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1. Wykaz skrotow

AGEs - koncowe produkty zaawansowanej glikacji (advanced glycation endproducts)

ALEs - koncowe produkty lipooksydacji (lipoperoxidation end-products)

AOPP - zaawansowane produkty utleniania biatek (advanced oxidation protein
products)

ATP - adenozynotrifosforan

BMI - wskaznik masy ciata (body mass index)

BSA - surowicza albumina wotowa (bovine serum albumin)

CRP - bialko C-reaktywne

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy

FRAP - calkowity potencjat redukcyjny osocza — zdolnos¢ osocza do redukcji zelaza

(ferric reducing ability of plasma)

GAPDH - dehydrogenaza gliceraldehydo-3-fosforanu

GDM - cukrzyca cigzowa (gestational diabetes mellitus)

GPX - peroksydaza glutationowa

GR - reduktaza glutationowa

GSH - zredukowana forma glutationu

GSSG - dwusiarczek glutationu - utleniona forma

hsCRP - wysokoczula metoda oznaczania biatka C-reaktywnego

IFNy - interferon gamma

IL-6 - interleukina 6

IL-8 - interleukina 8

MDA - malonylodialdehyd

NADP - fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego - posta¢ utleniona
NADPH - fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego - posta¢ zredukowana




NF-«xB
OGTT
PDGF
PGDM
RAGE
RFT
SOD
TCF7L2

TPTZ

- czynnik transkrypcyjny kappa B
- doustny test tolerancji glukozy (oral glucose tolerance test)
- ptytkopochodny czynnik wzrostu ( Platelet-derived growth factor)
- cukrzyca przedcigzowa (pregestational diabetes mellitus)
- receptor koncowych produktow zaawansowanej glikacji (AGE-Receptor)
- reaktywne formy tlenu
- dysmutaza ponadtlenkowa
- czynnik transkrypcyjny 7L2 (transcription factor 7L2)

- tripirydylo-triazyna




2. Wstep

2.1 Hiperglikemia w ciazy

Hiperglikemia wystepujaca w cigzy to jedno z kilku gltéwnych powiktan dotykajacych
kobiety przed porodem. Liczba rozpoznanych przypadkéw cukrzycy u cigzarnych stale
wzrasta, gldwnie w zwigzku ze zwickszeniem si¢ U lekarzy ginekologdéw oraz samych pacjentek
swiadomosci konsekwencji, jakie towarzysza nieleczonej hiperglikemii w cigzy. Czgstos¢
wystepowania hiperglikemii w ciazy szacuje si¢ na 1-14% w zalezno$ci od badanej populacji
i przyjetych kryteriow diagnostycznych. Zgodnie z danymi z 2002 roku w populacji polskiej
wynosila ona okoto 3% [1]. Obecnie czgsto$¢ rozpoznawania tego zaburzenia si¢ga ponad 5 %
ciezarnych [2, 3]. Zwigzane jest to z rozpowszechnieniem wiedzy na temat niekorzystnych
skutkéw nieleczonej cukrzycy, zmiang kryteriow diagnostycznych oraz modelu postepowania
z chora w ciazy. Niezwlocznie po potwierdzeniu cigzy, nalezy wykonaé¢ pomiar st¢zenia
glukozy w o0soczu na czczo oraz przeprowadzi¢ pelny wywiad w kierunku obecnosci
czynnikow ryzyka wystapienia hiperglikemii w cigzy, do ktorych naleza: wielokrotne porody,
wiek >35 lat, urodzenie dziecka z wada rozwojowa, zgony wewnatrzmaciczne, urodzenie
dziecka wazacego powyzej 4500 gramdw, nadcisnienie t¢tnicze, otytos¢ przed cigza (BMI >27
kg/m?), rozpoznanie cukrzycy cigzowej w poprzedniej cigzy oraz wywiad rodzinny w kierunku
cukrzycy typu 2 [4, 5].

Hiperglikemia u kobiety ci¢zarnej moze wystepowac jako cukrzyca przedcigzowa
(PGDM, pregestational diabetes mellitus), gdy w ciagz¢ zachodzi kobieta chorujaca na cukrzyce
dowolnego typu oraz jako hiperglikemia po raz pierwszy rozpoznana w trakcie cigzy. Aktualnie
obowigzujgce kryteria rozpoznania 1 klasyfikacji hiperglikemii po raz pierwszy rozpoznanej
w cigzy wyrozniajg dwie jej postacie: cukrzyca w cigzy i cukrzyca cigzowa (GDM, gestational
diabetes mellitus) [6]. Kryteria rozrézniania obu schorzen, obejmujace stezenie glukozy
W osoczu krwi zylnej na czczo oraz w doustnym tescie tolerancji glukozy (OGTT, oral glucose

tolerance test), a takze wartoSci glikemii przygodnej zostaty przedstawione w Tabeli 1.




Tabela 1. Kryteria klasyfikacji i rozpoznania cukrzycy po raz pierwszy wykrytej w ciazy [4]. Do
rozpoznania wystarczy uzyskanie jednego wyniku spelniajacego kryteria.

Cukrzyca w cigzy Cukrzyca cigzowa
Test Warto$ci odciecia Test Wartos$ci odciecia

Glikemia na czczo >7,00 mmol/l Glikemia na czczo w 5,1-6,9 mmol/I
[>126 mg/dl/] - dwukrotnie OGTT [92-125 mg/dl]

Glikemia w 2 godz. 75 g. >11,1 mmol/l Glikemia w 1 godz. 75 >10,0 mmol/Il

OGTT [200 mg/d] g OGTT [>180 mg/dl]
Glikemia przygodna >11,1 mmol/l Glikemia w 2 godz. 75 8,5-11,0 mmol/I
[200 mg/dl] g. OGTT [153-199 mg/d]

W przypadku ujawnienia w pierwszym trymestrze cigzy zwigkszonego ryzyka
wystagpienia nietolerancji glukozy u przysztej matki, nalezy niezwlocznie wykona¢ OGTT,
nawet przy prawidtowym wyniku oznaczenia stezenia glukozy na czczo. Jezeli wyniki stezenia
glukozy w obu punktach czasowych testu (na czczo oraz 2 godziny od spozycia 75 gramow
glukozy) beda prawidlowe, ciezarng nalezy pouczy¢ o dalszej diagnostyce migdzy 24 a 28
tygodniem cigzy [4]. OGTT nalezy wykonaé juz w pierwszym trymestrze cigzy u kazdej
kobiety z grupy ryzyka oraz gdy stezenie glukozy na czczo bedzie si¢ miesci¢ w przedziale
5,1-6,9 mmol/l (92-125 mg/dl). Jesli stezenie glukozy na czczo w pierwszym trymestrze cigzy
miesci sie¢ w przedziale wartosci referencyjnych, a kobieta nie nalezy do grupy ryzyka
hiperglikemii w ciazy, nalezy u takiej pacjentki wykona¢ OGTT miedzy 24 a 28 tygodniem
ciazy [4].

W przypadku rozpoznania cukrzycy w cigzy lub cukrzycy cigzowej, kobieta zostaje
objeta interdyscyplinarng opieka lekarska, majaca na celu optymalizacje leczenia cukrzycy,
edukacje, kontrole funkcji tarczycy, czynnosci nerek, narzadu wzroku oraz ci$nienia tetniczego.
Celem takiego postepowania jest przeciwdzialanie niekorzystnym skutkom hiperglikemii,
W tym zmniejszenie ryzyka powiktan zaro6wno u matki jak 1 rozwijajacego si¢ ptodu.
Nieleczona cukrzyca wiktajaca cigze moze prowadzi¢ do szeregu powiktan potozniczych. U
cigzarnych z nieleczong badz nieprawidlowo leczong cukrzyca zwigksza sig

prawdopodobienstwo poronienia i cze$ciej wystepuje nadci$nienie tetnicze, ktdre moze




prowadzi¢ do rozwinigcia si¢ stanu przedrzucawkowego. Zwigksza si¢ ryzyko wystgpienia
niewspotmiernosci (dystocji) barkowej oraz koniecznos$ci wykonania cigcia cesarskiego [7].
U dzieci zwicksza si¢ ryzyko wystgpienia wad wrodzonych, porodow przedwczesnych,
makrosomii plodu oraz zaburzen metabolicznych w tym hipokalcemii, hipoglikemii oraz

hipomagnezemii [8, 9].

Patogeneza cukrzycy cigzowej zwigzana jest ze zmniejszeniem sekrecji insuliny przez
komorki B trzustki oraz rozwojem insulinooporno$ci tkanek. Wrazliwo$¢ komorek B trzustki
ulega zmniejszeniu, tym samym odpowiedZ narzadu na wzrost st¢zenia glukozy we krwi obniza
sie. Jednoczes$nie obserwowany spadek wrazliwosci tkanek na insuling powoduje zmniejszenie
tkankowego wychwytu i1 zuzycia glukozy [10, 11]. Procesy te nasilajg si¢ zwlaszcza
u ciezarnych z otyloscia, zwickszajaca ryzyko wystapienia choroby przez zwickszenie
insulinoopornos$ci [12]. Insulinoopornos$¢ jest obserwowana w fizjologicznej ciazy, osiagajac
najwigksze nasilenie w trzecim trymestrze. Zmniejszenie wrazliwosci tkanek na insuling
wywotuje kompensacyjny wzrost wydzielania hormonu. Zmiany te ust¢puja po porodzie [13,
14]. Wystgpowanie insulinoopornosci w fizjologicznej cigzy jest powodowane zmniejszaniem
wrazliwosci tkanek na dziatanie insuliny przez dzialanie hormonéw tozyskowych:
progesteronu, kortyzolu, prolaktyny oraz laktogenu tozyskowego, ktore hamujg przekazywanie
sygnatu po zwigzaniu insuliny z receptorami na komorkach docelowych [15]. Insulinoopornosc¢
moze by¢ takze zwigzana ze wzrostem aktywnos$ci cytokin produkowanych przez tkanke
tluszczowa, ktora przyrasta w czasie cigzy, a spadek wrazliwo$ci na insuling jest do tego
przyrostu proporcjonalny [16]. Nie jest do konca jasne, dlaczego u czgséci kobiet zaburzenie
wrazliwos$ci tkanek 1 komorek B trzustki na insuline skutkuje wystapieniem cukrzycy. U tych
kobiet dochodzi do zwigkszenia st¢zenia glukozy na czczo i/lub w 2. godzinie OGTT.
Dodatkowo, hiperglikemia zostaje nasilona przez zmniejszenie hamowania watrobowej
produkcji glukozy. Wrazliwos¢ tkanek na insuling u ci¢zarnych z GDM moze si¢ zmniejszy¢
do 40% warto$ci u zdrowych kobiet nie bedacych w ciazy, a stan taki moze si¢ utrzymywac

nawet po porodzie [10].

Podobnie jak w przypadku cukrzycy typu 2, przyczyny wystapienia cukrzycy cigzowe;j,
mozna podzieli¢ na genetyczne oraz wymienione wyzej srodowiskowe. Naukowcy poszukujg
genéw kandydatow, w ktorych zmiany sekwencji nukleotydow bylyby zwigzane

z wystgpowaniem cukrzycy cigzowej. Jednym z takich genow jest gen kodujacy czynnik




transkrypcyjny 7L2 (TCF7L2). Wykazano, iz pojedynczy polimorfizm w allelu rs12255372
badz rs7903 146 silnie wiaze si¢ ze wzrostem ryzyka zachorowania na GDM [17]. Trwaja prace

nad nowymi genami kandydatami cukrzycy w ciazy.

2.2 Stres oksydacyjny

Stres oksydacyjny to stan braku rownowagi pomiedzy generacja w organizmie
reaktywnych form tlenu (RFT) i dziataniem mechanizméw antyoksydacyjnych. Reaktywne
formy tlenu to szereg substancji, wsrod ktorych szczegolnie aktywny jest anionorodnik
ponadtlenkowy O™, powstajacy w reakcji jednoelektronowej redukcji czasteczki O2. O2” moze
ulega¢ przemianom do innych RFT w szeregu reakcji enzymatycznych i nieenzymatycznych.
Moze on reagowac¢ z wieloma substancjami, a w reakcji dysmutacji z innym anionorodnikiem
ponadtlenkowym dochodzi do powstania nadtlenku wodoru oraz tlenu. Nadtlenek wodoru,
réwniez zaliczany do reaktywnych form tlenu, petni rol¢ utleniacza oraz stabego reduktora.
W fizjologicznym pH utlenia grupy tiolowe, indolowe, imidazolowe, fenolowe a takze jony
metali przej$ciowych. W tych ostatnich reakcjach powstaje rodnik hydroksylowy, najbardziej
reaktywny sposrod RFT [18, 19, 20, 21].

Gléwnym miejscem powstawania RFT jest mitochondrialny tancuch oddechowy,
w ktorym zachodzi proces czteroelektrodowej redukcji czasteczek tlenu z powstaniem energii
gromadzonej w wysokoenergetycznych wigzaniach ATP. W tancuchu oddechowym dochodzi
tez do jednoelektronowej redukcji czasteczki tlenu z powstaniem anionorodnika
ponadtlenkowego. Zjawisko to zachodzi przy udziale cytochromu (koenzymu) Q zwanego
ubichinonem. W warunkach prawidtowych niewielkie ilo$ci powstajacego anionorodnika sg

natychmiast eliminowane z mitochondriow przez enzymy antyoksydacyjne [22, 23, 24].

Generowanie RFT przez fagocyty to drugi z najwazniejszych sposobow ich
powstawania w ustroju. Fagocyty produkujg RFT w mechanizmie obrony przeciwbakteryjnej,
po aktywacji przez cytokiny zapalne w tym interferon gamma (IFNy), interleuking 2 (IL-2),
interleuking 6 (IL-6) oraz interleuking 8 (IL-8). Enzymem odpowiedzialnym za wytwarzanie
RFT przez fagocyty jest oksydaza NADPH katalizujaca reakcje jednoelektronowej redukcji

tlenu czgsteczkowego, z wytworzeniem anionorodnika ponadtlenkowego [25, 26, 27].

Inne zrédta reaktywnych form tlenu to dzialanie oksydaz, w tym oksydazy ksantynowe;j

i innych oksydaz NADPH a takze cytochromu p450 [28].
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Za obron¢ przed skutkami dzialania RFT na tkanki odpowiadaja w ustroju
antyoksydanty, ktore mozna podzieli¢ na enzymatyczne i nieenzymatyczne, endogenne
I egzogenne, hydrofobowe i hydrofilne. Antyoksydanty endogenne to grupa enzymow oraz
substancji drobno czgsteczkowych, jak glutation, kwas moczowy, bilirubina, koenzym Q.
Egzogenne antyoksydanty dostarczane sg z pokarmem badz w formie suplementéw, do grupy

tej naleza: witaminy C i E, flawonoidy, karotenoidy i antocyjany [29, 30].

Pierwszym etapem eliminacji RFT z ustroju jest proces dysmutacji anionorodnika
ponadtlenkowego, katalizowany przez dysmutaz¢ ponadtlenkowa (SOD). Powstajacy w tej
reakcji nadtlenek wodoru ulega przemianie do wody w reakcji katalizowanej przez katalaze.
Dysmutaza ponadtlenkowa wystepuje w postaci trzech izoenzyméw: SOD -1, ktora dziata
w cytoplazmie i jadrach komodrkowych, SOD-2 (MnSOD-2) wystepujacy glownie
w mitochondriach oraz SOD-3 (CuzZnSOD-3), ktérego aktywnos$¢ mozna wykry¢é W 0SOCZU.

Kazdy izoenzym katalizuje t¢ sama reakcje produkeji nadtlenku wodoru:
027027+ 2H" — Oz + H202

Produkt reakcji dysmutacji, za wzgledu na swojg reaktywnos¢ i tatwos¢ dyfuzji przez btony
komorkowe ulega natychmiastowej przemianie do wody i tlenu, katalizowanej przez katalaze

i peroksydaze glutationowg [19, 31, 32]:
2 H02 — 2 HO + 02

Katalaza to enzym wystepujacy w niemal kazdej komorce organizmu. Najwicksza jej
aktywnos$¢ wykazano w watrobie, nerkach, krwi (erytrocyty), szpiku, btonach §luzowych, a jej

najmniejszg aktywno$¢ tego enzymu stwierdzono w tkance tgcznej [33].

W eliminacji nadtlenku wodoru wazng role¢ odrywa rodzina peroksydaz glutationowych.
Sa to enzymy majace zdolnos¢ katalizowania reakcji redukcji nadtlenkow nieorganicznych

(H202), grup alkoholowych lipidow oraz nadtlenkéw lipidow [34] zgodnie z reakcja:
2GSH + H20; — (GPx-Se-OOH) — 2GSSG + 2 H,0
GSH + ROOH —> (GPx-Se-OOH) — RO-SG + H,0

RO-SG + GSH — ROH + GSSG
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Do rodziny peroksydaz glutationowych nalezy pig¢¢ izoform, z ktorych kazda eliminuje
nadtlenek wodoru oraz nadtlenki organiczne z wykorzystaniem zredukowanego glutationu
(GSH) [35, 36, 37].

Zredukowana forma glutationu odtwarzana jest dzigki aktywno$ci reduktazy
glutationowej, enzymu wystepujacego w cytozolu, mitochondriach oraz w osoczu. Enzym ten
jest flawoproteing, ktora wykorzystuje redukcyjny potencjat NADPH, produkowanego
w szlaku pentozomonofosforawym. Enzymem tworzacym NADPH jest dehydrogenaza
glukozo-6-fosforanu. Funkcja reduktazy to utrzymywanie prawidlowego st¢zenia GSH
w komorkach, dzieki zdolnosci do przeksztatcania glutation utlenionego (GSSG) w GSH. Przy
prawidtowym dziataniu peroksydazy i reduktazy glutationowej, ilo$¢ catkowitego glutationu

pozostaje stata [35, 36].

Glutation jest trojpeptydem zbudowanym z kwasu glutaminowego, cysteiny i glicyny.
Glutation w 90% znajduje si¢ w cytozolu komorek, w niewielkiej ilosci w organellach takich
jak mitochondria, peroksysomy, jadro. W znikomych ilosciach glutation wystepuje w osoczu
krwi. Do reakeji glutationu z rodnikami tlenowymi nie jest potrzebny zaden enzym. Mozliwe
jest to dzigki obecnosci grup tiolowych w zredukowanej czasteczce. Moze by¢ syntetyzowany
de novo, jak rowniez jest czgsciowo wchianiany z przewodu pokarmowego. Synteza glutationu
jest regulowana poprzez szereg czynnikOw majacych wpltyw na aktywno$¢ syntetazy
y—glutamylocysteinowej. Stres oksydacyjny, cytokiny zapalne, nowotwory, chemioterapia,
niedobor biatek w diecie, kortykosteroidy, erytropoetyna i hiperglikemia powoduja spadek
aktywnos$ci syntetazy. Z drugiej strony, spadek stezenia zredukowanego glutationu,
prostaglandyna A2, metale cigzkie, obecnos¢ antyoksydantow oraz insulina, a takze obecnos¢

substratow syntezy zwiekszajg transkrypcje i aktywnos¢ syntetazy [38, 39, 40].

Obok wymienionych enzyméw, elementem obrony przeciwoksydacyjnej ustroju sg
antyoksydanty drobnoczasteczkowe. Oprocz glutationu naleza do nich: bilirubina, kwas
moczowy, witaminy A, E, C, oraz melatonina. Aktywno$¢ antyoksydacyjng maja tez biatka
zwigzane z przemianami zelaza i miedzi: transferryna, ferrytyna i ceruloplazmina [41, 42, 43,

44].
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W generowaniu reaktywnych form tlenu istotng role odgrywajg jony metali
przejsciowych. W przebiegu reakcji Fentona powstajacy w ustroju nadtlenek wodoru zostaje
przeksztalcony do rodnika hydroksylowego:

H,O2+Fe?* - OH + OH +Fe ®*
Dla zapobiegania reakcji Fentona istotne jest utlenianie jonow metali przejsciowych, ich
transport do miejsc docelowych oraz magazynowanie [45, 46]. Do grupy antyoksydantow
zwigzanych z eliminacjg jonu zelazawego nalezg transferryna, ferrytyna oraz ceruloplazmina
[47].

Brak rownowagi pomig¢dzy opisanymi powyzej procesami powstawania RFT
i eliminowania ich przez mechanizmy przeciwoksydacyjne jest okre$lany jako stres
oksydacyjny. Wystepuje on w szeregu réznorodnych stanéw chorobowych, jak reakcje zapalne,
choroby autoimmunoizacyjne, nowotwory. Nadmierna produkcja RFT moze prowadzi¢ do

zmian w DNA, polegajacych na: mutacjach w obroksydacyjne

¢bie par zasad, rearanzacjach nukleotydow, delecjach, insercjach [48], prowadzacych
np. do inaktywacji lub utraty genéow supresorowych dla kancerogenezy. RFT mogg rowniez
ingerowaé w cytoplazmatyczng oraz jadrowa transdukcje sygnatu, np. przez blokowanie
supresji dziatania jadrowego czynnika transkrypcyjnego kappa B (NF-«B), badz przez
hamowanie procesow fosforylacji przekaznikow sygnatow, prowadzac do rozwoju
przewleklego stanu zapalnego [49, 50]. RFT majg tez zdolno$¢ do modulowania aktywnosci
biatek oraz gendéw, ktore dziatajg bezposrednio badZz posrednio na geny odpowiedzialne za

procesy proliferacji, réznicowania oraz apoptozy [51].

Wskazuje si¢ réwniez na zwigzek miedzy stresem oksydacyjnym a rozwojem chorob
sercowo-naczyniowych. RFT powodujg dysfunkcje srodblonka naczyniowego, gtownie przez
deaktywacje tlenku azotu (NO), czynnika rozszerzajacego naczynia krwiono$ne, majacego
potwierdzone dzialanie hamujgce procesy proliferacji i zapalne, przez anionorodnik
ponadtlenkowy z wytworzeniem peroksynitrylu. Eliminacja NO oraz indukcja NF-xB przez

RFT wzmagaja procesy aterogenne [52].

Niekorzystny wplyw nadmiernej produkcji RFT opisany zostat réwniez w komorkach
watroby, w ktorych obserwuje si¢ zmiany strukturalne oraz funkcjonalne, a poprzez

uruchomienie szlaku zwigzanego z czynnikami transkrypcyjnymi dochodzi do zjawiska
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apoptozy hepatocytow [53]. W nerkach obok apoptozy stres oksydacyjny indukuje
przyspieszenie starzenia, zmniejszenie zdolno$ci regeneracyjnych, oraz zwidknienie narzadu
[54]. Produkcja RFT wiaze si¢ rowniez z wystgpieniem przewlektych chordb ptuc oraz

przewlektych powiktan cukrzycy [55, 56].

2.3 Stres oksydacyjny w ciazy
U zdrowych kobiet cigzarnych nasileniu ulegajg przemiany tlenowe, a tym samym

dochodzi do zwickszenia wytwarzania RFT. Glownym miejscem generacji RFT jest tozysko.
W tozysku dziala szereg mechanizméw indukujacych stres oksydacyjny. Mnogosé
mitochondriow sprawia, ze w jego komorkach produkowana jest znaczna ilo$¢ anionorodnika
ponadtlenkowego O2". Ze wzgledu na rozrost tozyska waz z wiekiem cigzy, zwiekszaniu ulega
ilos¢ mitochondriow oraz generacja RFT [57]. Oprocz tancucha oddechowego
w mitochondriach, za powstawanie w lozysku anionorodnika ponadtlenkowego odpowiada
oksydaza NADPH tozyska. Enzym ten rézni si¢ od oksydazy NADPH fagocytow, a jej
homologi wykryto w rdéznych narzadach. Niefagocytarne oksydazy NADPH sa
prawdopodobnie zwigzane z patogenezg miazdzycy, nadcisnienia tetniczego, a ich aktywno$¢
jest stymulowana przez ligandy takie jak angiotensyna Il, ptytkopochodny czynnik wzrostu
(PDGF, platelet-derived growth factor), cytokiny oraz trombing, zmiany sit

hemodynamicznych oraz metabolizmu komorki [58].

Anionorodnik ponadtlenkowy inaktywuje tlenek azotu powstaly w wyniku dziatania
syntazy tlenku azotu naczyn krwiono$nych tozyska. Produktem reakcji s nieaktywne azotyny.
Tlenek azotu nalezy do rodziny reaktywnych form azotu, ktére obok RFT przyczyniaja si¢ do
wzrostu stresu oksydacyjnego. Zwigzek pelni tez funkcje wazodylatatora, antyadhezyjng oraz
antyagregacyjng w syncytiotrofoblascie, immunomodulujagca w komoérkach Hofbauera oraz
rolg przekaznika w szlakach sygnatowych [59]. Rownowaga w produkcji obu zwigzkow: tlenku
azotu oraz anionorodnika ponadtlenkowego zachowana jest, gdy 1lo$¢ tlenku azotu przewyzsza
stezenie anionorodnika ponadtlenkowego [60]. Zaburzona réwnowaga w produkcji tych
substancji, z uwagi na ich wysoka reaktywnos$¢, skutkuje powstaniem nadtlenoazotynu. Jest to
silny oksydant, zwigzek cytotoksyczny, ktory hamuje mitochondrialny tancuch oddechowy,
utlenia grupy sulthydrylowe w biatkach I inicjuje peroksydacj¢ lipidow, nawet bez obecnosci
metali przejSciowych. Powoduje nitracje aminokwaséw aromatycznych w tym tyrozyny,

zaburzajgc szlaki sygnatowe w komorkach. Poziom nitrotyrozyny wzrasta w tozyskach kobiet
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cierpigcych w czasie cigzy na stan przedrzucawkowy, charakteryzujacy si¢ wysokim
ci$nieniem tetniczym. Z drugiej strony sugeruje si¢, iz nadtlenoazotyn, podobnie jak tlenek
azotu, ma dzialanie wazodylatacyjne w naczyniach lozyska, natomiast skurcz naczyn
spowodowany jest nadmiarem anionorodnika ponadtlenkowego, przy braku tlenku azotu [61,
62, 63, 64].

Wszystkie znane antyoksydanty, w tym katalaza, dysmutazy ponadtlenkowe, glutation,
peroksydaza glutationowa, witaminy E i C sg obecne w tozysku. Dwie izoformy dysmutazy
ponadtlenkowej silnie zwigzane sg z tozyskiem: mitochondrialna Mn SOD oraz cytozolowa
Cu/Zn SOD. Zaobserwowano regionalne rdznice w zawartoSci p0Szczegolnych
antyoksydantow w lozysku, prawdopodobnie zaleznie od poziomu stresu oksydacyjnego.
W centralnej czgéci procesy oksydacyjno-redukcyjne sa nasilone, podczas gdy na skraju
narzadu poziom reakcji jest zmniejszony. Wigzane jest to z kierunkiem przeptywu krwi od
matki. Jednak centralna cz¢$¢ narzadu jest morfologicznie oraz enzymatycznie mniej dojrzala
niz czesci obwodowe. Aktywnos$¢ katalazy oraz peroksydazy glutationowej jest wigksza
w centralnej czesci, cho¢ nie znaleziono roznic w catkowitej ilosci dysmutazy ponadtlenkowej
[65, 66].

Poziom antyoksydantow i1 ich dzialanie wzrasta wraz z cigzg i obcigzeniem tlenowym,
eliminujac powstale reaktywne formy tlenu. Dzigki temu w organizmie zdrowej kobiety
cigzarnej utrzymywana jest rtOwnowaga migdzy procesami oksydacyjnymi oraz mechanizmami
antyoksydacyjnymi [65, 66].

U zdrowych cigzarnych obserwuje si¢ zmiany markerow stresu oksydacyjnego
w poréwnaniu do kobiet niebedacych w cigzy. Wymieni¢ tu mozna zwigkszong peroksydacje
lipidéw, obnizong aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej, wzrost produkcji tlenku azotu [103].
Autorzy nie sg zgodni w temacie nasilenia odpowiedzi antyoksydacyjnej organizmu matki na
zwigkszony stres oksydacyjny. Mimo zaobserwowania wzrostu antyoksydantéw
enzymatycznych 1 nieenzymatycznych, niektorzy autorzy sugeruja , ze w cigZy nie ma
wystarczajgcej odpowiedzi organizmu na stres oksydacyjny. Pewnym jest, ze narazenie na
stres wzrasta w kolejnych trymestrach az do rozwiagzania. Brakuje jednak odpowiednich metod,
jednoznacznie okreslajacych zardwno poziom stresu oksydacyjnego jak i nasilenie obrony
antyoksydacyjnej [67].

Za jedna z przyczyn rozwinig¢cia si¢ powiklan potozniczych, w tym stanu

przedrzucawkowego, cukrzycy w cigzyi nadci$nienia t¢tniczego uwaza si¢ stres oksydacyjny
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[68, 69, 70, 71]. Stres oksydacyjny moze stanowi¢ zatem jedng z przyczyn hiperglikemii

w cigzy, a zwiekszona glikemia dziata jak katalizator w syntezie RFT.

2.4 Stres oksydacyjny w cukrzycy
Cukrzyca jest stanem predysponujacym do stresu oksydacyjnego. W cukrzycy typu 2

i w GDM obserwowano zwigkszong produkcje RFT. Nasilenie w warunkach hiperglikemii
procesu glikolizy zwieksza dostepnos¢ substratow cyklu kwasdéw trojkarboksylowych, co
wiedzie do nadprodukcji donorow elektronow dla mitochondrialnego tancucha oddechowego.
W efekcie, wskutek zwigkszenia gradientu protonowego i wydtuzenia okresu poltrwania
przenosnikow  elektronow, dochodzi do zwigkszenia wytwarzania anionorodnika
ponadtlenkowego przenikajacego z mitochondriow do cytoplazmy. Anionorodnik
ponadtlenkowy hamuje aktywno$¢ jednego z enzyméw glikolizy — dehydrogenazy
gliceraldehydo-3-fosforanu (GAPDH), powodujgc gromadzenie si¢ glukozy i posrednich
metabolitow, co prowadzi do zwigkszenia przemian glukozy w alternatywnych szlakach
metabolicznych [72, 73]. Zwigkszenie udziatu szlaku poliolowego w metabolizmie glukozy
powoduje m. in. zmiany dostgpnosci ekwiwalentéw redukcyjnych w komoérce zwigzane ze
wzrostem stosunku NADH/NAD® i spadkiem stezenia NADPH w cytoplazmie [74].
Hiperglikemia powoduje wigkszg wydajnos$¢ glikacji biatek, w tym powstawania koncowych
produktéw zaawansowanej glikacji (AGE), ktore dziatajac przez swoiste receptory (RAGE)
nasilajag synteze RFT. Hiperglikemia wraz ze stresem oksydacyjnym dziataja jak
autokatalizatory w produkcji reaktywnych form tlenu. Oba procesy przekladaja si¢ na
powstawanie zaawansowanych produktow utleniania biatek (advanced oxidation protein
products AOPP), ktorych gtéwna sktadow sa grupy karbonylowe oraz koncowych produktow
lipooksydacji (lipoperoxidation end-products [ALESs]) [75, 76, 77]. Grupy karbonylowe mogg
powstawa¢ we wtornej reakcji nukleofilowego tancucha bocznego biatek z aldehydami, jako
produktami peroksydacji lipidow, badz w reakcji z reaktywnymi pochodnymi karbonylowymi,
generowanymi w reakcji cukréw redukujacych lub produktéw ich utleniania z resztami lizynowymi
w biatkach [78]. Wreszcie, hiperglikemia poprzez rdzne mechanizmy zwigksza aktywno$é
szlakow indukujacych proces zapalny. Wszystkie procesy prowadzg m. in. do

insulinoopornosci i uposledzenia funkcji wydzielniczej komorek B trzustki [79].

Hiperglikemia powoduje tez ostabienie mechanizmow antyoksydacyjnych. Jeszcze

zanim rozwinie si¢ petnoobjawowa cukrzyca, u pacjentdow w stanie przedcukrzycowym
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dochodzi do zmniejszenia aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych oraz obnizenia tzw.
catkowitego statusu antyoksydacyjnego. U o0s6b starszych, u ktérych nie rozwingta sig
pelnoobjawowa cukrzyca obnizenie aktywnoS$ci antyoksydacyjnej moze by¢ zwigzane takze z
wiekiem, jednak badania wskazujg, iz najwickszy wplyw na spadek obrony przeciw
reaktywnym formom tlenu ma zwigkszone stezenie glukozy we krwi. Nawet u mtodych os6b
z cukrzyca typu 1 poziom enzymoOw antyoksydacyjnych zmniejsza si¢ znamiennie
w porownaniu do ludzi zdrowych, cho¢ pozostaje na podobnym poziomie niezaleznie od
wystepowania badz braku przewlektych powiktan cukrzycy [80]. U ludzi mtodych zmiany
spowodowane przez stres oksydacyjny sg widoczne zar6wno jako uszkodzenia lipidow jak

i uszkodzenia biatek, zwlaszcza w grupach chorych, u ktorych doszto do powiktan cukrzycy
[81].

Zalezne od hiperglikemii mechanizmy zwickszonej produkcji RFT wystepuja
w cukrzycy cigzowej, aczkolwiek w mniejszym nasileniu niz w innych typach cukrzycy.
Wymieni¢ tu mozna: glikacje, procesy autooksydacyjne czasteczek glukozy, czy aktywacje
szlaku poliolowego. Zwickszona produkcja RFT, potaczona z ostabieniem obrony
antyoksydacyjnej prowadzi do zaburzen w wydzielaniu i dziataniu insuliny. Mimo, ze GDM
jest stanem przejsciowym i zwykle krotkotrwalym, wykazano w niej korelacje miedzy
stezeniem glukozy we krwi a poziomem markerow stresu oksydacyjnego [70,
82].Zaobserwowano dwukrotny wzrost uwalniania 8-izoprostanu, jednego z markerow stresu
oksydacyjnego, przez tozysko u kobiet z GDM w poréwnaniu do zdrowych ciezarnych [83].
Co wigcej, wykazano, iz w przypadku narazenia lozyska na czynniki indukujace wytwarzanie
RFT poziom markeréw obrony antyoksydacyjnej ulega obnizeniu [84]. U kobiet z GDM
wykazano zmiany aktywno$ci enzymow antyoksydacyjnych, wzrost st¢zenia produktow
peroksydacji lipidow i jego korelacje ze stezeniem glukozy. Zaobserwowano rowniez, ze
miedzy 26 a 32 tygodniem cigzy wzrasta poziom malonylodialdehydu (MDA) w osoczu oraz
erytrocytach kobiet z GDM, spada natomiast aktywno$¢ peroksydazy glutationowej [85, 86].
Rozpatrujac poszczegolne trymestry cigzy wykazano, iz st¢zenie wodoronadtlenkow lipidow
wzrasta w kolejnych trymestrach u kobiet z przedcigzowa cukrzyca typu 2, typu 1 oraz z GDM,
podczas gdy catkowita aktywnos$¢ antyoksydacyjna osocza w kazdej grupie zmniejszala si¢

[87].
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Cigza (stan fizjologiczny) 1 cukrzyca (choroba metaboliczna) przebiegaja ze
zwigkszeniem generacji RFT 1 zmianami w mechanizmach przeciwoksydacyjnych. Mozna
zaktada¢, ze wspotistnienie tych dwoch standw nie pozostaje bez wplywu na przebieg tych
proceséw. Celem niniejszej pracy jest ocena nasilenia stresu oksydacyjnego u kobiet w cigzy

powiktanej cukrzyca, przebiegajaca z umiarkowang hiperglikemia.
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3. Zalozenia i cel pracy
Stres oksydacyjny ma istotne znaczenie w patomechanizmie cukrzycy typu 2 oraz powstawaniu

przewlektych powiktan cukrzycy. Ze wzgledu na zblizony patomechanizm cukrzycy typu 2 i
cukrzycy cigzowej przypuszcza si¢, iz u kobiet cigzarnych z zaburzong gospodarka
weglowodanowg moze dochodzi¢ do zmian w ilosci generowanych reaktywnych form tlenu
oraz w aktywnos$ci obrony antyoksydacyjnej, podobnie jak w innych postaciach cukrzycy,
w stopniu zaleznym od nasilenia hiperglikemii. Sugeruje si¢ tez, ze stres oksydacyjny moze

odgrywac istotng role w powstaniu cukrzycy cigzowe;j.

Celem podjetych badan byta ocena zaburzen réwnowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej
u kobiet w cigzy powiklanej cukrzyca przebiegajaca z umiarkowang hiperglikemia,

charakteryzowanych przez:

1. Zmiany markerow obrony antyoksydacyjnej, w  szczegdlnosci  stgzenia
nieenzymatycznych oraz aktywnos$ci enzymatycznych antyoksydantéw u kobiet z GDM
w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

2. Wplyw suplementacji zelaza na zmiany st¢zenia i aktywnos$ci markerow stresu
oksydacyjnego.

3. Zalezno$¢ miedzy wskaznikami stresu oksydacyjnego i wskaznikami wyréwnania
gospodarki weglowodanowej u kobiet z cukrzycg cigzowa.

4. Poziom markeréw oksydacji biatek u kobiet z GDM w poréwnaniu do grupy kontrolne;.

5. Zalezno$§¢ pomiedzy wskaznikami stresu oksydacyjnego 1 wskaznikami stanu

zapalnego u kobiet z GDM w poroéwnaniu do grupy kontrolne;.
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4. Material i metody

4.1 Charakterystyka badanych grup

Badaniem objeto tgcznie 88 pacjentek bedacych w drugim i trzecim trymestrze cigzy.
Kobiety z cukrzyca wiktajaca cigze leczone byty ambulatoryjnie w Gabinecie dla Cigzarnych
Kliniki
Uniwersyteckiego w Krakowie. Kwalifikacja do grupy badanej odbywata si¢ na podstawie

z Cukrzyca Poradni Diabetologicznej

wynikow diagnostycznego doustnego testu tolerancji glukozy. Charakterystyke grupy badanej

zebrano w Tabeli 2.

Tabela 2. Charakterystyka pacjentek z grupy kobiet chorych na cukrzyce cigzowa

Choréb  Metabolicznych ~ Szpitala

Liczba pacjentek w grupie chorych na 52 (%) Srednia +-SD Min-Max
cukrzyce cigzowg = 52
Ciaza
Pierwsza 31 (59,6%)
Druga 14 (26,9%)
Trzecia i kolejna 7 (13,5%)
Tydzien ciazy 30+4 21-39
Wiek (lata) 31 +4 23-41
Wozrost (cm) 164,6 +4.8 150 - 175
Waga przed ciaza (kg) 66,5 £13,3 43 -98
Waga w dniu wlgczenia do badania (kg) 74,3+12,1 55-102
Wskaznik masy ciata (BMI) (kg/m?) 243 £4,2 17,2-33,3
Czynniki ryzyka wystapienia GDM
Obecno$¢ minimum jednego czynnika 36 (69,2%)
Obecnos¢ dwoch i wiecej czynnikow 11 (21,1%)
Wiek powyzej 35 roku zycia 7 (13,5%)
BMI przed ciaza powyzej 27 kg/m? 9 (17,3%)
Dodatni wywiad w Kierunku cukrzycy w 25 (48%)
rodzinie
Leczenie cukrzycy
Dieta 28 (53%)
Dieta i insulina 24 (47%)
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Grupe kontrolng stanowito 36 zdrowych ciezarnych. Kryterium wlgczenia do grupy
kontrolnej byt prawidtowy wynik glikemii w teécie przesiewowym obcigzenia 50 gramami
glukozy. Badanie to wykonywane bylo rutynowo, zgodnie z zaleceniami Polskiego

Towarzystwa Diabetologicznego z 2009 roku .

Charakterystyke grupy kontrolnej przedstawiono w Tabeli 3.

Tabela 3. Charakterystyka grupy kontrolnej

Liczba os6b w grupie referencyjnej = 36 N (%) Srednia +-SD Min-Max
Ciaza
Pierwsza 13 (37%)
Druga 17 (46%)
Trzecia i kolejna 6 (17%)
Tydzien ciazy 27+2 22-30
Wiek (lata) 30£34 23-36
Wzrost (cm) 161,8 +7,2 150- 175
Waga przed ciazg (kg) 61,9+ 13,6 45- 100
Waga w dniu wlgczenia do badania (kg) 69,88 11,59 62-74
Wskaznik masy ciala (BMI) (kg/m?) 22,81+4,48 20,20-22,77

Pacjentki z kazdej grupy byly kwalifikowane do badania markerow stresu
oksydacyjnego, po wykluczeniu stanéw zapalnych, chordéb sercowo-naczyniowych, infekcji,
w tym infekcji drog rodnych i/lub moczowych oraz innych choréb mogacych mie¢ wptyw na
wskazniki stresu oksydacyjnego i obrony antyoksydacyjne;j.

Udziat w badaniu byt dobrowolny, po uzyskaniu pisemnej zgody pacjentek, a projekt

badawczy wuzyskat akceptacjc Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego
(KBET/52/B/2009).
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4.2 Pobieranie i zabezpieczanie materialu do badan
Krew do badan laboratoryjnych u wszystkich kobiet biorgcych udzial w badaniu

pobierano na czczo, w trakcie okresowej, rutynowej kontroli ci¢zarnych, poprzez naktucie zyty
tokciowej. W grupie kobiet z GDM krew pobierana byta w Klinice Chorob Metabolicznych
Szpitala Uniwersyteckiego, natomiast w grupie kontrolnej w Zaktadzie Diagnostyki Szpitala
Uniwersyteckiego. Krew pobierano przy uzyciu systemoéw prozniowych firmy Sarstedt. Krew
do oznaczen w surowicy pobierana byta do probowek bez antykoagulantu. Po wytworzeniu
skrzepu probki odwirowywano przez 10 minut z pr¢dkoscig 4000 obrotéw/min, a uzyskang

surowice porcjowano i zabezpieczano W temperaturze -80 °C.

Do badan catkowitego potencjalu antyoksydacyjnego, aktywnosci peroksydazy
glutationowej i reduktazy glutationowej oraz st¢zenia zredukowanego glutationu Kkrew
pobierano do probowek zawierajacych, jako antykoagulant, wersenian dwupotasowy
(K2EDTA) i doktadnie mieszano. Nastgpnie probki odwirowywano przez 10 minut
z predkoscia 4000 obrotow/min, a oddzielone osocze porcjowano i zabezpieczano
w temperaturze -80 °C. Do oznaczenia stezenia zredukowanego glutationu, z pozostatych po
odseparowaniu osocza krwinek czerwonych przygotowywano hemolizat poprzez trzykrotne
ptukanie krwinek czerwonych w 0,9 % NaCl, czterokrotne (V/V) rozcieniczenie ptukanych
krwinek woda destylowana, zamrozenie, nastepnie rozmrozenie probek, odwirowanie przez 10
minut z predkoscig 4000 obrotow/min w celu usunigcia zrebéw komorkowych oraz ponowne
zamrozenie (zabezpieczenie) materialu w temperaturze -80 °C. Okres przechowywania

materiatu nie przekraczal 12 miesiecy.
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4.3 Metodyka badan laboratoryjnych

4.3.1 Oznaczanie calkowitej zdolnosci redukcyjnej osocza FRAP (Ferric reducing
ability of plasma, ferric reducing antioxidant power)

Zasada metody:

Catkowita zdolnos¢ antyoksydacyjna o0socza jest mierzona jako zdolnosé
antyoksydantow drobnoczasteczkowych znajdujacych si¢ w osoczu do redukcji jonow zelaza
(1), wystepujacych w postaci kompleksu z tripirydylo-triazyng (Fe**-TPTZ), do jonow zelaza
(m:

pH=3.6

Fe*-TPTZ » Fe?*-TPTZ (niebieski kolor)
antyoksydanty

Kompleks Fe?*-TPTZ charakteryzuje si¢ intensywnie niebieska barwa, i maksimum
absorbancji przy dtugosci fali A = 593 nm. Intensywno$¢ barwy jest wprost proporcjonalna do

stezenia jonow zelaza (II), co okresla potencjal antyoksydacyjny osocza.

Pomiaru zdolnosci antyoksydacyjnej osocza dokonywano W oparciu o zmodyfikowana metode
Benzie I.F.F i wsp [88] z uzyciem analizatora biochemicznego MaxMat PL (Maxmat S.A.,
Montpelier, Francja) w temperaturze 37 °C. Odczynnik roboczy FRAP stanowita mieszanina
wykonana w nastepujacej kolejnosci mieszania: bufor octanowy, TPTZ oraz FeCls w stosunku

10:1:1. Procedurg analityczng przedstawiono w Tabeli 4.

Tabela 4. Procedura analityczna oznaczen FRAP

FRAP
Slepa odczynnikowa [pl] Prébka badana[pl]
Probka badana - osocze - 5
Woda destylowana 20 15
Odczynnik roboczy FRAP 150 150

Odczyt absorbancji A=593, po 6 min.

Roéznice absorbancji (AA) pomiedzy odczytem koncowym probki badanej (A), a $lepa odczynnikowa (A1)
oblicza si¢ dla kazdej probki, a nastepnie odnosi do krzywej kalibracyjnej. Wyniki wyrazone sa w mmol/I.
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4.3.1 Oznaczanie aktywnosci peroksydazy glutationowej w osoczu

Zasada metody:

Peroksydaza glutationowa (GPx) jest katalizatorem utleniania glutationu (GSH) przez
nadtlenek wodoru. W obecnosci reduktazy glutationowej (GR) i NADPH (obecnych
w mieszaninie reakcyjnej) utleniony glutation (GSSG) ulega natychmiastowej konwersji do
formy zredukowanej, czemu towarzyszy utlenianie NADPH do NADP*, monitorowane
spektrofotometrycznie poprzez spadek absorbancji przy dhugosci fali A = 340 nm. Spadek
absorbancji jest proporcjonalny do aktywnosci peroksydazy glutationowej, a ilo$¢ jednostek

enzymatycznych obliczona jest w oparciu o wartos¢ molowego wspdiczynnika absorpcji

NADPH przy A =340 nm (6,22 x 10°mol~*cm™) [90]

GPx

GR

2GSH + H.O —— GSSG + HLO — 2 GSH
& >

Aktywno$¢ peroksydazy glutationowej oznaczono na analizatorze biochemicznym MaxMat PL

NADPH

NADP

(Maxmat S.A., Montpelier, Francja) zgodnie z procedurg przedstawiong w Tabeli 5.

Tabela 5. Procedura analityczna oznaczen aktywnos$ci peroksydazy glutationowej w osoczu

Aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej

Slepa odczynnikowa[pl] Osocze [ul]

Przygotowanie wstgpne probki - -

Bufor fosforanowy 40 35
NADPH 100 100
GR 25 25
GSH 100 100
NaNs3 25 25
Probka - 5
H>0; (rozpoczecie reakeji) 10 10

Pomiar spadku absorbancji przez kolejne 3 minuty przy dtugosci fali A = 340 nm.

Roznica absorbancji (AA) pomiedzy odczytem koficowym probki badanej (A), a $lepa odczynnikowsg (A1).
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Obliczanie wynikow:
Aktywnos¢ peroksydazy glutationowej wyliczana byla na podstawie zalezno$ci podanej
ponizej:

U/l =A A/ minx Wspélczynnik

Wspolczynnik =TVX—1000
ExSVxP

TV = calkowita obj¢to$¢ mieszaniny reakcyjnej [ul],

SV = objetos¢ badanej probki (materiatu) [pl],

E = warto$¢ molowego wspotczynnika absorpcji NADPH przy 340 nm - 6,22 x 10°mol-tcm™,
P = dlugo$¢ drogi optycznej [cm] - 0,8.

Wyliczenia aktywnosci GPx dokonywano przy uzyciu wzoru:

U/I=A A/min x 12057,9

4.3.2 Oznaczanie aktywno$¢ reduktazy glutationowej w osoczu
Zasada metody:

Reduktaza glutationowa jest katalizatorem redukcji utlenionego glutationu (GSSG) do
formy zredukowanej GSH. Reakcja przebiega w obecnosci NADPH, ktory ulega utlenieniu do
NADP*. Wielko$cig mierzong jest spadek absorbancji przy utlenieniu NADPH do NADP*
mierzony przy dtugosci fali A = 340 nm [91].

GSSG + NADPH + H¥  — > NADP* +2 GSH

Aktywnos$¢ reduktazy glutationowej (GRX) oznaczona zostata na analizatorze biochemicznym
MaxMat PL (Maxmat S. A., Montpeliere, Francja) zgodnie z procedura przedstawiong
w Tabeli 6.
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Tabela 6. Procedura analityczna oznaczen aktywnosci reduktazy glutationowej w osoczu

Slepa odczynnikowa [pl]
Osocze [pl]
Osocze [pl]
GSSG 100 100
Woda destylowana 25 -
Probka - 25
NADPH 20 20

Inkubacja przez 1 minutg.

Pomiar spadku absorbancji przez kolejne 3 minuty przy dtugosci fali A = 340 nm.

Roznica absorbancji (AA) pomigdzy odczytem koncowym probki badanej (A), a slepa odczynnikowa
(A1).

Obliczanie wynikow:

Aktywno$¢ reduktazy glutationowej wyliczano na podstawie zalezno$ci zamieszczonej ponizej.
U/l =AA/minx Wspdlczynnik

TV x1000

Wspolczynnik =
P y ExSV xP

TV = calkowita obj¢to$¢ mieszaniny reakcyjnej [ul],

SV = objetos¢ badanej probki (materiatu) [ul],

E = warto$¢ molowego wspdtczynnika absorpcji NADPH przy 340 nm- 6,22 x 10°mol*cm™,
P = dhugos¢ drogi optycznej [cm] - 0,4 dla osocza; 0,3 dla hemolizatu.

Wyliczenia aktywno$ci GRx dokonywano przy uzyciu wzoru:

U/I 0socza :AA/mm X 233]
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4.3.3 Oznaczanie stezenia zredukowanego glutationu w hemolizacie krwinek
czerwonych
Zasada metody:
Metoda oparta jest na trwatej zmianie barwy odpowiednio przygotowanego hemolizatu
krwinek czerwonych po dodaniu kwasu 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoesowego) reagujacego ze
znajdujacymi si¢ w badanym materiale grupami sulthydrylowymi. Oceny intensywnosci

powstatej barwy dokonywano przez pomiar absorbancji przy dugosci fali A = 412 nm [92].

Stezenie zredukowanego glutationu 0znaczano z wykorzystaniem analizatora biochemicznego
MaxMat PL (Maxmat S. A., Montpeliere, Francja) zgodnie z procedurg przedstawiong
w Tabeli 7.

Tabela 7. Procedura analityczna oznaczen zredukowanego glutationu w hemolizacie krwinek czerwonych

Stezenie zredukowanego glutationu

Slepa [pl] Badana [pl]
Fosforan sodu 160 160
Prébka badana - hemolizat - 40
Probka slepa 40 -
DTNB 20 20

Odczyt absorbancji po 2 min od dodania DTNB, przy dlugosci fali A =412 nm.

Roéznice absorbancji (AA) pomiedzy odczytem konicowym probki badanej (A),
a $lepa odczynnikowa (A1) obliczono dla kazdej probki, a nastepnie odniesiono do krzywej
wzorcowej. Ostateczng warto$¢ wyrazono w pmol/I.

4.3.4 Pozostale badania biochemiczne i immunochemiczne
Oznaczenia biochemiczne 1 immunochemiczne zostalty wykonane za pomoca

analizatora biochemicznego MaxMat PL (Maxmat S. A., Montpelier, Francja), z
wykorzystaniem odczynnikow oraz aplikacji dostarczonych przez firme¢ P. H. P. U. ALLMED
(Krakow). Oznaczenia peptydu C oraz reszt karbonylowych zostaty wykonane metodg ELISA.
Oznaczenie peptydu C wykonano z uzyciem odczynnikow firmy DRG International, Inc.,
oznaczenie reszt karbonylowych wykonano z zastosowaniem zestawu OxiSelect™ Protein

Carbonyl Spectrophotometric Assay (Cell Biolabs Inn). Do odczytu absorbancji uzyto czytnika
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mikroptytek EL-800 (Bio-Tek Instruments, INC, USA). Metodyke oznaczen z przedziatami
referencyjnymi przedstawiono w Tabeli 8.
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Tabela 8 Badania biochemiczne i immunochemiczne, metodyka oraz przedzialy referencyjne

Oznaczenie

Metoda

Zasada metody

Jednostka

Wartosci
referencyjne

bialko C-
reaktywne
(hsCRP)

Metoda

immuno

turbidymetryczna, pomiar

punktu koncowego.

Aglutynacja lateksu
optaszczonego kroliczymi
przeciwciatami skierowanymi przeciw

ludzkiemu CRP

czastek

mg/I

0,1-3,1 mg/l

Glukoza

Enzymatyczna,
kolorymetryczna

Utlenianie glukozy przez oksydazg
glukozowsa z powstaniem H20g,
nastgpnie H202 ulega redukcji w reakcji
z 4-aminoantypiryng 1  fenolem,
katalizowej przez peroksydaze z
powstaniem  barwnego  kompleksu
czerwonego chinonu oraz H20

mmol/I

3,9-5,6 mmol/Il

Fruktozamina

Kolorymetryczna

Glikowane biatka surowicy redukuja
sole btekitu nitrotetrazoliowego (NBT)
w $rodowisku alkalicznym. Szybko$é
powstawania formazanu jest
proporcjonalna do stezenia glikowanych
biatek w surowicy

umol/l

205-285 umol/I

Peptyd C

Metoda

immunochemiczna

kompetytywna

Peptyd C znajdujacy si¢ w probee,
wspotzawodniczy z  Koniugatem
(biotynylowanym  peptydem C) o
miejsce wigzania na plytce reakcyjnej,
ktora  oplaszczona  jest mysimi
przeciwciatami  IgG  skierowanymi
przeciwko  Peptydowi C.  Ilos¢
zwigzanego koniugatu jest odwrotnie
proporcjonalna do ilo$ci Peptydu C w
badanej probce.

ng/ml

05-3.2 ng/ml

Reszty
karbonylowe

Metoda

immunoenzymatyczna

Reszty karbonylowe zawarte w probce
adsorbuja do powierzchni  ptytki
reakcyjnej, po ulegaja
derywatyzacji z uzyciem
dinitrofenylohydrazyna (DNTB).
Utworzony zwigzek ulega reakcji z
przeciwciatami skierowanymi przeciw
DNT. W kolejnym etapie utworzony
kompleks immunologiczny ulega reakcji
ze znakowanym przeciwcialem. Ilo$é¢

czym

reszt karbonylowych w probee jest
okre$lana przez poréwnanie do Krzywej
wzorcowej, sporzadzonej w oparciu o
znane stezenia utlenionego i
zredukowanego  BSA  (Surowicza
albumina wotowa - Bovine Serum
Albumin) zmieszane w odpowiednich

proporcjach.

pg/ml
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4.4 Analiza statystyczna
Normalnos¢ rozktadu poszczegdlnych zmiennych badano za pomoca testu Shapiro Wilka.

Zmienne o rozktadzie réznym od normalnego poddano transformacji logarytmicznej, co
pozwolito uzyskac rozktad normalny. Wyniki badan w obu grupach opracowano wykorzystujac
metody statystyki opisowej z uwzglednieniem parametrow rozktadu, takich jak: $rednia
arytmetyczna £ SD, mediana (najnizszy - najwyzszy kwartyl). Korelacje migdzy parami
zmiennych okres$lono testem Pearsona, uzywajac zmiennych po transformacji. W ocenie roéznic
miedzy uzyskanymi wynikami uzyto testu t dla zmiennych parametrycznych oraz testu
U Manna-Whitneya, jesli zmienne miaty charakter nieparametryczny. Za istotne statystycznie
uznano wyniki, dla ktérych poziom istotnosci nie przekraczat 0,05. W analizie statystycznej
wykorzystano program Statistica 10.0 (StatSoft Inc.) oraz Microsoft Office Excel 2007
(Microsoft Corporation).

W celu oceny wptywu insulinoopornosci, wskaznikow wyrownania metabolicznego
oraz suplementacji zelazem na wskazniki stresu oksydacyjnego w cukrzycy cigzowej
przeprowadzono analiz¢ regresji logistycznej. Wykorzystano modele zgodnie ze schematem
przedstawionym w Tabeli 14. Wykorzystano dwa modele regresji. Model I polegal na
wykorzystaniu jako zmiennej dychotomicznej mediany wybranego markera stresu
oksydacyjnego, zestawiono ja ze wszystkimi warto$ciami zmiennych objasniajacych.
W modelu 1l mediany markerow stresu oksydacyjnego zestawiono ze zmiennymi
objasniajagcymi, dla ktorych istniejg kliniczne przestanki mozliwosci wspdtistnienia
z wigkszym wytwarzaniem reaktywnych form tlenu. Ze wzgledu na uzyskanie znamienne;j
roznicy miedzy grupa badang oraz kontrolng dla parametru ,,Wiek cigzy”, poréwnanie
parametrOw stresu oksydacyjnego wykonano takze z uzyciem analizy regresji logistycznej, nie

uwzgledniajac tej zmienne;.
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5. Wyniki
Cigzarne z grupy badanej i kontrolnej nie r6znity si¢ miedzy sobg pod wzgledem wieku, ilosci
przebytych cigz, wzrostu ani BMI przed cigza, mimo znamiennie wigkszej masy ciata przed
cigza w grupie badanej. Procent kobiet otrzymujacych preparaty zelaza byt jednakowy w obu
grupach. Pacjentki z cukrzyca cigzowa byly wlaczone do badania w istotnie pdzniejszej cigzy
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Wptyw wieku cigzowego zostal w analizie porownawczej

parametréw stresu oksydacyjnego wyeliminowany przy uzyciu analizy regresji logistyczne;.

Porownanie cech demograficznych i klinicznych grupy badanej i kontrolnej

przedstawiono w Tabeli 9.

Tabela 9. Charakterystyka demograficzna i kliniczna grupy badanej i kontrolnej

Parametr Grupa kontrolna Grupa badana p

Wiek (lata) 29,71 £3,58 31,41+3,98 0,106
Ciaza 1(1-2) 2 (1-2) 0,207
Tydzien ciazy 28 33 <0,001
Waga przed cigza ( kg) 55 (52-65) 66,52+13,34 0,008
Wozrost (cm) 161£7,61 164+4,88 0,073
BMI 21,23 (20,20-22,77) 24,09 (21,48-25,95) 0,118
Suplementacja zelazem (%) 33,89 32,50

Wyniki przedstawiono jako: srednia+SD oraz mediana (najnizszy — najwyzszy kwartyl)

W badanych grupach porownano poziom wybranych markeréw stresu oksydacyjnego
i obrony antyoksydacyjnej. Porownano zarowno  zawartos¢  antyoksydantow
nieenzymatycznych, jak i aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych. Oznaczono poziom
glikemiii na czczo i okreslono wyrownanie metaboliczne w dniu wiaczenia do badania oraz
retrospektywnie na podstawie stezenia fruktozaminy. Oznaczono markery oksydacji biatek
oraz stanu zapalnego. Wyniki poréwnan wskaznikow stresu oksydacyjnego 1 wyrd6wnania

metabolicznego w badanych grupach przedstawiono w Tabeli 10.
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Tabela 10. Porownanie wskaznikow stresu oksydacyjnego i wyréwnania metabolicznego cukrzycy miedzy

grupami
Parametr Grupa kontrolna Cukrzyca cigzowa U-Mann | Regresja

[mediana (gorny- mediana (gorny-dolny UMY || @88 5E
dolny kwartyl)] kwartyl)]

FRAP [ mmol/I] 0,935 (0,871-1,100) 0,931 (0,780-0,999) p=0,721 | p=0,110

GRosocze [U/1] 57,81 (55,48-65,27) 52,68 (46,38-61,77) p=0,013 | p<0,001

GPxosocze [U/1] 593,25 (460,61-688,51) | 502,81 (397,91-661,98) | p=0,041 | p=0,245

Glutation zredukowany 0,14 (0,11-0,18) 0,12 (0,10-0,16) p=0,727 | p=0,534

[umol/l]

Glukoza [mmol/I] 4,60 (4,30-4,90) 4,50 (4,10-5,00) p=0,763 | p=0,892

Fruktozamina [pumol/I] 239,40 (216,00-259,10) | 207,45 (192,50-235,15) | p<0,001 | p=0,017

Reszty karbonylowe [pg/ml] 1,55 (1,44-1,86) 2,05 (1,21-2,38) p=0,056 | p=0,042

Peptyd C [ng/ml] 2,23 (1,74-1,74) 2,06 (1,62-2,34) p=0,093 | p=0,038

CRP [mg/dl] 2,13(1,11-4,62) 1,80 (0,99-3,91) p=0,807 | p=0,128

FRAP - catkowity potencjat redukcyjny osocza — zdolnos¢ osocza do redukeji zelaza (ferric reducing ability of
plasma); GRosocze —aktywno§é  reduktazy glutationowej w o0soczu; GPxosocze- aktywno$é peroksydazy
glutationowej w osoczu; Glukoza- stezenie glukozy na czczo; Fruktozamina — stezenie fruktozaminy; Reszty
karbonylowe — stezenie reszt karbonylowych; Peptyd C — stezenie peptydu C; CRP- stezenie biatka C-
reaktywnego;

Nie stwierdzono réznic w poziomie antyoksydantow drobnoczasteczkowych migdzy
badanymi grupami, zarowno mierzonych jako catkowita zdolnos$¢ redukcyjna osocza (FRAP)
jak 1 jako stgzenie wewnatrzkomorkowego glutationu. U kobiet z cukrzyca ciagzowa
stwierdzono znamienne mniejszg aktywno$¢ reduktazy glutationowej w osoczu. Wykazano
spadek aktywnosci peroksydazy glutationowej w osoczu u kobiet z cukrzycg, cho¢ po
wyeliminowaniu wplywu tygodnia cigzy nie zaobserwowano znamiennosci. Stezenie glukozy
na czczo w chwili wlaczenia do badania nie r6znito si¢ migedzy grupami, jednak zaobserwowano
znamiennie mniejsze stezenie fruktozaminy oraz peptydu C w grupie badanej w porownaniu
do kontrolnej. Po wyeliminowaniu wptywu tygodnia cigzy stwierdzono znamiennie wigksze
stezenie reszt karbonylowych w surowicy kobiet z GDM. Nie wykazano natomiast réznic

w poziomie biatka C- reaktywnego.

Wykorzystujac korelacje Pearsona poszukiwano zalezno$ci migdzy stezeniem glukozy
badanej na czczo i stezeniem fruktozaminy, a poszczegdlnymi markerami stresu oksydacyjnego

i obrony antyoksydacyjnej. Wykazano zwigzek pomiedzy stezeniem fruktozaminy oraz
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aktywnos$cig peroksydazy glutationowej. W przypadku pozostatych wskaznikow stresu
oksydacyjnego nie zaobserwowano zwiazku ze stgzeniami glukozy ani fruktozaminy (Tabela
11).

Tabela 11. Ocena korelacji wskaznikéw stresu oksydacyjnego ze stezeniem glukozy i fruktozaminy w
grupie kobiet z cukrzyca ciazowa i w grupie kontrolnej

Pierwsza zmienna D(uga Grupa kontrolna Grupa badana
zmienna

N 36 52
r p r p
FRAP osocze Glukoza 0,0244 | 0,896 -0,0436 0, 761
Fruktozamina | 0, 0128 0, 947 -0,1921 0, 173
Reduktaza glutationowagsocze Glukoza 0, 1692 0, 363 0, 0271 0, 852
Fruktozamina | - 0,1833 | 0,332 -0,0851 0,553
Peroksydaza glutationowagsocze Glukoza 0, 2366 0, 200 -0,1665 0,248
Fruktozamina | -0,0074 0,016 0,0378 0,392
Glutation zredukowanynemolizat Glukoza -0,1344 0,479 -0,0050 0,973
Fruktozamina | 0, 0551 0,776 -0,0284 0,846
Grupy karbonylowesurowica Glukoza -0,0262 0, 889 -0,0807 0,635
Fruktozamina | -0,2721 0, 146 0, 1765 0,289

Poszukiwano rowniez wspotzalezno$ci migdzy st¢zeniem peptydu C a markerami stresu
oksydacyjnego i obrony antyoksydacyjnej. Uzyskane wyniki zebrano w Tabeli 12 oraz na
Rysunkaach 1-3. Stwierdzono znamienng korelacje pomiedzy stgzeniem peptydu C i FRAP,
aktywnoscig reduktazy glutationowej w osoczu oraz stezeniem zredukowanego glutationu
w grupie kontrolnej. W grupie badanej nie stwierdzono zadnych istotnych zaleznosci pomigdzy

stezeniem peptydu C, a badanymi markerami stresu oksydacyjnego.
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Tabela 12. Ocena korelacji wskaznikéw stresu oksydacyjnego i stezenia peptydu C w grupie kobiet z
cukrzyca ciazowa i w grupie kontrolnej.

Pierwsza zmienna Druga Grupa kontrolna Grupa badana
zmienna
N 36 52
r p r p
FRAP ssocze Peptyd C 0, 3890 0, 037 0, 1646 0,269
Reduktaza glutationowagsocze Peptyd C 0, 4740 0,009 -0,0086 0,954
Peroksydaza glutationowagsocze | Peptyd C 0, 3631 0,053 0, 1532 0,304
Glutation zredukowanynemolizat | Peptyd C -0,4029 0,030 0, 1241 0,422
Grupy karbonylowesurowica Peptyd C 0, 3075 0, 105 0, 3075 0,060
10

9| ° ]

8 | ,

7 ,

Peptyd C [ng/ml]

0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 11 1,2 1,3

FRAP [mmol/l]

Rysunek 1. Wspolzalezno$¢ pomiedzy stezeniem Peptydu C [ng/ml] a FRAP [mmol/l] u zdrowych
ciezarnych. Wspoélzaleznos¢ wyrazona jest wzorem: Peptyd C =-1,319 + 4,4891 x FRAP (r=0,3890,
p =0,037)
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10

Peptyd C [ng/ml]

i
L

1,60 1,65 1,70 1,75 1,80 1,85 1,90 1,95 2,00

log GR [U/1]

Rysunek 2 Wspolzaleznosé¢ pomiedzy stezeniem Peptydu C [ng/ml] a logarytmem GR [U/I] u
zdrowych ciezarnych. Wspélzalezno$¢ wyrazona jest wzorem: Peptyd C = -21,67 + 13,833 x log
GR (r=0, 4740, p =0,009).
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Rysunek 3 Wspolzalezno$¢ pomiedzy stezeniem Peptydu C [ng/ml] a logarytmem GR [U/I] u
zdrowych ciezarnych. Wspolzalezno$¢ wyrazona jest wzorem: Peptyd C = -0,9350 - 4,483 x log
GSH (r=-0,4029, p=0,030).

Zastosowane modele regresji logistycznej opisano w Rozdziale 3.3. Charakterystyke
modeli przedstawiono w Tabeli 13. Uzyskane wyniki analizy regresji w oparciu 0 przyjete

modele dla obu grup (kontrolnej i badanej) zestawiono w Tabelach 14-17.
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Tabela 13. Charakterystyka modeli regresji logistycznej wykorzystanej w analizie obu porownywanych grup.

Model | Zmienna Zmienne objasniajace
dychotomiczna
la Mediana FRAP Suplementacja Stezenie glukozy | Ste¢zenie fruktozaminy | St¢zenie hsCRP | Stezenie Peptydu C [ng/ml]
zelaza ( tak/nie) [mmol/l] umol/1 [mg/dl]
Ib Mediana aktywno$ci GR | Suplementacja Stezenie glukozy | Stezenie fruktozaminy | Stezenie hsCRP | Stezenie Peptydu C [ng/ml]
W 0S0czu zelaza ( tak/nie) [mmol/l] pmol/1 [mg/dI]
Ic Mediana  aktywnosci | Suplementacja Stezenie glukozy | Stezenie fruktozaminy | Stezenie hsCRP | Stezenie Peptydu C [ng/ml]
PGx w osoczu zelaza ( tak/nie) [mmol/l] pmol/1 [mg/dI]
Id Mediana stezenia grup | Suplementacja Stezenie glukozy | Stezenie fruktozaminy | Stezenie hsCRP | Stezenie Peptydu C [ng/ml]
karbonylowych zelaza ( tak/nie) [mmol/1] umol/l [mg/dI]
lla Mediana stezenia FRAP | Suplementacja Stezenie glukozy > | Stezenie fruktozaminy < | Stezenie hsCRP > 3 | Stezenie Peptydu C < 2,23
zelaza ( tak/nie) 5,5 mmol/l 251 pmol/l [mg/dI] ng/ml /<2,06 ng/ml
b Mediana aktywnosci GR | Suplementacja Stezenie glukozy > | Stezenie  fruktozaminy< | Stezenie hsCRP > 3 | Stezenie Peptydu C < 2,23
w osoczu zelaza ( tak/nie) 5,5 mmol/l 251 pmol/l [mg/dI] ng/ml /<2,06 ng/ml
llc Mediana  aktywnos$ci | Suplementacja Stezenie glukozy > | Stezenie fruktozaminy < | Stezenie hsCRP > 3 | Stezenie Peptydu C < 2,23
PGx w osoczu zelaza ( tak/nie) 5,5 mmol/l 251 pmol/l [mg/dI] ng/ml /<2,06 ng/ml
Id Mediana stezenia grup | Suplementacja Stezenie glukozy > | Stezenie fruktozaminy < | Stezenie hsCRP > 3 | Stezenie Peptydu C < 2,23
karbonylowych zelaza ( tak/nie) 5,5 mmol/l 251 pmol/l [mg/dI] ng/ml /<2,06 ng/ml
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Tabela 14. Model | regresji logistycznej dla grupy kontrolnej

Zmienna Zmienne objasniajace
Dychotomiczna
Grupa kontrolna | Suplementacja Stezenie Stezenie Stezenie Stezenie
zelaza(tak/nie) glukozy fruktozaminy CRP Peptydu C
[mmol/l] [1mol/] [mg/dI] [ng/mi]
FRAP < 0,935 Chi2= 8,1633; p modelu = 0,1475
[mmol/I]

P 0,9880 0,7710 0,3337 0,2939 0,1083
lloraz szans 1,0182 0,7657 1,0157 1,2968 2,5378
-95% CL 0,0834 0,1143 0,9823 0,7760 0,7624
+95% CL 12,4323 5,1292 1,0503 2,1672 8,4476
Mediana GRosocze < Chi2=5,0791; p modelu = 0,4063
57 [u/l]
P 0,8795 0,8241 0,6615 0,7649 0,1295
lloraz szans 0,8458 0,8252 0,9936 0,9344 0,5266
95 CL 0,0855 0,1374 0,9642 0,5838 0,2190
95 CL 8,3630 4,9547 1,0240 1,4956 1,2661
Mediana GPXosocze Chi2=10,750; p modelu = 0,0566
< 593,25 [U/I]
P 0,1832 0,0679 0,9919 0,2267 0,0612
lloraz szans 8,8907 0,1154 0,9992 0,7260 1,8159
95 CL 0,2955 0,0099 0,9643 0,4191 0,9377
95 CL 267,53 1,3406 1,0366 1,2575 3,5164
Mediana Reszty Chi2=9,3086; p modelu = 0,0974
karbonylowe >1,55
[ug/ml]
P 0,4393 0,2262 0,2732 0,0436 0,9707
lloraz szans 2,6425 3,3849 0,9820 1,8233 0,9878
95 CL 0,1951 0,4189 0,9488 0,9835 0,4929
95 CL 35,7906 27,3490 1,0163 3,3802 1,9794

Dla zadnej zmiennej dychotomicznej, ktora stanowiag mediany wybranych
markeréw stresu oksydacyjnego, w modelu pierwszym dla grupy kontrolnej (Tabela
15) nie znaleziono znamienno$ci. Nie mozna zatem stwierdzié, ze wybrane zmienne

objasniajgce majg wptyw na badane markery stresu oksydacyjnego,
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Tabela 15. Model I regresji logicznej dla grupy badane;j.

Zmienna Zmienne objasniajace
Dychotomiczna
Grupa badana Suplementacja Stezenie Stezenie Stezenie Stezenie
zelaza(tak/nie) glukozy fruktozaminy CRP Peptydu C
[mmol/l] [1mol/] [mg/dI] [ng/mi]
Mediana FRAP Chi2=1,1184; p modelu = 0,9525
FRAP < 0,915
[mmol/1]

P 0,9049 0,9141 0,8042 0,8991 0,3171
lloraz szans 0,9082 1,1750 0,9977 1,0133 1,7746
-95% CL 0,9792 0,0552 0,9792 0,8188 0,5493
+95% CL 1,0166 24,9960 1,0166 1,2541 5,7328
Mediana GRosocze < Chi2=2,8708; p modelu = 0,7199
52,68 [U/1]
P 0,6876 0,1309 0,9803 0,4679 0,9400
lloraz szans 1,3977 0,3331 1,0000 1,0829 1,0452
95 CL 0,2545 0,0752 0,9814 0,8651 0,3144
95 CL 7,6770 1,4754 1,0195 1,3557 3,4739
Mediana GPXosocze Chi2=2,4113; p modelu = 0,7898
< 502,81 [U/l]
P 0,7940 0,8675 0,7310 0,6466 0,2043
lloraz szans 0,8053 0,8948 0,9968 0,9521 0,4582
95 CL 0,1477 0,2290 0,9780 0,7651 0,1303
95 CL 4,3913 3,4966 1,0159 1,1850 1,6111
Mediana Reszty Chi2=2,5174; p modelu = 0,7739
karbonylowe
>2,05 [[ug/ml] ]
P 0,6842 0,5988 0,2598 0,4925 0,6351
lloraz szans 1,5100 0,6730 1,0167 1,0803 1,3890
95 CL 0,1881 0,1433 0,9864 0,8571 0,3346
95 CL 12,1211 3,1620 1,0480 1,3615 5,7658

Podobnie jak w przypadku grupy kontrolnej, rowniez analiza regresji

logistycznej dla grupy badanej (Tabela 16) ze wzgledu na brak istotnosci modeli, nie
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pozwala stwierdzi¢ wptywu suplementacji zelaza, stezenia glukozy na czczo, stezenia

fruktozaminy, stezenia CRP i/lub st¢zenia peptydu C na wybrane zmienne

dychotomiczne.

Tabela 16. Model 11 regresji logistycznej dla grupy kontrolnej.

Zmienna Zmienne objasniajace
Dychotomiczna
Grupa kontrolna | Suplementacja Stezenie Stezenie Stezenie Stezenie
zelaza(tak/nie) glukozy fruktozaminy hsCRP Peptydu C
>5,5 <251[umol/1]
mmol/l >3 [mg/dl] | <2,23 [ng/ml]
Mediana FRAP Chi2=2,9071; p modelu = 0,7143
FRAP < 0,935
[mmol/1]

P 0,9408 0,9948 0,4605 0,7062 0,7847
lloraz szans 1,0813 0,5045 1,0113 1,4099 0,7974
-95% CL 0,1221 0,1342 0,9798 0,2130 0,1429
+95% CL 9,5748 3,1719 1,0439 9,3319 4,4480
Mediana GRosocze Chi2=3,6071; p modelu = 0,6072
<57 [U/]
P 0,5797 0,9992 0,3421 0,4320 0,5646
lloraz szans 0,5283 0,0570 0,4254 2,0751 1,6242
95 CL 0,0484 0,1242 0,0659 0,3022 0,2832
95 CL 5,7607 3,1917 2,7475 14,2499 9,3117
Mediana GPXosocze Chi2=2,2028; p modelu = 0,8204
< 593,25 [U/l]
P 0,0515 0,6641 0,3212 0,2872 0,0418
lloraz szans 15,7609 0,3781 1,0177 0,3142 0,1259
95 CL 0,8353 0,0036 0,9809 0,0329 0,0153
95 CL 297,3570 39,3103 1,0559 2,9979 1,0396
Mediana Reszty Chi2=7,7405; p modelu = 0,1712
karbonylowe
>1,55 [pug/ml]
P 0,6525 0,9994 0,1916 0,1690 0,7325
lloraz szans 1,6316 0,0045 0,9769 3,9131 0,7394
95 CL 0,1711 0,0042 0,9415 0,5001 0,1183
95 CL 15,5571 3,1719 1,0138 30,6158 4,6178
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Ograniczajac ilos¢ wynikow zmiennych objasniajgcych jedynie do takich, ktore
uwaza si¢ za istotne dla rozwoju chorob zwigzanych z wystepowaniem zaburzen
rownowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej, nie znaleziono istotnych zaleznosci dla

zmiennych dychotomicznej w grupie kontrolnej ( Tabela 17).

Tabela 17. Model 11 regresji logistycznej dla grupy badane;j.

Zmienna Dychotomiczna Zmienne objasniajace
Grupa badana Suplementacja | Stezenie Stezenie Stezenie Stezenie
zelaza(tak/nie) | glukozy | fruktozaminy | hsCRP>3 Peptydu
>5,5 <251 [mg/dl] C<2,06
mmol/l [ng/ml]
Mediana FRAP FRAP < Chi2=1,9812; p modelu = 0,8517
0,915 [mmol/]
P 0,9227 0,9087 0,9251 0,1986 0,4568
lloraz szans 0,9255 1,1948 0,9166 2,6122 0,5704
-95% CL 0,1808 0,0499 0,1376 0,5669 0,1219
+95% CL 4,7361 28,6142 6,1072 12,0371 2,6688
Mediana GRosocze < 52,68 Chi2=0,2832; p modelu = 0,9976
[un
P 0,9781 0,8726 0,9545 0,8920 0,6468
lloraz szans 1,0217 1,2739 0,9496 0,9070 0,7160
95 CL 0,2070 0,0580 0,1486 0,2085 0,1612
95 CL 5,0408 27,9648 6,0657 3,9450 3,1801
Mediana GPXgsocze < Chi2=2,5246; p modelu = 0,7728
502,81 [U/l]
P 0,8656 0,5074 0,7060 0,5389 0,2730
lloraz szans 0,8713 0,6615 0,7036 1,5743 2,2612
95 CL 0,1646 0,1848 0,1046 0,3476 0,4934
95 CL 4,6096 2,3677 4,7319 7,1298 10,3624
Mediana Reszty Chi2=5,4380; p modelu = 0,3648
karbonylowe >2,05
[ng/ml]
P 0,8425 0,6220 0,3004 0,1510 0,1284
lloraz szans 0,8254 2,2009 0,2493 3,4651 0,2536
95 CL 0,1135 0,0821 0,0158 0,5849 0,0397
95 CL 6,0025 59,0168 3,9286 20,5274 1,6207
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Podobnie jak w przypadku modelu 1l dla grupy kontrolnej, w grupie badanej
(Tabela 17) nie znaleziono istotnych powigzan mi¢dzy wyliczonymi warto$ciami
zmiennych dychotomicznych a klinicznie istotnymi warto§ciami zmiennych
objasniajacych. Nie da si¢ zatem w zadnym z badanych powyzej przypadkow modelu
Il stwierdzi¢ wplywu wybranych zmiennych objasniajgcych na wskazniki stresu

oksydacyjnego.

W poszukiwaniu modelu, ktéry wykazatby istotne zalezno$ci miedzy badanymi
parametrami, dla wybranych modeli i zmiennych przeprowadzono regresje¢ logistyczna
wsteczng, polegajaca na eliminacji najmniej istotnych zmiennych objasniajacych.

Modyfikacje modeli zebrano w Tabelach 18-20.

Tabela 18. Modyfikacja modelu I regresji logistycznej - Mediana aktywnos$ci GPx w osoczu

Zmienna Zmienne objasniajace
Dychotomiczna
Grupa kontrolna | Suplementacja Stezenie Stezenie Stezenie Peptydu C
zelaza(tak/nie) glukozy CRP [ng/mi]
[mmol/I] [ma/dl]
Mediana GPXgsocze Chi2=10,284; p modelu = 0, 03593
< 593,25 [U/]
P 0,3065 0,07728 0,2202 0,0328
lloraz szans 3,4035 0,1339 0,7211 2,0006
95 CL 0,2873 0,01279 0,4159 1,0233
95 CL 40,3210 1,4022 1,2503 3,9109
Grupa kontrolna Stezenie glukozy Stezenie hsCRP Stezenie Peptydu C
[mmol/l] [mg/dI] [ng/ml]
Mediana GPXosocze Chi2=10,256; p modelu = 0, 0165
< 593,25 [U/]
P 0,0559 0,2320 0,0197
lloraz szans 0,1186 0,7360 2,0738
95 CL 0,0112 0,4344 1,0901
95 CL 1,1741 1,2468 3,9452
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Regresja logistyczna wsteczna umozliwila oszacowanie prawdopodobienstwa
wpltywu wybranych zmiennych objasniajagcych na obnizenie aktywnos$ci peroksydazy
glutationowej w osoczu. Wykazano, ze najsilniejsza zalezno$¢, warunkujacg istotnosé
calego modelu, ma stgzenie peptydu C. Powigzanie to zaobserwowano jedynie dla

grupy kontrolnej w modelu I.

Za pomocy regresji logistycznej wstecznej poszukiwano istotnego modelu dla

zmiennych objasniajacych majacych wptyw na wzrost stezenia reszt karbonylowych.
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Tabela 19. Modyfikacja modelu I regresji logistycznej - Mediana stezenia reszt karbonylowych

Zmienna
Dychotomiczna

Zmienne objasniajace

Grupa kontrolna | Suplementacja Stezenie Stezenie Stezenie CRP
zelaza(tak/nie) glukozy fru[lﬁfnz(ir/r; ]I ny [m/di]
[mmol/I]
Mediana Reszty Chi2=9,3072; p modelu = 0, 05389
karbonylowe
>1,55 [pg/ml]
P 0,4355 0,2143 0,2724 0,0433
lloraz szans 2,6211 3,3537 0,9820 1,8246
95 CL 0,2034 0,4468 0,9490 0,9858
95 CL 33,7808 25,1707 1,0162 3,3774
Grupa kontrolna Stezenie glukozy Stezenie fruktozaminy Stezenie hsCRP
[mmol/l] [kmol] [mg/di]
Mediana Reszty Chi2=7,0578; p modelu = 0, 07010
karbonylowe
>1,55 [pug/ml]
P 0,1894 0,2209 0,0788
lloraz szans 3,1653 0,9837 1,5106
95 CL 0,5207 0,9568 0,9325
95 CL 19,2396 1,0113 2,4472

Grupa kontrolna

Stezenie glukozy

[mmol/I]

Stezenie hsCRP
[ma/dl]

Mediana Reszty

karbonylowe >1,55

Chi2=5,5904; p modelu = 0, 06112

[ng/ml]

P 0,1896 0,0877
lloraz szans 3,1803 1,4615
95 CL 0,5222 0,9271
95 CL 19,3682 2,3039
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Tabela 20. Modyfikacja modelu Il regresji logistycznej - Mediana stezenia reszt karbonylowych
[pg/ml]

Zmienna Zmienne objasniajace
Dychotomiczna
Grupa kontrolna Suplementacja Stezenie fruktozaminy Stezenie hsCRP
zelaza(tak/nie) <251 [umol/1] >3 [mg/dI]

Mediana Reszty Chi2=7,2490; p modelu = 0, 06439
karbonylowe >1,55
[ng/ml]
P 0,4333 0,1327 0,0709
lloraz szans 2,4330 3,9626 5,8178
95 CL 0,2339 0,5985 0,7778
95 CL 25,3052 26,2356 43,5133

Brak istotno$ci wszystkich prezentowanych modeli wskazuje na brak wptywu

wybranych zmiennych objasniajacych na wzrost stezenia reszt karbonylowych.
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6. Dyskusja

Cukrzyca wystepujaca W cigzy to jedno z kilku najpowazniejszych jej powiktan.
Znaczenie choroby podkresla fakt, ze na przestrzeni ostatnich trzech lat zmienity sig
definicje stanow zwigzanych z zaburzeniami st¢zenia glukozy we krwi w cigzy. Do
2013 roku obowigzywala jedna definicja cukrzycy w cigzy: cukrzyca cigzowa,
okreslana jako wszelkie postacie zaburzenia tolerancji glukozy po raz pierwszy
wykryte w ciazy. W tej definicji miescity si¢ zarowno pacjentki, dla ktorych zmiany
metabolizmu glukozy wystapity po raz pierwszy w ciazy, jak i takie pacjentki, ktore
cierpialy na niewykrytg przed poczeciem cukrzyce [3]. Obecnie, zgodnie z nowymi
kryteriami rozpoznania i klasyfikacji, wprowadzonymi na podstawie wynikow duzych
badan epidemiologicznych, jak HAPO (Hyperglycemia and Adverse Pregnancy
Outcomes) Stydy [93], w =zaleznosci od glikemii na czczo, stgzenia glukozy
w 2. godzinie OGTT lub na podstawie warto$ci glikemii przygodnej wyrdznia si¢ dwie
formy hiperglikemii stwierdzonej w ciazy: cukrzyce w ciazy (ci¢zarne, U ktorych
z duzym prawdopodobienstwem choroba istniata przez zajsciem w cigze¢) oraz cukrzyce
cigzowa, w ktorej glikemia na czczo i w OGTT jest zwickszona, ale warto$ci stezenia
glukozy na czczo sg mniejsze od wartosci przyjetych jako ogolne kryteria rozpoznania
cukrzycy (Tabela 1) [4]. Choé¢ patomechanizm rozwoju cukrzycy cigzowej nie jest
jasny, poszukuje si¢ powigzan schorzenia z czynnikami mogacymi mie¢ wptyw na

rozwdj zardwno insulinoopornosci jak i zaburzen sekrecji insuliny.

Niniejsze badanie miato na celu okreslenie zmian w procesach oksydacyjnych
i antyoksydacyjnych oraz ich zwigzku ze stanem gospodarki we¢glowodanowej, stanem
zapalnym i suplementacja zelaza u kobiet z cukrzyca cigzowa w poréwnaniu do grupy
kontrolnej ztozonej z cigzarnych bez cukrzycy. Proces diagnostyczny pacjentek
i rozpoznanie cukrzycy cigzowej opieraly si¢ na rekomendacjach Polskiego

Towarzystwa Diabetologicznego z lat 2009-2012.

Wszystkie badane ci¢zarne, bez wzgledu na grupe, miaty okoto 30 lat, byly
sredniego wzrostu I W pierwszej badz drugiej cigzy. W chwili rozpoczecia badania,
u kazdej kobiety w cigzy rekomendowane byto wykonywanie migdzy 24 a 28

tygodniem cigzy testu przesiewowego obcigzenia 50 gramami glukozy z pomiarem
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glikemii po godzinie od spozycia glukozy. Test wykonywany byl w dogodnym dla
ciezarnej terminie, bez wczesniejszego przygotowania pacjentki. Dopiero uzyskanie
wyniku powyzej wartosci decyzyjnej (140 mg/dl) wskazywalo na konieczno$¢
wykonania testu diagnostycznego obciazenia 75 gramami glukozy z pomiarem probek
krwi na oznaczenie glikemii na czczo i po dwoch godzinach od obcigzenia. Z tego
powodu, kobiety z rozpoznang cukrzyca cigzowa byty kwalifikowane do badania
w starszej cigzy, w porownaniu do grupy kontrolnej, rekrutowanej zaraz po uzyskaniu

ujemnego wyniku testu przesiewowego.

Pacjentki z wykryta hiperglikemia miaty rowniez znamiennie wigksza mas¢
ciata oraz BMI przed cigzg, cho¢ érednie dla obu grup miescity sie w zakresie warto$ci
prawidlowych. Wigksza waga przed ciaza, a tym samym podwyzszony wskaznik BMI
przyczyniaja si¢ do zwigkszenia ryzyka zachorowania na cukrzyce w cigzy oraz
sprzyjaja wystepowaniu powiktan okotoporodowych — sg uznanym czynnikiem ryzyka

hiperglikemii w cigzy [94, 95, 96].

Rownowage oksydacyjno-antyokksydacyjng okreslano miedzy innymi przez
oznaczenia enzymatycznych i nieenzymatycznych antyoksydantow w 0Soczu oraz
hemolizacie krwinek czerwonych. Zaobserwowano spadek aktywnos$ci reduktazy oraz
peroksydazy glutationowej w osoczu u pacjentek z GDM w poréwnaniu do zdrowych
cigzarnych. Catkowita zdolnos$¢ antyoksydacyjna 0socza, wyrazona za pomocg FRAP,
nie roznita si¢ w badanych grupach. Mozna na tej podstawie wnioskowac, ze u kobiet
z GDM poziom antyojsydantéw drobnoczasteczkowych nie zmienia si¢ w tym samym
kierunku, co zmiany aktywnosci enzymoéw antyoksydacyjnych. Spadek aktywnosci
osoczowych enzymow, swiadczy o reakcji na zwigkszong produkcje RFT. Uzyskane
w niniejszym badaniu wyniki potwierdzajg inne doniesienia, w ktorych nie wykryto
zmian w calkowitej zdolno$ci antyoksydacyjnej osocza, mimo zmian w aktywno$ci
enzymow, bedacych markerami stresu oksydacyjnego [97]. Zgodnie z licznymi
doniesieniami, aktywnosci enzymow bedacych markerami stresu oksydacyjnego
ulegaja dynamicznym zmianom u kobiet z GDM, a brak jednoznacznego kierunku
zmian potwierdza duzg dynamike procesow oksydacyjno —antyoksydacyjnych w ciazy,

odzwierciedlajaca konieczno$¢ dostosowania mechanizmoéw antyoksydacyjnych do
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zmieniajgcych si¢ warunkéw zwiekszonego narazenia na reaktywne formy tlenu [82,

98, 99, 100, 101].

W prezentowanym badaniu obserwowano znamienne obnizenie aktywnosci
peroksydazy glutationowej u kobiet z GDM. Podobny proces zostal opisany przez
francuskich badaczy, ktorzy potwierdzili spadek aktywnosci tego enzymu zaréwno
u kobiet z GDM jak i u cigzarnych z cukrzyca przedcigzowa [82]. Sugeruje si¢, ze
najsilniejsze zmiany zachodzg w trzecim trymestrze cigzy, a obnizenie aktywnosci
moze dotyczy¢ dwu izoform peroksydazy: osoczowej i wewnatrzkrwinkowe;j [82, 102].
Nalezy jednak podkresli¢, ze naukowcy nie sa zgodni co do znaczenia tych zmian,
anawet nie obserwujg wahan aktywnos$ci peroksydazy glutationowej az do rozwigzania

[98].

Podobnych probleméw przysparza badaczom ocena zmian aktywnoS$ci
drugiego enzymu istotnego w szlaku przemian glutationu - reduktazy glutationowe;j.
W niniejszym badaniu aktywno$¢ reduktazy glutationowej jest u kobiet w cigzy
powiktanej cukrzycg zmniejszona. Znamienny spadek obserwowany byt réwniez po
wyeliminowaniu wptywu tygodnia ciazy na porownywang aktywno$¢ GR. Tymczasem
wedtug nielicznych dostepnych danych, nie obserwowano zmian aktywnos$ci tego

enzymu w grupie kobiet z GDM w poréwnaniu do grupy kontrolnej [103, 104].

Mimo wahan aktywnos$ci enzymow odpowiedzialnych za przemiany glutationu,
nie wykazano istotnych roéznic w stezeniu zredukowanego glutationu w hemolizatacie
krwinek czerwonych u kobiet z GDM w porownaniu do zdrowych cigzarnych.
Powyzsze obserwacje potwierdzone zostaty w doniesieniach indyjskich autorow [105].
Inne prace §wiadczg o tym, ze w cigzy powiktanej cukrzycg stezenie GSH moze ulec
zmianom w stosunku do grupy zdrowych ciezarnych. Poziom zredukowanego
glutationu moze by¢ wyzszy w grupie kobiet z GDM [106], badz ulegaé istotnemu
obnizeniu [107, 108]. Zredukowany glutation jest podstawowsg substancja petnigca
funkcje antyoksydacyjne w ustroju, a jego glownym zadaniem jest eliminacja
reaktywnych form tlenu w komoérkach. Uzyskanie przez badaczy tak r6znych wynikoéw
stezenia zredukowanego glutationu mozna wyjasni¢ jego zmiennym wykorzystaniem

i odtwarzaniem w warunkach réznego nasilenia genrracji RFT. To samo dotyczy kobiet
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z GDM [109]. Niemniej jednak, poziom GSH w erytrocytach, odzwierciedlajacy jego

zawartos¢ w komorkach, jest uwazany za wskaznik stanu obrony antyoksydacyjne;.

Wsrod kobiet zakwalifikowanych do badania 33% ciezarnych bez cukrzycy
I 32,50% kobiet z GDM miato prowadzong suplementacje preparatami zelaza.
W Zadnej z grup nie zaobserwowano wptywu suplementacji na poziom wskaznikow
stresu oksydacyjnego. Ograniczeniem badania byt brak mozliwosci weryfikacji
stosowanej przez pacjentki dawki preparatow zelaza, zapotrzebowania nanie oraz
stosowanej przez pacjentki diety. Naukowcy wykazali, ze w fizjologicznej cigzy
zachodzi zwigzek migdzy suplementacjg a wzrostem markerow obrazujacych stopien
peroksydacji lipidow. Nie wykazano natomiast zmian aktywno$ci enzymow
antyoksydacyjnych, co potwierdza obserwacje w niniejszej pracy [110, 111]. U kobiet
z cukrzyca cigzowg stosujgcych suplementacje zelazem takze obserwowano nie tylko
wzrost wskaznikow peroksydacji lipidow, ale i uszkodzenia DNA w wyniku dziatania
RFT [112, 113]. Dodatkowo wykazano zwigzek migdzy suplementacja a ryzykiem
rozwoju GDM [114, 115].

Zarowno w grupie kontrolnej, jak 1 u pacjentek z GDM oznaczono glukoze¢ na
czczo oraz fruktozaming w celu oceny wyrownania metabolicznego. Nie stwierdzono
roéznic w stezeniu glukozy na czczo. Warto podkresli¢, ze w obu grupach miescito si¢
ono w przedziale referencyjnym. Stezenie fruktozaminy w grupie kontrolnej byto
znamiennie wigksze w poréwnaniu do grupy badanej, jednak dla kazdej pacjentki
stezenie to rowniez miescito si¢ w zakresie wartosci referencyjnych. Wigksze $rednie
stezenie w grupie kontrolnej moze by¢ spowodowane schematem diagnostycznym oraz
charakterystyka testu, jakim jest oznaczanie stezenia fruktozaminy. Stezenie
fruktozaminy zalezy zaréwno od glikemii w okresie poprzedzajacym badanie, jak i od
stezenia albuminy stanowiacej 90% glikowanych bialek osocza [116]. Towarzyszaca
cigzy 1 narastajagca z jej wiekiem retencja plynu prowadzi do rdéznego stopnia
zmniejszenia st¢zenia albuminy w surowicy i wtornie do spadku st¢zenia fruktozaminy
[117]. Poniewaz pobranie materiatu do badan u kobiet chorych odbywalo si¢ w starszej
cigzy w poréwnaniu do grupy kontrolnej, przedstawiony mechanizm mogh

doprowadzi¢ do znanego zjawiska spadku stezenia fruktozaminy w kolejnych
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tygodniach cigzy [118]. Dodatkowo, w momencie pobrania materiatu do badan dla
potrzeb projektu, pacjentki z grupy badanej byly $wiadome zagrozenia cukrzyca
cigzowa (mialy juz wykonany test przesiewowy). Mogty zatem rozpoczaé¢ stosowanie
diety dla cigzarnych z cukrzyca jeszcze przed klasyfikacja do grupy chorych, ktéra
nastepowata po wykonaniu OGTT. Mogto mie¢ to wptyw na zmniejszenie glikemii, na
co wskazuje prawidlowe stezenie glukozy na czczo u wszystkich badanych, a tym
samym do zmniejszenia wydajnos$ci procesu glikacji bialek osocza. Powyzsze czynniki
mogly by¢ przyczyng mniejszego stezenia fruktozaminy w surowicy kobiet z grupy

badanej.

Poza korelacjg miedzy stezeniem fruktozaminy i aktywno$cig peroksydazy
glutationowej w grupie zdrowych cigzarnych, w prezentowanym badaniu nie
stwierdzono zadnych zaleznos$ci pomig¢dzy wskaznikami stresu oksydacyjnego i obrony
przeciwoksydacyjnej, a stgzeniem fruktozaminy i/lub glukozy. Podobny wynik
uzyskali angielscy badacze analizujac zwigzek miedzy stezeniem fruktozaminy
a aktywnoscia peroksydazy glutationowej w grupie chorych na cukrzyce typu 2 [119].
W przypadku badanych grup, ci¢zarnych z GDM i kontrolnej, trudno mowi¢ o istotnej
hiperglikemii — zardwno glikemia na czczo, jak i st¢zenie fruktozaminy pozostawaty
w przedziale wartosci referencyjnych. Warto tu podkresli¢, ze GDM u kobiet z grupy
badanej byla rozpoznawana na podstawie glikemii w 2. godz OGTT >140 mg/dl,
zgodnie z obowigzujacymi w trakcie rekrutacji pacjentek kryteriami rozpoznania.
U kobiet niebgdacych w cigzy taka wartos¢ odcigcia stuzy do rozpoznawania stanu
przedcukrzycowego — nieprawidtowej tolerancji glukozy. Wartosci glikemii na czczo
znamiennie korelujg ze st¢zeniem fruktozaminy u pacjentow z cukrzyca typu 2 jak
i u kobiet z GDM [118 ,120]. Wskazuje si¢ rowniez na wigzek migdzy zwickszong
glikacja biatek a zwigkszong produkcja reaktywnych form tlenu, skutkujaca zmiang
markerow stresu oksydacyjnego [121]. W badanej grupie kobiet z GDM, w warunkach
glikemii bliskiej prawidtowej, nasilenie procesu glikacji biatek byto podobne jak u 0s6b
zdrowych, co odzwierciedlato prawidlowe st¢zenie fruktozaminy. Glikacja bialek,
podobnie jak inne wcze$niej omowione, zalezne od hiperglikemii mechanizmy nie
mogly wiec by¢ przyczyna wzrostu wytwarzania RFT w badanej grupie w stopniu

zaburzajacym rownowage oksydacyjno-antyoksydacyjng [118].
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Znamiennie mniejsze stezenie peptydu C w grupie kobiet z GDM, stwierdzone
w niniejszym badaniu odzwierciedla jeden z patomechanizméw cukrzycy cigzowej,
jako ze stezenie peptydu C jest miarg produkcji endogennej insuliny. Obserwujac
zmiany insulinoopornosci oraz sekrecji insuliny u kobiet z cukrzycg rozpoznang
w kolejnych trymetrach cigzy, stwierdzono znamienny spadek sekrecji insuliny
w trakcie cigzy w porOwnaniu z grupg zdrowych ciezarnych [122, 123, 124]. U
zdrowych cigzarnych obserwuje si¢ spadek wrazliwo$ci na insuling w trzecim
trymestrze cigzy. U kobiet, u ktorych rozpoznaje si¢ hiperglikemi¢ wiktajaca ciaze,
spadek ten jest znamienny w porownaniu do zdrowych cigzarnych, a jego nasilenie jest
proporcjonolne do czasu wykrycia zaburzen. Dodatkowo, zjawisko to nasila si¢ u tych
kobiet, ktore charakteryzuja si¢ wickszymi warto$ciami BMI przed ciaza, co zwigzane
jest m. in. z dziataniem TNFo i innych cytokin zapalnych wydzielanych przez
adipocyty [123, 124, 125]. W niniejszej pracy nie mozna byto wyliczy¢ wskaznika
insulinoopornosci (HOMA-IR), poniewaz pacjentki z GDM byly leczone egzogenna
insuling. Ponadto, nie zaleca si¢ stosowania tego wskaznika u 0sob z jawng cukrzyca,
w tym z GDM. Natomiast u oséb z zachowang rezerwa wydzielnicza komorek
B trzustki, podstawowe stezenie insuliny, jak i peptydu C, mozna uznaé za wskaznik
insulinoopornosci. U zdrowych cigzarnych stwierdzono korelacj¢ migdzy stezeniem
peptydu C a poziomem markeréw stresu oksydacyjnego: catkowitej zdolno$ci
redukcyjnej osocza mierzonej za pomoca FRAP, aktywnosci reduktazy glutationowej
W o0soczu oraz stgzeniem zredukowanego glutationu w hemolizacie krwinek
czerwonych. Dodatkowo, wykorzystujac modele regresji logistycznej stwierdzono
zwigzek migdzy aktywno$cig peroksydazy glutationowej, a stezeniem peptydu C.
Stwierdzone zaleznosci moga wskazywa¢ na zwigkszenie aktywnosci obrony
antyoksydacyjnej wraz ze wzrostem stezenia peptydu C, odzwierciedlajacego nasilenie
insulinoopornosci, ktora wzrasta w cigzy. Podobne zalezno$ci u zdrowych ciezarnych
potwierdzajg inne prace [123]. Powyzszych zalezno$ci nie wykazano w grupie badanej,
prawdopodobnie z powodu mniejszego stezenia peptydu C u kobiet z GDM,

nieodzwierciedlajacego juz wtedy stopnia insulinoopornosci.

W badanej grupie kobiet z GDM stwierdzono znamiennie wigksze stezenia reszt

karbonylowych, ktore uwaza si¢ za gldéwng sktadows produktéw zaawansowanego
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utleniania i glikacji biatek (AOPP, advanced oxidation protein products) u chorych na
cukrzyce. Nasilone procesy glikacji i oksydacji sg $cisle ze sobg powigzane i okreslane
wspolnym mianem procesow glikooksydacji. Najnowsze badania wykazaly
bezposredni zwigzek miedzy stresem oksydacyjnym, a glikemia, nawet w wyrdéwnane;j
cukrzycy. Podobie, w badanej grupie zwickszone stezenie reszt karbonylowych
stwierdzono u kobiet z wyréwnang metabolicznie GDM — prawidtowg glikemig na
czczo i poziomem fruktozaminy. Przyjmuje sie¢, ze wigksze znaczenie W indukowaniu
stresu oksydacyjnego maja gwaltowne, krotkoterminowe zmiany glikemii
(popositkowe zwiekszenie i znaczne wahania dobowe), niz przewlekla, ale stabilna
hiperglikemia [126]. Takie wahania glikemii obserwuje si¢ u kobiet w cigzy powiktanej
cukrzyca, poniewaz czas od momentu wystgpienia nietolerancji glukozy, przez
rozpoznanie zaburzen metabolizmu glukozy az po edukacje i wdrozenie leczenia jest
krotki, a zmiany u ci¢zarnej przebiegaja bardzo dynamicznie [127, 128, 129].
Zaobserwowano, iz mimo wzrostu wskaznikéw stresu oksydacyjnego, w prawidtowej
cigzy nie dochodzi do wzrostu stezenie grup karbonylowych w poréwnaniu do kobiet
bez cigzy [130]. Natomiast dowiedziono, ze u kobiet z GDM stezenie produktow
zaawansowanej glikacji biatek jest wigksze niz u kobiet bez cukrzycy, a stgzenie AOPP
wzrasta znacznie jesli do cukrzycy cigzowej dochodza komplikacje cigzy takie jak stan
przedrzucawkowy [131, 132]. Rowniez stezenie grup karbonylowych oznaczane
W 0s0Czu oraz w erytrocytach, jest wieksze u kobiet w cigzy powiktanej cukrzyca w
porownaniu do zdrowych ci¢zarnych, przy czym wigksze st¢zenie obserwuje si¢
u kobiet z GDM niz z cukrzyca typu 1. Moze to sugerowa¢ wigksze okotodobowe
wahania glikemii u kobiet z GDM, w poréwnaniu do kobiet, u ktorych przed ciaza
powinno si¢ uzyska¢ wyréwnanie metaboliczne [133].

W niniejszym badaniu nie wykazano zwigkszonego stezenia markera stanu
zapalnego, jakim jest biatko C-reaktywne (CRP), w zadnej z badanych grup, w obu
stezenie CRP miescito si¢ w przedziale wartosci przwidlowych.. Spostrzezenia te
potwierdzone zostaly przez naukowcow z Finlandii [134]. CRP jest wskaznikiem ostrej
fazy i, jak wykazaty badania u kobiet chorujacych na cukrzyce w ciazy, silnie koreluje
z BMI przed cigza. Co wigcej, wykazano, ze stezenie CRP bylo wicksze u tych

ciezarnych z otytoscig, u ktorych uzyskano prawidtowe wyniki OGTT, a $rednie
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stezenia CRP byly u nich wyzsze nawet w porownaniu z chorymi na cukrzyce w cigzy
[135]. Autorzy sugerujg, ze wzrost stezenia CRP w surowicy ciezarnej nie moze by¢
wigzany z prawdopodobienstwem wystapienia GDM. Jednak istnieje zwigzek migdzy
stanem zapalnym oraz cukrzyca w cigzy, o czym moze $wiadczy¢ podwyzszenie
stezenia cytokin prozapalnych, w tym TNFa. Uwaza sie, ze TNFa silnie koreluje ze
wzrostem insulinoopornosci u kobiet z GDM [136]. Brak wzrostu st¢zenia CRP
w badanej grupie kobiet z GDM jest zwigzany z brakiem u nich glebokich zaburzen
przemian weglowodanéw i znacznej hiperglikemii, odpowiedzialnej za aktywacje
mechanizmow prozapalnych, np. NF-xB. Ograniczyto to rowniez udzial mechanizmow
zapalnych w generacji RFT.

Przedmiotem badan przedstawionych w niniejszej pracy byla grupa kobiet z
cukrzyca cigzowa, rozpoznang w trzecim trymestrze cigzy, na podstawie wynikow
OGTT, z wykorzystaniem kryteriow diagnostycznych rekomendowanych przez PTD
w 2012.. Pacjentki te cechowaly si¢ tagodnymi zaburzeniami tolerancji glukozy,
a w swoim profilu metabolicznym nie réznity si¢ istotnie od zdrowych cigzarnych
stanowigcych grupe kontrolng. Pomimo to, w badanej grupie ci¢zarnych z GDM
stwierdzono cechy zaburzenia réwnowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej w postaci
zmniejszenia aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych oraz zwigkszenia stezenia
karbonyli biatkowych. Nieprawidlowosci te stwierdzono pomimo braku reakcji
zapalnej, stwierdzonego na podstawie prawidlowego stezenia CRP w surowicy. Zatem,
cukrzyca cigzowa, nawet dobrze wyréwnana metabolicznie, moze by¢ uznana za stan
nasilajacy stres oksydacyjny. Dalsze badania powinny wykazaé, czy po przyjeciu
nowych, wyzszych punktow odciecia w OGTT dla rozpoznawania GDM obserwowane

beda zaburzenia rownowagi oksydacyjno—antyoksydacyjnej i jaki bedzie ich stopien.
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7. Wnioski

1. U kobiet z cukrzycg cigzowsa nie stwierdzono zmian poziomu nieenzymatycznych
antyoksydantéw osocza oraz krwinek czerwonych, odzwierciedlanego przez FRAP
i stezenie GSH, natomiast wykazano znamienne obnizenie aktywno$ci enzymow
antyoksydacyjnych w surowicy, co wskazuje na zmniejszenie obrony antyoksydacyjnej

w GDM, nawet dobrze wyrownanej metabolicznie.

2. U kobiet z GDM stwierdzono znamiennie wieksze stezenia reszt karbonylowych, co
wskazuje, ze u kobiet w cigzy powiklanej cukrzyca, nawet dobrze wyréwnang
metabolicznie, glikooksydacja bialek jest bardziej nasilona, cO moze powodowac
dalszg generacj¢ RFT, a w konsekwencji zaburzenie rownowagi oksydacyjno-

antyoksydacyjnej.

3. W badanej grupie kobiet z GDM nie stwierdzono istotnego wzrostu stezenia CRP

W surowicy, ani jego zwigzku z markerami stresu oksydacyjnego.

4. Zwiazek pomig¢dzy markerami stresu oksydacyjnego 1 dtezeniem peptydu C
w osoczu, stwierdzony jedynie w kontrolnej grupie zdrowych cigzarnych, moze

wskazywac na wptyw insulinooporno$ci na rownowage oksydacyjno-antyoksydacyjna.

5. Nie wykazano wplywu suplementacji preparatami zelaza na poziom markerdéw stresu

oksydacyjnego w badanych grupach kobiet z GDM 1 zdrowych cigzarnych.

6. Cukrzyca cigzowa, nawet dobrze wyrownana metabolicznie, przebiega

z zaktdceniem rownowagi procesow oksydacyjno-antyoksydacyjnych.
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11. Streszczenie
Stowa kluczowe: cukrzyca cigzowa, stres oksydacyjny, reaktywne formy tlenu,

antyoksydanty, wyréwnanie metaboliczne

Wstep: Hiperglikemia wystepujaca w cigzy to jedno z kilku gltéwnych powiktan
dotykajacych kobiety przed porodem. Stres oksydacyjny to stan braku wyrdéwnania
miedzy produkcja reaktywnych form tlenu oraz dziataniem obrony antyoksydacyjne;.
W fizjologicznej cigzy dochodzi do nasilenia przemian tlenowych i zwigkszonego
generowania reaktywnych form tlenu, gtownie w tozysku. Jednoczes$nie zwicksza si¢
aktywno$¢ 1 stezenie antyoksydantow. Cukrzyca jest stanem, w ktérym dochodzi do
zwigkszonej produkcji reaktywnych form tlenu. Hiperglikemia wiktajaca cigze moze
zatem prowadzi¢ do zaburzenia rownowagi oksydacyno-antyoksydacyjnej

u ciezarnych.

Cel pracy: Celem pracy byla ocena zaburzen rdéwnowagi oksydacyjno-
antyoksydacyjnej u kobiet w cigzy powiktanej cukrzyca przebiegajaca z umiarkowang

hiperglikemig.

Materialy i metody: Oznaczenia parametrow obrony antyoksydacyjnej, wyréwnania
metabolicznego oraz CRP wykonano u 52 pacjentek z cukrzyca cigzowa oraz 36
zdrowych ciezarnych. Oznaczenie catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej o0socza
(FRAP), aktywno$ci reduktazy glutationowej (GR), aktywnosci peroksydazy
glutationowej (GPx) w o0soczu oraz stezenia zredukowanego glutationu (GSH)
w hemolizacie krwinek czerwonych, wykonano spektrofotometrycznie. W surowicy
oznaczono: grupy karbonylowe (metoda immunoenzymatyczng), CRP (metoda
immunoturbidymetryczna o wysokiej  czulosci), fruktozaming  (metoda

kolorymetryczng) oraz peptyd- C (immunochemiczng metoda kompetytywna).

Wyniki: Pacjentki z grupy badanej byly w znamiennie starszej cigzy oraz
charakteryzowaly si¢ wigksza masg ciala przed cigza. Aktywnosci reduktazy
I peroksydazy glutationowej w 0soczu byty znamiennie nizsze u kobiet z GDM.
Stezenie antyoksydantow drobnoczasteczkowych mierzonych za pomoca parametru

FRAP oraz zredukowanego glutationu (GSH) nie r6znito si¢ miedzy grupami. Stezenie
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fruktozaminy oraz peptydu C bylo nizsze w grupie badanej.. Wykazano istotng
korelacje miedzy aktywnoscig peroksydazy glutationowej oraz fruktozaminy w grupie
kontrolnej. Nie wykazano istotnej zalezno$ci miedzy pozostatymi markerami obrony
antyoksydacyjnej, a stezeniami fruktozaminy oraz glukozy. Istotny zwigzek wykazano
miedzy stezeniem peptydu C oraz FRAP, GR oraz GSH w grupie zdrowych ci¢zarnych.
Wykorzystujac regresje logistyczng wykazano istotng zalezno$¢ miedzy stezeniem
peptydu C oraz aktywnosciag peroksydazy glutationowej. Stgzenie reszt karbonylowych
byto znamiennie wyzsze u kobiet z GDM, natomiast nie zaobserwowano zmian
w stezeniu CRP mig¢dzy grupami Nie wykazano zwigzku miedzy markerami obrony

antyoksydacyjnej a suplementacja zelazem.

Whioski: Nie zaobserwowano zmian st¢zenia antyoksydantow drobnoczasteczkowych
zewnatrz oraz wewnatrzkomorkowych, natomiast stwierdzono spadek aktywnos$ci
enzymow antyoksydacyjnych. Mimo dobrze wyréwnanej metabolicznie cukrzycy,
u kobiet z GDM stwierdzono zwigkszenie stezenia reszt karbonylowych, co $wiadczy
0 nasilonym procesie glikooksydacji biatek. Nie wykazano zwigzku miedzy stezeniem
CRP a markerami stresu oksydacyjnego. Zaobserwowany korelacj¢ migdzy stezeniem
peptydu C oraz markerami obrony antyoksydacyjnej u zdrowych ci¢zarnych co moze
swiadczy¢ o wptywie insulinoopornosci na rownowage oksydacyjno-antyoksydacyjna.
Podsumowujac, w dobrze wyrownanej cukrzycy cigzowej dochodzi do zjawiska stresu

oksydacyjnego.
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12. Abstract

Kay words; gestational diabetes, oxidative stress, reactive oxygen species, antioxidants,

Background: Hyperglycemia in pregnancy is one of the major complications affecting
women before delivery. Oxidative stress is an imbalance between the production of
reactive oxygen species and antioxidant defense. In the physiological pregnancy
increased oxygen metabolism and generation of reactive oxygen species occur,
especially in placenta. At the same time concentration and activity of antioxidants are
increased. Diabetes leads to higher reactive oxygen species production. Hyperglycemia
complicating pregnancy can therefore result in the oxidative- antioxidative imbalance

in pregnant women.

Objective: The aim of the study was to evaluate the oxidative-antioxidative imbalance

in pregnancy complicated by well controlled diabetes.

Materials and methods: Measurements of antioxidant defense markers, glycemic
control markers and CRP were performed on a group of 52 diabetic pregnant and 36
healthy pregnant women. Total plasma antioxidant capacity (FRAP), glutathione
reductase activity (GR), glutathione peroxidase activity (GPx) in plasma and reduced
glutathione in red blood cells hemolysate were measured spectrometrically. Tests
performed in serum included carbonyl groups (enzymeimmunoassay), hsCRP
(immunoturbidymetric assay), fructosamine (colorymetric assay) and C-peptid

(competitive immunoassay).

Results: Diabetic patients were in later weeks of gestation and had higher weight before
pregnancy. Glutatione reductase and peroxidase activity in plasma were significantly
lower in GDM women. There was no difference in the level of small molecule
antioxidants intracellular and extracellular measured as FRAP and GSH. Concentration
of serum fructosamine and C-peptid were significantly lower in GDM. The significant
correlation between glutathione peroxidase activity and fructosamine concentration in
healthy pregnancy was found. We did not observe any other relationships between
markers of antioxidant defense and fructosamine or glucose. The significant

associations between C-peptid level and FRAP, GR and GSH in healthy pregnant
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women were observed. The relationship between C-peptid and activity of glutathione
peroxidase was found using logistic regretion. Carbonyl groups were elevated in GDM
patients. No differences in CRP level between GDM and healthy pregnant women was
found. No impact of iron supplementation on markers of oxidative stress in the the

studied groups was observed.

Conclusions: We did not observed differences in concentration of small molecule
intracellular and extracellular antioxidants between groups, but the antioxidant
enzymes activity was decreased. Although patients with GDM were well controlled,
increased serum carbonyl groups level was observed, which reflected higher protein
glycooxydation. We did not found relationship between serum CRP and markers of
oxidative stress. significant correlation between C-peptide and antioxidant markers in
healthy pregnancy can indicate influence of insulin resistance on oxidative-
antioxidative balance. In summary, in a well controlled gestational diabetes oxidative

stress occurs.
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