 1,0000

Rycina 20. Poréwnanie glikemii w 0. minucie OGTT migdzy badanymi grupami

H1-Ha4.

Test Kruskala-Wallisa, p =0,0042

12
10 f T
. 8r u]
3 o
IS
E 6 o
S = l
—
O 4l i
2 L
0 ‘ ‘ ‘ ‘ o Mediana
H1 H2 H3 H4 [] 25%-75%
Grupy badane 1 Min-Maks
G 120
warto$¢ p dla pordwnan wielokrotnych:
Grupa H1 H2 H3 H4
H1 1,0000 0,2344 0,0043
H2 1,0000 1,0000 0,0563
H3 0,2344 1,0000 1,0000
H4 0,0043 0,0563 1,0000

Rycina 21. Poréwnanie glikemii w 120. minucie OGTT migdzy badanymi

grupami H1-H4.




19

Test Kruskala-Wallisa, p < 0,0001
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o
g 40t
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H1 H2 H3 [ 25%-75%
Grupy badane 1 Min-Maks
Ins 0°
warto$¢ p dla porownan wielokrotnych:
Grupa H1 H2 H3 H4
H1 0,0084 0,0000 0,0000
H2 0,0084 0,0045 0,0000
H3 0,0000 0,0045 0,0078
H4 0,0000 0,0000 0,0078

Rycina 22. Poroéwnanie insulinemii w 0. minucie OGTT migdzy badanymi

grupami H1-H4.

Test Kruskala-Wallisa, p < 0,0001
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H1 H2 H3 H4 [] 25%-75%
Grupy badane 1 Min-Maks
Ins 120’
warto$¢ p dla porownan wielokrotnych :
Grupa H1 H2 H3 H4

H1 0,4713 0,0050 0,0000

H2 0,4713 0,6832 0,0000

H3 0,0050 0,6832 0,0144

H4 0,0000 0,0000 0,0144

Rycina 23. Poréwnanie insulinemii w 120. minucie OGTT migdzy badanymi

grupami H1-H4.




Tabela 15. Poréwnanie wynikow parametrow stresu oksydacyjnego w grupach badanych H1-H4.

AT H2 A3 A
n=30 n=30 n=30 n=30 p
(K=11,M=19) | (K=8,M=22) | (K=11,M=19) | (K=16, M=14)
oxLDL 0" [UA] (47,451’(5)'13(7),00) (55,gglig,21) (53,232,80) (75,3{1?1’22,00) <0.0001
oxLDL 120°[U7] (41,32123,31) (53,8313?3,26) (52,23157)?3,70) (54,480L1ii7222,00) 00003
oXLDL-Roarr (0,8%?13,03) (0,9%?512) (0,807’?16,11) (0,7%?05,90) 00002
TBARS 0 [umol] (4,256-152,79) (4,652’?67,57) (5,154{?;57) (6,477’-291,19) <0,0001
TBARS 120" [pmol/l] (4,455’51285) (5,152’?63,90) (4,556-762,70) (6,376’?97,16) 0,0001
TBARS-Roart (0,912'?16,25) (0,915?14,18) (0,913:?12,13) (0,914{?11,06) n
TAS 07 [mmol/i] (1,1155-216,33) (1,115-219,37) (1,11;11,39) (1,216-318,55) 00150
TAS 1207 [mmol] (1,216-217,41) (1,216?1?52) (1,31£1:f118,60) (1,21;10,52) 00038
TAS-Roctt (o,glé?ll,oe) (1,010’?15,11) (1,012’-112,16) (0,915?507) 0,0001

Objasnienia: n — liczebno$¢ grupy; ns — nieistotne statystycznie; oxLDL 0’ — oksydowane lipoproteiny o niskiej gestosci w 0.
minucie OGTT; oxLDL 120’ — oksydowane lipoproteiny o niskiej gestosci w 120. minucie OGTT; oxLDL-Rogtt — wskaznik
oxLDL 120°/oxLDL 0’; TBARS 0’ — substancje reagujace z kwasem tiobarbiturowym w 0. minucie OGTT; TBARS 120° —
substancje reagujace z kwasem tiobarbiturowym w 120. minucie OGTT; TBARS-RogtT — wskaznik TBARS 120°/TBARS 0’;
TAS 0’ — catkowity status antyoksydacyjny w 0. minucie OGTT; TAS 120’ — catkowity status antyoksydacyjny w 120. minucie
OGTT; TAS-RocTT — wskaznik TAS 120°/TAS 0’; OGTT - doustny test tolerancji glukozy.

62




€9

220
200
180
160
140
120
100
80
60
40
20

oxLDL 0' (U/)

Test Kruskala-Wallisa, p < 0,0001
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warto$¢ p dla porownan wielokrotnych:

oxLDL 0’

H1

H2

H3

H4

H1

0,3810

0,9975
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H2
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0,0063

H3
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1,0000

0,0011
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0,0000

0,0063

0,0011

Rycina 24. Poréwnanie stgzenia oksydowanych LDL w 0. minucie OGTT migdzy
badanymi grupami H1-H4.
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warto$¢ p dla pordwnan wielokrotnych:
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H1

H2

H3

H4

H1

0,0391

0,0956

0,0001

H2

0,0391

1,0000

0,6909

H3

0,0956

1,0000

0,3563

H4

0,0001

0,6909

0,3563

Rycina 25. Poréwnanie st¢zenia oksydowanych LDL w 120. minucie OGTT

miedzy badanymi grupami H1-H4.
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Rycina 26. Porownanie wskaznika oxLDL-Rogrr miedzy badanymi grupami H1-

H4.

Test Kruskala-Wallisa, p = 0,0002 Test Kruskala-Wallisa, p < 0,0001
2,0 w w 14 ‘ ‘
18 - |
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i ] 7
i g o
R ° : ’ 5
3 08! T T [o ] © 6 . o l
o o [m]
1 @ L
06 F ] 4l L
04 r 1 4
2 L
0,2 - 1
0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ o Mediana 0 ‘ ‘ ‘ o Mediana
H1 H2 H3 H4 [ 25%-75% H1 H2 H3 H4 [] 25%-75%
Grupy badane 1 Min-Maks Grupy badane [ Min-Maks
0XLDL-RoetT TBARS 0’
warto$¢ p dla porownan wielokrotnych: warto$¢ p dla pordwnan wielokrotnych:
Grupa H1 H2 H3 H4 Grupa H1 H2 H3 H4
H1 0,6883 1,0000 0,0815 H1 1,0000 0,3548 0,0000
H2 0,6883 1,0000 0,0003 H2 1,0000 1,0000 0,0003
H3 1,0000 1,0000 0,0014 H3 0,3548 1,0000 0,0044
H4 0,0815 0,0003 0,0014 H4 0,0000 0,0003 0,0044

Rycina 27. Porownanie stezenia TBARS w 0. minucie OGTT migdzy badanymi

grupami H1-H4.




Test Kruskala-Wallisa, p = 0,0001
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6 r 1 10 - - .
o o o
4t i | L 1 08 | 1
2 o Mediana 0.6 o Mediana
H1 H2 H3 H4 [ 25%-75% H1 H2 H3 H4 [] 25%-75%
Gl’upy badane I Min-Maks Grupy badane I Min-Maks
TBARS 120’ TAS 0’
warto$¢ p dla porownan wielokrotnych: warto$¢ p dla pordwnan wielokrotnych:
Grupa H1 H2 H3 H4 Grupa H1 H2 H3 H4
H1 1,0000 1,0000 0,0003 H1 1,0000 1,0000 0,0119
H2 1,0000 1,0000 0,0030 H2 1,0000 1,0000 0,1112
H3 1,0000 1,0000 0,0011 H3 1,0000 1,0000 0,3217
H4 0,0003 0,0030 0,0011 H4 0,0119 0,1112 0,3217

Rycina 28. Poréwnanie stezenia TBARS w 120. minucie OGTT mi¢dzy badanymi Rycina 29. Poréwnanie TAS w 0. minucie OGTT migdzy badanymi grupami H1-
grupami H1-H4. H4.
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Test Kruskala-Wallisa, p = 0,0038 Test Kruskala-Wallisa, p = 0,0001
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H1 H2 H3 H4 [ 25%-75% H1 H2 H3 H4 [] 25%-75%
Grupy badane 1 Min-Maks Grupy badane 1 Min-Maks
TAS 120’ TAS-RoctT
warto$¢ p dla porownan wielokrotnych: warto$¢ p dla pordwnan wielokrotnych:
Grupa H1 H2 H3 H4 Grupa H1 H2 H3 H4

H1 0,3955 0,0015 0,2644 H1 0,2633 0,0014 1,0000

H2 0,3955 0,4122 1,0000 H2 0,2633 0,5850 0,1123

H3 0,0015 0,4122 0,5986 H3 0,0014 0,5850 0,0004

H4 0,2644 1,0000 0,5986 H4 1,0000 0,1123 0,0004

Rycina 30. Poréwnanie TAS w 120. minucie OGTT migdzy badanymi grupami Rycina 31. Pordwnanie wskaznika TAS-RogrT migdzy badanymi grupami H1-H4.

H1-H4.



4.3.2. Analiza korelacji w grupach badanych H1-H4

W tabeli 16. zaprezentowano wyniki analizy korelacji pomiedzy parametrami kliniczno-
laboratoryjnymi i stresu oksydacyjnego w grupach badanych H1-H4. Analizie poddano wszystkie
oznaczane parametry, a w tabeli zamieszczono tylko Kkorelacje istotne statystycznie (p<0,05).
Zaobserwowano, podobnie jak we wczesniejszych analizach, korelacje oxLDL 0’ i oxLDL 120’
z parametrami profilu lipidowego: przewaznie przecigtne, dodatnie korelacje ze stezeniem
cholesterolu frakcji nie-HDL. W catej badanej populacji oraz w grupie H4 st¢zenia oxLDL 0’
i oxLDL 120’ korelowaly z TBARS 0’ i TBARS 120°, przy czym sita zwigzku byla wyzsza
w grupie H4. Podobng tendencje zaobserwowano w przypadku Kkorelacji st¢zenia TBARS
z glikemig w trakcie OGTT. W grupie H2 stgzenia TBARS 0’ i TBARS 120” korelowaly z G120°,
aw grupie H3 — z glikemig na czczo, przy czym sita korelacji rowniez byta wyzsza niz w calej
populacji. W grupach H1 i H4 stezenia TBARS korelowaly dodatnio z insulinemig w trakcie OGTT
1 wskaznikiem HOMA-IR z podobng sita jak w calej badanej populacji. Stezenia wszystkich
badanych parametrow stresu oksydacyjnego w 0. i 120. minucie OGTT korelowaty ze soba
wzajemnie. Zaobserwowano bardzo wysokie dodatnie korelacje migdzy TAS 0’ i TAS 120’
w grupach H1-H3 i dodatnig wysoka korelacje w grupie H4, gdzie TAS 0’ korelowal rowniez
ujemnie ze wskaznikiem TAS-Roctt. MozZe to stanowi¢ dowdd na zatamywanie si¢ mobilizacji
obrony antyoksydacyjnej w grupie H4, co zaobserwowano juz w trakcie analizy grup badanych
testem Kruskala-Wallisa. Z kolei wskaznik TAS-Rogtr korelowal ujemnie ze wskaznikiem
TBARS-RoetT Wylacznie w grupie H1, co pozwala przypuszczaé, ze tylko przy stabo nasilonej

insulinoopornosci przyrost TAS zabezpiecza przed wzrostem produktow peroksydacji lipidow.
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Tabela 16. Korelacje wyktadnikow stresu oksydacyjnego z parametrami kliniczno-laboratoryjnymi w grupach badanych

H1-Ha4.

W tabeli przedstawiono wyniki istotnych korelacji przy p<0,05. W nawiasie podano warto$¢ wspotczynnika R
Spearmana (R).

Populacja badana H1 H2 H3 H4
n=120 n=30 n=30 n=30 n=30
(K=46, M=74) (K=11, M=19) (K=8, M=22) (K=11, M=19) (K=16, M=14)
BMI (0,20) CRP (0,37) oxLDL 120’ (0,75) CRP (0,42)
Obwod talii (0,20) oxLDL 120’ (0,73)
WBC (0,21) oxLDL 120’ (0,88) oxLDL 120’ (0,94)
CRP (0,43)

oxLDL-RoaTT (-
0,40)
TBARS 0’ (0,63)

oxLDL 0’ Ins 0’ (0,43) TBARS 1207 (0,69)
Ins 120° (0,32)
HOMA-IR (0,43)
oxLDL 120’ (0,82)
oxLDL-RoaTT (-
0,36)
TBARS 0’ (0,32)
TBARS 120’ (0,36)
Wiek (-0,22) Wiek (-0,43) Wiek (-0,38) CRP (0,38)
BMI (0,22) G 120’ (-0,37)
Obwad talii (0,19) Ins 0° (_0137)
Vggg (%)10,222)) oxLDL 0’ (0,88) | oxLDLO’(0,73) | oxLDL 0’ (0,75) oxLDL 0’ (0,94)
' oxLDL-RoeTT (0,50) oXLDL-RocTT TBARS 0’ (0,55)
(0,52) TBARS 120° (0,55)
oxLDL 120°

Ins 0 (0,38)
Ins 120° (0,22)
HOMA-IR (0,38)
oxLDL 0’ (0,82)
TBARS 0’ (0,24)
TBARS 120° (0,24)

oxLDL-RoGTT

CRP (-0,26)

Ins 0° (-0,20)
Ins 120° (-0,20)
HOMA-IR (-0,19)
oxLDL 0’ (-0,36)
TBARS 0’ (-0,19)
TBARS 120’ (-0,26)
TAS-RocrT(0,19)

BMI (0,43)
oxLDL 120’ (0,50)

HOMA-IR (0,40)
oxLDL 120 (0,52)

Ins 120° (-0,37)
oxLDL 0’ (-0,40)
TBARS 120’ (-0,45)
TBARS-RocTT (-
0,51)

TAS 120° (0,39)

TBARS 0

BMI (0,23) Ins 0’ (0,54) G 1207 (0,52) Wiek (-0,43) Ins 0’ (0,57)
WBC (0,20) HOMA-IR (0,56) TBARS 120’ G 0’ (0,40) HOMA-IR (0,57)
TBARS 120’ (0,74) (0,81) TBARS 120’ (0,51) | 0oxLDL 0 (0,63)
G 120° (0.23) oxLDL 120’ (0,55)

Ins 0° (0,50)
Ins 120’ (0,39)
HOMA-IR (0,53)
oxLDL 0’ (0,32)
oxLDL 120° (0,24)
oXLDL-RoeTT (-
0,19)
TBARS 120’ (0,79)
TBARS-RoGTT (-
0,23)

TBARS 120” (0,86)
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BMI (0,23) Ins 0’ (0,46) G 120’ (0,44) G0’ (0,59) Ins 0’ (0,49)
CRP (0,24) HOMA-IR (0,37) TBARS 0’ (0,81) TBARS 0’ (0,51) Ins 120° (0,44)
3 TBARS 07 (0,74) TBARS-RocTT HOMA-IR (0,50)
G 1207 (0,18) (0,60) oxLDL 0’ (0,69)
Ins 0’ (0,35) ,
Ins 120° (0.36) oxLDL 120 (0,55)
HOMA-IR (0,38) OXLD(')‘I‘S’;’GTT ¢
; oxLDL 0’ (0,36 :
TBARS 120 1 DL 120’( (0,221) TBARS 0 (0,86)
0oxLDL-RoeTT (- TBARS-RoetT
0,26) (0,42)
TBARS 0’ (0,79)
TBARS-RogTT
(0,34)
TAS 0’ (0,18)
TAS-RoctT (-0,21)
BMI (0,37) TBARS 120’ (0,60) WBC (-0,38)
TBARS- TBARS 0’ (-0,23) TAS-RoctT (-0,37) oXLDL-RoerT (-
RocTr TBARS 120’ (0,34) 0,51)
TBARS 120’ (0,42)
Ins 0’ (0,28) Obwad talii (-0,43) BMI (-0,38) TAS 120° (0,71) BMI (-0,47)
HOMA-IR (0,28) TAS 120’ (0,79) TAS 120° (0,77) TAS 120’ (0,52)
TAS 0’ TBARS 120’ (0,18) TAS-RoctT (-0,52)
TAS 120’ (0,68)
TAS-RoctT (-0,24)
Wiek (-0,18) WBC (-0,46) TAS 0’ (0,77) TAS 0’ (0,71) Wiek (-0,37)
Ins 0” (0,23) CRP (-0,38) TAS-RoeTT (0,55) WBC (0,46)
TAS 120’ HCTDXASA(;] '(Qo(ggl) TAS 0’ (0,79) oXLDL-RoctT (0,39)
TAS-RoctT(0,47) TAS070,52)
Wiek (-0,18) DBP (0,39) G 120’ (-0,39) TAS 120’ (0,55) G 0’ (0,38)
0XLDL-RoaTT (0,19) TBARS-RocTT (- Ins 0’ (-0,37)
TAS-Rostr | TBARS 120’ (-0,21) 0,37) TAS 0’ (-0,52)
TAS 0’ (-0,24)
TAS 120 (0.47)

Objasnienia: n — liczebnos$¢ grupy; K — kobiety; M — me¢zczyzni; BMI — wskaznik masy ciata; DBP — rozkurczowe ci$nienie t¢tnicze;
WBC - biate krwinki; CRP — biatko C-reaktywne; T-C — cholesterol catkowity; HDL-C — cholesterol frakcji HDL; LDL-C —
cholesterol frakcji LDL; nHDL-C — cholesterol frakcji nie-HDL; TG — triglicerydy; G 0° — glikemia w 0. minucie OGTT; G 120’ —
glikemia w 120. minucie OGTT; Ins 0’ — insulinemia w 0. minucie OGTT; Ins 120° — insulinemia w 120. minucie OGTT; HOMA-IR
— wskaznik insulinooporno$ci [mU x mmol x 1?]; oxXLDL 0’ — oksydowane lipoproteiny o niskiej gestosci w 0. minucie OGTT,;
oxLDL 120’ — oksydowane lipoproteiny o niskiej gestosci w 120. minucie OGTT; oxLDL-RogtT — Wskaznik oxLDL 120°/oxLDL
0’; TBARS 0’ — substancje reagujace z kwasem tiobarbiturowym w 0. minucie OGTT; TBARS 120’ - substancje reagujace
z kwasem tiobarbiturowym w 120. minucie OGTT; TBARS-RogTT — wskaznik TBARS 120°/TBARS 0°; TAS 0’ — catkowity status
antyoksydacyjny w 0. minucie OGTT; TAS 120’ — catkowity status antyoksydacyjny w 120. minucie OGTT; TAS-RocTT —
wskaznik TAS 120°/TAS 0’; OGTT — doustny test tolerancji glukozy; powtarzajace sie korelacje wybranych parametrow oznaczono
graficznie za pomocg pogrubienia tekstu, zmiany koloru czcionki i wyrdznienia tekstu kolorem, dla lepszej czytelnosci danych
zawartych w tabeli.

4.3.3. Analiza regresji wielokrotnej w grupach H1-H4

Wyniki analizy regresji wielokrotnej w zakresie zaobserwowanych korelacji miedzy
markerami stresu oksydacyjnego a parametrami kliniczno-laboratoryjnymi w grupach badanych
zaprezentowano w tabeli 17. W grupie H1 niezaleznie od innych czynnikow liczba leukocytow
korelowata ujemnie z TAS 120’ odpowiadajagc w 24% za liniowg zmienno$¢ tego parametru.
W grupie H3 ze st¢zeniem TBARS 0’ korelowaly niezaleznie: wiek osob badanych i glikemia

na czczo, thumaczac jego zmienno$¢ w 27%. W grupie H4 zaobserwowano dodatnie korelacje
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stezenia CRP z oxLDL 0’ i oxLDL 120°, wyjasniajace zmienno$¢ odpowiednio w 31% 1 28%.
Ponadto ze stezeniem TBARS 120’ korelowata insulinemia w 120. minucie OGTT (46%
zmiennoS$ci), a Z TAS 120’ korelowata liczba leukocytow (29% zmiennos$ci). W przypadku st¢zenia
oxLDL zaobserwowano w grupie 4. dodatnig liniowg zalezno$¢ ze stezeniem CRP, ktorego
zmienno$¢ w 31% tlumaczy liniowa zmienno$¢ oxLDL 0’ i w 28% — oxLDL 120°. Insulinemia
w 120. minucie OGTT korelowata dodatnio ze stezeniem TBARS 120’ wyjasniajac jego zmiennos$¢
w 46%. Z kolei liczba leukocytow korelowata dodatnio z TAS 120°, odpowiadajac za 29%
zmiennosci tego parametru. Pozostaly procent zmiennos$ci kazdego z ocenianych markerow stresu

oksydacyjnego moze by¢ spowodowany innymi czynnikami lub nieliniowymi zalezno$ciami.

Tabela 17. Wyniki analizy regresji wielokrotnej w zakresie korelacji migdzy badanymi parametrami w grupach H1-H4.
Wytluszczono zmienne korelujace niezaleznie. W nawiasie podano warto$¢ 1 R2 (B; R2) przy p<0,05.

H1 H2 H3 H4
n=30 n=30 n=30 n=30
(K=11, M=19) (K=8, M=22) (K=11, M=19) (K=16, M=14)
, T-C CRP CRP (0,44; 0,31)
oxLDL 0 AHDL-C nHDL-C
T-C Wiek Wiek CRP (0,37; 0,28)
oxLDL 120’ LDL-C G 120° T-C LDL-C
nHDL-C Ins 0’ nHDL-C nHDL-C
oXLDL-RoaGTT BMI HOMA-IR Ins 120°
, Ins 0 G 120° Wiek (-0,35; 0,27) Ins 0
TBARS 0 HOMA-IR G 0’ (0,35; 0,27) HOMA-IR
Ins 0 G 120° GO Ins 0
TBARS 120’ HOMA-IR Ins 120’ (0,44; 0,46)
HOMA-IR
BMI T-C WBC
TBARS-RocTT LDL-C
nHDL-C
TAS O’ Obwad talii BMI BMI
, WBC (-0,39; 0,24) Wiek
TAS 120 CRP WBC (0,43; 0,29)
TAS-Rocrr DBP G 120° GO
Ins 0’

Objasnienia: n — liczebno$¢ grupy; K — kobiety; M — mezczyzni; BMI — wskaznik masy ciata; DBP — rozkurczowe ci$nienie tgtnicze;
WBC - biale krwinki; CRP — biatko C-reaktywne; T-C — cholesterol catkowity; LDL-C — cholesterol frakcji LDL; nHDL-C —
cholesterol frakcji nie-HDL; G 0’ — glikemia w 0. minucie OGTT; G 120” — glikemia w 120. minucie OGTT; Ins 0’ — insulinemia
w 0. minucie OGTT; Ins 120 — insulinemia w 120. minucie OGTT; HOMA-IR — wskaznik insulinooporno$ci [mU x mmol x 1%;
oxLDL 0’ — oksydowane lipoproteiny o niskiej gestosci w 0. minucie OGTT; oxLDL 120” — oksydowane lipoproteiny o niskiej
gestosci w 120. minucie OGTT; oxLDL-RoatT — wskaznik oxLDL 120°/oxLDL 0°; TBARS 0’ — substancje reagujace z kwasem
tiobarbiturowym w 0. minucie OGTT; TBARS 120’ - substancje reagujace z kwasem tiobarbiturowym w 120. minucie OGTT;
TBARS-RogTT — wskaznik TBARS 120°/TBARS 0°; TAS 0’ — catkowity status antyoksydacyjny w 0. minucie OGTT; TAS 120° —
catkowity status antyoksydacyjny w 120. minucie OGTT; TAS-RogtT — Wskaznik TAS 120°/TAS 0°; OGTT — doustny test tolerancji
glukozy.
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4.4. Porownanie badanych parametrow w trakcie OGTT

Uzyskane wyniki badanych zmiennych w 0. i 120. minucie OGTT poddano analizie
porownawczej przy uzyciu testu Wilcoxona w catej badanej populacji i w poszczegélnych grupach
badanych — wyniki przedstawiono w tabelach 18-20. Wykazano réznice pomigdzy wszystkimi
parami zmiennych w catej populacji.

Stezenia glukozy i insuliny w trakcie OGTT (0’ i 120’) réznity si¢ miedzy soba w kazdej
grupie badanej. W zakresie parametrow stresu oksydacyjnego w catej badanej populacji, u kobiet
I mezczyzn oraz w grupie NGT i PRE, utrzymaty si¢ réznice migdzy stezeniami oxLDL (0’ i 120”)
i TAS osocza (0’ i120’), natomiast stgzenia TBARS (0’ i 120°) nie réznily si¢ migdzy Soba
Umegzezyzn i w grupie normoglikemicznej (tabela 18). W grupach wyrdznionych na podstawie
kwartyli BMI nie wykazano réznic mi¢dzy stezeniami oxLDL w grupie B3 oraz mig¢dzy st¢zeniami
TBARS w grupach Bl i B3 (tabela 19). W przypadku podziatu populacji z uwzglednieniem
HOMA-IR, stezenia oXLDL w trakcie OGTT nie réznily si¢ miedzy sobg w grupach H2 i H3,
stezenia TBARS w grupach H1, H3 i H4, a TAS osocza w grupach H1 i H4 (tabela 20).

Tabela 18. Porownanie parametrow badanych w trakcie OGTT (0’ i 120°) w calej badanej populacji i w grupach:
kobiet, mezczyzn, NGT i PRE.

Populacja NGT PRE
Para zmiennych badana Kobiety Mezczyini n=73 n=47
n=120 n=46 n=74 (K=26, M=47) | (K=20, M=27)
(K=46, M=74)
GO0 &G 1200 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0037 < 0,0001
Ins 0’ & Ins 120° < 0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
oxLDL 0’ & oxLLDL 120’ < 0,0001 0,0003 0,0059 0,0213 0,0001
TBARS 0’ & TBARS 120’ 0,0127 0,0191 ns ns 0,0490
TAS 0° & TAS 120° <0,0001 0,0086 <0,0001 < 0,0001 0,0064

Objasnienia: n — liczebnos¢ grupy; ns — nieistotne statystycznie; G 0’ — glikemia w 0. minucie OGTT; G 120’ — glikemia w 120.
minucie OGTT; Ins 0° — insulinemia w 0. minucie OGTT; Ins 120’ — insulinemia w 120. minucie OGTT; oxLDL 0’ — oksydowane
lipoproteiny o niskiej gestosci w 0. minucie OGTT; oxLDL 120” — oksydowane lipoproteiny o niskiej gestosci w 120. minucie
OGTT; TBARS 0’ — substancje reagujace z kwasem tiobarbiturowym w 0. minucie OGTT; TBARS 120’ — substancje reagujace
z kwasem tiobarbiturowym w 120. minucie OGTT; TAS 0’ — catkowity status antyoksydacyjny w 0. minucie OGTT; TAS 120 —
catkowity status antyoksydacyjny w 120. minucie OGTT; OGTT — doustny test tolerancji glukozy.
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Tabela 19. Poréwnanie parametrow badanych w trakcie OGTT (0’ i 120°) w grupach B1-B4.

B1 B2 B3 B4
Para zmiennych n=30 n=30 n=30 n=30
(K=8, M=22) (K=10, M=20) (K=14, M=16) (K=14, M=16)
G0 &G 1200 0,0472 0,0023 0,0010 <0,0001
Ins 0” & Ins 120’ <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
oxLDL 0’ & oxLDL 120’ 0,0132 0,0185 ns 0,0060
TBARS 0’ & TBARS 120’ ns 0,0472 ns 0,0495
TAS 0’ & TAS 120° 0,0460 0,0479 0,0007 0,0270

Objasnienia: n — liczebno$¢ grupy; ns — nieistotne statystycznie; G 0’ — glikemia w 0. minucie OGTT; G 120’ — glikemia w 120.
minucie OGTT; Ins 0’ — insulinemia w 0. minucie OGTT; Ins 120’ — insulinemia w 120. minucie OGTT; oxLDL 0’ — oksydowane
lipoproteiny o niskiej gestosci w 0. minucie OGTT; oxLDL 120’ — oksydowane lipoproteiny o niskiej gestosci w 120. minucie
OGTT; TBARS 0’ — substancje reagujace z kwasem tiobarbiturowym w 0. minucie OGTT; TBARS 120’ — substancje reagujace
z kwasem tiobarbiturowym w 120. minucie OGTT; TAS 0’ — catkowity status antyoksydacyjny w 0. minucie OGTT; TAS 120’ —
catkowity status antyoksydacyjny w 120. minucie OGTT; OGTT — doustny test tolerancji glukozy.

Tabela 20. Poréwnanie parametrow badanych w trakcie OGTT (0’ i 120°) w grupach H1-H4.

H1 H2 H3 H4
Para zmiennych n=30 n=30 n=30 n=30
(K=11, M=19) (K=8, M=22) (K=11, M=19) (K=16, M=14)

G0 &G 1200 0,0125 0,0036 0,0039 <0,0001
Ins 0° & Ins 120’ <0,0001 < 0,0001 <0,0001 <0,0001
oxLDL 0’ & oxLLDL 120’ 0,0166 ns ns <0,0001
TBARS 0’ & TBARS 120° ns 0,0387 ns ns
TAS 0’ & TAS 120° ns 0,0002 <0,0001 ns

Objasnienia: n — liczebnos¢ grupy; ns — nieistotne statystycznie; G 0’ — glikemia w 0. minucie OGTT; G 120’ — glikemia w 120.
minucie OGTT; Ins 0” — insulinemia w 0. minucie OGTT; Ins 120’ — insulinemia w 120. minucie OGTT; oxLDL 0’ — oksydowane
lipoproteiny o niskiej gestosci w 0. minucie OGTT; oxLDL 120° — oksydowane lipoproteiny o niskiej gestosci w 120. minucie
OGTT; TBARS 0’ — substancje reagujace z kwasem tiobarbiturowym w 0. minucie OGTT; TBARS 120’ — substancje reagujace
z kwasem tiobarbiturowym w 120. minucie OGTT; TAS 0’ — catkowity status antyoksydacyjny w 0. minucie OGTT; TAS 120° —
catkowity status antyoksydacyjny w 120. minucie OGTT; OGTT — doustny test tolerancji glukozy.
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4.5. Podsumowanie wynikow

1. W zakresie oznaczanych parametréw stresu oksydacyjnego u osob z nadmierng masg ciala
w warunkach podstawowych (rano, na czczo) w grupach kwartylowych BMI (B1-B4)
zaobserwowano réznice jedynie w przypadku TBARS, gdzie st¢zenie byto istotnie wyzsze
w grupie B4 w poréwnaniu z grupg B2. Podziat populacji na podstawie kwartyli HOMA-IR
(H1-H4) wykazatl réznice w zakresie wszystkich ocenianych markeréw. W kolejnych
grupach obserwowano wzrost stezen TBARS, oxLLDL i TAS.

2. Podanie 75 g glukozy spowodowato zmiany TBARS, oxLDL i TAS we krwi w calej
badanej populacji i w czesci grup badanych. W grupach B1-B4 nie zaobserwowano rdéznic
w zakresie wskaznikow: oxLDL-RocTT, TBARS-RoGTT, TAS-RocTT. W grupach H1-H4
wskaznik 0XLDL-RogTT obnizat si¢ od grupy H2 do H4, natomiast wskaznik TAS-RoctT
zwigkszat si¢ w grupach od H1 do H3, po czym istotnie malal w grupie H4.

3. Wykazano liczne wzajemne korelacje migdzy oznaczanymi markerami stresu
oksydacyjnego w 0. i 120. minucie OGTT, w calej badanej populacji i we wszystkich
podgrupach. Dodatnie korelacje miedzy oxLDL 0’ i oxLDL 120” a TBARS 0’ i TBARS
120’ zaobserwowano w grupie B4 i H4. Wykazano takze bardzo wysokie dodatnie korelacje
migdzy TAS 0’ i TAS 120° w grupach H1-H3 i dodatniag wysoka korelacje w grupie H4,
gdzie TAS 0’ korelowat rowniez ujemnie ze wskaznikiem TAS-Roctt. Z kolei wskaznik
TAS-RocTT korelowat ujemnie ze wskaznikiem TBARS-RocTtT wylacznie w grupie H1.

4. Sposrod czynnikow ryzyka chorob sercowo-naczyniowych najczesciej z badanymi
markerami oksydacyjnej modyfikacji lipoprotein korelowaty parametry profilu lipidowego,
insulinemia w 0. i 120. minucie OGTT oraz wskaznik HOMA-IR — zaréwno w calej badanej
populacji, jak i w poszczegolnych podgrupach. W grupach B1-B4 wykazano korelacje
zwlaszcza miedzy oxLDL 0’ i oxLDL 120’ a cholesterolem frakcji nie-HDL i LDL.
Korelacje parametrow stresu oksydacyjnego z insulinemig w trakcie OGTT 1 HOMA-IR
byty najsilniejsze w przypadku oxLDL 0°, TBARS 0’ i TBARS 120° w grupie B4.
W grupach H1-H4 obserwowano podobne zwigzki, przy czym oxLDL (0’ i 120°)
korelowaty takze ze stezeniem cholesterolu catkowitego. Ponadto w grupie H2 st¢zenia
TBARS 0’ i TBARS 120’ korelowaty dodatnio z G120°, a w grupie H3 —z G 0’, przy czym
sita korelacji byta wyzsza niz w catej populacji. Zaobserwowano bardzo wysokie dodatnie
korelacje migdzy TAS 0’ 1 TAS 120’ w grupach H1-H3 oraz dodatnia wysoka korelacje

w grupie H4, gdzie TAS 0’ korelowat réwniez ujemnie ze wskaznikiem TAS-RocTT.
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5. Dyskusja

Procesy oksydacyjnej modyfikacji lipoprotein stanowia jeden z najwczesniejszych elementow
niezwykle zlozonego patomechanizmu chorob sercowo-naczyniowych. Szkodliwe dziatanie
wolnych rodnikoéw zaréwno na cze$¢ lipidowa, jak 1 biatkowa lipoprotein prowadzi do zmiany ich
struktury i funkcji, przez co nie spetlniajg one swojej roli w metabolizmie lipidéw. Sg natomiast
pobierane przez komorki posiadajgce receptor scavenger, co moze doprowadzi¢ do powstania
blaszki miazdzycowej [79]. Wplyw czynnikow modyfikujacych na réownowage oksydacyjng
organizmu, takich jak otytos¢, hiperglikemia, insulinooporno$¢ moze mie¢ istotne znaczenie
W rozwoju i progresji zaburzen metabolicznych i jest wcigz aktualnym tematem badan naukowych.

Wskaznik masy ciata BMI, opracowany w 1832 roku [80], jest uznanym, najpowszechniej
stosowanym narzedziem stuzacym do kategoryzowania os6b z nadmierng masa ciata.
Nie uwzglednia on jednak zmiennosci mig¢dzyosobniczej w zawartosci tkanki tluszczowej, jej
rozmieszczenia w organizmie czy struktury. Ogranicza to jego przydatno$é, np. u sportowcow,
gdzie osoby z duza masa mig$niowg moga by¢ klasyfikowane jako otyte. Z drugiej strony, osoby
z prawidlowym BMI moga mie¢ wysoki odsetek tkanki thuszczowej predysponujacy do rozwoju
zaburzen metabolicznych [81,82]. Juz wiele lat temu Gallagher i wsp. w swojej pracy wykazali,
ze BMI jest zalezny od pici i wieku [83]. Kategoriec BMI nie mogg by¢ rowniez stosowane dla
wszystkich grup etnicznych jednakowo [84]. W zwigzku z tym opracowywano inne miary otytosci,
m.in. wskaznik talia-biodra (ang. waist-to-hip ratio, WHR), wskaznik talia-wzrost (ang. waist-to-
height ratio, WHtR), czy zaproponowany w 2011 roku przez Bergman’a i wsp. wskaznik
otluszczenia ciata (ang. body adiposity index, BAI) i badano ich zwigzek ze zwigkszonym ryzykiem
sercowo-naczyniowym w r6znych populacjach [85,86].

W badaniach wlasnych podstawowym kryterium wlaczenia do grupy badanej byla nadmierna
masa ciata. Zdecydowano o kwalifikacji pacjentow na podstawie BMI, jako najpowszechniejszego,
tradycyjnego wskaznika, majac §wiadomos$¢ jego ograniczen. Badaniem objeto 120 osob obojga
plci z nadmierng masa ciata, zaréwno z nadwaga, jak i otytoécia (BMI od 25,18 do 49,40 kg/m?).
Warunkiem wiaczenia do grupy badanej byt réwniez brak rozpoznanej cukrzycy oraz st¢zenie
glukozy w osoczu na czczo < 7,0 mmol/l i brak innych przeciwwskazan do wykonania OGTT.
W celu ograniczenia innych niz glikemia czynnikéw mogacych modyfikowa¢ stan réwnowagi
oksydacyjnej organizmu, do badanych grup kwalifikowano osoby bez chorob ostrych
I przewlektych, ze szczegdlnym uwzglednieniem zawatlu migsnia sercowego, udaru moézgu, choréb
uktadu oddechowego, chorob nerek 1 watroby, choréb autoimmunologicznych, chordb

endokrynologicznych,  chorob  nowotworowych 1 chorob  uktadu  krwiotwoérczego.
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Ponadto kryterium stanowito takze stezenie CRP < 10 mg/l, gdyz warto$§¢ wyzsza uznawana jest
za wyktadnik stanu zapalnego [76].

Oporno$¢ na insuling jest bardzo istotnym patofizjologicznym czynnikiem rozwoju
| progresji cukrzycy typu 2, stad wczesne jej wykrycie moze by¢ kluczowe w prewencji tej choroby
[87]. Sposrod dostepnych metod oceny insulinoopornosci, najczesciej wykorzystywany jest
wskaznik HOMA-IR, gdyz wymaga oznaczenia jedynie st¢zenia glukozy i insuliny na czczo.
Jednakze jego przydatno$¢ w praktyce klinicznej jest ograniczona ze wzglgdu na brak precyzyjnie
okre$lonych wartosci odcigcia pozwalajagcych na rozpoznanie insulinoopornosci. Polskie
Towarzystwo Diabetologiczne nie uwzglednia w aktualnych zaleceniach wskaznika HOMA-IR, ani
nie podaje wartosci odciecia w populacji Polski [75]. W literaturze mozna natomiast znalez¢ wiele
przykladow badan, w ktorych autorzy z catego $wiata podejmuja probe okreslenia wartos$ci
odcinajacej HOMA-IR podajac wartosci od 1,56 do 3,8 [17,87]. Najblizsze naszej populacji wydaja
si¢ opublikowane w ubieglym roku wyniki badan, w ktorych badacze podjeli probe wyznaczenia
punktu odcigcia HOMA-IR w populacji Czech, analizujagc dane uzyskane od 3539 otytych oséb
w $rednim wieku. Autorzy wyr6znili trzy grupy badane: pacjentow z normoglikemig, w stanie
przedcukrzycowym 1 z cukrzyca typu 2. Wartos¢ HOMA-IR rdznicujaca dwie pierwsze grupy
okreslili oni na poziomie 1,82, przy czym czulo$¢ diagnostyczna wynosita 60%, a swoistos¢ 66%.
Z kolei warto$¢ roznicujgca 0soby bez cukrzycy i z cukrzycg to 3,63, przy czulo$ci i swoistosci
diagnostycznej odpowiednio 56% i 86% [88]. Naukowcy zajmuja si¢ rowniez oceng uzytecznosci
HOMA-IR w innych jednostkach chorobowych. Wykazano na przyktad, ze wskaznik ten moze by¢
niezaleznym czynnikiem predykcyjnym zaawansowanego zwlOknienia watroby u pacjentow
z niealkoholowym stluszczeniem watroby (ang. non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD) bez
cukrzycy [89].

W toku analizy korelacji migdzy badanymi markerami stresu oksydacyjnego a parametrami
kliniczno-laboratoryjnymi, w populacji badanej z uwzglgdnieniem pici i wyniku OGTT,
zaobserwowano powtarzajace si¢ korelacje z insulinemig w 0. 1 120. minucie OGTT oraz
wskaznikiem HOMA-IR, co z kolei bylo inspiracja do przeprowadzenia analizy dodatkowo
w grupach wyrdznionych na podstawie kwartyli HOMA-IR, a nie, jak poczatkowo zatoZono,
wylacznie w grupach kwartylowych BMI. W grupach B1-B4 rowniez zaobserwowano czgste
dodatnie korelacje markerow oksydacyjnej modyfikacji lipoprotein z insulinemig w trakcie OGTT
I wskaznikiem HOMA-IR. Wyniki tych analiz sugeruja, ze wskaznik HOMA-IR moze by¢
uzyteczny w kategoryzowaniu osOb z nadmierng masa ciata w kontekscie ryzyka sercowo-

naczyniowego.
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Stres oksydacyjny jest przedmiotem badan naukowych w réznych dziedzinach medycyny.
Oprocz chordb metabolicznych wykazano zwigzek miedzy zaburzeniem réwnowagi oksydacyjnej
organizmu a chorobami ptuc, chorobami uktadu nerwowego, chorobami nowotworowymi [90].
W warunkach laboratoryjnych bezposredni pomiar reaktywnych form tlenu, zwlaszcza rodnika
hydroksylowego, jest bardzo trudny ze wzglgdu na ich niestabilnos¢. Mozliwe jest jednak
oznaczanie réznych produktow reakcji peroksydacji lipidow, biatek czy kwaséw nukleinowych.
Odzwierciedleniem dzialania RFT na czgstki lipidowe moze by¢, oznaczane metodg
kolorymetryczna, stezenie substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym TBARS [60]. Z kolei
stezenie oksydowanych lipoprotein LDL w surowicy lub osoczu mozna oznaczy¢ metoda
immunoenzymatyczng z wykorzystaniem przeciwcial przeciwko zmodyfikowanej oksydacyjnie
apoproteinie B [91]. Mozna przypuszczaé, ze czes¢ lipidowa i biatkowa LDL ulegajg w podobnym
stopniu modyfikacji oksydacyjnej. Potwierdzaja to zaobserwowane wzajemne korelacje migdzy
stezeniem oxLDL 0’ i TBARS 0’ w calej badanej populacji, a takze, silniejsze w grupie osob
z najwyzszymi warto§ciami BMI i HOMA-IR, tj. B4 i H4. Inni autorzy w swoich pracach takze
zwracali uwage na nadmierng mase ciata i wyktadniki insulinooporno$ci w ocenie markerow stresu
oksydacyjnego. Couillard i wsp. wykazali korelacje miedzy st¢zeniem oxLDL a BMI i ilo$cig
trzewnej tkanki thuszczowej u mezczyzn [92]. Fayez i wsp. réwniez u otylych mezczyzn
zaobserwowali istotnie wyzsze stgzenia produktéw peroksydacji lipidow we krwi, dodatnio
skorelowane z HOMA-IR [93]. Dodatkowo, dla oceny osoczowego zasobu zewnatrzkomorkowego
antyoksydantow, mozliwe jest oznaczenie catkowitego statusu antyoksydacyjnego (TAS).
Reprezentuje on zdolno$¢ do unieczynniania wolnych rodnikow przez wszystkie przeciwutleniacze
znajdujace si¢ w osoczu [32].

W celu oceny wplywu wzrostu glikemii na zmiany markeréw oksydacyjnej modyfikacji
lipoprotein i TAS osocza wykorzystano doustny test tolerancji glukozy, gdzie jako bodziec
zastosowano 75 g glukozy. Parametry stresu oksydacyjnego, tj. stezenie oxLDL, TBARS 1 TAS
oznaczano u osob badanych na czczo oraz po 120. minutach od podania 75 g glukozy w OGTT.

Analize statystyczng przeprowadzono rowniez w grupach wyr6znionych na podstawie
wyniku OGTT. Ze wzgledu na zbyt malg liczbe pacjentow, ktora pozwolitaby na utworzenie
reprezentatywnych grup osob z IGT i IFG, utworzono jedng grupe PRE obejmujaca wszystkie
osoby z dysglikemig. Nie stwierdzono rdéznic miedzy grupami w zakresie badanych parametrow
stresu oksydacyjnego, natomiast inni badacze obserwowali zwigkszenie stezen markerow stresu
oksydacyjnego u pacjentow z dysglikemig [94-96]. Analiza uzyskanych wynikéw wykazata
natomiast, ze w calej badanej populacji bodziec 75 g glukozy powoduje zmiany wszystkich

ocenianych parametrow stresu oksydacyjnego. Stezenie oxLDL zaréwno w calej populacji,
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jak i w poszczeg6lnych grupach badanych w 120. minucie OGTT bylo nizsze niz na czczo.
Natomiast st¢zenia TBARS i1 TAS osocza w odpowiedzi na bodziec 75g glukozy ulegly
zwigkszeniu, co sugeruje nasilenie procesoOw oksydacji lipidow pod wplywem glukozy
i jednoczesne uruchomienie mechanizméw antyoksydacyjnych. Niektorzy badacze, oceniajac
zmiany st¢zenia oxLDL i innych markeréw stresu oksydacyjnego, uzyskiwali odmienne wyniki.

Yildirim i wsp. badali zmiany catkowitego statusu oksydacyjnego (ang. total oxidant status,
TOS), catkowitego statusu antyoksydacyjnego (TAS), aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej
(SOD) 1 stezenia wodoronadtlenkow lipidow (LOOH) w probkach pobranych w 0., 60. 1 120.
minucie OGTT u pacjentow z prawidlowym i zaburzonym metabolizmem glukozy. Autorzy
nie podali informacji o BMI os6b badanych. Wyniki badan wykazaty wzrost TOS i LOOH po
podaniu 75 g glukozy w OGTT, przy czym po 60 minutach st¢zenia oznaczanych parametrow byty
istotnie wyzsze niz po 120. minutach. Z kolei TAS 1 aktywno$¢ SOD obnizyty si¢ po podaniu 75 g
glukozy osiagajac najnizsze warto$ci po 60. minutach [97].

Montes-Nieto i wsp. u 38 osob (17 kobiet i 19 mezczyzn, z czego 8 kobiet i 9 mezczyzn
miato otyto$¢) oceniali stezenie TBARS na czczo oraz po podaniu doustnym: glukozy (po 1.1 2.
godzinach), biatek/protein (po 1. i 2. godzinach) i tluszczéw (po 2. i 4. godzinach) w ilosciach
odpowiadajacych wartosci 300 kcal, w przypadku glukozy byto to 75 g. Autorzy zaobserwowali
wyzsze stezenia TBARS na czczo u otylych mezczyzn oraz istotne zwigkszenie stgzenia tego
parametru tylko po spozyciu glukozy, ale nie tluszczow i biatek. Przy czym, podobnie jak
w badaniach Yildirim i wsp., stezenie TBARS po 60. minutach od spozycia 75 g glukozy byto
wyzsze niz po 120. minutach [98]. Mozna zatem przypuszczaé, ze to wydzielenie insuliny
W mechanizmie regulacyjnym, po spozyciu glukozy, jest czynnikiem nasilajagcym stres
oksydacyjny. W badaniach witasnych, w kolejnych grupach od H1 do H4, w ktorych z definicji
stezenie insuliny wzrastato, rowniez zaobserwowano zwigkszajace si¢ stezenia TBARS 0’ 1 TBARS
120’. W catej badanej populacji znaleziono dodatnie, wysokie korelacje migdzy TBARS 0’ a Ins 0’
I HOMA-IR oraz dodatnie, przecigtne miedzy TBARS 120’ a Ins 0° i HOMA-IR, ktore
potwierdzono w grupie H1 i H4. Ponadto Ins 120 korelowata, niezaleznie od innych czynnikow,
z TBARS 120’ w grupie H4.

Serin i wsp. badali wptyw 75 g glukozy w trakcie OGTT na m.in. stezenie oksydowanych
LDL i stezenie TBARS u o0s6b z prawidtowg tolerancjg glukozy, nieprawidtowa tolerancja glukozy
i z cukrzyca. Srednia warto$¢ wskaznika BMI + odchylenie standardowe (SD) w kolejnych grupach
badanych wynosita: 27,8 = 5,3, 27,1 £ 5,51 28,1 £ 5,4. U 0s6b z nieprawidtowg tolerancja glukozy
| z cukrzyca autorzy zaobserwowali wyzsze st¢zenia oxLDL i TBARS po 120. minutach w trakcie

OGTT w poréwnaniu ze stezeniami tych parametréw na czczo [99]. Autorzy nie podali pelnych
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zakresow BMI w grupach badanych (min-max), postugiwali si¢ tylko wartosciami $rednimi + SD,
co utrudnia pelne poréwnanie ich wynikdw z wynikami niniejszej pracy. Powyzsze wyniki
potwierdzajg, ze stan popositkowy, odpowiadajgcy w modelu badawczym 75 g glukozy,
ma bezposredni wplyw na stan oksydacyjny 0socza.

Zainteresowanie badaczy budzi réwniez wptyw zwigkszonego stezenia triglicerydéw na
skutek spozycia positku bogatottuszczowego na parametry stresu oksydacyjnego. Tinahones 1 wsp.
przeprowadzili taka analize w populacji osob skrajnie otylych, z BMI w zakresie od 43,3 do 74
kg/m?, podzielonych na dwie grupy na podstawie HOMA-IR, gdzie jako warto$é odcinajaca
przyjeto 50 percentyl tego wskaznika. Autorzy oceniali we krwi oséb badanych catkowity status
antyoksydacyjny, aktywnos$ci enzymow antyoksydacyjnych, m.in.: dysmutazy ponadtlenkowej
| peroksydazy glutationowej oraz stg¢zenie TBARS na czczo i 3 godziny po podaniu preparatu
zawierajacego 60 g tluszczoOw. Badacze zaobserwowali, ze spozycie positku bogatottuszczowego
spowodowato obnizenie aktywnosci SOD i zwickszenie stgzenia TBARS w kazdej z grup,
a u pacjentdw z nasilong insulinoopornoscig doszto rowniez do istotnego zmniejszenia catkowitego
statusu antyoksydacyjnego. Autorzy potwierdzaja w ten sposob wptyw hipertriglicerydemii
popositkowej na zaburzenia rownowagi oksydacyjnej, zwlaszcza u 0sob z bardziej nasilong
insulinoopornoscig [100].

Giuseppe 1 wsp. zaobserwowali zwickszone st¢zenia oxLDL w surowicy na czczo u osob
znadwaga 1 otyloScia w poréwnaniu z osobami z prawidlowym BMI. Badacze podj¢li si¢
oznaczenia tego markera rdwniez w $linie pacjentow i1 wykazali, ze st¢zenia koreluja ze soba,
sugerujagc mozliwos¢ wykorzystania oznaczania oxLDL w §linie, jako niecinwazyjnego badania
pomocnego W monitorowaniu ryzyka sercowo-naczyniowego u 0sob z nadmierng masa ciata [101].

Powyzsze wyniki badan pozwalaja zauwazy¢, ze procesy peroksydacji lipidow in vivo
ulegaja nasileniu u os6b z chorobami metabolicznymi, jak cukrzyca i otylo§¢. Regnstrom i wsp.
oraz Babiy i wsp. wykazali, Ze lipoproteiny frakcji LDL wyizolowane z osocza os6b po przebytym
zawale serca oraz z cukrzycg byly bardziej podatne na utlenianie in vitro niz LDL wyizolowane
Z osocza 0so6b zdrowych [102,103]. Podobne obserwacje poczynili Myara i wsp., ktorzy oceniali
podatno$¢ LDL na utlenianie oraz st¢zenie witaminy E w osoczu u osob z otyloscia, bez zaburzen
gospodarki weglowodanowej 1 bez nadcis$nienia tetniczego. Autorzy stwierdzili, ze wzrost BMI
wigze si¢ znizszym st¢zeniem witaminy E, co przeklada si¢ na ostabienie zdolnosci
antyoksydacyjnej osocza oraz zwickszong podatnoscig LDL na utlenianie [104]. Przytoczne wyniki
badan §wiadcza o istotnym znaczeniu czynnikow modyfikujacych w procesach utleniania lipidow,
ale rowniez biatek i kwasow nukleinowycCh, narazonych w podobnym stopniu na modyfikacje

oksydacyjne.
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Kopprasch i wsp. takze wykazali zwigkszone stezenia oxLDL u 0s6b z nieprawidlowa
tolerancjg glukozy. Zaobserwowali oni ponadto S$cista zalezno$¢ migdzy stgzeniem oxLDL
a st¢zeniem cholesterolu frakcji LDL i stezeniem TG [94]. Wyniki niniejszej pracy rowniez
prezentujg zwigzek migdzy stezeniem oxLDL a parametrami profilu lipidowego. Analizowane
grupy, wyréznione zaréwno ze wzgledu na ple¢, jak i wynik OGTT, prezentowaly w pewnym
stopniu podobienstwo metaboliczne w zakresie parametrow profilu lipidowego. Kobiety
I mezczyzni roznili sie jednak stezeniem cholesterolu frakcji HDL, co wynika z fizjologicznych
réznic miedzy piciami. Zaobserwowano tez wyzsze stezenia TG u mezczyzn. Grupy B1-B4 nie
roznity si¢ migdzy soba w zakresie parametrow gospodarki lipidowej poza stezeniem cholesterolu
frakcji HDL, ktére zmniejszalo si¢ w kolejnych grupach. Podobnie grupy H1-H4 nie réznily si¢
stezeniem T-C, LDL-C, nHDL-C, natomiast st¢zenie HDL-C zmniejszato si¢ w kolejnych grupach,
a dodatkowo w grupach H3 i H4 stezenie TG bylo wyzsze niz w grupie H1. Zaobserwowano
korelacje migedzy stezeniem oxLDL w 0. i 120. minucie OGTT a parametrami profilu lipidowego
w catej badanej populacji oraz w poszczegolnych grupach badanych, najczgsciej ujemne z HDL-C
i dodatnie z T-C, LDL-C inHDL-C i TG. Nie zaobserwowano natomiast, aby ktorykolwiek
Z parametrow profilu lipidowego korelowal niezaleznie od innych czynnikow z oznaczanymi
parametrami stresu oksydacyjnego w 0. lub 120. minucie OGTT.

W toku analiz statystycznych wykazano, ze st¢zenie CRP korelowato dodatnio, niezaleznie
od innych czynnikow, ze stezeniem oxLDL 0’ w grupie B2 i B3 i ze stezeniem oxLDL 120’
w grupie B2. Podobny zwigzek zaobserwowano w grupie H4, gdzie st¢zenie CRP korelowalo
niezaleznie od innych czynnikoéw ze stezeniem oxLDL zaréwno w 0., jak 1 w 120. minucie OGTT.
Wiadomym jest, ze zaburzenia metaboliczne, insulinoopornos¢, otylos¢ oraz stres oksydacyjny
wigzg si¢ z przewlekla reakcja zapalng o niskiej aktywnosci [5]. Badaniem tych zaleznosci zajeli si¢
m. in. Hulthe i Bjorn, ktoérzy oceniali zwigzek miedzy stezeniem oxLDL, markerami stanu
zapalnego 1 nasileniem zmian miazdzycowych w tetnicach. Autorzy zaobserwowali korelacje
miedzy badanymi parametrami, przy czym zwigzek migdzy oxLDL a wystepowaniem blaszki
miazdzycowe] byt niezalezny od innych czynnikéw. W ich badaniach stezenie oxLDL dodatnio
korelowato rowniez ze stezeniem CRP i TNF-a, natomiast nie korelowalo z interleuking 6 (IL-6).
Wedtug badaczy wyniki te sugeruja, ze wysokie stezenia oxLDL moga oddziatywaé z odpowiedzig
zapalng organizmu [105].

Analiza statystyczna grup badanych B1-B4 w obrgbie ocenianych parametréw stresu
oksydacyjnego wykazata roznice jedynie w przypadku stezenia TBARS. W grupie B4

W poréwnaniu z grupa B2, zaobserwowano wyzsze stezenie TBARS 0’ i TBARS 120°. Natomiast
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grupy wyodrebnione ze wzglgdu na HOMA-IR prezentowaly roznice w przypadku kazdego
z ocenianych wskaznikow.

W kolejnych grupach, od H1 do H4, zaobserwowano wzrastajace st¢zenia oxLDL zaréwno
na czczo, jak i w 120. minucie OGTT. Natomiast wskaznik oxLDL-RoctT Zmniejszat si¢ od grupy
H2 do H4, co $wiadczy o obnizaniu si¢ stezenia oxXLDL w 120. minucie OGTT w poréwnaniu do
warto$ci na czczo. Nasuwa to przypuszczenie o zwigkszeniu pobierania tych lipoprotein przez
komorki posiadajgce receptor scavenger lub zwigkszonej migracji do $cian naczyn krwionos$nych.
Przeprowadzone analizy sg jednak niewystarczajgce, aby stwierdzi¢ jednoznacznie jaka jest
przyczyna zmniejszania si¢ stezenia oxLDL we krwi pod wplywem zastosowanego bodzca glukozy.
Z pewnoscig nie bez znaczenia jest stopien insulinoopornosci prezentowany przez grup¢ H4,
w Ktorej stezenie oxLDL byto najwyzsze, a wskaznik oxLDL-RocTT byt najnizszy w poréwnaniu
Z pozostalymi grupami.

Podobnie jak stgzenie oxLDL, stezenie TBARS w 0 1 120. minucie OGTT zwickszato si¢
w kolejnych grupach, ze znacznym wzrostem w grupie H4, jednak w tym przypadku nie
zaobserwowano zmian wskaznika TBARS-RoctT. MozZna na tej podstawie stwierdzi¢, ze nasilenie
insulinooporno$ci u os6éb z nadmierng masg ciala moze by¢ czynnikiem predysponujacym
do wzmozonej oksydacyjnej modyfikacji lipoprotein. Z kolei TAS osocza w trakcie OGTT
wzrastalo w kolejnych grupach. Wskaznik TAS-RoctT takze zwigkszat sie, jednak tylko w grupach
H1-H3, ulegajac znacznemu obnizeniu w grupie H4, co moze $wiadczy¢ o zatamywaniu si¢
odpowiedzi antyoksydacyjnej w nasilonej insulinoopornosci.

W literaturze dostepnych jest wiele prac prezentujacych wyniki badan dotyczacych analiz
markerow stresu oksydacyjnego w warunkach podstawowych (rano, na czczo) w roéznych
jednostkach  chorobowych, ze szczegdélnym uwzglednieniem zaburzen metabolicznych.
W przypadku badan u oséb z nadmierng masg ciata wiele z nich przemawia za nasileniem stresu
oksydacyjnego i jednoczesnym zmniejszeniem obrony antyoksydacyjnej organizmu [106].
Sa rowniez takie, ktore nie wskazuja jednoznacznie na zaburzenie w ukladzie antyoksydantow.

Badania dotyczace parametréw stresu oksydacyjnego, w tym oznaczenie catkowitego
statusu antyoksydacyjnego u otylych kobiet w podesztym wieku przeprowadzili Karolkiewicz
I wsp. Sposrod parametrow obrony antyoksydacyjnej, oprocz TAS osocza, oznaczali oni roéwniez
stezenie zredukowanego glutationu i aktywno$¢ peroksydazy glutationowej. Ponadto zakres
oznaczen obejmowat m.in. st¢zenic TBARS i HOMA-IR. W badaniu wyrdzniono 3 grupy kobiet:
z prawidlowa masg ciala (n=10), z nadwaga (n=14) i otyloscig (n=10). Wykazano spodziewane
znamiennie wyzsze wartosci HOMA-IR u kobiet otytlych w poréwnaniu z pozostatymi grupami.

W przypadku zaréwno TAS osocza, jak 1 aktywnosci peroksydazy glutationowej autorzy
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zaobserwowali wzrost warto§ci wraz ze wzrostem BMI, jednak réznice te nie byly istotne
statystycznie. Stwierdzili oni na tej podstawie, Ze otylo$¢ nie nasilata ostabienia obrony
antyoksydacyjnej organizmu w badanej przez nich populacji. Autorzy nie stwierdzili takze réznic
w stezeniu TBARS [107]. Natomiast Olusi wykazal znaczacy wzrost produktow peroksydacji
lipidow (MDA) dopiero u osob skrajnie otytych, z BMI > 40 kg/m?. Zaobserwowat jednoczes$nie
istotnie wyzsze wartosci markerow obrony antyoksydacyjnej, tj. cytoplazmatycznej dysmutazy
ponadtlenkowej (Cu,Zn-SOD) i peroksydazy glutationowej u oséb z prawidtowym BMI [108].
Karolkiewicz 1 wsp., podobnie jak Serin 1 wsp., przedstawili wyniki wytacznie jako $rednie £ SD
masy ciata 1 wzrostu oso6b badanych, bez okreslenia zakreséw min-max BMI w poszczegolnych
grupach. Obserwacje poczynione przez Olusi’ego wydaja si¢ nieco blizsze wynikom
prezentowanym w niniejszej pracy. W grupie B4 obejmujacej zakres BMI od 36,11-49,40 kg/m?,
12 0s6b miato BMI > 40 kg/m?, natomiast w grupie H4 — 10 osob. W tych grupach zaobserwowano
najwyzsze stezenia TBARS w poréwnaniu z pozostalymi zar6wno na czczo, jaki i w 120. minucie
OGTT.

W populacji badanej stwierdzono staba, dodatnig korelacj¢ migedzy TAS 0’ a stezeniem
TBARS 120°, potwierdzong w grupie me¢zczyzn, oraz migdzy TAS 0’ a TBARS 0’ 1 TBARS 120°
U os6b z normoglikemia. Natomiast wskaznik TAS-Rogtt korelowat ujemnie z TBARS w 120.
minucie OGTT w calej badanej populacji. Zaobserwowane korelacje sugeruja, ze wzrost stezenia
produktéw peroksydacji lipidow w osoczu, zwlaszcza w 120. minucie OGTT moze by¢ sygnatem
mobilizujgcym mechanizmy antyoksydacyjne osocza w kolejnych kilkunastu godzinach,
przektadajac si¢ na wzrost TAS rano, na czczo. Zalezno$¢ ta moze charakteryzowac¢ 0Soby
z prawidlowg tolerancjg glukozy, zwlaszcza mezczyzn. Wzrost TBARS w 120. minucie testu moze
jednocze$nie przyczynia¢ si¢ do obnizenia TAS-Roett, czyli wyczerpywania potencjatu
antyoksydacyjnego, w ciggu dwoch godzin OGTT. Znaczna wickszo$¢ badaczy obserwuje
ostabienie uktadu antyoksydacyjnego u osob ze zwigkszonym ryzykiem sercowo-naczyniowym.
Jednymi z nielicznych, ktorzy podobnie, jak w prezentowanych badaniach, wykazali mobilizacje
antyoksydantow osocza, byli Jung-Hee i wsp. Oceniali oni TAS 0socza, a takze sktadowe obrony
antyoksydacyjnej, tj. stezenie kwasu moczowego, a-tokoferolu, 3-karotenu i kwasu askorbinowego
oraz stgzenie TBARS u o0s6b starszych z nadci$nieniem tgtniczym i1 w grupie kontrolnej, tj. u os6b
w podobnym wieku, ale bez nadci$nienia. Grupa badana charakteryzowala si¢ istotnie wyzszymi
wartosciami wskaznikow otylosci, m. in. BMI, WHR 1 odsetkiem tkanki tluszczowej. Badacze
zaobserwowali, Ze wyzZsze stezenia kwasu moczowego w grupie badanej bylo silnie skorelowane
z, rowniez wyzszymi, wartosciami TAS osocza u 0sob z nadmierng masg ciata i nadci$nieniem

tetniczym. W przypadku pozostatych sktadowych nie wykazano takich korelacji, co $wiadczy
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o0 istotnym udziale kwasu moczowego w obronie antyoksydacyjnej organizmu. Zaréwno TAS,
jak i stezenie kwasu moczowego korelowato z BMI. Autorzy nie zaobserwowali natomiast réznic
w stezeniu TBARS miedzy grupami, co pozwala przypuszczac, ze zwigkszenie TAS osocza moze
zapobiega¢ przyrostowi TBARS. Badaniem nie objeto osob z nasilong otyto$cig, co byloby cenne
w konteksécie wynikow uzyskanych przez innych badaczy, ktorzy stwierdzili zatamywanie si¢
potencjatu antyoksydacyjnego u 0sob z bardzo duzym ryzykiem sercowo-naczyniowym [109].

W grupach H1, H2 i H3 zwigzek TAS 0’ z TAS 120’ jest wyrazony przez bardzo wysoka
korelacje dodatnig. W grupie H4 sita zwigzku jest nieco stabsza (korelacja wysoka), ale dodatkowo
obecna jest odwrotna korelacja ze wskaznikiem TAS-Roctr, co moze by¢ dowodem na
zatamywanie si¢ mobilizacji TAS osocza w tej grupie. Ponadto wskaznik TAS-Roetr tylko
w grupie H1 koreluje ujemnie z TBARS-RoctT, co pozwala przypuszczaé, ze tylko w stabo
nasilonej insulinoopornosci przyrost TAS w trakcie OGTT moze zabezpiecza¢ przed wzrostem
TBARS (do wartosci gornej granicy w grupie H1, tj. HOMA-IR = 3,0).

W literaturze trudno o wyniki badan, w ktorych autorzy oceniali parametry réwnowagi
oksydacyjnej w podobnym jak w niniejszej pracy modelu badawczym. Wielu naukowcow przy
zastosowaniu innych biochemicznych wyktadnikéw stresu oksydacyjnego niz oxLDL, TBARS
I TAS, potwierdza zwigkszony udzial wolnych rodnikdéw oraz ostabienie uktadu antyoksydacyjnego
u 0sob z nadmierng masg ciata [110-115]. Przytoczone w dyskusji wyniki badan innych autorow
dowodza ponadto duzego zainteresowania i doceniania znaczenia oksydowanych LDL jako markera
peroksydacji lipidow, zwlaszcza w chorobach cechujacych si¢ zwigkszonym ryzykiem sercowo-
naczyniowym. Z uwagi na obecno$s¢ wielu czynnikow modyfikujacych, wplywajacych
na rownowage oksydacyjng, gospodarke lipidowa 1 weglowodanowg organizmu, na obecnym etapie
wiedzy nie sposob jednoznacznie i1 calo$ciowo okresli¢ ich doktadnego udziatu w rozwoju chorob
metabolicznych.

Zaprezentowane wyniki stanowig oceng jedynie fragmentu patomechanizmu omawianych
zaburzen, jednak $wiadomos$¢, ze inni badacze roéwniez podejmujg si¢ wnikliwego badania
poszczegbdlnych jego elementéw, pozwala mie¢ nadzieje, ze ostatecznie uda si¢ stworzy¢
szczegOlowy scenariusz przemian metabolicznych uwzgledniajacy wszystkie badane czynniki,
réwniez oksydowane LDL, a wiedza ta umozliwi podejmowanie przez klinicystow dziatan, ktorych

efektem bedzie skuteczne obnizenie ryzyka sercowo-naczyniowego u osob z nadmierng masg ciata.
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6. Whnioski:

1. U os6b z nadmierng masg ciata, w warunkach podstawowych (rano, na czczo), nasilenie
insulinoopornosci moze predysponowa¢ do wzmozonej oksydacyjnej modyfikacji lipoprotein przy

rownoczesnej mobilizacji antyoksydacyjnej osocza.
2. Podanie doustne 75 g glukozy powoduje zmiany parametrow stresu oksydacyjnego we krwi.

3. Obnizone stezenie oxXLDL w 120. minucie OGTT, w stosunku do warto$ci w 0. minucie,
sugeruje zwigkszone pobieranie zmodyfikowanej lipoproteiny przez komoérki posiadajace receptor

scavenger lub zwigkszong migracje do $cian naczyn krwionosnych.

4. Po podaniu 75 g glukozy, mobilizacja antyoksydacyjna osocza, przeciwdziatajaca wzrostowi

produktow peroksydacji lipidow, moze by¢ ograniczona stopniem nasilenia insulinoopornosci.

5. Proces peroksydacji lipidow moze by¢ wzmagany przez rdzne czynniki, obejmujace:
podwyzszone stezenie cholesterolu catkowitego, cholesterolu frakcji LDL 1 nie-HDL, obnizone
stgzenie cholesterolu frakcji HDL w osoczu, na czczo oraz zwigkszenie glikemii w 120. minucie

OGTT.
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1. Streszczenie

Otytos¢, definiowana obecnie jako choroba, wiaze si¢ z wieloma zaburzeniami
metabolicznymi, takimi jak insulinoopornos¢, cukrzyca typu 2, miazdzyca, dyslipidemia czy
nadci$nienie tetnicze, prowadzacymi bezposrednio do zwigkszenia ryzyka sercowo-naczyniowego.
Stres oksydacyjny jest uznawany za element ¥gczacy te zaburzenia.

Celem pracy jest analiza markeré6w oksydacyjnej modyfikacji lipoprotein wraz z potencjalnymi
czynnikami modyfikujacymi u pacjentow z nadmierng masg ciata, w szczegolnosci ocena: dynamiki
zmian tych parametrow pod wplywem zastosowanego doustnie bodzca — 75 ¢ glukozy,
wspotzalezno$ci migdzy nimi oraz wptywu czynnikéw ryzyka chordb sercowo-naczyniowych na
badane parametry. Wybranymi markerami stresu oksydacyjnego we krwi byly: zmodyfikowane
oksydacyjnie LDL (oxLDL), substancje reagujace z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) i calkowity
status antyoksydacyjny (TAS).

Projekt badawczy uzyskat zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu (uchwata nr 502/16 oraz uchwala nr 587/18 jako wyodrgbnienie
tematu pracy doktorskiej).

Grup¢ badang stanowili pacjenci poradni i oddziatow Szpitala Klinicznego Przemienienia
Panskiego Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu w trakcie
postepowania diagnostycznego. Do badan rekrutowano osoby obojga pici z nadmierng masg ciata
(BMI >25 kg/m?). Pozostale kryteria wlaczenia do grupy badanej stanowity: brak dotychczasowego
rozpoznania cukrzycy 1 aktualna glikemia na czczo <7,0 mmol/l, brak przeciwwskazan do
przeprowadzenia doustnego testu tolerancji glukozy (OGTT), stezenie biatka C-reaktywnego
< 10 mg/l oraz brak patologicznych wynikow rutynowych badan laboratoryjnych. Ostatecznie do
badania zakwalifikowano 120 os6b, w tym 46 kobiet i 74 mg¢zczyzn w wieku od 26 do 75 lat.

Materiat badany stanowita surowica i osocze heparynowe uzyskane z krwi pacjentow pobrane;j
w trakcie OGTT. Po uprzednim przeprowadzeniu badania podmiotowego i przedmiotowego,
U kazdej z zakwalifikowanych osob przeprowadzono doustny test tolerancji glukozy (wedtug
aktualnych zalecen PTD i ADA). Stezenie glukozy, cholesterolu catkowitego, cholesterolu frake;ji
HDL, cholesterolu frakcji LDL 1 triglicerydow na czczo oznaczono w $wiezych probkach krwi,
przy uzyciu automatycznego analizatora biochemicznego. Pozostale oznaczenia wykonano
W probkach przechowywanych w temp. -80°C. Stezenie insuliny w osoczu i st¢zenie oxLDL
w trakcie OGTT, tj.na czczo (0’) oraz po 120. minutach (120’), oznaczono metoda
immunoenzymatyczng (ELISA) przy uzyciu czytnika mikroptytek. Do oceny stopnia

insulinooporno$ci wykorzystano wskaznik HOMA-IR. Stezenia TBARS i TAS w trakcie OGTT,

84



na czczo oraz po 120. minutach, oznaczono metoda spektrofotometryczng. W celu oceny dynamiki
zmian oznaczanych parametréw pod wpltywem 75 g glukozy =zastosowano wskaznik
Roetm=[120']/[0’], odpowiednio: oxLDL-RocTtT, TBARS-RoGTT, TAS-RoGTT. Analizg statystyczng
uzyskanych wynikéw przeprowadzono przy uzyciu programu Statistica 13.3 (StatSoft Inc., USA)
w calej badanej populacji oraz w wyroznionych podgrupach. Zbadano, czy istniejg roznice miedzy
grupami z uwzglednieniem pici oraz wyniku OGTT. Miedzy grupami kobiet i mg¢zczyzn
stwierdzono jedynie roznice wynikajace z fizjologicznej odmienno$ci migdzy piciami, a w zakresie
ocenianych parametrow stresu oksydacyjnego grupy roznily si¢ stezeniem TBARS w 120. minucie
OGTT. Nie stwierdzono ro6znic w zakresie badanych parametréw stresu oksydacyjnego migdzy
grupa normoglikemiczng i dysglikemiczng.

W toku analizy korelacji migdzy badanymi markerami stresu oksydacyjnego a parametrami
kliniczno-laboratoryjnymi  w populacji badanej z uwzglednieniem pici i wyniku OGTT
zaobserwowano powtarzajace si¢ korelacje z insulinemig w 0. 1 120. minucie OGTT i wskaznikiem
HOMA-IR. Wyrézniono grupy badane B1-B4 na podstawie kwartyli BMI, oraz H1-H4 na
podstawie kwartyli HOMA-IR. W grupach B1-B4 réwniez zaobserwowano czgste dodatnie
korelacje markerow oksydacyjnej modyfikacji lipoprotein z insulinemiag w trakcie OGTT
I wskaznikiem HOMA-IR. Wyniki tych analiz wskazuja, ze wskaznik HOMA-IR moze by¢
uzyteczny w kategoryzowaniu os6éb z nadmierng masg ciata w kontekscie ryzyka sercowo-
naczyniowego.

Analiza uzyskanych wynikow wykazata, ze w catej populacji badanej bodziec 75 g glukozy
powoduje zmiany wszystkich ocenianych parametrow stresu oksydacyjnego, co potwierdza, ze stan
popositkowy wptywa na réwnowage oksydacyjng organizmu. Stezenie TBARS 1 TAS osocza
w odpowiedzi na bodziec 75g glukozy ulegly zwigkszeniu, co sugeruje, ze nasilenie proceséw
oksydacji lipidow pod wplywem glukozy wiaze si¢ z jednoczesnym uruchomieniem mechanizméw
antyoksydacyjnych. W kolejnych grupach, od H1 do H4, zaobserwowano wzrastajace st¢zenia
oxLDL zar6wno na czczo, jak 1 w 120. minucie OGTT, co wskazuje, Ze nasilenie insulinoopornosci
u osob z nadmierng masg ciala moze predysponowa¢ do wzmozonej oksydacyjnej modyfikacji
lipoprotein. Natomiast wskaznik oxLDL-Roctr zmniejszat si¢ od grupy H2 do H4, co $wiadczy
0 obnizaniu si¢ stezenia oxLDL w 120. minucie OGTT w odniesieniu do wartosci na czczo.
Nasuwa to przypuszczenie o zwickszonym pobieraniu tych lipoprotein przez komorki posiadajace
receptor zmiatajgcy scavenger lub zwiekszonej migracji do $cian naczyn krwionos$nych. Analiza
korelacji migdzy TAS osocza i stezeniem TBARS w grupach H1-H4 pozwala przypuszczac,
ze ewentualna mobilizacja antyoksydacyjna osocza, przeciwdzialajaca wzrostowi produktow

peroksydacji lipidow, moze by¢ ograniczona stopniem nasilenia insulinoopornosci.
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2. Summary

Obesity, currently defined as a disease, is associated with a number of metabolic disorders,
such as insulin resistance (IR), type 2 diabetes, atherosclerosis, dyslipidemia and hypertension,
leading directly to increased cardiovascular risk. Oxidative stress is recognized as the link between
these disorders.

The aim of this study is the analysis of the plasma markers reflecting oxidative modification
of lipoproteins with potential modifying factors in patients with excess body mass, in particular
the assessment of: the dynamics of changes in these parameters under the influence of the 75 g
of oral glucose, the correlations between them and the impact of cardiovascular risk factors on
examined parameters. The selected markers of oxidative stress in the blood were: oxidized LDL,
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and total antioxidant status (TAS).

The research project was approved by the Bioethics Committee of the Poznan University of
Medical Sciences (resolution No. 502/16 and resolution No. 587/18 as a separate topic for the PhD
thesis).

The study group included patients of clinics and departments of University Hospital of Lord's
Transfiguration of Poznan University of Medical Sciences during diagnostic procedure. Individuals
of both genders with excess body mass (BMI> 25 kg/m?) were recruited for the study. The other
criteria were: no previous diagnosis of diabetes and current fasting glucose < 7.0 mmol/l, no
contraindications to the oral glucose tolerance test (OGTT), C-reactive protein concentration
<10 mg/l and no pathological results of other routine laboratory tests. Finally, 120 individuals were
qualified for the study, including 46 women and 74 men aged 26 to 75 years.

The test material was serum and heparin plasma obtained from patients' blood collected during
the OGTT. After a medical history and physical examination, OGTT was performed in each of the
qualified persons (according to current recommendations of Polish Diabetes Association and
American Diabetes Association). The concentrations of glucose, total cholesterol, HDL cholesterol,
LDL cholesterol and triglycerides were measured in fresh blood samples, on the automatic
biochemistry analyzer. The remaining assays were made on samples stored at -80°C. The
concentrations of plasma insulin and oxLDL were measured fasting and at 120. minute of OGTT by
enzyme-linked immunosorbent assay, using the microplate reader. The homeostasis model
assessment of insulin resistance (HOMA-IR) was used to assess the degree of insulin resistance.
The concentrations of TBARS and TAS during the OGTT were determined by the
spectrophotometric method. In order to assess the changes of the determined parameters under the

influence of 75 g glucose, the index Roctr = [120')/[0"] was used, respectively: oXLDL-RogTT,
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TBARS-RocetT, TAS-RocTT. The statistical analysis of the obtained results was performed using the
Statistica 13.3 software (StatSoft Inc., USA) in the entire study population and in the selected
subgroups. The differences between groups were examined in terms of gender and OGTT results.
Only differences resulting from the physiological gender otherness were found between the groups
of women and men, and in terms of the assessed parameters of oxidative stress, the group differed
in the concentration of TBARS at 120. min of OGTT. There were no differences in the investigated
parameters of oxidative stress between the normoglycemic and dysglycemic groups.

During the analysis of the correlation between the investigated markers of oxidative stress and
the clinical and laboratory parameters in the study population, taking into account gender and the
OGTT result, repeated correlations with insulinemia at 0. and 120. min of OGTT and the HOMA-
IR were observed. Study B1-B4 groups were distinguished on the basis of BMI quartiles, and H1-
H4 groups based on HOMA-IR quartiles. In B1-B4 groups many positive correlations of markers of
oxidative modification of lipoproteins with insulinemia during OGTT and the HOMA-IR were also
observed. The results of these analyzes indicate that the HOMA-IR may be useful in categorizing
people with excess body weight in terms of cardiovascular risk.

The analysis of the obtained results showed that in the whole study population, the 75 g glucose
causes changes in all assessed parameters of oxidative stress, which confirms that the postprandial
state affects the oxidative balance of the organism. The concentration of TBARS and TAS
increased in response to the 75 g glucose, which suggests that the intensification of lipid oxidation
processes under the influence of glucose is associated with the simultaneous activation of
antioxidant mechanisms. From H1 to H4 group increasing concentrations of oxLDL were observed
both in the fasting state and at 120. min of OGTT, which indicates that the intensification of IR in
people with excess body mass may predispose to increased oxidative modification of lipoproteins.
However, the oxLDL-RoctT index decreased from H2 to H4 group, which indicates a reduce in the
concentration of oxLDL at 120 min of OGTT in reference to fasting value. This suggests increased
uptake of modified lipoproteins by scavenger receptor-presenting cells or increased migration to the
blood vessel wall. The analysis of the correlation between TAS and TBARS concentration in the
H1-H4 groups suggests that the possible antioxidant mobilization of plasma, preventing the increase

of lipid peroxidation products, may be limited by the severity of the insulin resistance.
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4. Opinia Komisji Bioetycznej

UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Maius tel. (+48 61) 854 62 51, 854 60 60
ul. Fredry 10 fax. (+48 61) 854 61 07
61-701Poznan www.bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 502/16

Na podstawie praepisiw Ustawy z dnia S grudnia 1996 r. o sawodach lekarza i ldmrm dentysty (Dz. U. 2011, Nr 277, poz. 1634 z poén. um.); Rozporzydzenia Ministra Zdrowia i Opicki
Spolecznej = dnia 11 maja 1999r. w sprawie ych zasad ia oraz trybu dzialania komisji bioetycznych (Dz U. Nr 47, poz.480); Ustawy z dnia 6
wrzesnia 2001r. Prawo farmaceutyczne (Dz U. 2008 Nr 45, poz 271 z [M..n am.); Rogporzqdzenia Ministra. Finansiw : dnia 30 kwictnia 2004r. w sprawie obowigzkowego
ubcqnccunm nd]mmzrlunlnmcl cywilnej bmlm.w 1 sponsora (lh U. 2004 nr 101, poz. 1034 z péin. zm.); Rozporzqdzenia Ministra Finanséw z dnia 18 maja 2005r. zmieniajgce

ie w sprawie q ci cywilnej badacza i sponsora (Dz. U. Nr 101, poc. 845); Rozporzqdzenia Ministra Zirowia 2 dnia 30 kwietnia
2004r. w sprawie sposobu prowadzeni 1 badas klini \ 2 udzialem maloletnich (Dz. U. 2004 Nr 104, poz. 1108); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia z dnia 30 kwietnia 2004r. w
sprawie cigtkiego ni 7 dzialania produktu leczniczego (Dz U. Nr 104, poz mm Ruqmrqulumz Ministra Zdrowia 2 dnia 15 listopada 2010 r.
W sprawie wzoréw wnios w zwigzku z bad sci oplat za Zlogenie whi i zwyk ia badania k
(Dz U. 2010r. nr 222 poz. N,U 2 pbin. un.); Ustawy z dmn 20 ma;n lellir o w_;rnluuh merlycwych (Dz U. 2010r. nr M7 poz 679, z poin. um.); Ruqmrzq:lume Ministra Finansow z
dnia 6 paidzernika 2010 r. w sprawie obowi cywi llm.y sponsora i badacza klinicznego w zwigzku z Irmwmlumcm badania klinicznego
wyrobow (Dz U. 2010, Nr 194 poz 1290);/ Uﬂmm z tlmu 18 marca 2011 r. t! Urzgdzie Reje L i Wyrobdw k Biobdjezych (Dz.U. 2011
nr 82 poz. 451); Rozporaydzenic Ministra Zirowia < dnia 2 maja 2012r. w spravwie Dobrej pmlu,lu Klinicznej (Dz U. 2012, poz. 489); Raqmra,dumz Ministra Zdrowia z dnia 2 maja
2012r. w sprawie wzordw h w zwigzku z bad produktu leczniczego oraz w sprawic i sposobu_ ui ia oplat za ddotenic
wniosku o rozpoczgcie badania khmcznngn (Dz. U. 2012, Nr 0 poz 491); w oparciu o ¢ iriskq - Zasady Ef 7t ia w Ekspery z

Udzialem Ludz oraz przepisy ICH GCP.

Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 05 maja 2016 r.
rozpatrzyta wniosek dotyczgcy prowadzenia badari naukowych.
Kierownik projektu: mgr anal. med. Lena Bielawska
Miejsce prowadzenia badan:

Katedra i Zaktad Diagnostyki Laboratoryjnej

Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

Gléwny badacz: . mgr anal. med. Lena Bielawska
Czlonkowie zespotubadawczego:
dr Aleksandra Baszczuk, dr hab. Maciej Cymerys, dr Anna Dzumak, mgr
anal. med. Marcin Nowicki, dr Anna Thielemann, dr hab. Ewa Wysocka
Temat badan:
,Ocena wybranych elementéw metabolizmu lipoprotein wraz z

potencjalnymi czynnikami modyfikujagcymi we krwi os6b z nadmierng
masa ciata”.

Komisja wydata uchwalg o pozytywnym zaopiniowaniu tego wniosku
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UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Stomatologicum

ul. Bukowska 70 tel. (+48 61) 854 73 36

60-812 Poznan www.bioetyka.ump.edu.pl
Uchwata nr 587/18

Na podstawie preepiséw Ustawy 2 dnia 5 grudnia 1996 r. o znwodach lekarza i Iclmrm dentysty (tj. Dz U. z 2017, poz. 125 z péin. zm.); Rozporzydzenia Ministra Zdrowia i Opicki
Spolecznej z dnia 11 maja 1999r. w sprawie weh zasad powoly ia oraz trybu dzialania komisji bioetycznych (Dz. U. Nr 47, poz. 480); Ustawy z dnia 6
wrzesnia 2001r. Prawo farmaceutyczne (tj. Dz U. z 2016, por 2142 z [myv on.); Rﬂqmru,tlumn Ministra Finansow z dnia 30 kwietnia 2004r. w \,mnm obowigzkowego
ubespieczenia odpowiedzialnosci cywilnej badacza i sponsora (Dz. U. 2004 nr 101, poz. 1034 z poén. am.); Rozporzqdzenia Ministra Finansiw z dnia 18 maja 2005r. smieniajoce

ie w sprawie lzialnosci cywilnej badacza i sponsora (Dz. U. Nr 101, poz. 845); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia z dnia 30 kwietnia
2004r. w spnmu: s[msabu ia badari klini h z udzialem ich (Dz U. 2004 Nr 104, poz. 1108); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia z dnia 30 kwietnia 2004r. w
sprawie g u;ﬂmg- iepoiud dsialania produktu leczniczego (Dz. U. Nr 104, poz. 1107); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia = dnia 17 lutego 2016 7. 1
W sprawie wzoréw wni i i wyrobu Iub wyrobu doi i oraz wysokosci oplat z dlotenie tych wnioskéw
(D2 U. 22016 r, poz 208); Usmwyzdnm 20 maja 2010 7. 0 wyrobach medycznych (tj. Dz U. 220177, poz. 211, 2 poin. zm.); Rog Ministra Fi 2dnia 6

2010 7. w sprawie ob cywllnq sponsora i badacza Hlinicznego w awiqzku l[lrnwmlumcm badania Klinicznego wyrobow (Dz U. 2010, Nr
194 poz. 1290); Usmuy 2 dnia 18 marca 2011 r. o Urzgdzie Reje L i Wyrobdw ije (tj. DzU. z 2016 r., poz. 1718);
anmm[llmmn Mmmm Zdrowia z dnia 2 maja 2012r. w sprawi It l)abrej I’mklykl Khmcwq (Dz U. 2012, poz. 489); Rauwm[rlzemu Ministra Zdrowia z dnia 2 maja 2012r. w tpmmc
waoriw w zwigzku z bade produkiu oraz w spravie wysokosci i sposobu wiszczania oplat za slotenic wniosku o rozpocigcie
badania klinicznego (Dz U. 2012, Nr 0 poz. 491); w oparciu o Dcklﬂrrlq;' Helsiriskq - Zasady Etycznego Postey w Ekspery i 2 Udzialem Ludzi oraz preepisy
ICH GCP.

Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 16 maja 2018 r.

rozpatrzyta wniosek dotyczqcy prowadzenia badan naukowych.
Kierownik projektu i gtowny badacz: ~mgr anal. med. Lena Bielawska

Miejsce prowadzenia badari:
Katedra i Zaktad Diagnostyki Laboratoryjnej
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

Czlonkowie zespotubadawczego:

dr Aleksandra Baszczuk, dr hab. Maciej Cymerys, dr Anna Dzumak,
mgr anal. med. Marcin Nowicki, dr Anna Thielemann, dr hab. Ewa
Wysocka

Temat badan:

,Ocena wybranych elementéw metabolizmu lipoprotein wraz z
potencjalnymi czynnikami modyfikujgcymi we krwi oséb z nadmierng
masa ciala”.

Komisja podjeta Uchwale o pozytywnym zaopiniowaniu zmian wprowadzonych do
protokotu powyziszego badania, polegajgcych na wydzieleniu tematu rozprawy
doktorskiej mgr anal. med. Leny Bielawskiej pt.: ,,Ocena markeréw oksydacyjnej
modyfikacji lipoprotein osocza u 0s6b z nadmierng masgq ciala”, zgodnie 7 Aneksem
nr 1 7 dnia 16.05.2018r. do Uchwaly Komisji Bioetycznej nr 502/16 7 dnia
05.05.2016r. Metodyka pozostaje bez zmian.

Przewodniczqgcy Komisji
(\‘v\_/uf ' AL
prof- zw. dr hab. med. Pawel Checinski
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