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SANTRUMPOS

4ANQO - 4-nitrochinolino 1-oksidas

AGE — galutiniai glikacijos produktai (angl. Advanced glycation end products)
ALA — a-lipoiné rugstis (angl. a-lipoic acid, ALA)

APC — antigeng pateikiancios Igstelés (angl. Antigen—presenting cell)
ASP — ambulatoriskai sveiki pacientai

ASN — autonominé $irdies neuropatija

AT — atvirkstiné transkripcija

CD - cukrinis diabetas

CD1 - pirmo tipo cukrinis diabetas

CD2 — antro tipo cukrinis diabetas

DTL — didelio tankio lipoproteinai

FFA — laisvosios riebaly riigstys (angl. Free fatty acids)

GFG — glomeruly filtracijos greitis

GSH — glutationas

HbA1c — glikozilintas hemoglobinas

HLA — Zmogaus leukocity antigenai (angl. Human leukocyte antigenes)
IR — atsparumas insulinui (angl. Insulin resistance)

IRS — insulino receptoriaus substratas

kDNR — komplementari DNR

KMI — kiino masés indeksas

kPGR — kiekybiné PGR (polimerazés grandininé reakcija)

LIL — Ietine inksty liga

MHC — pagrindinis audiniy suderinamumo kompleksas (angl. Major histocompatibility complex)
MIiRNR — mikroRNR

MTL — mazo tankio lipoproteinali

OS - oksidacinis stresas

PAH — pirminé¢ arterin¢ hipertenzija

Post-ALA — po gydymo a-lipoine riig§timi

Pre-ALA — prie§ gydyma a-lipoine rigstimi

ROS - reaktyvios deguonies formos (angl. Reactive oxygen species)
SKL — girdies ir kraujagysliy ligos

SN — girdies nepakankamumas

TNF-a — naviko nekrozés faktorius a
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SANTRAUKA

Cukrinis diabetas (CD) yra sudétinga medziagy apykaitos liga, kuri pasireiskia létine
hiperglikemija. CD patogenezé yra glaudziai susijusi su oksidaciniu stresu (OS), o tai savo ruoztu
padidina jvairiy komplikacijy rizikg. Gebéjimas kuo anksé¢iau prognozuoti konkrec¢iy komplikacijy
iSsivystyma leisty uzkirsti kelig jy atsiradimui, todél yra ieSkoma epigenetiniy CD biozymeny.

Kiekybinés PGR metodu buvo tiriama miR-16, miR-17, miR-106a ir miR-223 raiska I tipo
(CD1, N =40), Il tipo (CD2, N = 38) ir ambulatoriskai sveiky pacienty (ASP, N = 21)
leukocituose, veiktuose 4-nitrochinolino 1-oksidu (4NQO). Gauti duomenys susieti su ligoniy
rodikliais ir komplikacijy pasireiskimu. Papildomy 10-ies miRNR (miR-27a, miR-29a, miR-128,
miR-146a, miR-152, miR-155, miR-195, miR-210, miR-222 ir miR-499a) raiskos poky¢iai buvo
jvertinti 11-os ligoniy méginiuose pries ir po gydymo antioksidantu — a-lipoine ragstimi (ALA).

MiR-106a raiska CD2 grupéje buvo mazesné nei ASP (p = 0,0287), o kity miRNR nesiskyré
(visi p >0,0500). CD1 atveju miR-16, miR-17, miR-106a ir miR-223 raiskos skirtumai buvo susijg¢
su inksty ir / ar Sirdies ir kraujagysliy ligomis, 0 poveikis 4NQO indukavo miR-223 raiskos
sumazéjima esant nefropatijai ar kitoms patologijoms (visi p < 0,0500). CD2 grupéje miR-16, miR-
17 ir miR-106a raiskos skirtumai buvo susije su inksty ligomis ir pirmine arterine hipertenzija, miR-
16 ir miR-17 — su neuropatija, 0 miR-17 ir miR-106a — su retinopatija (visi p < 0,0500). CD2
méginiuose poveikis 4NQO sukélé miR-106a raiskos padidéjima esant l1étinei inksty ligai (p =
0,0312), o miR-223 — esant retinopatijai (p = 0,0245). ALA gydyty asmeny grupéje 4ANQO
neveiktuose leukocituose tirty miRNR raiSkos skirtumy pries ir po gydymo nebuvo nustatyta (visi p
> 0,0500). Po poveikio 4ANQO miR-155 ir miR-210 raiska post-ALA méginiuose buvo sumazéjusi
palyginus su pre-ALA (abu p < 0,0500). Nustatytos jvairios tirty miRNR sgsajos su CD ligoniy
klinikiniais, biocheminiais ir antropometriniais rodikliais.

Apibendrinant, sio tyrimo rezultatai parodé galima miR-16, miR-17, miR-106a ir miR-223
vaidmenj nuo OS priklausomame CD1 ir CD2 komplikacijy vystymesi. Nustatytoms sgsajoms

patvirtinti reikalingi papildomi tyrimai didesnése nepriklausomose imtyse.
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SUMMARY

Diabetes mellitus (DM) is a complex metabolic disease characterized by chronic
hyperglycemia. The pathogenesis of DM is closely related to oxidative stress (OS), which increases
the risk of various complications. The ability to predict the development of specific complications
as early as possible would prevent their occurrence, which is why epigenetic DM biomarkers are
being investigated.

The present study aimed to evaluate the expression of selected miRNAs (miR-16, miR-17,
miR-106a, and miR-223) in leukocyte samples obtained from type | (TIDM, N = 40), type Il
(T2DM, N = 38), and non-diabetic patients (NDP, N = 21) to assess the effect of 4-nitroquinoline 1-
oxide (4NQO). The obtained data were linked to the indicators of the patients and occurrence of
complications. Changes in the expression of additional 10 miRNAs (miR-27a, miR-29a, miR-128,
miR-146a, miR-152, miR-155, miR-195, miR-210, miR-222, and miR-499a) were evaluated in 11
samples of DM patients before and after treatment with the antioxidant a-lipoic acid (ALA).

The expression of miR-106a was lower in the T2DM group than NDP (p = 0.0287), while the
others miRNAs expression did not differ (all p > 0.0500). In TIDM, differences in the expression of
miR-16, miR-17, miR-106a and miR-223 were associated with renal and/or cardiovascular diseases,
and 4NQO treatment induced a decrease in miR-223 expression in nephropathy or other pathologies
(all p < 0.0500). In the T2DM group, miR-16, miR-17 and miR-106a expression differences were
associated with kidney disease and primary arterial hypertension, miR-16 and miR-17 with
neuropathy, and miR-17 and miR-106a with retinopathy (all p < 0.0500). In T2DM samples, 4NQO
treatment induced an increase in the expression of miR-106a in chronic kidney disease (p = 0.0312)
and miR-223 in retinopathy (p = 0.0245). In the ALA-treated group, after exposure to 4NQO, the
expression of miR-155 and miR-210 was decreased in post-ALA samples compared to pre-ALA
(both p < 0.0500), however no differences were found in the expression of miRNAs tested in 4ANQO
untreated leukocytes before and after treatment (all p > 0.0500).

In conclusion, the results of this study indicate the potential roles of miR-16, miR-17, miR-
106a, and miR-223 in OS-dependent development of TLDM and T2DM complications. Additional
studies with larger independent samples are required to confirm these associations.



IVADAS

Cukrinis diabetas (CD) yra sudétinga létine medziagy apykaitos liga, kuriai budinga
hiperglikemija. CD yra didelé visuomenés sveikatos problema, prognozuojama, kad serganciy
suaugusiyjy skaicius padidés nuo 537 min. 2021 m. iki 643 mln. iki 2030 m. (American Diabetes
Association, 2021). CD yra pagrindiné suaugusiyjy aklumo, paskutinés stadijos inksty ligos ir
netrauminiy apatiniy galiiniy amputacijy (dél periferiniy nervy ligy) priezastis (Hippisley-Cox &
Coupland, 2016). Zmonéms, sergantiems CD, 2—4 kartus didesné tikimybeé susirgti koronarine
Sirdies liga ir insultu, nei nesergantiems.

Labiausiai paplitusios diabeto formos yra I tipo CD (CD1) ir Il tipo CD (CD2). CD1 yra
budingas insuling gaminanciy kasos [ Igsteliy irimas, sukeliant insulino trikuma. CD2 pasireiSkia
dél audiniy atsparumo insulinui ir nepakankamos kompensacinés insulino sekrecijos is kasos [
lasteliy. Siy CD tipy patogenezé ir rizikos veiksniai yra skirtingi, ta¢iau abiem yra bidinga létiné
hiperglikemija. Tyrimai rodo, kad 1étiné hiperglikemija skatina reaktyviy deguonies formy (ROS)
susidarymag ir sukelia oksidacinj stresg (OS) (Pasupuleti et al., 2020). Sveiko Zmogaus organizmas,
reaguodamas j padidéjusiag ROS gamyba, aktyvuoja jvairius antioksidantinius mechanizmus, kad
neutralizuoty OS poveikj. Taciau Zmonéms, sergantiems CD yra sutrikusi antioksidaciné funkcija, o
tai gali sukelia OS ir jvairiy organy ir audiniy pazeidimus, jy disfunkcijg ir komplikacijas
(periferiniy nervy, inksty, akies tinklainés, Sirdies ir kt.) (Asmat et al., 2016; Ohiagu et al., 2021).
Siekiant sumazinti CD komplikacijy rizika, yra ieSkoma jvairiy terapiniy gydymy skirty sumazinti
OS. Klinikiniuose tyrimuose nustatyta, kad antioksidantas a-lipoiné rugstis (ALA) yra svarbus
mitochondrijy a-ketortigsties dehidrogenazés komplekso kofaktorius, Kuris pasalina laisvuosius
radikalus, taip pat veikia kitus antioksidantus, tokius kaip askorbo riigstis ir vitaminas E ir padidina
glutationo kiekj lastelése (Diane et al., 2020; Mousavi et al., 2019). Dél savo antioksidaciniy
savybiy, ALA sulauké daug démesio diabeto komplikacijy gydymui ir dabar yra patvirtinta
diabetinés neuropatijos gydyme (Ziegler et al., 2021). Taciau tyrimai, vertinantys ALA papildy
poveikij diabeto simptomy mazinime islieka priestaringi (Ebada et al., 2019; Huerta et al., 2015; N.
Lietal., 2017; U. Singh & Jialal, 2008).

CD yra pripazjstamas kaip globaliai paplitusi medziagy apykaitos sutrikimy grup¢, todél yra
svarbu i$siaiSkinti CD vystymosi molekulinius mechanizmus ir rysj su OS bei identifikuoti
biozymenis, kurie leisty tiksliau prognozuoti ligos eigg bei parinkti efektyviausig gydyma.
MikroRNR (miRNA) yra mazos nekoduojan¢ios RNR molekulés, reguliuojancios geny raiska
ir atliekancios svarby vaidmenj jvairiuose lasteliniuose procesuose, jskaitant tuos, kurie tiesiogiai
susij¢ su diabeto patogeneze. Literatiroje pateikiama duomeny, kad miR-16, miR-17, miR-146a,

miR-223, miR-375 dalyvauja CD patogenezéje, reguliuojant uzdegima ir atsparuma insulinui (X.



Fan et al., 2020; Improta-Caria et al., 2022; X. Li, 2014; Roos et al., 2021; Ye et al., 2018). Taip
pat, zinoma, kad miR-17, miR-21 ir miR-106a reguliuoja geny, susijusiy su OS, raiSka (Larrue et
al., 2022; Tai et al., 2020; Wei et al., 2020). MiRNR yra laikoma perspektyviais diagnostiniais ir
prognostiniais ligos Zymenimis, taciau jvairiy tyrimy rezultatai vis dar iSlieka prieStaringi del
nustatomos skirtingos miRNR raiskos tarp iméiy dydziy ir tirty audiniy.

Sio darbo tikslas buvo jvertinti pasirinkty miRNR raiska pazengusios formos CD serganéiy
ligoniy leukocity méginiuose ir susieti su 4NQO poveikiu ir ALA gydymu. Tikslui pasiekti iSsikelti

Sie uZdaviniai:

1. Istirti miR-16, miR-17, miR-106a ir miR-223 raiskg CD1 ir CD2 ligoniy ir kontrolinés
grupés leukocity méginiuose.

2. Ivertinti tirty MIRNR raiskos sasajas su CD1 ir CD2 ligoniy klinikiniais, biocheminiais ir
antropometriniais rodikliais.

3. Ivertinti tirty miRNR raiskos sasajas su CD1 ir CD2 ligoniy komplikacijomis ir susieti su
4NQO poveikiu.

4. Jvertinti gydymo ALA poveikj 14-0s pasirinkty miRNR raiskai ir susieti su veikimu 4NQO.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1.  Cukrinis diabetas ir jo klasifikacija

Cukrinis diabetas (CD) yra létinis medziagy apykaitos sutrikimas, kuriam budinga
hiperglikemija, atsirandanti dél absoliutaus arba santykinio insulino trikumo. Visi diabeto tipai
lemia laipsniska kasos [ lasteliy masés ir / arba funkcijos praradima, kuris kliniskai pasireiskia kaip
hiperglikemija. Taciau diabeto i$sivystymo priezastys tarp CD tipy yra skirtingos: genetinis
polinkis, epigenetiniai procesai, aplinkos veiksniai, autoimuninis poveikis, gretutinés ligos,
uzdegimai (American Diabetes Association, 2021). Hiperglikemija lemia angliavandeniy, riebaly ir
baltymy apykaitos sutrikimus, kurie paveikia daugelj organy ir sutrikdo normalig jy veikla. Kai
pasireiskia hiperglikemija, ligoniams, sergantiems jvairiomis diabeto formomis, kyla létiniy
komplikacijy rizika (periferiniy nervy, inksty, akies tinklainés, Sirdies ir kraujagysliy ligos) (Ohiagu
et al., 2021; Skyler et al., 2017). Sergan¢iam asmeniui yra sudétinga priskirti CD tipa, nes néra
grieztos ribos, tarp skirtingy ligos tipy. Norint pilnai suprasti ir atskirti visy formy diabetus ir
iSvengti diabeto komplikacijy, labai svarbu suprasti kasos B lasteliy disfunkcijos ir / ar nykimo
biuidus, kurie gali biiti susij¢ su skirtingu ligos progresavimo greiciu ir skirtinga komplikacijy rizika
(Skyler et al., 2017).

Bendrai CD yra skirstomas j monogening ir poligening formas. Monogeninis diabetas yra
skiriamas  tris dideles grupes: jauny zmoniy, serganciy brandos laikotarpiu, diabetas (angl.
Maturity—onset diabetes of young, MODY), naujagimiy diabetas (angl. Neonatal diabetes mellitus,
NDM) ir sindrominis diabetas. Visais atvejais monogeninj diabetg lemia viena mutacija, kuri gali
sukelti kasos B lasteliy funkcijos defektus.

MODY yra genetiSkai, metaboliskai ir kliniSkai nevienalyté, daugiausia nuo insulino
nepriklausoma, diabeto grup¢, kuriai biidinga kasos [ 1asteliy irimas ir sutrikusi insulino biosintezé
(H. Zhang et al., 2021). Sis diabeto tipas yra skirstomas j potipius pagal tai, kokiame gene yra
jvykusi mutacija, pavyzdziui, GCK koduoja gliukokinazés fermenta, katalizuojantj gliukozés
fosforilinimg glikolizés kelio pradzioje. Gliukokinazé yra kasos [ 1asteliy gliukozés jutiklis;
genetiniai defektai pakeicia gliukozés stimuliuojamo insulino sekrecijos slenkstj, todél sergantiems
asmenimis pasireiskia lengva hiperglikemija, kuriai gydymo dazniausiai neprireikia (H. Zhang et
al., 2021). HNF1A ir HNF4A yra svarbis vystantis kasos B 1asteléms; mutacijos, jvykusios Siuose
genuose lemia gliukozés homeostazes ir insulino sekrecijos sutrikimus, dél to pasireiSkia stipri
hiperglikemija ir reikalingas gydymas insulinu (Haliyur et al., 2019).

NDM yra sunki monogenin¢ liga, pasireiskianti per pirmuosius $esis gyvenimo ménesius. Sio

diabeto patogenezé priklauso nuo jvykusiy mutacijy genuose, kurie yra svarbiis kasos f Igsteliy



vystymuisi bei insulino sintezéje ir sekrecijoje (KCNJ11, ABCC8, GCK, INS, RFX6, SLC2A2,
SLC19A2; Dahl & Kumar, 2020).

Sindrominis diabetas — diabetas, kuris pasireiskia su kitais simptomais ir suformuoja klinikinj
sindromg, dar vadinama atsparumo insulinui sindromu. Sindrominiam diabetui yra priskiriamas
lipoatrofinis diabetas, VVolframo sindromas, mitochondrinis diabetas, nuo tiamino priklausoma
megaloblastiné anemija ir kt. (Sanyoura et al., 2018).

Poligeninio diabeto formos issivysto dél genetiniy ir epigenetiniy (aplinkos ir gyvenimo
buido) veiksniy. Poligeninio diabeto formai yra priskiriami | tipo ir 11 tipo CD (CD1 ir CD2) ir
néséiyjy (gestacinis) diabetas (ND).

CD1 yra autoimuninis sutrikimas, kuriam budingas T lasteliy sukeltas kasos B lasteliy irimas,
dél kurio kasa gamina mazai arba visai negamina insulino. CD1 sudaro apie 5-10 % visy CD atvejy
(American Diabetes Association, 2021).

CD2 yra nuo insulino nepriklausomas diabetas, tai labiausiai paplites CD tipas, kuris sudaro
apie 90-95 % visy atvejy ir daugiausia susij¢s su nepakankamu atsaku j insuling (sumazgjgs
jautrumas insulinui) ir atsparumu insulinui periferiniuose audiniuose (American Diabetes
Association, 2021). Sio tipo diabetui biidingos dvi pagrindinés su insulinu susijusios anomalijos:
atsparumas insulinui ir kasos f 1asteliy disfunkcija (Banday et al., 2020).

ND yra bet koks gliukozés netoleravimo ar diabeto laipsnis, diagnozuotas néStumo pradzioje
arba néStumo metu, dazniausiai antrajj ar tre¢igjj trimestrg (American Diabetes Association, 2021).
ND metu pasireiskusi silpna hiperglikemija praeina po gimdymo, tac¢iau ND kelia rizikg tiek
motinai, tiek kiidikiui. Dél gliukozés netoleravimo didéja prieslaikinio gimdymo ir preeklampsijos
rizika (Plows et al., 2018). Diagnozavus ND, motinai did¢ja rizika susirgti CD2, o kudikiui
padidéja nutukimo, CD?2 ir hiperlipidemijos rizika paauglystéje ir véliau (Petry, 2010). Be to,

moteriSkos lyties palikuonéms yra didesné rizika susirgti ND jy néStumo metu (Petry, 2010).

1.2. | tipo cukrinio diabeto rizikos veiksniai ir patogenezé

CD1 atsiranda dél kasos [ 1asteliy sunaikinimo, kurj sukelia autoimuniniai procesai, taciau
tiksli etiologija ir patologiniai mechanizmai vis dar néra pilnai iSaiskinti (Anderson, 2023). Yra
zinoma, kad Sios ligos vystymuisi jtakos turi sudétingas jvairiy veiksniy tinklas, pavyzdziui,
genetinis polinkis (stiprios sasajos su zmogaus leukocity antigenais (angl. Human leukocyte
antigenes, HLA), genetinis rySys su imunings sistemos genais), imunologiniai (pavyzdziui,
specifiSkumas [ 1gsteléms) ir aplinkos veiksniai (pavyzdZiui, amzius ligos pradzioje) ir Zarnyno

mikrobiota (Zajec et al., 2022).



Metaanaliziy ir viso genomo asociacijos tyrimais (angl. Genome-wide association study,
GWAS) yra nustatyta daugiau nei 50 lokusy, susijusiy CD1 genetine rizika (Stgrling & Pociot,
2017). Pagrindiniais genetinés rizikos veiksniais yra laikomi HLA geny, koduojanciy DQ ir DR,
polimorfizmai. Lokusy, koduojanciy Sesis klasikinius I (A, B ir C) ir II (DR, DQ ir DP) antigenus,
produktai yra struktiiriSkai homologiski lgstelés pavirSiaus receptoriniai baltymai, kurie surisa
antigeninius peptidus ir pateikia juos T Igsteléms. DQ ir DR polimorfizmai randami regionuose,
koduojanciuose aminoriigsciy liekanas, kurios sudaro peptidy suriSimo griovelj, todél skirtingos DQ
baltymy izoformos gali prisijungti ir pateikti skirtingus antigenus T Iasteléms (Banday et al., 2020;
Noble & Valdes, 2011). Nors jvairiose ligos stadijose dalyvaujantys molekuliniai keliai labai
skiriasi, vis daugiau tyrimy rodo, kad kasos B lastelés turi genetinj polinkj, o rizikai turi jtakos
jautrumas proapoptotiniams dirgikliams ir kasos B Igsteliy fenotipas (Pang et al., 2020; Scoville &
Jetten, 2021; G. H. Yang et al., 2021).

Genetiniai veiksniai yra biitini CD1 vystymuisi, taciau ir aplinkos veiksniai vaidina svarby
vaidmenj $ios ligos patogenez¢je: mityba, toksinai ir infekcijos, kurios paveikia vaikus gimdoje,
perinataliniu laikotarpiu ir vaikystéje (Paschou et al., 2018). Jei perinataliniame laikotarpyje vaisius
paveikiamas raudonukés virusu, vaikas dazniau serga CD1 (Paschou et al., 2018). Nustatyta, kad
SARS-CoV-2 uzkrecia ir dauginasi zmogaus endokrininése ir egzokrininése kasos lastelése ir
sukelia kasos [ lasteliy pazeidimus ir apoptoze (Miller et al., 2021; C. T. Wu et al., 2021). Taciau
reikalingi tolimesni tyrimai, norint i$siaiskinti, ar SARS-CoV-2 sukeltas [ Igsteliy pazeidimas yra
laikinas ar nuolatinis ir ar virusas gali iSlikti kasos lastelése, sukeldamas 1étine infekcija.

Mikrobiotos ir mitybos vaidmuo CD1 patogenezéje taip pat kelia didelj susidoméjima.
Ankstyvas karves pieno jtraukimas j kidikio mityba padidina ligos rizikg dél autoimuninés
reakcijos, kurig sukelia piene esancio insulino poveikis (Awadalla et al., 2017). Taip pat ankstyvas
griidiniy produkty jtraukimas j mityba, su vandeniu suvartojamy nitraty kiekis, omega-3 riebaly
ragsciy ir vitamino D triikumas siejamas su padidéjusia CD1 i8sivystymo rizika (Paschou et al.,
2018). Specifinés ir jvairios zarnyno mikrobiotos buvimas yra labai svarbus jgimtos imuninés
sistemos vystymuisi, palaikant gleivinés barjera ir gaminant jvairius metabolitus bei vitaminus.
Tyrimai parod¢, kad asmeny, serganciy CD1, mikrobiota skiriasi nuo sveiky asmeny. CD1 rizikos
veiksniai apima didesnj Firmicutes bakterijy tipy kiekj ir didesnj angliavandeniy suvartojima, o
Bifidobacterium kiekis siejamas su tokiais apsauginiais veiksniais kaip zindymas (Traversi et al.,
2020).

CD1 atsiradimg sukelia netinkamas tiek jgimtos, tiek adaptyviosios imuninés sistemos
aktyvavimas, kurios metu susidaro signaliniy keliy kaskados, kurios naikina kasos Langerhanso
saleles. CD1 vystosi palaipsniui ir jo patogeneze yra skirstoma j tris stadijas, kurios progresuoja j 8
lasteliy irima, gliukozés kiekio kraujyje disbalansg (disglikemija) ir galiausiai su hiperglikemija

10



susijusius simptomus. Pirmai stadijai biidingas autoantikiiny buvimas ir disglikemijos nebuvimas; 2
stadijai biidingas ir autoantikiiny buvimas, ir disglikemija; simptomai pasireiskia tik 3 stadijoje, kuri
atitinka simptominj CD1 (Katsarou et al., 2017).

CD1 vystymosi procesas yra susijes su atsaku j uzdegima (1.1 pav.). B limfocitai iSskiria
naviko nekrozés faktoriy o (angl. Tumor necrosis factor alpha, TNF-a) ir y interferong (IFN-y),
kurie skatina azoto monoksido (NO) susidarymg. NO trukdo kasos B lasteliy apoptozei ir antigeng
pateikianciy lasteliy (angl. Antigen—presenting cell, APC) pritraukimui. APC migruoja j kasos
limfmazgius, kur suaktyvina CD4* T limfocitus. Sie skatina makrofagus i3skirti citokinus ir
reaktyviasias deguonies formas (angl. Reactive oxygen species, ROS) ir tarpininkauja aktyvuojant
autoreaktyvias CD8* T lasteles. Pastarosios grizta j Langerhanso saleles ir lizuoja kasos [ Iasteles,
ekspresuojanc¢ias imunogeninius antigenus pagrindinése audiniy suderinamumo komplekso (angl.
Major histocompatibility complex, MHC) I klasés pavirSiaus molekulése (de Brito Oliveira et al.,
2017; DiMeglio et al., 2018).

limfocitas

Autoantikdnai

B lgsteliy
pazeidimai ir ‘
irimas

Langerhanso salelé

1.1 pav. | tipo cukrinio diabeto patogenezé.
APC — antigeng pateikiancios Igstelés suaktyvina, TCR — T Igsteliy receptorius; BCR — B Igsteliy
receptorius; MHC — pagrindinis audiniy suderinamumo kompleksas (Pagal Katsarou et al., 2017).

Apibendrinant, CD1 yra autoimuninis sutrikimas, kuriam bidingas T Igsteliy sukeltas kasos 3

lasteliy irimas, dél kurio atsiranda insulino trikumas ir galiausiai hiperglikemija. Sis autoimuninis
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kasos lIgsteliy destrukcijos procesas vyksta genetiskai jautriems asmenims, kurie yra paveikiami

vienu ar keliais aplinkos rizikos veiksniais.

1.3. 1l tipo cukrinio diabeto rizikos veiksniai ir patogenezé

CD2 yra létiné metaboliné liga, kuri iSsivysto dé¢l nepakankamos insulino sekrecijos i§ kasos 3
lgsteliy, audiniy atsparumo insulinui (angl. Insulin resistance, IR) ir nepakankamo kompensacinio
insulino sekrecijos atsako (Galicia-Garcia et al., 2020). Sios ligos patogenezés mechanizmai Zinomi
tik 1§ dalies, nes liga yra nevienalyte; rizikos veiksniai apima sudétingg genetiniy, metaboliniy ir
aplinkos veiksniy derinj, kurie sgveikauja vienas su kitu ir prisideda prie CD2 vystymosi.

Per pastargjj deSimtmet] nustatyta daugybé su CD2 rizika susijusiy genetiniy lokusy.
Dauguma jy padidina ligos vystymosi rizikg dél pirminio poveikio insulino sekrecijai, veikiant
kasos B lasteles (pavyzdziui, ABCC8, KCNJ11 (KIR6.2), SLC2A2 (GLUT2), HNF4A (HNF4a), INS
ir kiti). Papildomai nustatyta keletas lokusy, kurie yra susij¢ su insulino veikimu (pavyzdziui, INSR,
PIK3R1 ir SOS1; (Mambiya et al., 2019). Nors individualus polinkis sirgti CD2 dél nepakeic¢iamy
rizikos veiksniy (Seimos istorijos / genetinio polinkio) yra svarbus, manoma, kad daugelio CD2
atvejy galima iSvengti pagerinus gyvenimo buda.

CD2 patofiziologijoje dalyvaujanciy aplinkos ir metaboliniy veiksniy sgraSas vis dar néra
baigtinis, pastaraisiais metais j ji jtraukti tokie veiksniai kaip nutukimas, vitaminy trilkumas,
mikrobiotos poky¢iai ir t.t. (Kesavadev et al., 2019). Asmenims, sergantiems CD2, daznai buidingas
nutukimas ir didesnis kiino riebaly procentas (KMI = 30 kg/m?). Riebalinis audinys skatina
insulino atsparuma per jvairius uzdegiminius mechanizmus, jskaitant padidéjusj laisvyjy riebaly
rugsciy (angl. Free fatty acid, FFA) iSsiskyrimg ir adipokiny reguliavimo panaikinima. Didelé
riebaly rugsciy aplinka hiperglikeminémis sglygomis gali sumazinti INS raiska, o sutrikusi
cholesterolio transporterio funkcija sukelia kasos  1asteliy nykima dél steroliy kaupimosi ir
uzdegimo. Prie B lasteliy nepakankamumo prisideda lipoproteiny frakcijos, cholesterolio
metabolizmas ir mazo tankio lipoproteinai (MTL). Lipoproteiny frakcijos oksiduojasi ir gali
sumazinti insulino raiSkg izoliuotose kasos [ 1astelése, o MTL gali sukelti kasos B Iasteliy apoptoze.

Didéjant riebaly atsargoms ir adipocity dydziui, lastelés maziau reaguoja j insuling, nes
pertekliné mityba sukelia oksidacinj stresg (OS), d¢l kurio yra inaktyvuojamas gliukozes
transporteris GLUT4 (Malone ir Hansen, 2019). Be to, riebaly rugstys gali sustiprinti uzdegiminj
toksiSkumga tiesiogiai aktyvuodamos uzdegiminio atsako kelius. | kraujg i$siskiria uzdegima
skatinancios molekulés, tokios kaip interleukinai 1 ir 6 (IL-1, IL-6), C reaktyvusis baltymas (angl.

C-reactive protein, CRP), TNF-a. Pastarasis veikia kaip prieSuzdegiminis citokinas, kuris
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reguliuoja atsparumg insulinui, skatindamas insulino receptoriaus substrate 1 (IRS-1) esanc¢io serino
fosforilinimg ir taip paskirstydamas IRS baltymus (S. Y. Tan et al., 2019). Be to, TNF-a inicijuoja
c-Jun N-galinés kinazés (angl. C-Jun N-terminal kinase, JNK) ir branduolio faktorius k B (NF-«B)
signalinius kelius, kurie didina uzdegiminiy citokiny ir imuniniy Igsteliy kiekj, dél kuriy atsiranda
kasos saleliy uzdegimas ir IR (Zand et al., 2017).

CD2 vystymasi lemia kompleksinis veiksniy tinklas, kurie turi nevienoda poveiki, todél
diabeto patofiziologija gali skirtis priklausomai nuo individo. Bendrai, ankstyviausias CD2
vystymosi defektas yra IR, kuriam btdingas sumazéjes gliukozés transportavimas. Todél sutrinka
gliukozés gamybos kepenyse reguliacija ir didéja kasos P Iasteliy disfunkcija, galiausiai sukelianti B
lasteliy nepakankamuma. Suprasti mechanizmus, susijusius su CD2 vystymusi, yra labai svarbu,

kad bty galima kontroliuoti, gydyti ir iSvengti CD2 ir su juo susijusiy komplikacijy.

1.4.  Diabeto diagnozavimas ir simptominis gydymas

Vadovaujantis Pasaulio sveikatos organizacijos (PSO) rekomendacijomis, CD
diagnozuojamas atliekant gliukozés tolerancijos tyrimus, esant CD biidingiems simptomams
(daznas Slapinimasis (poliurija), padidéjes troskulys (polidipsija) ir noras valgyti (polifagija),
staigus svorio kritimas, nuovargis, ranky ir kojy tirpimo ir dilg¢iojimo pojutis) ir bent vienam
teigiamam hiperglikemijos rodikliui (1.1 lentel¢). Sie testai gali biiti naudojami diabeto
diagnozavimui bei asmenims, sergantiems prediabetu, nustatyti. Diabetas gali biiti nustatytas bet
kurioje klinikiniy scenarijy spektro dalyje: i§ pazitiros mazos rizikos asmenims, kuriems atliekami
gliukozés tyrimai, asmenims, kurie tikrinami, remiantis diabeto rizikos vertinimu, ir pacientams,
paciento Slapime. Ketonai (acetonas, acetoacto riigstis, B-hidroksibutiratas) §lapime susidaro, kai
energijai yra naudojami riebalai. Todél jy aptikimas Slapime yra svarbus rodiklis diabeto atveju, nes

leidzia spresti apie metaboling dekompensacija.

1.1 lentelé. Hiperglikemijos rodikliai ir slenkstinés ribos.

Hiperglikemijos rodiklis Gliukozés kiekis veninéje kraujo plazmoje
Alkio glikemija >7 mmol/l;
2 valandos po 75 g gliukozés testo >11,1 mmol/l;
Hiperglikeminé krizé >11,1 mmol/l
HbAlc reikSmeé >6.5 %

HbA1c — glikozilintas hemoglobinas.
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savaites, o0 CD2 buidingas ilgas besimptomis laikotarpis, kurio metu liga daznai lieka
nediagnozuojama. [prastai CD2 diagnozuojamas profilaktiniy patikrinimy metu, nustatant
padidéjusj gliukozés kiekj veninio kraujo plazmoje. CD1 diagnoz¢ patvirtinama randant tam tikry
antikliny, pavyzdziui, glutamo rugsties dekarboksilazés autoantikiiny (angl. Glutamic acid
decarboxylase autoantibodies, GADA), saleliy lasteliy autoantikiiny (angl. Islet cell autoantibodies,
ICA) pries kasos P Iasteliy citoplazmos baltymus, autoantikiiny prie§ tirozino fosfatazes IA-2 ir |A—
20, insulino autoantikiny (angl. Insulin autoantibodies, IAA) pries salelei specifing cinko
transporterio izoformg 8 (angl. Autoantibodies to islet—specific zinc transporter isoform 8, ZnT8)
(Banday et al., 2020).

Pacientui diagnozavus CD, yra siekiama sustabdyti galimy komplikacijy pasireiSkimg ir
optimizuoti gyvenimo kokybe. Glikemijos jvertinimui yra atliekamas glikozilinto hemoglobino
(HbAlc) tyrimas. HbAlc yra patikimiausias ilgalaikés glikemijos kontrolés rodiklis, nes tiksliai
atspindi asmens gliukozeés kiekj kraujyje per pastaruosius du ar tris ménesius (Sherwani et al.,
2016). Remiantis HbA 1¢ koncentracijos reikSme yra paskiriamos atitinkamos ligos valdymo
priemoneés. Remiantis PSO nustatytais kriterijais, glikemijos kontrol¢ apibréziama kaip gera, kai
HbAlc reikSme <7 % ir bloga, kai HbAlc >8 %. Be to, siekiant tinkamai valdyti nustatyta CD2, yra
rekomenduojama i§ karto iStirti ir dél galimy komplikacijy (inksty, Sirdies ir kraujagysliy,
periferiniy nervy), o CD1 atveju — praéjus 5-iems metams nuo diagnozé nustatymo.

CD simptominis gydymas apima nefarmakologinius ir farmakologinius metodus.
Nefarmakologinai metodai yra pradinis CD2 gydymas, apimantis gyvenimo btido poky¢ius (dieta,
fizinio aktyvumo didinimas, svorio mazinimas, diabeto savivaldos mokymai) (Leite et al., 2020).
Tyrimai rodo, kad svorio netekimas gali palengvinti CD2 simptomus ir net lemti remisija.
Nustatyta, kad netekus didelio svorio (>15 kg arba ~15 % pradinio kiino svorio), daugumai pacienty
zymiai sumazgjo gliukozés kiekis kraujyje nevalgius ir HbA 1c kiekis (Steven & Taylor, 2015).
Toks svorio netekimas, pasiektas ribojant kalorijas, lémé CD2 remisija ~80 % pacienty, serganciy
CD2 ir turin¢iy nutukimg (Lean et al., 2018). Jeigu gyvenimo biido pokyciai nepadeda islaikyti
tikslinio cukraus kiekio kraujyje, gali biiti skiriamas farmakologinis gydymas. Rekomenduojama
iSkart skirti insuling, kaip dalj kombinuotos terapijos, pacientams, kuriy hiperglikemija yra labai
auksta (>16,7 mmol/l, HbAlc >10 %) ir kuriems yra pasireisSke kataboliniai simptomai (svorio
kritimas, hipertrigliceridemija, ketoz¢). Véliau, jei nebéra poreikio insulinui, galima pereiti prie
peroraliniy medikamenty. Dazniausiai CD2 sergantiems asmenims yra skiriamas metforminas, kuris
didina jautrumg insulinui ir gliukozés pasisavinimg. Metforminas gali padéti numesti svorio ir
mazina trigliceridy ir MTL kiekj serume (Lin et al., 2018). Visa tai lemia gliukozés ir HbA1c kiekio

sumaz¢jima, tac¢iau metforminas neturi jtakos kasos B lasteléms. Dipeptidilpeptidazés-4 (DPP4)
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inhibitoriai, kitaip vadinami gliptinais, yra santykinai naujesniy gydymo priemoniy grupé¢, kuri
veikia slopindama fermenta dipeptidilpeptidaze 4 (A. K. Singh et al., 2017). Sio fermento
slopinimas inaktyvuoja inkretino hormonus — j gliukagong panasy peptida 1 (angl. Glucagon-like
peptide—1 receptor agonist, GLP-1) ir j nuo gliukozés priklausoma insulino tropinino peptida (ang|.
Gastric inhibitory polypeptide, GIP), kurie dalyvauja reguliuojant gliukozés homeostazg (A. K.
Singh, 2014). CDI1 atveju placiausiai naudojamas simptominis gydymas yra gliukozés
koncentracijos kraujyje nuolatinis steb¢jimas ir insulino terapija. Dél prastos diabeto kontrolés
daugeliui ligoniy prireikia kartu su pakaitine insulino terapija vartoti papildomus vaistus —
metforming arba pramlintida, kad ilgainiui biity pasiekta gera glikemijos kontrolé. Metformino
vartojimas CD1 sergantiems pacientams gali nezymiai sumazinti trigliceridy, HbA1c¢ kiekj ir padéti
mazinti antsvorj (Edelman et al., 2008; Meng et al., 2018).

Dabar naudojami farmakologiniai vaistai padeda slopinti CD progresavima, taciau liga néra
iSgydoma. Todél yra ieSkoma naujy farmakologiniy metody, kurie biity nukreipti j signalinius

kelius, susijusius su CD vystymusi.

1.5.  Oksidacinio streso vaidmuo cukrinio diabeto patogenezéje

Biocheminiai keliai, kuriuos suaktyvina hiperglikemija, yra susij¢ su ROS susidarymu,
galiausiai sukelianciu oksidacinj stresg (OS). OS yra pagrindinis tarpininkas, sukeliantis diabeto
komplikacijas (Pitocco et al., 2013). D¢l didelio reaktyvumo ROS reaguoja su jvairiomis Igsteliy
sudedamosiomis dalimis, jskaitant DNR, lipidus ir baltymus, ir sukelia lgsteliy pazeidimus. Be to,
per dideli ROS kiekiai aktyvuoja prieSuzdegiminius transkripcijos faktorius, NF«B ir AP-1 (angl.
Activator protein 1), kurie padidina prieSuzdegiminiy citokiny ir adhezijos molekuliy raiskg
(Rendra et al., 2019). Aktyvuotos endotelio lastelés pritraukia monocitus, kurie dar labiau padidina
uzdegimg ir skatina makrovaskulinius ir mikrovaskulinius pazeidimus (Pitocco ir kt., 2013).

ROS yra chemiskai aktyvios deguonies turin¢ios molekulés, kurios yra nattralis deguonies
apykaitos Salutiniai produktai. Pagrindiniai ROS tipai yra superoksidai, hidroperoksido radikalai,
singletiniai radikalai, hidroksilo radikalai, azoto oksidai, peroksinitritai ir kt. (Sies & Jones, 2020).
ROS daugiausia susidaro mitochondrijose, taciau juos specialiai gamina fermentai: NADPH
oksidazé (NOX), ksantino oksidazé. (Forrester et al., 2018). ROS placiai dalyvauja tarplasteliniuose
signaliniuose keliuose ir lgsteliy aktyvumo reguliavimo procesuose: apoptozés indukcijoje,
prisitaikyme prie jvairiy veiksniy poveikio ir imuniniame atsake (Sies, 2020). Iprastomis salygomis
Igstelése esantys antioksidacinés apsaugos mechanizmai uztikrina ROS pasalinimg i$ organizmo ir

palaiko homeostaz¢. Taciau lasteléms esant hiperglikeminéje biisenoje, ROS koncentracija virSija

15



NADPH ir glutationo (GSH) koncentracijas, todél lastelése atsiranda DNR pazaidos, kurios
galiausiai sukelia OS.

Hiperglikemijos metu vyksta pertekliné gliukozés oksidacija per glikolizés ir Krebso ciklus,
todel mitochondrijy elektrony perneSimo grandiné tampa hiperaktyvi, tokiu biidu sukeldama per
didele ROS gamyba. D¢l ROS sukelty DNR paZeidimy yra suaktyvinamas DNR reparacijos
fermentas — poli-ADP ribozés polimerazé 1 (PARP1), kuri slopina gliceraldehido 3-fosfato
dehidrogenazés (GADPH) aktyvuma (Kosova et al., 2017). Inaktyvuota GADPH lemia
gliceraldehido 3-fosfato ir kity glikolizés tarpiniy produkty, fruktozés 6-fosfato ir gliukozés 6-
fosfato, kaupimasi. Padidéjes glikolizés tarpiniy produkty kiekis suaktyvina penkis pagrindinius
molekulinius kelius, susijusius su CD ir jo komplikacijy patogeneze: poliolio kelig, padidéjusi
galutiniy glikacijos produkty (angl. Advanced glycation end products, AGE) susidaryma, padidéjusi
AGE receptoriy (RAGE) ir juos aktyvuojanciy ligandy susidaryma, baltymy kinazés C (PKC)
izoformy aktyvacijg ir per didelj heksozamino kelio aktyvumag (Nellaiappan et al., 2021).

Gliukozés metabolizmo metu lgstelése susidaro toksiski aldehidy metabolitai, kuriuos per
poliolio kelig aldozés reduktazés pavercia netoksiSkais alkoholiais. Sergant CD, aldozés reduktazés,
naudodamos NADPH, gliukoze pavercia sorbitoliu, kuris oksiduojamas iki fruktozés. NADPH yra
bitinas atliekant kitus svarbius procesus lastel¢je, pavyzdziui, regeneruojant sumazintg GSH. Dél to
sumazgjusi antioksidanty NADPH ir GSH koncentracija sukelia per didel¢ vandenilio jony gamyba,
sutrikdant antioksidacine funkcija (Nellaiappan et al., 2021).

Glikolizés metu heksokinazé arba gliukokinaze suskaido gliukoze iki fruktozés 6-fosfato.
Sergant CD, d¢l didelio cirkuliuojancios gliukozés kiekio fruktozés 6-fosfatas nukreipiamas j kitus
kelius, kur jis metabolizuojamas j uridino difosfato N-acetilgliukozaming (UDP-GIcNAC). O-
GlcNAc transferazé (OGT) UDP-GIcNAc panaudoja baltymy glikozilinimui, kurie yra susij¢ su
prieSuzdegiminiy ir koagulianty geny raiSkos pokyciais ir padidéjusia transkripcijos faktoriy TGF-a
ir TGF-P raiska (Daniels et al., 2020). Heksozamino kelio aktyvinimas taip pat gali slopinti
endotelinés NO sintazés aktyvuma, taip pazeidziant fosfatidilinozitolio 3-kinazés (PI3K) / baltymy
kinazés B (Akt) kelig, taip lemiant OS (Fiorentino et al., 2013).

Per dideli vidulastelinés gliukozés kiekiai skatina mitochondrijy aktyvuma, padidina PKC ir
NOX aktyvuma ir skatina padidéjusi gliukozés srauta per poliolio kelig — visa tai turi jtakos lasteliy
metabolizmui. Hiperglikeminé aplinka aktyvuoja daugybe PKC izoformy, o tai lemia molekulinius
poky¢ius, iskaitant padidéjusia uzdegiminiy Zymeny ir citokiny raiska. Patologinés pasekmés yra
angiogeneze, kapiliary ir kraujagysliy okliuzija, ekstralgstelinés membranos i$siplétimas, bazinés
membranos sustoréjimas ir pakitgs fermenty aktyvumas (Nellaiappan et al., 2021).

Padidéjes ekstralgstelinis gliukozes kiekis lemia nefermentinj baltymy glikozilinimg ir AGE
susidaryma. AGE keicia lasteliy baltymy strukttira, todél prarandama jy funkcija; jie taip pat
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modifikuoja membranos baltymus, sudarydami kryzminius rysius su kolageno skaidulomis, dél
kuriy prarandamas kraujagysliy elastingumas (V. P. Singh et al., 2014). AGE prisijungia RAGE
plazming¢je membranoje ir skatina ROS gamyba. Taip pat AGE prisijunges RAGE aktyvuoja
transkripcijos faktoriy NFxB, dél kurio suaktyvinami prieSuzdegiminiai citokinai, augimo faktoriai
ir adhezijos molekulés (Tobon-Velasco et al., 2014).

Kaip pavaizduota 1.2 paveikslélyje, diabeto ir jo komplikacijy patogenezéje dalyvauja
persidengiantys mechanizmai. Taciau visais atvejais dél per didelio gliukozés kiekio aktyvinti
metaboliniai keliai skatina ROS formavimasi ir lastelés patiria OS. Siais baidais padidéjes
tarplastelinis ROS lemia DNR pazaidas. Dél DNR pazaidy aktyvinama PARP1, kuri gamina ADP-
ribozés polimerus, kurie jungiasi prie GAPDH ir keicia jos aktyvuma. GAPDH slopinimas blokuoja
glikolize, todél glikolitiniai tarpiniai produktai yra nukreipiami j patogenetinius signalinius kelius,

kurie lemia OS ir pasireiskia CD komplikacijos.

Mitochondrija
1Gliukozé tROS ﬁ
: S Branduolys
' T1DNR pazaidos _
: Ky SN — (1PARP

+ --->(1Poliolio kelias -

r -- -»OHeksozamino kelias )

' = '*( tPKC aktyvumas )

v--->( 1AGE kelias )

Qﬁikrovaskulines ir makrovaskulinés ko.mplikacijcg

1.2 pav. Hiperglikemijos sukelto 1gstelinio streso mechanizmai.
CD - cukrinis diabetas, ROS — reaktyvios deguonies formos. (Pagal Katsarou et al., 2017).

Siekiant istirti ir suprasti OS vaidmenj CD vystymesi, yra sukurti eksperimentiniai modeliai,
naudojant struktirinius gliukozés analogus. Pavyzdziui, aloksanas (AX) naudojamas dviem

skirtingiems patologiniams poveikiams tirti: selektyviam gliukozés stimuliuojamo insulino
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sekrecijos slopinimui ir ROS susidarymui, skatinantj kasos [ Iasteliy nekroze (Ighodaro et al.,
2017). Abu poveikiai kartu sukelia j CD1 panaSig patofiziologing bliseng Igstelése. Jrodyta, kad
citotoksinis AX poveikis pasireiskia dél ROS veikimo, sukeliancio lasteliy nekroze, dél kalcio
homeostazés sutrikimy ir mitochondrijy membranos destabilizavimo (Bensellam et al., 2012). Kiti
gliukozés analogai ir jvairios cheminés medZiagos gali biiti naudojamos, kuriant ROS susidarymo ir
diabeto vystymosi modelius. Pavyzdziui, 4-nitrochinolino 1-oksidas (4NQO) yra tabaka
imituojantis kancerogenas, skatinantis ROS medziagy apykaitos produkty susidaryma, kurie
saveikauja su nukleofiline DNR dalimi ir sudaro DNR aduktus (Sagheer et al., 2021). Dél siy
pazeidimy guaninas pakeicia pirimiding ir sukelia geny mutacijas (Downes et al., 2014). Be
tiesioginés sgveikos su DNR, 4NQO yra tarplastelinio OS induktorius — iSeikvoja lastelése GSH,
taip Igstelése skatinant OS (Koike et al., 2018) (1.3 pav.). 4NQO metabolizmo metu susidaro
superoksido, vandenilio peroksido ir hidroksilo radikalai, kurie sagveikauja su nukleobazémis ir
susidaro dideli 8-hidroksideoksiguanozino (80OHdG) kiekiai (Butkowski, 2020). 80OHdG yra vienas
pagrindiniy oksidacijos Salutiniy produkty; sergant CD nustatomi didesni jo kiekiai Slapime ir
kraujo plazmoje (Butkowski, 2020). Tyrimais parodyta, kad dideli 80OHdG kiekiai teigiamai
koreliuoja su HbA 1c reiksme, bendru cholesterolio kiekiu ir neigiamai koreliuoja su GSH kiekiu
(Al-Aubaidy & Jelinek, 2014; Moresco et al., 2013). Todél 80OHAG yra laikomas potencialiu CD

komplikacijy prognostiniu bioZymeniu.

GSH
sumazéjimas

4-nitrochinolino Oksidacinés AP
Oksidacinis CD
1-oksidas ROS pazaidos i
(4NQO) (80HAG) stresas komplikacijos

1.3 pav. 4-nitrochinolino 1-oksido veikimo schema.
ROS - reaktyvios deguonies formos, GSH — glutationas, 80OHdAG — 8-hidroksideoksiguanozinas,
CD - cukrinis diabetas (Pagal Butkowski, 2020; Lan et al., 2016)

CD ir jo komplikacijos yra susijusios su ROS susidarymu, todél yra ieSkoma jvairiy biidy kaip
sumazinti ROS ir OS, taip slopinant CD progresavima. Vieni i§ terapiniy gydymo vaisty yra
antioksidantai, kurie mazina ROS kiekj ir slopina OS. A-lipoiné riigstis (angl. a-lipoic acid, ALA)
yra sieros turintis natiiralus antioksidantas, kuris atlieka esminj kofaktoriaus vaidmenj, fermentiskai
skaidant maistines medziagas (Packer & Cadenas, 2011). Tyrimais parodyta, kad ALA mazina ROS
kiekj, pagerina jautrumg insulinui, sumazina gliukozés kiekj kraujyje ir skatina kity antioksidanty
gamyba (Haghighatdoost & Hariri, 2019; G. Li et al., 2015). Taciau ikiklinikiniai ir klinikiniai
tyrimy rezultatai apie ALA nauda gydant CD yra priesStaringi. Neseniai atlikta metaanalizé neparodé
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HbA ¢ skirtumy tarp kontrolinés grupés ir grupés, gydytos ALA (Ebada et al., 2019). Dauguma
jtraukty ligoniy vartojo Kitus vaistus nuo diabeto, pavyzdziui, metforming, sulfonilkarbamidg ir
insuling. Tik vienas tyrimas parodé¢, kad sergantiems pazengusia CD2 forma ir gydytiems ALA
asmenims, pageréjo HbA 1¢ ir kiti metaboliniai rodikliai (Zhao & Hu, 2014). Tyrimais parodyta,
kad jprastinio antidiabetinio gydymo, sergant CD2, papildymas ALA normalizuoja kiino svorj,
iSsaugo kasos [ saleles ir palaiko normalig glikemija, kartu sumazindamas inksty pazeidimus,
uzdegimg ir fibroze¢ bei pagerindamas jy antioksidacing btiseng (Dugbartey et al., 2022). Tyrimuose
su diabetinémis pelémis ALA vartojimas slopino OS bei i§ dalies panaikino neuropatinj skausma,
todél ALA papildai yra naudingi gydant diabeting neuropatija (Verma, 2018). Be to, in vitro ir in
Vvivo tyrimais nustatyta, kad ALA reguliuoja antioksidaciniy geny raiska (Jamor et al., 2019;
Yamada et al., 2012), ta¢iau bendrai duomeny apie ALA poveikj genetiniams ir epigenetiniams
mechanizmams yra labai mazai. Apibendrinant, ALA turi pleiotropinj poveikj gliukozés
metabolizmui, taciau vis dar yra reikalingi papildomi, didesnio masto tyrimai, siekiant pilnai

iSsiaiskinti ALA papildy pritaikymg CD gydyme.

1.6.  Cukrinio diabeto komplikacijos

CD komplikacijos skirstomos j mikrovaskulines ir makrovaskulines, pagal tai, kokios
kraujagyslés (mazosios ar didZiosios) yra pazeidziamos (1.4 pav.). Mikrovaskulinés komplikacijos
apima pazeidimus akies tinklainéje, inksty glomeruluose ir periferiniuose nervuose. Tai gali lemti
akluma, 1étine inksty liga (LIL) ir nefropatija bei skausmingas neuropatijas (Garla et al., 2019; Lim,
2014; Patel et al., 2021; Vujosevic et al., 2020). Makrovaskulinés komplikacijos pazeidzia arterijas,

tod¢l kyla miokardo infarkto, insulto ir galtiniy amputacijy rizika.
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Makrovaskulinés komplikacijos
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Diabetiné péda

1.4 pav. Makrorovaskulinés ir mikrovaskulinés cukrinio diabeto komplikacijos.
(Pagal Cole & Florez, 2020, sukurta su BioRender.com).

1.6.1. Inksty patologijos

LIL yra progresuojantis sutrikimas, pasireiSkiantis sumaz¢jusia inksty funkcija, o ilgalaike
inksty disfunkcija lemia nefropatijos — inksty funkcijos praradimo ir struktiiros pazeidimy —
iSsiskyrimu su $lapimu (albumino ir kreatinino santykis >30 mg/mmol) ir mazu glomeruly
filtracijos grei¢iu (GFG <60 ml/min/1,73 m?).

Hiperglikemija yra pagrindinis diabetu serganciy pacienty inksty ligos i§sivystymo ir
progresavimo rizikos veiksnys. Sergant CD2, LIL issivystymo rizika dar labiau didéja esant ilgai
diabeto trukmei (>15 mety), hiperlipidemijai, hipertenzijai ar jau i$sivysciusiai diabetinei
retinopatijai (Siddiqui et al., 2022). Nustatyta, kad dauguma pacienty, serganciy nefropatija, serga
dislipidemija, kurig sukelia sutrikes lipoproteiny lipazés (LPL), esancios endotelio lgstelése,
veikimas. Sutrikusi LPL lemia padidéjusia trigliceridy koncentracijg serume ir sumaz¢jusj didelio
tankio lipoproteiny (DTL) kiekj (Kawanami et al., 2016). Hiperglikemijos sglygomis endotelio
lastelés ir podocitai strukturiSkai nesubregsta, todél negali palaikyti normalaus glomeruly kapiliary

pralaidumo.
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1.6.2. Sirdies ir kraujagysliy patologijos

Makrovaskulinés diabeto komplikacijos pazeidzia didesnes kraujagysles, dél to sukeliamos
Sirdies ir kraujagysliy ligos (SKL). Pagrindinis $irdies ir kraujagysliy sistemos sutrikimas biidingas
CD sergantiems asmenims, yra prieslaikiné aterosklerozé, kurig lydi miokardo infarktas, insultas ir
Sirdies funkcijos sutrikimai. SKL yra daznos CD atveju ir sudaro daugiau nei puse visy miréiy dél
diabeto komplikacijy (American Diabetes Association, 2021).

Manoma, kad hiperglikemija ir atsparumas insulinui labiausiai prisideda prie ateroskleroziniy
poky¢iy ir diabeto makrovaskuliniy komplikacijy patogenezés. Per pirmuosius 6—7 diagnozés metus
i§laikius gera glikemijos kontrole, mazesné SKL rizika islieka ~10 mety (McRae & Low Wang,
2022). Didelé HbA 1¢ koncentracija sukelia dislipidemija, hiperhomocisteinemijg ir hipertenzija,
padidina CRP kieki, kraujo klampuma ir skatina OS, o tai prisideda prie SKL vystymosi (Prasad,
2018). Nors tikslios priezastys, lemiancios pradinius Sirdies ir kraujagysliy sistemos pokyc¢ius, néra
zinomos, daugelis tyrimy rodo, kad endotelio disfunkcija atlicka svarby vaidmenj (Nellaiappan et
al., 2021). Endotelis kontroliuoja kraujagysliy homeostazg, reguliuodamas kraujagysliy pralaiduma,
lipnuma, elastinguma ir vientisumga. Sergant CD organizmas yra uzdegimo biisenoje, todél yra
aktyvuojamos imuninés lgstelés (makrofagai, T-Igstelés), kurios jungiasi prie kraujagysliy sieneliy

ir sukelia endotelio disfunkcija (Sun et al., 2020).

1.6.3. Periferiniy nervy patologijos

Neuropatija yra jutimo funkcijos praradimas, kuris atsiranda dél periferinés ir autonominés
nervy sistemos pazeidimy. Tai neurodegeneracinis periferinés nervy sistemos sutrikimas, kuris
pirmiausia paveikia jutimo aksonus, autonominius aksonus, o véliau, kiek mazesniu mastu,
motorinius aksonus (Patel et al., 2021). Neuropatiniai sindromai gali pasireiksti jvairiomis
formomis ir yra klasifikuojami pagal pazeidziamo nervo tipa, nervo pazeidimo vieta (centrinis,
daugiazidininis ar sisteminis) ir ligos eigg (imin¢ ar létiné). CD atveju labiausiai paplitusi ligos
forma yra distaliné simetriné polineuropatija, todél dazniausiai ji jvardijama kaip diabetiné
neuropatija (Patel et al., 2021). Si patologija pasireiskia periferiniy nervy paZeidimais rankose ir
apatinése galtinése. Bet gali pasireiksti ir antrinés diabetinés neuropatijos: zidininés neuropatijos,
kurios apima atskiry periferiniy nervy disfunkcijg (mononeuropatijos arba radikulopatijos) ir
autonominés neuropatijos (irdies autonominé neuropatija (ASN), vir§kinimo trakto neuropatija,
diabetiné cistopatija bei impotencija) (Feldman et al., 2019).

Jutimo nervas susideda i§ trijy skirtingy nervy skaiduly pogrupiy, kurie perduoda skirtingus
pojiicius. Maziausios (nemielinizuotos) skaidulos perduoda buka skausmg ir temperatiiros jutima,
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vidutinio skersmens (mazos mielinizuotos) skaidulos perduoda greita skausmo, temperatiiros ir
slégio jutima, o didziausios (mielinizuotos) skaidulos perduoda lyt¢jimo ir slégio jutimg. Diabetinés
neuropatijos atveju pradzioje yra pazeidZziamos mazos nemielinizuotos skaidulos, o ligai
progresuojant — mielinizuotos mazos ir didelés skaidulos. Pirminés sveikatos priezitiros srityje
neuropatijos rizikos stebéjimas apsiriboja kasmetine diabeto apzvalga, jvertinant diabeto trukme,
HbAlc lygj ir atliekant galtiniy apzitirag. Todél diabetiné neuropatija daznai diagnozuojama per
vélai, nors ji gali i$sivystyti CD1 sergantiems vaikams ir per pirmuosius metus nuo CD1 diagnozés
(Kallinikou et al., 2019; Ziegler et al., 2014). Pagal PSO ir Amerikos diabeto asociacijos (ADA)
rekomendacijas, diabetinés neuropatijos diagnozé patvirtinama, naudojant 10 g monofilamenta
(World Health Organization, 2020; American Diabetes Association, 2022). Taciau naudojant
monofilamentg yra identifikuojama tik paZzengusios formos neuropatija (kai pazeistos mielinizuotos
nervinés skaidulos), kai yra didelé pédos iSop¢jimo rizika (Armstrong et al., 2017; Pop-Busui et al.,
2017). Dél metodiniy problemy, susijusiy su neuropatijos diagnozavimu yra reikalingi papildomi

tyrimai, siekiant tiksliau ir anksc¢iau nustatyti neuropatija. (Inceu & Veresiu, 2015).

1.6.4. Akiy patologijos

Diabetiné retinopatija sukelia tinklainés pazeidimus ir yra pagrindiné aklumo priezastis tarp
dirban¢io amziaus populiacijos. Retinopatija pasizymi kraujagysliy pralaidumo poky¢iais, kapiliary
degeneracija, kapiliary mikroaneurizmy ir nenormaliu kraujagysliy formavimusi. Diabetinés
retinopatijos patogenezés ypatybés apima bazinés membranos sustoré¢jima, sandarios
tarpendotelinés jungties praradimg ir selektyvy pericity praradima, dél kurio padidéja kraujagysliy
pralaidumas (W. Wang & Lo, 2018). Pericity apoptozé, kurig tiesiogiai sukelia hiperglikemija, yra
svarbus ankstyvosios diabetinés retinopatijos rodiklis (Cheng et al., 2021). Manoma, kad dél
hiperglikemijos pradeda veikti metabolinis autoreguliavimas, kuris lemia tinklainés kraujagysliy
iSsiplétimg ir kraujotakos pokycius (Bek, 2017). Be to, rySkus pericity ir endotelio Igsteliy
praradimas sukelia kapiliary okliuzijg ir iSemijg. Todél suaktyvéja hipoksijos sukeliamas faktoriaus
1 (HIF-1) ir kraujagysliy endotelio augimo faktoriaus A (angl. Vascular endothelial growth factor
A, VEGFA) reguliavimas (H. Huang et al., 2015).

Diabetiné retinopatijos paplitimas priklauso nuo diabeto trukmés ir glikemijos kontrolés (Stitt
et al., 2016). D¢l blogos glikemijos kontrolés CD sergantiems asmenims dazniau ir anks¢iau
pasireiSkia glaukoma, katarakta ir kiti akiy sutrikimai. Be to, prie diabetinés retinopatijos rizikos
prisideda pirminé arteriné hipertenzija (PAH) ir dislipidemija (Eid et al., 2019; Yau et al., 2012).
Neveiksminga gliukozés kiekio kraujyje kontrolé asmenims, sergantiems CD2, daznai lydi lipidy
apykaitos sutrikimus, dél kuriy sumazéja kraujagysliy endotelio lgsteliy barjeriné funkcija ir

22



raudonyjy kraujo kiineliy gebéjimas pernesti deguonj, o tai lemia kity akiy ligy atsiradima
asmenims sergantiems retinopatija (Shi et al., 2020; Yao et al., 2021). Tyrimai rodo, kad asmenims,
sergant CD desimt mety ir ilgiau, akies dugno paZeidimai palaipsniui pablogéja ir patenka j
geltonosios démés sritj (Yao et al., 2021). Todél CD ligoniai, turéty atidziai stebéti savo gyvenimo
biidg ir mitybos jprocius, reguliariai tikrinti gliukozés kiekj kraujyje ir kity audiniy bei organy
funkcine bukle, palaikyti gliukozés kiekio kraujyje stabilumg ir vengti tolesnio CD pablogéjimo.

1.7. MIRNR Kkaip cukrinio diabeto biozymenys

Diabeto paplitimo padid€jimas yra susijes su gyvenimo biido ir mitybos jproc¢iy pokyciais,
iskaitant kaloringg ir riebig mitybg bei neveiklumga. Sie aplinkos veiksniai dalyvauja
epigenetiniuose keliuose, kurie modifikuoja geny raiska (Diedisheim et al., 2020). MikroRNR
(miRNR) yra epigenetiniy mechanizmy, reguliuojan¢iy geny raiska po transkripcijos, dalis. Didzioji
dauguma miRNR taikiniy atpazjstami per dalinj komplementaruma, todél yra slopinama transliacija
ir / arba skatinama mMRNR degradacia, taip nuslopinant geny raiska (lwakawa & Tomari, 2015;
Jonas & lzaurralde, 2015). Per pastaruosius du desimtmec¢ius miRNR vis placiau siejamos su
jvairiais vystymosi ir patologiniais procesais. MiRNR gali buti transportuojamos iS lastelés j Iastele
ir cirkuliuoti kaip stabilios molekulés kiino skysciuose, taip koordinuodamos geny raiska jvairiose
lastelése. Tode¢l Sios biomolekulés yra potencialiis ligos prognozavimo, diagnozavimo ir valdymo

biozymenys.

1.7.1. MiRNR biogenez¢ ir funkcija

MiRNR yra mazos (~22 nt ilgio), viengrandés, nekoduojancios RNR, dalyvaujancios RNR
interferencijos procese, kuriame reguliuoja homologiniy tiksliniy geny transkripty raiska
transkripcijos ir / arba potranskripcijos lygiu. MiRNR gali biti koduojamos baltymus koduojanciy
geny egzonuose ir intronuose bei ilgose nekoduojan¢iose RNR. MiRNR reguliuoja geny raiska
branduolyje ir citoplazmoje, taip dalyvaudamos lIasteliy diferenciacijos, proliferacijos ir apoptozés
procesuose bei ligy vystymesi (Annese et al., 2020).

MiRNR biogenezé skirstoma j kanoninj ir nekanoninj kelius (1.5 pav.). Kanonis miRNR
biogenezes kelias yra pagrindinis, o nekanoniniame miRNR biogenezés kelyje miRNR subresta dél
skirtingo ty paciy kanoninio kelio baltymy derinio. Abiem atvejais, miRNR biogenez¢é prasideda
branduolyje, kur RNR polimerazé I transkribuoja miRNR tranksriptus j ilgas molekules (~1000 nt
ilgio), vadinamas pirminémis miRNR (pri-miRNR). Kanoniame kelyje, pri-miRNR yra atpazjstama

mikroprocesorinio komplekso, kurj sudaro RNR jungiantis baltymas DGCRS8 (angl. DiGeorge
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Syndrome Critical Region 8) ir Dorsha nukleazé ir skelia dvigrand¢ pri-miRNR j mazesnius (<100
nt ilgio), plauky segtuko formos, MIRNR pirmtakus (pre-miRNR). Nekanoniame, nuo Drosha /
DGCRS8 nepriklausomame kelyje, pre-miRNR susidaro i§ mRNR introny ir yra vadinamos
introninémis miRNR (mirtronais). Mirtronai primena Dicer substratus ir yra apdorojami
alternatyvaus splaisingo btidu, o ne Dorsha / DGCRS8 kompleksu (Rorbach et al., 2018). Toliau
miRNR brendimas vyksta pagal kanonj kelig. Po skélimo pre-miRNR 3’ gale liecka 2 nukleotidy
iSkysa, kurig atpazjsta baltymas eksportinas 5 ir jis pernesa pre-miRNR i$§ branduolio | citoplazma.
Citoplazmoje pre-miRNR toliau bresta dalyvaujant Dicer endonukleazei, kuri skelia pre-miRNR ir
susidaro ~22 nt dvigrandé miRNR (Ha & Kim, 2014; Margaritis et al., 2021). Viena i§ subrendusios
miRNR grandiniy prisijungia prie Ago Seimos baltymy (angl. Argonaute proteins) ir vyksta miRNR
indukuoto nutildymo komplekso (angl. MiRNA-induced silencing complex, RISC) brendimas.
Brendimo metu viena miRNR grandiné atskiriama ir suardoma, o kita grandiné paliekama.
Grandinés pasirinkimas (5p arba 3p) i§ dalies yra pagrjstas termodinaminiu stabilumu miRNR
duplekso 5’ galuose, jprastai mazesnio stabilumo grandiné yra 5°, todél ji prisijungia prie Ago2
(O’Brien et al., 2018). Subrende RISC pristatomi j jy mRNR taikinius ir sukelia mRNR slopinimg

arba suardymg.
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1.5 pav. MiRNR biogenezés procesas (Buitrago et al., 2023).
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MiRNR geny raiska reguliuoja dviem skirtingais btidais: aktyvuoja mRNR deadenilinima,
kuris véliau sukelia transkripto degradacija, ir / arba slopina transliacija, todél nesusidaro
transkriptas (Kim & Zhang, 2019). MiRNR gali turéti kelis mRNR taikinius, todél susidaro
sudétingas miRNR tarpininkaujamas geny raiskos reguliavimo tinklas. Taip pat miRNR turi
specifiniy branduoliniy funkcijy: RNR transkriptomo ir alternatyvaus splaisingo reguliavimas ir
tiesioginis dalyvavimas reguliuojant geny raiska transkripcijos lygiu (Catalanotto et al., 2016).
Tyrimais parodyta, kad miRNR padidina mMRNR kiekj, skatindamos transkripciskai aktyvig
chromatino biiseng ir alternatyvy splaisinga (All6 et al., 2014; Xiao et al., 2017). Manoma, kad
mMIRNR gali bati susijusios su de novo DNR metilinimu, nes jy taikiniai gali biiti DNR
metiltransferazés arba su metilinimu susije genai (All6 et al., 2014; Portnoy et al., 2016).
Pavyzdziui, kompleksas, nukreiptas j nuo ciklino priklausomg kinazés inhibitoriaus 1 A (CDKN1A)
promotoriy, sgveikauja su RNR polimeraze 11, kad paskatinty transkripcijos inicijavimg ir mRNR
elongacija, Kartu su histono H2B ubikvitilinimu CDKN1A geno srityje. Sis ubikvitilinimas yra
butinas H3K4 metilinimui ir acetilinimui, po kurio seka histono modifikacija (Allo et al., 2014;
Portnoy et al., 2016). Visi Sie duomenys rodo, kad miRNR funkcijos yra labai jvairios ir svarbios.
Jrodyta, kad dél miRNR raiskos poky¢&iy Zmonéms pasireiskia jvairios ligos, jskaitant vézj, SKL,
medziagy apykaitos ligas, CD, o sutrikusi miRNR reguliacija yra priezastinis ligos progresavimo
veiksnys (Paul et al., 2018).

1.7.2. MIRNR raiskos poky¢iai sergant cukriniu diabetu

MiIRNR Kiekis kiino skys¢iuose paprastai atspindi specifinius audiniy pazeidimus ir Vis
daugiau tyrimy rodo, kad specifinis miRNR rinkinys turi pakitusj raiSkos profilj progresuojant CD
(Assmann et al., 2018; Kim & Zhang, 2019). MiRNR dalyvauja daugybéje biologiniy procesy,
pavyzdziui, lgsteliy vystymesi, proliferacijoje, diferenciacijoje, apoptozéje. Taip pat miRNR
reguliuoja geny, susijusiy su CD patogeneze (kasos B Igsteliy disfunkcija, gliukozés homeostazés
sutrikimai, atsparumas insulinui, uzdegimas) raiska (Dieter et al., 2021; Estrella-1barra et al., 2021;
Feng et al., 2016; Grieco et al., 2021; Kapton-Cieslicka et al., 2015). Kiekviena miRNR gali
reguliuoti daugiau nei vieng taikinj, taip vienu metu darydama poveikj keliuose lygmenyse. CD ir jo
komplikacijy vystymesi yra svarbios miRNR, kurios reguliuoja genus, susijusius su kasos [ Iasteliy
destrukcija, gliukozés metabolizmo palaikymu ir ROS susidarymu.

MiRNR veikia kasos B 1asteles, reguliuodamos lasteliy apoptozg, proliferacijg, diferenciacija,
veikdamos proapoptotinius ir antiapoptotinius genus (Feng et al., 2016). PavyzdZziui, miR-125b,

miR-153 ir miR-16 taikiniai yra Bcl-2 baltymy Seima, kuri reguliuoja Igsteliy ciklag (J. Cui &
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Placzek, 2018). MiR-17-92 klasteryje esan¢ios miRNR skatina kasos [ lasteliy proliferacijg ir
adaptacijg streso saglygomis (Y. Chen et al., 2016). Tyrimais parodyta, kad miR-17 pagerina
gliukozés tolerancija ir kasos P Igsteliy funkcijg bei slopina su TXNIP/NLRP3 uzdegiminiu keliu
susijusig piroptoze CD pelése (Liu et al., 2021). Kiti kasos B lgsteliy proliferacijos reguliatoriy
pavyzdziai yra miR-29a, miR-146a ir miR-375: padidéjes miR-29a kiekis tarpininkauja kasos 3
disfunkcijoje ir padidina lasteliy proliferacija, miR-146a prisideda prie FFA sukeltos B 1asteliy
apoptozés stiprinimo, o miR-375 palaiko normalig kasos a ir  1gsteliy mase (Bagge et al., 2012;
Lovis et al., 2008; Poy et al., 2009).

MiRNA dalyvauja medziagy apykaitos procesuose, reguliuodamos riebaly ir lipidy
metabolizmg, adipocity diferenciacijg ir atsparumg insulinui. Mazas cirkuliuojantis miR-223 lygis
yra susij¢s su pazeistu riebalinio audinio jautrumu insulinui (Sanchez-Ceinos et al., 2021). MiR-223
slopina IGF-1R raiska, kuris yra biitinas uztikrinant normaly audiniy energijos metabolizma ir
mazas jo kiekis yra siejamas CD2 ir diabetiniy komplikacijy, jskaitant neuropatijg, nefropatijg ir
retinopatija, i$sivystymu (Aguirre et al., 2016; F. Liu et al., 2021). Kitos miRNR taip pat dalyvauja
jautrumo insulinui procesuose. Pavyzdziui, miR-93, miR-199a ir miR-223 gali tiesiogiai slopinti
GLUT4 baltyma skeleto raumenyse ir riebaliniame audinyje, 0 miR-16 yra svarbi vystantis IR, nes
slopina IRS-1, IRS-2 ir INSR geny raiska. (Y. H. Chen et al., 2013; Chuang et al., 2015; Yan et al.,
2014; Aguirre et al., 2016). Sie trys baltymus koduojantys genai yra pagrindinés insulino signalinio
kelio molekulés, kuriy slopinimas lemia atsparumg insulinui ir medziagy apykaitos sutrikimus,
tokius kaip CD (Aguirre et al., 2016; Ma et al., 2018). Tiesioginis miR-27a taikinys yra
peroksisomy proliferatoriaus aktyvuotas receptorius y (PPAR-y), kuris kontroliuoja IR ir gliukozés
jsisavinimg (T. Chen et al., 2019). O miR-155 turi apsauginj poveikj, nes pagerina jautruma
insulinui (Spallone et al., 2021; Xourgia et al., 2018).

ROS susidarymas ir OS yra vienas pagrindiniy veiksniy, lemian¢iy CD ir jo komplikacijy
vystymasi. OS veikia daugelio miRNR raiskos lygius arba miRNR reguliuoja genus, dalyvaujanéiy
OS atsake (Konovalova et al., 2019). OS metu miR-16 raiska yra slopinama, taip reguliuojant
lgsteliy ciklg ir apoptoze (Toro et al., 2022). Taip pat, OS sglygomis yra slopinama miR-17 raiska ir
skatinama fosfatazés ir tenzino homologo (angl. Phosphatase and tensin homolog, PTEN) raiska,
kuris reguliuoja Igsteliy proliferacijg (X. Wang et al., 2019). Esant OS sumazéja miR-106a kiekis, o
tai sukelia prieslaikinj senéjima, nes reguliuojant E2F1 raiska, yra slopinamas lgsteliy ciklo G1/S
faziy peréjimas (Tai et al., 2020). MiR-223 slopinimas sulétina ROS gamybg ir sumazina
peroksidacijos aktyvuma, taip padidindama antioksidanty fermenty aktyvuma (Q. Tang et al.,
2018). Jvairtis tyrimai pademonstravo apsauginj miR-223 vaidmenj nuo OS, nes ji slopina NF-kB ir
trukdo autofagijos baltymams (H. Y. Tan et al., 2021; Q. Tang et al., 2018). MiR-223 taikiniai yra

genai, susij¢ su OS, insulino sintezés ir sekrecijos, uzdegimo ir autofagijos procesais. MiR-195,
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slopindama mitochondrijy energijos gamybg ir reguliuvodama su mitochondrijomis susijusiy
baltymy raiSka, gali susilpninti uzdegima, apoptoze ir OS (H. Wang et al., 2018; Xia et al., 2022).
MiR-499a yra biitina slopinant mitochondrijy apoptozg ir atlieka apsauginj poveikj nuo vandenilio
peroksido sukeltos zalos kardiomiocituose (J. Wang et al., 2014).

MiRNR dalyvauja ne tik CD vystymesi, bet ir su juo susijusiy komplikacijy pasireiskime.
Pavyzdziui, maza miR-192 raiska stipriai koreliuoja su mazu GFG ir dideliu fibrozés balu, o tai
rodo miR-192 sumazéjima pazengusioje nefropatijoje (Krupa et al., 2010). Taip pat nustatyta
zymiai didesné miR-106a ir miR-30a raiska glomerulonefritu serganciy asmeny glomeruluose,
palyginti su sveikais asmenimis (L. Wang et al., 2020). Ankstesni tyrimai patvirtino, kad miR-17 ir
miR-20a yra susij¢ su nefrono pirmtaky proliferacija ir prisideda prie inksty ligy vystymosi (C. Cui
et al., 2018). Hiperglikemija lemia padidéjusj miR—27a kiekj, kuris trikdo normaliai podocity
veiklai bei skatina jy apoptoze (Z. Zhou et al., 2017). Nustatyta, kad padidéjusi miR-199a raiska
pagreitina diabetinés neuorpatijos progresavimg, o miR-146a buvo rasta uzdegiminése lgstelése,
esant periferinei neuropatijai (Spallone et al., 2021; Xourgia et al., 2018). Be to, buvo nustatyta, kad
miR-27a ir miR-140 yra svarbios Svano lasteliy mielinogenezei ir proliferacijai (B. Fan et al.,
2020). MiR-499a CD kontekste yra menkai nagrinéta, taciau yra parodyta, kad tam tikri Sios
miRNR variantai gali biiti susijes su didesne neuropatijos ir ASN rizika (Ciccacci et al., 2018).
Nustatyta mazesné miR-106a raiska sergant diabetine neuropatija, 12/15-lipoksigenaze reguliuojant
OS (Y. Wu et al., 2017). Kita vertus, padidéjusi miR-106a raiska slopina HIF1-a ir kraujagysliy
endotelio augimo faktoriaus A (angl. Vascular en endothelial growth factors, VEGFA) raiska
diabetinéje tinklainéje ir taip apsaugo nuo retinopatijos (Ling et al., 2013). Asmenims, sergantiems
Sirdies nepakankamumu (SN), nustatyti mazesni miR-106, miR-197 ir miR-223 kiekiai (S. S. Zhou
etal., 2018).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1.

Naudotos medzZiagos ir jranga

Siame tyrime naudotos medziagos ir priemonés pateiktos 2.1 lenteléje, jranga — 2.2 lenteléje.

2.1 lentelé. Naudotos medZiagos ir priemonés, ju gamintojai.

Medziaga / priemoné

Gamintojas

TRIzol LS reagentas

Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific,
Kalifornija, JAV

Trichlormetanas / chloroformas

Carl ROTH, Karsrahé, VoKietija

100 % izopropanolis

Fisher Bioreagents, Gelis, Belgija

=96 % etanolis

Honeywell, Z¢lcé, Vokietija

benukleazis vanduo

Thermo Scientific™, Thermo Fisher Scientific,
Vilnius, Lietuva

Egzogeniné 1 nmol/l ath—-miR159a su
fosforilintu 5° galu

Metabion, Steinkirchenas, Vokietija

TagMan Advanced miRNA cDNA Synthesis
rinkinys

Applied Biosystems™, Thermo Fisher
Scientific, Plezantonas, JAV

KPGR reakcijos misinys 4x TaqPath 1-Step
Multiplex Master Mix (No ROX)

Applied Biosystems™, Thermo Fisher
Scientific, Plezantonas, JAV

50 ul ROX tirpalas

Thermo Scientific™, Thermo Fisher Scientific,
Vilnius, Lietuva

20xTagMan Advanced MicroRNA Assay
pradmeny ir hidrolizés zondy rinkiniai, kat.
nr:

hsa-miR-16-5p (#477860_mir),

hsa-miR-17-5p (#478447_mir),
hsa-miR-27a-3p (#478384_mir),
hsa-miR-29a-3p (#478587_mir),
hsa-miR-106a-5p (#478225 mir),
hsa-miR-128-3p (#477892_mir),
hsa-miR-146a-5p (#478399_mir),
hsa-miR-152-3p (#477921_mir),
hsa-miR-155-5p (#483064_mir),
hsa-miR-195-5p (#477957_mir),
hsa-miR-210-3p (#477970_mir),
hsa-miR-222-3p (#477982_mir),
hsa-miR-223-3p (#477983_mir),
hsa-miR-499a-5p (#478139_mir),

ath-miR159a (#478411 mir).

Applied Biosystems™, Thermo Fisher
Scientific, Plezantonas, JAV

Meégintuvéliy plokstelés MicroAmp™ Fast
Optical 96-Well Reaction Plate, 0.1 mL

Applied Biosystems™, Thermo Fisher
Scientific, Sudzou, Kinija

Mégintuvéliy juostelés MicroAmp™ Optical
8-Tube Strip

Applied Biosystems™, Thermo Fisher
Scientific, Sudzou, Kinija

Mégintuvéliy dangteliy juostelés
MicroAmp™ Qptical 8-Cap Strips

Applied Biosystems™, Thermo Fisher
Scientific, Sudzou, Kinija

Dengiamosios optinés plévelés Adhesive
sealing film, for gPCR, 50 um

Nerbeplus, Luhé-Vildenau, Vokietija
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2.2 lentelé. Naudota jranga ir jos gamintojai.

Jranga

Gamintojas

Realaus laiko termocikleris QuantStudio™ 7
Pro Real-Time PCR System, 96-well, 0,1 ml

Applied Biosystems™, Thermo Fisher
Scientific, Singapuras

Termocikleris Eppendorf MasterCycler EP
Gradient S Thermal Cycler 96 Well

Eppendorf, Hamburgas, Vokietija

Bekiuvetis spektrofotometras
NanoDrop™ 2000

Thermo Scientific™, Thermo Fisher Scientific,
Siaurés Karolina, JAV

Centrifuga Universal 320

Hettich Zentrifugen, Tutlingenas,
Vokietija

Centrifuga Eppendorf 5424

Eppendorf, Hamburgas, Vokietija

2.2.  Ligoniai ir méginiai

Sis tyrimas yra Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centro (VU GMC) Kartu su Vilniaus

universiteto ligoninés “Santaros kliniky” (VUL SK) Endokrinologijos centru vykdomo

biomedicininio tyrimo dalis, kuriam atlikti yra gautas Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy
etikos komiteto leidimas Nr. 2019/6-1146-635. Kraujo méginiai surinkti VUL SK 2019-2022 m.
I tyrima jtraukti 99 asmenys, i$ kuriy 40 diagnozuotas CD1, 38 — CD2 ir 21 asmuo priklauso

kontrolinei, ambulatoriskai sveiky (asimptomatiniy) pacienty (ASP) grupei. Vienuolika CD ligoniy

(3CD1 ir 8 CD2) buvo gydomi a-lipoine ragstimi (ALA) — i$ jy méginiai buvo paimti pries ir po

ALA gydymo. Klinikiniai ir biocheminiai tyrime dalyvaujan¢iy asmeny rodikliai buvo paimti is

medicininiy jrasy ar gauti apklausos metu, kurig atliko endokrinologas (2.3 lentel¢). Kai kuriems i§

tirilamosios grupés ligoniy buvo nustatyta ketonurija (4 CD1 ir 1 CD2), angiopatija—3 (1 CD1 ir 2

CD2), taciau dél mazo atvejy skaiciaus palyginamosiose subgrupése sasajos su miRNR raiska

nebuvo analizuojamos.

Molekulinei analizei veninis kraujas buvo renkamas j vakuuminius mégintuvélius su li¢io

heparinu (BD Vacutainer, Naujasis Dzersis, JAV). ALA grupés asmenims veninis kraujas buvo

paimtas pries pradedant gydyma ir vidutiniskai po penkiy dieny gydymo. Per tris valandas nuo

kraujo paémimo meéginiai transportuoti kambario temperatiiroje | VU GMC laboratorijas.

Genetiniams tyrimams leukocitai buvo kultivuojami veikiant 4NQO, VU GMC Biomoksly instituto

(BMI) citogenetikos laboratorijoje.
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Rodiklis (vidurkis, intervalas) CD1(N=40) | CD2(N=38) A%,fl‘ frlugé* ASP (N = 21)
Demografiniai rodikliai
i Moteris 15 11 7 13
Lytis
Vyras 25 17 4 8
Amzius (m.) 39 [20; 70] 61 [34; 81] 55 [23; 81] 37 [23; 70]
Klinikiniai rodikliai
Diabeto trukmé (m.) 16 [0; 43] 12 [0; 42] 16 [0; 42] -
Blogos glikemijos kontrolés trukmé (m.) 3[0; 11] 31[0; 8] 11]0; 1] -
Glikemijos Gera 11 8 5 _
kontrolé Bloga 29 29 6 _
Sistolinis kraujospiidis (mmHG) 123 [80; 159] 137 [107; 178] 129 [107; 170] 121 [100; 128]
Diastolinis kraujospaidis (mmHG) 75 [50; 90] 81 [59; 95] 77 [55; 80] 78 [65; 96]
Pulsas (diziai/min.) 75 [36; 92] 74 [55; 115] 75 [55; 80] 76 [63; 89]
Biocheminiai rodikliai
HbAlc konc. (%) 9,3 [5,6; 16,3] 9,1[5,8; 15] 8,4 [7,0; 12,6] -
Nezinoma, N 5 5 1 -
Kreatinino konc. (umol/l) 79 [40; 379] 78 [41; 240] 70 [41; 98] -
Nezinoma, N 1 — — -
GFG (ml/min./1,73 m?) 97 [26; 146] 86 [25; 129] 94 [73; 118] -
Nezinoma, N 2 - - -
Cholesterolio konc. (mmol/l) 541[3,1; 7,5] 511[3,3;7,9] 4,813,1; 7,31] -
Nezinoma, N 26 26 4 -
Trigliceridy konc. (mmol/l) 1,4 [0,5; 3,7] 2,7[1,0; 7,4] 1,9 [0,6; 5,0] -
Nezinoma, N 26 26 4 -
DTL konc. (mmol/l) 1,5[0,9; 2,4] 1,110,7; 1,5] 1,3[0,7; 1,5] -
Nezinoma, N 26 26 4 -
MTL konc. (mmol/l) 3,2[1,8; 4,9] 2,8[1,7;4,7] [1,7;4,7] -
Nezinoma, N 26 26 4 -
Antropometriniai rodikliai
KMI (kg/m?) 24 [18; 34] 34 [25; 45] 32 [21; 45] 26 [18; 34]
Liemens apimtis (cm) 94 [62; 109] 95 [81; 140] 104 [68; 134] 93 [66; 111]
Kluby apimtis (cm) 103 [64; 123] | 104[98;140] | 113[97;140] | 105 [87;126]
Kaklo apimtis (cm) 36 [31; 48] 36 [32; 48] 39 [32; 43] 35 [29; 44]
Diabetinés komplikacijos (yra / néra)
Ketoacidozé 81/32 1737 2/9 -
Létiné inksty liga 5/35 7131 - -
Nefropatija 8/6 715 1/3 -
Pirmin¢ arteriné hipertenzija 15/25 32/6 6/5 -
[Seming Sirdies liga 317137 12/26 2/9 -
Sirdies nepakankamumas 2138 10/38 1/10 -
Polineuropatija 12/28 13/25 1/10 -
Autonominé §irdies neuropatija 11/28 19/18 5/6 -
Retinopatija 20/7 14/10 3/1 -

CD1 — I tipo cukrinis diabetas, CD2 — I1 tipo cukrinis diabetas, ASP — asimptomatiniy pacienty grupé, ALA
grupé — a-lipoine ragstimi gydyti ligoniai, KMI — kiino masés indeksas, HbA 1c — glikozilintas
hemoglobinas, GFG — glomeruly filtracijos greitis, DTL — didelio tankio lipoproteinai, MTL — mazo tankio

lipoproteinai.

*ALA grupe sudaro 3 ligoniai su CD1 ir 8 su CD2.
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2.3. RNR skyrimas

I$ saldyty leukocity méginiy visuminé RNR i$skiriama naudojant TRIzol ™ LS reagenta,
vadovaujantis gamintojo protokolu (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific). ] 250 ul atitirpinto
leukocity méginio jdedama 4,88 pmol/L egzogeninés miRNR ath-miR159a (Metabion) ir §velniai
iSmaiSoma. Tuomet jpilama 750 pl TRIzol™ LS reagento, méginys sumaiSomas Svelniai pavartant ir
inkubuojamas 6 min. kambario temperatiiroje. Po inkubacijos j méginj jpilama 200 pl 96 %
chloroformo (Carl ROTH), méginys sumaiSomas Svelniai pavartant ir inkubuojamas kambario
temperatiiroje 3 min. Po inkubacijos méginys 15 min. centrifuguojamas 12 000 x g 4 °C
temperatiiroje. VirSutinis vandeninis sluoksnis su jame esanc¢ia RNR frakcija perkeliamas j nauja
1,5 mL mikrocentrifuginj mégintuvélj. ] RNR frakcijg jpilama 500 pl 100 % izopropanolio (Fisher
Bioreagents), iSmaiSoma ir méginys inkubuojamas 10 min. kambario temperattroje ir
centrifuguojamas 10 min. 12 000 x g 4 °C temperatiiroje, Supernatantas pasalinamas, paliekant
RNR nuosédas. RNR nuosédos praplaunamos 1 ml 75 % etanoliu (Honeywell) ir 5 min.
centrifuguojamas 7500 x g 4 °C temperatiiroje. Supernatantas pasalinamas ir iSdziovinamas likes
etanolis (10 min. kambario temperattiroje). ISgryninta RNR istirpinama 40 ul benukleazio vandens
(Thermo Scientific™, Thermo Fisher Scientific), inkubuojant 10 min. 58 °C temperatiiroje. I§skirtos
RNR koncentracija ir kokybé jvertinta NanoDrop™ 2000 spektrofotometru (Thermo Scientific™,
Thermo Fisher Scientific). Isskirta RNR nedelsiant naudojama komplementariai DNR (KDNR)

sintezei arba trumpai saugoma -20 °C temperatiiroje.

2.4. Komplementarios DNR sintezé

KDNR sintezé atliekama naudojant TagMan Advanced miRNA Synthesis rinkinj (Applied
Biosystems™, Thermo Fisher Scientific), laikantis gamintojo rekomendacijy. MiRNR raiskos
tyrimui KDNR sintetinama visoms méginyje esan¢ioms miRNR kartu, atliekant keturias reakcijas:
poliadenilinimo, adapterio ligavimo, atvirkstinés transkripcijos (AT) ir pirminés amplifikacijos,
preamplifikacija, reakcijos.

Pirmosios reakcijos metu poli(A) uodega prijungiama prie miRNR 3’ galo. Poliadenilinimo
reakcijos miSinio sudétis pateikta 2.4 lenteléje. Temperatiirinis rezimas: 37 °C — 45 min., 65 °C — 10

min., 4 °C — .
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2.4 lentelé. Poliadenilinimo reakcijos misinio sudétis vienam méginiuli.

Komponentas

Pradiné koncentracija /

Galutiné koncentracija /

Kiekis taris
Autoklavuotas, distiliuotas vanduo — Iki 5 pl
Poli(A) buferis 10x% 1x
ATP 10 mM 1 mM
Poli(A) polimerazé 50/ul 0,3 U/ul
I$skirta RNR ~100-200 ng 2 ul

Antrosios reakcijos — ligavimo — metu prie kiekvienos miRNR 5’ galo prijungiamas adapteris.
Paruostas reakcijos miSinys, kurio sudétis vienam méginiui pateikta 2.5 lenteléje, iSpilstomas po 10

ul j kiekvieng mégintuvélj su poliadenilinimo produktu. Ligavimas vykdomas inkubuojant 16 °C 60
min.

2.5 lentelé. Adapterio ligavimo reakcijos misinio sudétis vienam meginiui.

Pradiné koncentracija / Galutiné koncentracija /
Komponentas Kieki .
iekis tlris
Autoklavuotas, distiliuotas vanduo — iki 15 pl
Ligazés buferis 5% 1x
PEG 8000 50 % 15 %
Ligavimo adapteris 25x 1x
RNR ligazé 10 U/ul 1U/ul
Poliadenilinimo produktas — Sul

Trecioji reakcija — atvirk$tiné transkripcija (AT). Reakcijos misinys, kurio sudétis vienam

méginiui pateikta 2.6 lenteléje, iSpilstomas po 15 ul j kiekvieng mégintuvélj su antro etapo

produktu. Temperatiirinis rezimas: 42 °C — 15 min., 85 °C — 5 min., 4 °C — 0.

2.6 lentelé. Atvirkstinés transkripcijos reakcijos misinio sudétis vienam méginiui.

Komponentas Pradiné lignc_entracija / Galutiné k(}gcentracija /
iekis tiris
Autoklavuotas, distiliuotas vanduo — iki 30 ul
AT buferis 5% 1x
dNTP miSinys 100 mM 4 mM
Universalus AT pradmuo 20x 1x
AT fermenty miSinys 10x 1x
Ligavimo produktas — 15 ul

Ketvirtosios reakcijos metu atliekama ankstesniame etape gautos KDNR preamplifikacija.

Reakcijos misinys, kurio sudétis vienam méginiui pateikta 2.7 lenteléje, iSpilstomas po 45 pl i

kiekvieng mégintuvélj ir jdedama po 5 pl atitinkamo méginio KDNR. Temperatiirinis rezimas: 95

°C —5 min., 14 cikly po 95 °C — 3 sek. ir 60 °C — 30 sek., 99 °C — 10 min., 4 °C — o0.
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2.7 lentelé. KDNR preamplifikacijos reakcijos misinio sudétis vienam meéginiui.

Komponentas Pradiné kgnc_entrac ija/ Galutiné kc_mpentracija/
kiekis taris
Autoklavuotas, distiliuotas vanduo — iki 50 pl
miR—Amp reakcijos mi$inys 2% 1x
mMiR—Amp pradmeny miSinys 20x% 1x
kDNR — 5ul

Paruosti preamplifikuotos kDNR méginiai i$ karto naudojami miRNR raiskos tyrimams

kiekybinés PGR (KkPGR) metodu arba trumpai (iki tyrimo) saugomi -20 °C temperatiiroje.

2.5. MiIRNR raiskos tyrimas kiekybynés PGR metodu

Naudojant KPGR metodg jvertinti 14-0s miRNR kiekiai: miR-16, miR-17, miR-27a, miR-29a,
miR-106a, miR-128, miR-146a, miR-152, miR-155, miR-195, miR-210, miR-222, miR-223, miR-
499a — ir egzogeninés ath-miR159a.

KPGR atliekama MicroAmp™ Optical 8-Tube Strip mégintuveliuose su MicroAmp™ Optical
8-Cap Strips dangteliais arba mégintuveliy plokstelese MicroAmp™ Fast Optical 96-Well
Reaction Plate, 0.1 ml (visi Applied Biosystems™, Thermo Fisher Scientific) su optinémis
plévelémis Adhesive sealing film, for qPCR, 50 um (Nerbeplus). Reakcijos misinio sudétis vienam
méginiui pateikta 2.8 lenteléje (galutinis tiris 20 pl). Amplifikacijai naudojamal0 karty
benukleaziu vandeniu praskiestas KkDNR méginys. Méginiai centrifuguojami 4000 aps./min grei¢iu
2 min. (centrifuga — Universal 320). Amplifikacijai naudojama QuantStudio™ 7 Pro Real-Time
PCR sistema (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific). Kickvienam méginiui atliekami po du
techninius PGR pakartojimus. Kiekvienai tiriamai miRNR paruosiama vandens kontroliné reakcija
(angl. No template control, NTC). KPGR reakcijos temperatiirinis rezimas: 95 °C — 2min., 50 cikly

po 95 °C — 3 sek. ir 60 °C — 30 sek. Fluorescencija nuskaitoma kiekvieno ciklo pabaigoje.

2.8 lentelé. KPGR reakcijos misinio sudétis vienam méginiui.
Pradiné koncentracija | Galutiné koncentracija
/ kiekis / taris
Autoklavuotas, distiliuotas vanduo — iki 20 pl
TaqPath 1-Step Multiplex Master Mix 4x 1x
TagMan Advanced MicroRNA Assay pradmeny

Komponentas

ir hidrolizes zondy rinkinys (FAM) 20~ 0,4x
ROX 1 uM 0,1 uM
KDNR - 5l

kDNR — komplementari DNR.
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Gauti duomenys apdorojami QuantStudio Software v1.3 programa (Applied Biosystems,

Thermo Fisher Scientific). Fluorescencijos signalas normalizuojamas pagal pasyvios fluorescencijos

dazg ROX, amplifikacijos ciklas (angl. Cycle of quantification, Cq) nustatomas pagal 0,2 santykiniy

fluorescencijos vienety slenkstj (angl. Threshold). Tirty miRNR rai$ka normalizuota pagal

egzogening kontrole ath-miR159a ir konvertuota i santykinius dydzius tiesinéje skaléje naudojant

GenEx v7.0 programa (MultiD Analyses AB, Geterborgas, Svedija).

2.6. Statistiné analizé

Statistinei duomeny analizei ir rezultaty vizualizavimui buvo naudojama GraphPad
Prism 9 programiné jranga (GraphPad Software, San Diegas, JAV). Anderson-Darling,
Kolmogorov-Smirnov ir Shapiro-Wilk kriterijais buvo patikrinta ar duomenys pasiskirste

pagal normalyjj (Gauso) skirstinj. Kadangi duomeny pasiskirstymas neatitiko normaliojo

skirstinio, kiekybiniy dydziy palyginimui tarp grupiy buvo naudojami neparametriniai testai:

neporinis Mann-Whitney U testas ir porinis Wilcoxon testas. Sgsajoms su Kiekybiniais
koeficientas. Skirtumai ar sgsajos laikyti statistiskai patikimais, esant p < 0,0500.
Kiekybiniy duomeny sklaida lyginamosiose grupése pavaizduota dézutés ir tisy
diagramomis. Jose virSutiné langelio krastiné atitinka 75% kvartilj, apatiné — 25 % kvartilj,
viduriné linija — mediana, Gsai — didziausig ir maziausig reikSmes, taskai — i$skirtis. Dviejy

dydziy tarpusavio koreliacijos pateiktos taskiniuose grafikuose arba lentelése.
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3. REZULTATAI

Siekiant jvertinti galimus epigenetinius poky¢ius, kurie atsiranda dél CD, buvo analizuojama
keturiy miRNR raiska pazengusios formos CD1 ir CD2 serganciy ligoniy leukocity méginiuose (3.1
lentelé). Pirmiausia, miRNR raiskos skirtumai buvo palyginti tarp CD1 ir CD2 bei ASP grupiy.
Norint nustatyti su CD susijusius miRNR raiskos skirtumus bei jvertinti iy poky¢iy dinamikg dél
padidéjusio OS, miRNR raiska iStirta leukocitus paveikus 4NQO. Nustatyti miRNR kiekiai
palyginti tarpusavyje bei susieti su ligoniy klinikiniais, biocheminiais ir antropometriniais rodikliais
ir CD komplikacijomis.

Siekiant jvertinti ALA medikamentinio gydymo poveikj, buvo palyginta 14-0s miRNR
raiskos pokyciai pries gydyma (pre-ALA) ir po gydymo ALA (post-ALA) CD ligoniy leukocity

méginiuose. Tirty miRNR sarasas pateiktas 3.1 lenteléje.

3.1 lentelé. Tirty miRNR sarasas.
MIiRNR Visa imtis ALA gydyty asmeny grupé
40 CD1, 38 CD2, 21 ASP 3CD1,8CD2
miR-16 + +
miR-17 +
miR-27a -
miR-29a -
miR-106a +
miR-128 —
miR-146a -
miR-152 -
miR-155 -
miR-195 -
miR-210 -
miR-222 -
miR-223 +
miR-499a - +
CD1/CD2—1/1I tipo cukrinio diabeto grupé, ASP — asimptomatiniy pacienty grupé, ALA — a-
lipoine rugstis, + / - —tirta / netirta miRNR.

e R

3.1. MiRNR raiskos skirtumai cukriniu diabetu serganciy ir sveiky asmeny leukocituose

Pirmiausia, miRNR raiska leukocituose buvo palyginta tarp asmeny, serganc¢iy CD1 ir CD2, ir
ASP (3.1 pav.). MiR-106a raiska CD2 leukocituose buvo mazesné nei ASP, o kity miRNR atveju
nesiskyre (visi p > 0,0500). Tarp CD1 ir ASP bei tarp CD1 ir CD2 grupiy tarpusavyje statistiSkai
patikimy miRNR raiSkos skirtumy nenustatyta (visi p > 0,0500; 3.1 pav.).
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3.1 pav. MiRNR raiskos palyginimas I ir II tipo cukriniu diabetu (CD1 ir CD2) serganciy
ligoniy ir asimptomatiniy pacienty (ASP) grupés leukocituose. A-D — atitinkamai miR-16, miR-
17, miR-106a ir miR-223. Santykiné miRNR raiska pateikta logz skaléje. Statistiskai patikimos p
vertés paryskintos.

Nors statistiSkai patikimy miRNR raiskos skirtumy tarp CD1 ir CD2 ligoniy leukocity
nenustatyta, taciau, atsizvelgiant j skirtingg $iy ligy prigimtj ir patogenezg, toliau CD1 ir CD2
grupés buvo analizuojamos atskirai.

3.2.  MiRNR raiska I tipo cukriniu diabetu serganciy asmenu leukocituose
3.2.1. MiRNR raiskos sasajos su ligoniy rodikliais

Pirmiausia miRNR raiska buvo palyginta pagal CD1 ligoniy lytj (3.2 pav.). Kadangi
statistiSkai patikimy skirtumy tarp vyry ir motery méginiy nenustatyta (visi p > 0,0500), tolimesnéje

analizéje pagal lyt] sergantieji nebuvo diferencijuojami.
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3.2 pav. MiRNR raiskos palyginimas I tipo cukriniu diabetu sergan¢iy motery ir vyry
leukocituose. A-D — atitinkamai miR-16, miR-17, miR-106a ir miR-223. Santykiné miRNR raiska
pateikta logz skaléje. StatistiSkai patikimy p verciy nebuvo.

MiRNR raiska palyginus su CD1 ligoniy amziumi, nustatyta silpna koreliacija miR-106a
atveju (p = 0,0478, r = -0,31), o kity miRNR raiska sgsajy neparodé (visi p > 0,0500; 3.3 pav.).
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3.3 pav. Tirty miRNR Kkiekiy sgasajos su | tipo cukriniu diabetu sergan¢iy ligoniy amziumi.
A-D — atitinkamai miR-16, miR-17, miR-106a ir miR-223, r — Spearman koreliacijos koeficientas.
Santykiné miRNR raiSka pateikta log2 skaléje. StatistiSkai patikimos p vertés parySkintos.

Toliau tirty miRNR raiska buvo lyginama pagal CD1 ligoniy klinikinius, biocheminius ir

antropometrinius rodiklius (3.2 lentelé). MiR-17 ir miR-106a rai$kos lygis teigiamai koreliavo su
bendru cholesterolio kiekiu (atitinkamai p = 0,0470, r =0,54 ir p = 0,0129, r = 0,64). Be to, didesné
miR-17 raiSka koreliavo ir su didesne DTL koncentracija (p = 0,0221, r = 0,60), 0 miR-106a — su

MTL (p =0,0186, r = 0,62). Po poveikio 4NQO Siy sasajy nebeliko, ta¢iau nustatyta koreliacija tarp
miR-16 ir bendro cholesterolio kiekio (p = 0,0371, r = 0,56) ir tarp miR-223 ir sistolinio

kraujosptdzio ( p = 0,0295, r =-0,34). Sasajy su bendra diabeto trukme, diastoliniu kraujosptidziu

ar pulsu nerasta (visi p > 0,0500; 3.2 lentelé¢).

Kai kuriy miRNR raiska taip pat koreliavo su jvairiais antropometriniais rodikliais. Didesné

miR-17, miR-106a ir miR-223 raiska buvo susijusi su mazesne CD1 ligoniy liemens apimtimi
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(atitinkamai p = 0,0451, r =-0,32; p = 0,0179, r =-0,38 ir p = 0,0048, r = -0,44), 0 miR-106a atveju
Sis ry8ys iSliko ir po leukocity veikimo 4NQO (p = 0,0478, r = -0,32). Be to, miR-17 raiskos lygis
neigiamai koreliavo su kluby apimtimi (p = 0,0325, r = -0,35). Sgsajy su kaklo apimtimi ar KMI
nenustatyta nei vienos tirtos miRNR atveju (visi p > 0,0500; 3.2 lentelé).

3.2 lentelé. MiRNR raiskos | tipo cukriniu diabetu serganciy ligoniy leukocituose koreliacijos

Rodiklis miR-16 miR-17 miR-106a miR-223
4NQO- | 4NQO+ | 4NQO- | 4NQO+ | 4NQO- | 4NQO+ | 4NQO- | 4NQO+
Klinikiniai rodikliai

Diabeto trukmé r{ -0,20 0,01 -0,11 0,22 -0,23 0,16 -0,02 0,11
p| 0,228 0,9378 0,4934 0,1755 0,1608 0,3269 0,8828 0,5045

Blogos glikemijos | r -0,42 -0,25 -0,25 -0,01 -0,32 -0,07 -0,27 -0,10
kontrolés trukmé | p| 0,0116 0,1534 0,1480 0,9608 0,0605 0,6732 0,1217 0,5800

Sistolinis r{ -0,22 -0,29 -0,22 -0,21 -0,18 -0,2 -0,26 -0,34
kraujosptdis p| 0,1808 0,0675 0,175 0,1903 0,2756 0,2079 0,1069 0,0295

Diastolinis ri -0,06 -0,07 -0,08 -0,10 -0,02 -0,17 -0,17 -0,17
kraujospudis p| 0,7014 0,6696 0,6362 0,5338 0,8830 0,2886 0,2993 0,3069

Pulsas ri -0,03 0,04 0,01 0,16 -0,08 0,02 0,04 -0,04

p| 0,8669 0,7937 0,9591 0,3202 0,6380 0,9074 0,8079 0,8111

Biocheminiai rodikliai

HbA1Lc konc. ri -0,07 -0,16 -0,05 0,01 0,01 -0,05 0,13 -0,11

p| 0,7006 0,3587 0,7571 0,9554 0,9332 0,7742 0,4557 0,5242

Kreatinino konc. r 0,08 0,21 0,02 0,20 0,07 0,30 0,03 0,21
p| 0,6244 0,1941 0,9176 0,2186 0,677 0,0604 0,8558 0,207

GEG r 0,04 -0,03 0,06 -0,10 0,06 -0,17 0,14 -0,04

p| 0,8167 0,8549 0,6961 0,5392 0,7327 0,3063 0,3987 0,8002

Cholesterolio konc. r 0,53 0,56 0,54 0,34 0,64 0,18 0,09 0,42
p| 0,0514 0,0371 0,0470 0,2398 0,0129 0,5325 0,7593 0,1351

Trigliceridy kon r 0,28 0,36 0,24 0,14 0,22 0,08 -0,10 0,39
p| 0,3293 0,211 0,4001 0,6311 0,4405 0,7878 0,725 0,1687

DTL konc. r 0,43 0,08 0,60 0,20 0,31 0,13 0,21 0,12

p| 0,1263 0,7938 0,0221 0,5028 0,2809 0,6586 0,4738 0,6917

MTL Konc. r 0,45 0,55 0,42 0,29 0,62 0,16 0,09 0,38

p| 0,1022 0,0408 0,1306 0,3105 0,0186 0,5942 0,7593 0,1854

Antropometriniai rodikliai

KMI r{ -0,08 -0,11 -0,14 -0,10 -0,22 -0,15 -0,15 -0,12

p| 0,6158 0,5013 0,3756 0,5225 0,1763 0,3408 0,3516 0,4769

Liemens apimtis ri -0,28 -0,28 -0,32 -0,25 -0,38 -0,32 -0,44 -0,31
p| 0,0885 0,0868 0,0451 0,1308 0,0179 0,0478 0,0048 0,0557

Kluby apimtis r -0,3 -0,21 -0,25 -0,23 -0,35 -0,20 -0,29 -0,16
p| 0,0680 0,2102 0,1344 0,1625 0,0325 0,2233 0,075 0,3361

Kaklo apimtis ri -013 -0,03 -0,14 0,01 -0,19 -0,01 -0,25 -0,02
p| 04312 0,8573 0,4143 0,9642 0,2613 0,9737 0,1318 0,8977

4NQO+ / - — 4-nitrochinolino 1-oksidu veikti / neveikti leukocitai. KMI — ktino masés indeksas, HbAlc —
glikozilintas hemoglobinas, GFG — glomeruly filtracijos greitis, DTL — didelio tankio lipoproteinai, MTL —
mazo tankio lipoproteinai, konc. — koncentracija, r — Spearman koreliacijos koeficientas. Statistiskai
patikimos p vertés paryskintos.
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3.2.2. MiRNR raiskos sasajos su glikemijos kontrole

MiRNR raiska buvo palyginta pagal glikemijos kontrolg ir susieta su ligos kontrolés rodikliu,

Hb1Ac koncentracija. MiR-16 raiska, esant blogai ligos kontrolei palyginus su gera, buvo mazesné

tiek neveiktuose leukocituose, tiek ir po poveikio 4NQO (atitinkamai p = 0,0051 ir p = 0,0114),
nors veikimas 4NQO raiSkos poky¢iy nesukélé nei vienoje grupéje (abu p > 0,0500; 3.4 pav.). Be

to, mazesné miR-16 raiska 4NQO neveiktuose leukocituose koreliavo su ilgesne blogos glikemijos

kontrolés trukme (p = 0,0116, r = -0,42; 3.2 lentelé). MiR-17 ir miR-106a raiskos skirtumai tarp
atvejy su bloga ir gera ligos kontrole buvo nustatyti tik 4NQO neveiktuose leukocituose
(atitinkamai p = 0,0479 ir p = 0,0444; 3.4 pav.) ir raiskos lygis su blogos glikemijos kontrolés
trukme nekoreliavo (abu p > 0,0500; 3.2 lentel¢). MiR-223 raiskos lygis su ligos kontrole nebuvo

susijes (visi p > 0,0500). Sasajy su Hb1Ac koncentracija nenustatyta nei vienos tirtos miRNR atveju

(3.2 lentelé).
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3.4 pav. MiRNR raiskos palyginimas I tipo cukriniu diabetu serganciy ligoniy leukocituose
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pagal glikemijos kontrole. A—D — atitinkamai miR-16, miR-17, miR-106a ir miR-223. 4ANQO+/ -

— 4-nitrochinolino 1-oksidu veikti / neveikti leukocitai. Santykiné miRNR raiska pateikta log2

skaléje. StatistiSkai patikimos p vertés paryskintos
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3.2.3. MiRNR raiskos sasajos su ligos komplikacijomis
3.2.3.1.  MiRNR raiskos sgsajos su inksty patologijomis

Tirty miRNR raiska buvo palyginta su CD1 sukeltomis inksty patologijomis: LIL ir
nefropatija. Nors nei vienos miRNR raiska su inksty funkcijos sutrikimus parodanciais
biocheminiais rodikliais (kreatinino koncentracija ir GFG) nekoreliavo (3.2 lentel¢), miR-16 raiskos
lygis leukocituose buvo mazesnis esant LIL nei neturint Sios patologijos (p = 0,0238; 3.5 pav.).
MiR-223 atveju stebéta silpna 4NQO poveikio leukocitams tendencija, esant LIL diagnozei, ta¢iau
Si sgsaja nebuvo statistiskai patikima (p > 0,0500). MiR-17 ir miR-106a raiskos sasajy su §io
komplikacija nebuvo nustatyta (visi p > 0,0500; 3.5 pav.).
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3.5 pav. MiRNR raiskos palyginimas I tipo cukriniu diabetu serganciy ligoniy leukocituose
pagal létinés inksty ligos (LIL) pasireiskima. A—D — atitinkamai miR-16, miR-17, miR-106a ir
miR-223. 4ANQO+ / - — 4-nitrochinolino 1-oksidu veikti / neveikti leukocitai. Yra / Néra — ligoniai
su / be pasireiSkusios komplikacijos. Santykiné miRNR raiSka pateikta logz skal¢je. Statistiskai
patikimos p vertés paryskintos.

Visy tirty miRNR raiska leukocituose po poveikio 4NQO buvo mazesné esant nefropatijai nei
neturint Sios komplikacijos (p = 0,0200, p = 0,0293, p = 0,0007 ir p = 0,0007 atitinkamai miR-16,
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miR-17, miR-160a ir miR-223), taciau analogisky skirtumy tarp 4NQO neveikty leukocity
nenustatyta (visi p > 0,0500; 3.6 pav.). Nefropatija turin¢iy CD1 ligoniy grupéje poveikis 4ANQO

sukélé miR-223 raiSkos sumazéjima (p = 0,0078, 3.6 pav. D).
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3.6 pav. MiRNR raiskos palyginimas I tipo cukriniu diabetu serganciy ligoniy leukocituose
pagal nefropatijos pasirei§skima. A-D — atitinkamai miR-16, miR-17, miR-106a ir miR-223.
4ANQO+ / - — 4-nitrochinolino 1-oksidu veikti / neveikti leukocitai. Yra / Néra — ligoniai su / be
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pasireiSkusios komplikacijos. Santykiné miRNR raiSka pateikta log2 skal¢je. StatistiSkai patikimos

p vertés paryskintos.

Toliau miRNR raiska buvo palyginta pagal ketoacidozés pasireiskima (3.7 pav.), kuri laikoma

vienu i$ pagrindiniy inksty komplikacijy rizikos veiksniy. StatistiSkai patikimy skirtumy tarp $ig
komplikacija turin€iy ir jos neturin¢iy atvejy nebuvo nustatyta (visi p > 0,0500), tac¢iau 4NQO

poveikis sukélé miR-17 raiSkos sumazéjima ketoacidozés neturin¢iy CD1 ligoniy grupéje (p =

0,0323; 3.7 pav. B).
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3.7 pav. MiRNR raiskos palyginimas I tipo cukriniu diabetu serganciy ligoniy leukocituose
pagal ketoacidozés pasireiSkimg. A—D — atitinkamai miR-16, miR-17, miR-106a ir miR-223.
4ANQO+ / - — 4-nitrochinolino 1-oksidu veikti / neveikti leukocitai. Yra / Néra — ligoniai su / be

Yra Nera
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pasireiSkusios komplikacijos. Santykiné miRNR raiska pateikta logz skaléje. Statistiskai patikimos

p vertés paryskintos.

3.2.3.2.

MiRNR raiskos sasajos su Sirdies ir kraujagysliy sistemos patologijomis

Tirty miRNR raiska buvo palyginta su ASN ir PAH komplikacijy pasireiskimu. Nors miRNR

skirtumy tarp CD1 atvejy su ir be ASN nebuvo nustatyta (visi p > 0,0500), po poveikio 4NQO
miR-17 ir miR-106a raiska buvo mazesné¢ CD1 ligoniy su pasireiskusia ASN leukocituose, nei

neturéjusiy $ios patologijos (atitinkamai p = 0,0262 ir p = 0,0396, 3.8 pav.). Be to, ASN atveju

4ANQO poveikis buvo susijgs su miR-17 ir miR-223 raiskos sumazéjimu (atitinkamai p = 0,0049 ir p

=0,0010, 3.8 pav. B ir C).
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3.8 pav. MiRNR raiskos palyginimas I tipo cukriniu diabetu serganc¢iy ligoniy leukocituose
pagal autonominés irdies neuropatijos (ASN) pasirei§kima. A-D — atitinkamai miR-16, miR-
17, miR-106a ir miR-223. 4NQO+ / - — 4-nitrochinolino 1-oksidu veikti / neveikti leukocitai. Yra /
Neéra — ligoniai su / be pasireiSkusios komplikacijos. Santykiné miRNR raiska pateikta log2 skaléje.
StatistiSkai patikimos p vertés paryskintos.

MiRNR raiska taip pat buvo palyginta pagal PAH pasireisSkima, bet statistiSkai patikimy
skirtumy tarp CD1 ligoniy su ir be Sios komplikacijos nerasta (visi p > 0,0500; 3.9 pav.). Taciau
pastarojoje ligoniy grupéje (be PAH) nustatyta, kad 4NQO poveikis reik§mingai sumazino miR-17
raiska (p = 0,0115; 3.9 pav. B).

Kai kuriems i§ CD1 grupés ligoniy buvo nustatyta ir ISL ar SN diagnoze, tagiau dél mazo

atvejy skaiciaus palyginamosiose subgrupése sasajos su miRNR raiska nebuvo analizuojamos.
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3.9 pav. MiRNR raiskos palyginimas I tipo cukriniu diabetu serganc¢iy ligoniu leukocituose

pagal pirminés arterinés hipertenzijos (PAH) pasireiskima. A-D — atitinkamai miR-16, miR-17,

miR-106a ir miR-223. 4NQO+ / - — 4-nitrochinolino 1-oksidu veikti / neveikti leukocital. Yra /

Neéra — ligoniai su / be pasireiSkusios komplikacijos. Santykiné¢ miRNR raiska pateikta log2 skaléje.

StatistiSkai patikimos p vertés parySkintos.

3.2.3.3.  MiRNR raiskos sgsajos su periferiniy nervy patologija

Tirty miRNR raiskos skirtumy CD1 ligoniy méginiuose pagal neuropatijos pasireiskima
nebuvo nustatyta (visi p > 0,0500), ta¢iau leukocitus paveikus 4ANQO miR-106a raiska buvo
mazesné esant $iai komplikacijai nei jos neturint (p = 0,0453). Be to, neuropatija turinéiy ligoniy

atveju 4NQO poveikis buvo susijes su miR-223 raiskos slopinimu (p = 0,0210, 3.10 pav. D).
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3.10 pav. MiRNR raiSkos palyginimas I tipo cukriniu diabetu serganciy ligoniy leukocituose
pagal neuropatijos pasireiSkimg. A-D — atitinkamai miR-16, miR-17, miR-106a ir miR-223.
ANQO+ / - — 4-nitrochinolino 1-oksidu veikti / neveikti leukocitai. Yra / Néra — ligoniai su / be
pasireiSkusios komplikacijos. Santykiné miRNR raiska pateikta logz skaléje. Statistiskai patikimos p
vertés paryskintos.

CD1 grupg¢je palyginus miRNR raiska pagal retinopatijos pasireiSkima, statistiskai patikimy

3.2.3.4.

MiRNR raiskos sgsajos su akies tinklainés patologija

skirtumy né vienos miRNR atveju nenustatyta (visi p > 0,0500, 3.11 pav.).
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3.11 pav. MiRNR raiskos palyginimas I tipo cukriniu diabetu serganciy ligoniy leukocituose

pagal retinopatijos pasirei§kimg. A-D — atitinkamai miR-16, miR-17, miR-106a ir miR-223.
ANQO+ / - — 4-nitrochinolino 1-oksidu veikti / neveikti leukocitai. Yra / Néra — ligoniai su / be

pasireiskusios komplikacijos. Santykiné miRNR raiska pateikta logz skaléje. Statistiskai patikimy p

verciy nebuvo.

3.3.

Atitinkamai kaip ir CD1 grupéje, miRNR raiska CD2 serganciy asmeny leukocituose

MiRNR raiska II tipo cukriniu diabetu serganciy asmeny leukocituose

3.3.1. MiRNR raiskos sgsajos su ligoniy rodikliais

pirmiausia buvo palyginta pagal lytj (visi p > 0,0500; 3.12 pav.). Nenustacius statistiS$kai patikimy

miRNR raiskos skirtumy, tolimesnéje analizéje pagal lytj sergantieji nebuvo diferencijuojami.
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3.12 pav. MiRNR raiskos palyginimas II tipo cukriniu diabetu serganc¢iy motery ir vyru
leukocituose. A-D — atitinkamai miR-16, miR-17, miR-106a ir miR-223. Santykiné miRNR raiska
pateikta logz skaléje. Statistiskai patikimy p verc¢iy nebuvo.

MiRNR rai$ka palyginus su CD2 ligoniy amziumi, patikimy sgsajy taip pat nebuvo nustatyta
(visi p > 0,0500; 3.13 pav.).
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3.13 pav. Tirty miRNR kiekiy sgasajos su Il tipo cukriniu diabetu sergancéiy ligoniy amziumi.
A-D — atitinkamai miR-16, miR-17, miR-106a ir miR-223, r — Spearman koreliacijos koeficientas.
Santykiné miRNR raiSka pateikta log2 skal¢je. Statistiskai patikimy p verciy nebuvo.

Toliau tirty miRNR raiska buvo palyginta su klinikiniais, biocheminiais ir antropometriniais
CD2 ligoniy rodikliais (3.3 lentel¢). 4ANQO neveiktuose leukocity méginiuose miRNR raiskos
sgsajy su analizuotais rodikliais nebuvo nustatyta. Buvo stebima silpna teigiama tendencija tarp
mMIiR-16 raiSkos lygio ir KMI reikSmeés, taciau sgsaja nebuvo statistiSkai patikima (p = 0,0532, r =
0,32). Po poveikio 4NQO miR-17 raiska leukocituose teigiamai koreliavo su diabeto trukme (p =
0,0492, r = 0,32; 3.3 lentelé).
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3.3 lentelé. MiRNR raiskos II tipo cukriniu diabetu serganciy ligoniy leukocituose koreliacijos

su Kklinikiniais, biocheminiais ir antropometriniais rodikliais.

Rodiklis miR-16 miR-17 miR-106a miR-223
4NQO- | 4NQO+ | 4NQO- | 4NQO+ | 4NQO- | 4NQO+ | 4NQO- | 4NQO+
Klinikiniai rodikliai
Diabeto trukmé r| -0,04 0,16 0,07 0,32 0,05 0,14 0,08 0,25
p| 0,7888 0,3379 0,6939 0,0492 0,7843 0,4182 0,6293 0,1228
Blogos glikemijos | r -0,13 0,06 -0,12 0,26 -0,14 0,07 -0,13 0,16
kontrolés trukmé p| 0,4456 0,7402 0,496 0,1226 0,4207 0,6601 0,4391 0,3572
Sistolinis ri -017 -0,13 -0,05 0,03 -0,07 0,05 -0,16 0,00
kraujospidis p| 03210 0,4417 0,7860 0,8597 0,6627 0,7749 0,3372 0,9879
Diastolinis r 0,10 -0,16 0,11 -0,10 0,02 0,11 0,16 -0,05
kraujospudis p| 05523 0,324 0,5271 0,5649 0,9113 0,5115 0,3433 0,7576
Pulsas r 0,14 -0,20 0,12 -0,13 0,12 -0,11 0,06 -0,31
p| 0,3942 0,2256 0,4895 0,4402 0,4833 0,5008 0,7227 0,0541
Biocheminiai rodikliai
ri -012 -0,36 -0,11 -0,24 -0,28 -0,08 -0,23 -0,27
HbAlc konc.
p| 0,4991 0,0425 0,5508 0,1801 0,1168 0,6443 0,2010 0,1287
Kreatinino konc. r 0,02 0,12 -0,08 0,02 -0,15 0,02 -0,09 -0,06
p| 0,8910 0,4632 0,6307 0,8967 0,3810 0,9200 0,6089 0,7088
GFG r 0,00 -0,25 0,18 -0,18 0,1 -0,12 0,07 -0,05
p| 0,9811 0,1248 0,2836 0,2773 0,5385 0,491 0,6819 0,7882
Cholesterolio konc. r{ -0,04 0,34 0,10 0,17 -0,08 0,01 -0,14 0,21
p| 0,8970 0,2756 0,7456 0,5868 0,8122 0,9828 0,6646 0,5128
Trigliceridy kone r -0,06 -0,13 0,02 -0,07 -0,31 -0,10 -0,10 0,00
p| 0,8629 0,6967 0,9484 0,829 0,3191 0,7456 0,7456 1,0000
DTL Konc. r 0,41 0,52 0,28 0,07 0,49 0,16 0,18 0,01
p| 0,1908 0,0849 0,3786 0,8290 0,1063 0,6175 0,5717 0,9656
r -0,13 0,32 0,04 0,20 -0,08 -0,03 -0,21 0,21
MTL konc.
p| 0,6967 0,3079 0,8970 0,5273 0,8122 0,9141 0,5128 0,5128
Antropometriniai rodikliai
KMI r 0,32 0,06 0,26 0,18 0,02 0,03 0,28 0,13
p| 0,0532 0,7195 0,1154 0,2691 0,9019 0,8571 0,0927 0,4291
Liemens apimtis r 0,15 0,12 0,18 0,27 -0,07 0,12 0,07 0,21
p| 0,3705 0,4851 0,2881 0,1029 0,6949 0,4613 0,6604 0,1979
Kluby apimtis r 0,16 -0,06 0,13 0,13 -0,13 0,05 0,13 0,11
p| 0,3534 0,7326 0,4331 0,434 0,4452 0,7613 0,4547 0,5386
Kaklo apimtis r 0,17 0,09 0,24 0,06 -0,07 0,04 0,05 0,14
p| 03171 0,5969 0,1667 0,7383 0,7045 0,8259 0,7707 0,4351

4NQO+ / - — 4-nitrochinolino 1-oksidu veikti / neveikti leukocitai. KMI — kino masés indeksas, HbAlc —
glikozilintas hemoglobinas, GFG — glomeruly filtracijos greitis, DTL — didelio tankio lipoproteinai, MTL —
mazo tankio lipoproteinai, konc. — koncentracija, r — Spearman koreliacijos koeficientas. Statistiskai
patikimos p vertés paryskintos.

3.3.2. MiRNR raiskos s3gsajos su glikemijos kontrole

MiRNR raiska buvo palyginta pagal glikemijos biiseng. Sasajy su ligos kontrolés statusu ar
blogos glikemijos kontrolés trukme nenustatyta (visi p > 0,0500; 3.14 pav. ir 3.3 lentel¢), taciau
miR-16 raiska po 4NQO poveikio neigiamai koreliavo su HbA1c koncentracija (p = 0,0425, r = -
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0,36; 3.3 lentelé). Be to, panasiai kaip ir CD1 grupéje, esant gerai glikemijos kontrolei CD2
leukocituose stebéta silpna miR-17 raiskos sumazéjimo tendencija paveikus 4NQO, taciau

skirtumas nebuvo statistiS§kai patikimas (p > 0,0500; 3.14 pav. B).
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3.14 pav. MiRNR raiskos palyginimas II tipo cukriniu diabetu serganciuy ligoniy leukocituose
pagal glikemijos kontrole. A-D — atitinkamai miR-16, miR-17, miR-106a ir miR-223. 4NQO+ / -
— 4-nitrochinolino 1-oksidu veikti / neveikti leukocitai. Santykiné miRNR raiska pateikta log2
skal¢je. StatistiSkai patikimy p ver¢iy nebuvo.

3.3.3.  MiRNR raiskos sasajos su ligos komplikacijomis
3.3.3.1.  MiRNR raiskos sgsajos su inksty patologijomis

Tirty miRNR raiska buvo palyginta su CD2 sukelta LIL ir nefropatija. Nei vienos tirtos miRNR
raiska su kreatinino koncentracija ar GFG nekoreliavo (3.3 lentelé), taciau esant LIL 4NQO poveikis
buvo susijes su miR-106a raiSkos padidéjimu (p = 0,0312, 3.15 pav.). Palyginus 4NQO veiktus
leukocitus tarp CD2 atvejy su ir be LIL diagnozés, nustatyta didesné miR-16 ir miR-17 raiska turinéiy
Sig patologija ligoniy grupéje (atitinkamai p = 0,0262 ir p = 0,0152). Be to, silpna analogiska
tendencija stebéta ir miR-223 atveju (p > 0,0500; 3.15 pav.).
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3.15 pav. MiRNR raiskos palyginimas II tipo cukriniu diabetu serganciy ligoniy leukocituose

pagal létinés inksty ligos (LIL) pasireiskimga. A—D — atitinkamai miR-16, miR-17, miR-106a ir
miR-223. 4ANQO+ / - — 4-nitrochinolino 1-oksidu veikti / neveikti leukocitai. Yra / Néra — ligoniai
su / be pasireiSkusios komplikacijos. Santykiné miRNR raiSka pateikta logz skal¢je. Statistiskai

patikimos p vertés paryskintos.

MiR-17 ir miR-106a raiSka buvo didesné esant nefropatijai, nei neturint $ios komplikacijos

(abu p =0,0303, 3.16 pav.), tac¢iau analogiski skirtumai tarp 4NQO paveikty leukocity nustatyti tik

miR-17 atveju (p = 0,0480). MiR-16 ir miR-223 raiska su nefropatija nebuvo susijusi (Visi p >

0,0500; 3.16 pav.).

Vienam i§ CD2 grupés ligoniy buvo nustatyta ir ketoacidoze, taciau dél per mazo atvejy

skaiciaus palyginamosiose subgrupése sgsajos su miRNR raiSka nebuvo analizuojamos.
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3.16 pav. MiRNR raiskos palyginimas II tipo cukriniu diabetu serganciy ligoniy leukocituose
pagal nefropatijos pasirei§kima. A-D — atitinkamai miR-16, miR-17, miR-106a ir miR-223.
ANQO+ / - — 4-nitrochinolino 1-oksidu veikti / neveikti leukocitai. Yra / Néra — ligoniai su / be
pasireiSkusios komplikacijos. Santykiné miRNR raiska pateikta logz skal¢je. StatistiSkai patikimos
p vertés paryskintos.

3.3.3.2.  MiRNR raiskos sgsajos su Sirdies ir kraujagysliy patologijomis

Tirty miRNR raiska buvo palyginta su CD2 sukeltomis Sirdies ir kraujagysliy patologijomis:
PAH, ASN, ISL ir SN. Nors nei vienos miRNR raiska su §irdies funkcijos sutrikimus parodangiais
klinikiniais rodikliais (sistoliniu ir diastoliniu kraujosptidziu ir pulsu) nekoreliavo (3.3 lentel¢),
miR-17 ir miR-106a raiska leukocituose buvo mazesné esant PAH nei neturint $ios patologijos
(atitinkamai p = 0,0184 ir p = 0,0110), 0 miR-17 atveju tokia sgsaja buvo nustatyta ir po poveikio
4ANQO (p = 0,0263; 3.17 pav.). Be to, leukocitus paveikus 4NQO, analogiskas skirtumas nustatytas
ir miR-16 atveju (p = 0,0205). MiR-223 raiska su §ia komplikacija nebuvo susijusi (visi p > 0,0500;
3.17 pav.).
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3.17 pav. MiRNR raiskos palyginimas II tipo cukriniu diabetu serganciy ligoniy leukocituose
pagal pirminés arterinés hipertenzijos (PAH) pasireiskimg. A—D — atitinkamai miR-16, miR-17,
miR-106a ir miR-223. 4NQO+ / - — 4-nitrochinolino 1-oksidu veikti / neveikti leukocitai. Yra /
Neéra — ligoniai su / be pasireiSkusios komplikacijos. Santykiné miRNR raiska pateikta log2 skaléje.
StatistiSkai patikimos p vertés paryskintos.

MiRNR raigka taip pat buvo palyginta su ASN, ta¢iau, priesingai nei CD1 atveju, CD2
ligoniy leukocituose miRNR raiskos skirtumy pagal §ig diagnoz¢ nenustatyta (visi p > 0,0500; 3.18
pav.). Tirty miRNR raiska su ISL ir SN pasireiskimu taip pat nebuvo susijusi (visi p > 0,0500; 1 ir 2
priedai).
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3.18 pav. MiRNR raiskos palyginimas II tipo cukriniu diabetu serganciy ligoniy leukocituose
pagal autonomings Sirdies neuropatijos (ASN) pasirei§kima. A-D — atitinkamai miR-16, miR-

17, miR-106a ir miR-223. 4ANQO+ / - — 4-nitrochinolino 1-oksidu veikti / neveikti leukocitai. Yra/
Neéra — ligoniai su / be pasireiSkusios komplikacijos. Santykiné miRNR raiska pateikta logz skaléje.
StatistiSkai patikimy p ver¢iy nebuvo.

CD2 ligoniy méginiuose tirty miRNR raiskos skirtumy pagal neuropatijos pasireiSkimag

3.3.3.3.

MiRNR raiskos sgsajos su periferiniy nervy patologija

nebuvo nustatyta (visi p > 0,0500), taciau leukocitus paveikus 4NQO miR-16 ir miR-17 raiska buvo

didesné esant neuropatijai nei Sios komplikacijos neturint (atitinkamai p = 0,0437 ir p = 0,0381,

3.19 pav.).
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3.19 pav. MiRNR raiskos palyginimas II tipo cukriniu diabetu serganciy ligoniy leukocituose

pagal neuropatijos pasireiSkimg. A-D — atitinkamai miR-16, miR-17, miR-106a ir miR-223.
ANQO+ / - — 4-nitrochinolino 1-oksidu veikti / neveikti leukocitai. Yra / Néra — ligoniai su / be

pasireiSkusios komplikacijos. Santykiné miRNR raiska pateikta logz skaléje. Statistiskai patikimos

p verteés paryskintos.

3.3.3.4.

Tirty miRNR raiskos skirtumy CD2 ligoniy méginiuose pagal retinopatijos pasireiSkima
nebuvo nustatyta (visi p > 0,0500), taciau leukocitus paveikus 4NQO miR-17 ir miR-106a raiska
buvo didesné esant $iai komplikacijai nei jos neturint (atitinkamai p = 0,0130 ir p = 0,0417; 3.20
pav.). Be to, retinopatija turinéiy ligoniy atveju leukocity veikimas 4NQO padidino miR-223

raiskos lygj (p = 0,0245; 3.20 pav. D).

MiRNR raiskos sasajos su akies tinklainés patologija
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3.20 pav. MiRNR raiskos palyginimas II tipo cukriniu diabetu serganciy ligoniy leukocituose
pagal retinopatijos pasireiskima. A—D — atitinkamai miR-16, miR-17, miR-106a ir miR-223.
4ANQO+ / - — 4-nitrochinolino 1-oksidu veikti / neveikti leukocitai. Yra / Néra — ligoniai su / be
pasireiskusios komplikacijos. Santykiné miRNR raiSka pateikta log2 skaléje. StatistiSkai patikimos
p verteés paryskintos.

3.4. MiRNR raiskos sasajos su gydymu a-lipoine riagstimi

Siekiant jvertinti ALA medikamentinio gydymo poveikj, buvo palyginta 14-0s miRNR
raiSkos (3.1 lentelé) pokyciai CD ligoniy grupés (n = 11) leukocity méginiuose pries gydyma (pre-
ALA) ir po gydymo ALA (post-ALA). 4NQO neveiktuose leukocituose tirty miRNR raiskos
skirtumy pries ir po ALA gydymo nebuvo nustatyta, tik miR-106a atveju stebéta nezymi raiskos
sumazéjimo tendencija post-ALA grupéje (visi p > 0,0500; 3.21 pav.). Taciau po poveikio 4ANQO
miR-155 ir miR-210 raiska post-ALA méginiuose buvo sumazéjusi palyginus su pre-ALA
(atitinkamai p = 0,0420 ir p = 0,0244; 3.21 pav. | ir K), 0 miR-29a ir miR-499a atveju pastebéta
silpna analogiska tendencija (abu p > 0,0500; 3.21 pav. D ir N). Be to, post-ALA méginiuose
4ANQO poveikis galimai turé¢jo jtakos miR-155 ir miR-210 raiSkos sumazéjimui, palyginus su 4NQO
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neveiktais méginiais, taciau skirtumai nepasieké statistinio reik§mingumo lygmens (abu p > 0,0500;

3.21 pav. | ir K).
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3.21 pav. MiRNR raiskos palyginimas cukriniu diabetu serganciy ligoniy leukocituose pries ir
po gydymo a-lipoine rigstimi (ALA). A-N — atitinkamai miR-16, miR-17, miR-27a, miR-29a,
miR-106a, miR-128, miR-146a, miR-152, miR-155, miR195, miR-210, miR-222, miR-223 ir miR-
499a raiska. 4NQO+/ - — 4-nitrochinolino 1-oksidu veikti / neveikti leukocitai. Pre / post — ligoniy
leukocitai pries ir po ALA gydymo. Santykiné miRNR raiska pateikta logz skaléje. Statistiskai
patikimos p vertés parySkintos.
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Toliau tirty miRNR raiska buvo lyginama pagal ALA grupés Klinikinius, biocheminius ir
antropometrinius rodiklius. Issamiis duomenys pateikti 3-6 prieduose.

Kai kuriy miRNR raiska koreliavo su jvairiais antropometriniais ligoniy rodikliais. Pre-ALA
méginiuose didesné miR-27a raiska buvo susijusi su didesniu KMI bei liemens ir kaklo apimtimis
(atitinkamai p = 0,0085, r = 0,75; p=0,0148, r = 0,71 ir p = 0,0023, r = 0,81; 3.4 lentelé¢). Su
pastaruoju rodikliu taip pat teigiamai koreliavo ir miR-16, miR-17, miR-29a ir miR-195
(atitinkamai p = 0,0057, r=0,77; p=0,0104, r =0,73; p = 0,0354, r = 0,64 ir p = 0,0220, r = 0,68).
MiR-16, miR-27a ir miR-195 raiskos sgsajos su kaklo apimti buvo stebimos ir post-ALA
méginiuose (atitinkamai p = 0,0246, r =0,67; p = 0,0354, r = 0,64 ir p = 0,0208, r = 0,68). Be to,
Sioje grupéje nustatytos teigiamos miR-146a raiskos koreliacijos su KMI, liemens ir kluby
apimtimi (atitinkamai p = 0,0037, r =0,79; p = 0,0099, r = 0,74; p = 0,0060, r = 0,77; 3.4 lentel¢).

3.4 lentelé. MiRNR raiSkos palyginimas cukriniu diabetu serganciy ligoniy, gydyty a-lipoine
rugstimi, 4-nitrochinolino-1-oksidu neveiktuose leukocituose su antropometriniais rodikliais.

MIRNR KMI Liemens apimtis Kluby apimtis Kaklo apimtis
Pre-ALA | Post-ALA | Pre-ALA | Post-ALA | Pre-ALA | Post-ALA | Pre-ALA | Post-ALA
MiR-16 r 0,49 0,59 0,47 0,56 0,12 0,27 0,77 0,67
p| 0,1252 0,0556 0,1488 0,0722 0,7287 0,4242 0,0057 0,0246
MiR-17 r 0,46 0,35 0,53 0,45 0,15 0,12 0,73 0,44
p| 0,1509 0,2981 0,0938 0,1676 0,6493 0,7287 0,0104 0,1763
MiR-27a r 0,75 0,49 0,71 0,38 0,47 0,16 0,81 0,64
p| 0,0085 0,1252 0,0148 0,2442 0,141 0,6396 0,0023 0,0354
MiR-29a r 0,45 0,55 0,48 0,44 0,19 0,35 0,64 0,46
p| 0,1601 0,0827 0,1356 0,1775 0,573 0,2902 0,0354 0,1523
miR-106a r 0,35 -0,04 0,59 0,04 0,23 -0,26 0,60 0,27
p| 0,2981 0,9155 0,0565 0,9151 0,5005 0,449 0,0512 0,4138
MiR-128 r 0,52 0,55 0,45 0,45 0,48 0,45 -0,06 0,22
p| 0,1025 0,0767 0,1676 0,1676 0,1367 0,1686 0,862 0,5074
MiR-146a r 0,15 0,79 0,25 0,74 0,00 0,77 -0,15 0,22
p 0,65 0,0037 0,4563 0,0099 0,9894 0,0060 0,6674 0,5253
MiR-152 r -0,29 0,15 -0,39 0,06 -0,59 -0,05 0,23 0,44
p| 0,3855 0,6696 0,2322 0,8624 0,0573 0,8732 0,4897 0,1763
MiR-155 r 0,36 0,36 0,46 0,32 0,14 0,28 0,51 0,33
p| 0,2716 0,2716 0,158 0,3307 0,6787 0,4 0,1106 0,3295
MiR-195 r 0,01 0,4 -0,04 0,39 -0,34 0,11 0,68 0,68
p| 0,9788 0,2229 0,9151 0,2322 0,3037 0,7388 0,0220 0,0208
MiR-210 r 0,09 0,41 0,46 0,57 0,27 0,28 0,22 0,19
p| 0,7904 0,2115 0,1534 0,0694 0,4160 0,4080 0,5074 0,5712
MiR-222 r 0,2 0,23 0,22 0,29 0,03 0,13 -0,1 -0,11
p| 0,5554 0,5015 0,5084 0,3910 0,9364 0,7086 0,7683 0,7376
MiR-223 r 0,27 0,58 0,39 0,47 0,05 0,46 0,1 0,11
p| 04171 0,0604 0,2322 0,1488 0,8732 0,1544 0,7786 0,7581
MiR-499a r 0,45 0,04 0,45 0,01 0,38 0,09 0,18 0,22
p| 0,1601 0,9155 0,1627 0,9681 0,2454 0,7899 0,59 0,5253

Pre- / Post-ALA — prie$ / po gydymo a-lipoine ragstimi, KMI — kiino masés indeksas, r — Spearman
koreliacijos koeficientas. StatistiSkai patikimos p vertés paryskintos.

Leukocitus paveikus 4NQO, aukstesnés miR-29a raiskos koreliacija su didesne kaklo
apimtimi buvo nustatyta tiek pre-ALA, tiek post-ALA atveju (atitinkamai p = 0,0274,r=0,66 irp =
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0,0233, R = 0,67; 3.5 lentelé). Po gydymo ALA (post-ALA) statistiskai patikimos sasajos su kaklo

apimtimi nustatytos miR-16, miR-17, miR-27a ir miR-128 atveju (atitinkamai p = 0,0067, r = 0,76;
p =0,0062, r =0,76; p = 0,0010, r = 0,85 ir p = 0,0260, r = 0,66). Sasajy su kitais antropometriniais

rodikliais nei vienos tirtos miRNR atveju nerasta (visi p > 0,0500; 3.5 lentelé).

3.5 lentelé. MiRNR raiskos palyginimas ligoniy, gydytu a-lipoine riigs§timi, leukocituose po
poveikio 4-nitrochinolino-1-oksidu su antropometriniais rodikliais.

MIRNR KMI Liemens apimtis Kluby apimtis Kaklo apimtis
Pre-ALA | Post-ALA | Pre-ALA | Post-ALA | Pre-ALA | Post-ALA | Pre-ALA | Post-ALA
MiR-16 r -0,21 0,35 -0,08 0,44 -0,34 0,23 0,51 0,76
p| 05372 0,2847 0,8101 0,1775 0,3107 0,5005 0,1106 0,0067
MiR-17 r -0,32 0,27 -0,27 0,23 -0,36 0,03 0,09 0,76
p| 0,3403 0,4171 0,4231 0,4907 0,2705 0,9258 0,789 0,0062
miR-27a r 0,02 0,27 -0,09 0,20 0,08 -0,01 -0,18 0,85
p| 0,9577 0,4171 0,7894 0,5536 0,8106 0,9788 0,5900 0,0010
MiR-29a r 0,29 0,56 0,17 0,40 0,16 0,45 0,66 0,67
p| 0,3855 0,0710 0,6195 0,2206 0,6299 0,1686 0,0274 0,0233
miR-106a r -0,35 0,52 -0,28 0,57 -0,45 0,37 -0,09 0,59
p| 0,2981 0,1025 0,4069 0,0667 0,1686 0,2641 0,7993 0,0583
MiR-128 r -0,06 0,29 -0,14 0,56 -0,15 0,13 -0,4 0,66
p| 0,8525 0,3855 0,6780 0,0750 0,6689 0,6986 0,2252 0,0260
miR-146a r -0,33 0,10 -0,18 0,26 -0,45 0,18 -0,18 0,19
p| 0,3259 0,7699 0,6004 0,4313 0,1638 0,5918 0,59 0,5806
MiR-152 r 0,04 0,08 -0,04 -0,23 -0,18 -0,34 0,30 0,44
p| 0,9155 0,8110 0,9151 0,4907 0,6012 0,3037 0,3743 0,1714
MiR-155 r -0,10 0,37 -0,01 0,05 -0,25 0,15 0,37 0,47
p| 0,7699 0,2589 0,9681 0,8729 0,4659 0,6689 0,2617 0,1477
MiR-195 r -0,15 0,22 -0,05 0,23 -0,33 0,13 0,48 0,56
p| 0,6696 0,5192 0,8939 0,4907 0,3176 0,7086 0,1389 0,0742
MiR-210 r -0,03 0,12 -0,08 0,47 -0,05 0,14 -0,05 0,43
p| 0,9366 0,7293 0,8101 0,1488 0,8942 0,6787 0,8831 0,1866
MiR-222 r -0,09 0,00 -0,11 -0,08 -0,40 -0,03 0,30 0,10
p| 0,7904 1,0000 0,7484 0,8205 0,2217 0,9258 0,3666 0,7786
MiR-223 r -0,26 0,46 -0,12 0,50 -0,22 0,38 -0,3 0,55
p| 04334 0,1509 0,7180 0,1193 0,5183 0,2515 0,3743 0,0801
MiR-499a r 0,01 0,2 -0,15 0,09 -0,15 -0,03 0,38 0,47
p| 0,9788 0,5554 0,6681 0,7998 0,6493 0,9258 0,243 0,1433

Pre- / Post-ALA — prie$ / po gydymo a-lipoine ragstimi, KMI — kiino masés indeksas, Spearman koreliacijos
koeficientas, p — patikimumo lygmuo. Statistiskai patikimos p vertés paryskintos.
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4. REZULTATU APTARIMAS

CD yra medziagy apykaitos sutrikimas, kuris pasiZymi hiperglikemija. Létiné hiperglikemija
skatina ROS susidaryma ir Igstelés patiria OS. D¢l OS sutrinka svarbiis vidulgsteliai reguliavimo
mechanizmai, dél to gali pasireiksti jvairios CD komplikacijos, pazeidziancios periferinius nervus,
inkstus, akies tinklaing, sirdj ir kraujagysles bei kitus organus (Bhatti et al., 2022). Siekiant
iSsiaiSkinti molekulinius CD patogenezés mechanizmus, yra ieSkoma jvairiy biozymeny, susijusiy
su ligos patogeneze. MiRNR raiskos skirtumai yra placiai apraSomi CD patogenezéje, taciau jy
klinikinio pritaikymo galimybés dar néra iki galo i$aiskintos. Sio tyrimo metu buvo jvertinti keturiy
mMIRNR (miR-16, miR-17, miR-106a, miR-223) raiskos poky¢iai pazengusios formos CD1 ir CD2
ligoniy leukocity méginiuose ir susieti su 4NQO poveikiu, imituojan¢iu OS Igstelése, bei
klinikiniais rodikliais. Siekiant geriau suprasti ALA, kaip antioksidanto, poveikj epigenetiniams
mechanizmams, buvo jvertinti keturiolikos miRNR (miR-16, miR-17, miR-27a, miR-29a, miR-
106a, miR-128, miR-146a, miR-152, miR-155, miR-195, miR-210, miR-222, miR-223, miR-499a)
ligoniy rodikliais.

MiR-16 yra viena i$ pagrindiniy reguliatoriy insulino signaliniame kelyje. Tiksliniai miR-16
taikiniai yra geny IRS1, IRS2 bei INSR transkriptai (Geng et al., 2014; Hubal et al., 2017). Jy
koduojami baltymai yra svarbs insulino signalinio kelio veiksniai; sumazéjes jy kiekis sukelia
atsparumg insulinui ir medziagy apykaitos sutrikimus. Ankstesniuose tyrimuose buvo nustatyti
mIiR-16 raiSkos poky¢iai sergant CD1 ir CD2; Garcia-Contreras ir kolegos (2017) nustaté mazesn¢
Sios MiR-16 raiska CD1 ligoniy plazmos méginiuose lyginant su sveikais asmenimis. CD2
serganciy asmeny mioblastuose nustatyta mazesné Sios miRNR raiSka esant ilgalaikei
hiperglikemijai (Bork-Jensen et al., 2015). Sio tyrimo metu statistiskai patikimy miR-16 raiskos
poky¢iy CD1 ir CD2 leukocituose lyginant su ASP nenustatyta. Taciau aptikta mazesné jos raiska
CD1 grupéje esant blogai glikemijos kontrolei ir koreliacija su jos trukme, patvirtinant
ankstesniuose tyrimuose parodyta potencialy $ios miRNR vaidmen;j glikemijos kontroléje. Taip pat
po poveikio 4ANQO nustatyta teigiama koreliacija tarp miR-16 ir bendro cholesterolio kiekio. Sia
asociacija galima paaiskinti miR-16 poveikiu geny, dalyvaujanciy riebaly riigsciy sintezéje ir
oksidacijoje, reguliavimui (Xu et al., 2019). Be to, sergant CD1, cholesterolio absorbcija padidéja, o
Jo sintezé sumazéja (Semova et al., 2019). CD2 grupéje nustatyta neigiama koreliacija tarp miR-16
raiSkos ir HbAlc koncentracijos, ka galima paaiskinti miR-16 jtaka atsparumo insulinui
i§sivystymui.

Siame tyrime nustatyta mazesné miR-16 raiska ligoniy, kuriems pasireiskusios inksty

patologijos, leukocituose. Po poveikio 4NQO nustatyta mazesné $ios miRNR raiska CD1 ligoniy,
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serganciy LIL leukocituose lyginant juos su $i0s komplikacijos neturinc¢iais CD ligoniais. Vienas i$
mIiR-16 taikiniy yra VEGFA (Duan et al., 2021). VEGFA dalyvauja angiogenezés, lasteliy
migracijos ir iSgyvenamumo procesuose, o nenormali jo raiSka lemia inksty ligas (Stevens &
Oltean, 2018). Tiksli miR-16 funkcija VEGFA reguliavime néra Zinoma, ta¢iau manoma, kad dideli
gliukozés kiekiai slopina miR-16 raiska, taip skatinant didesne VEGFA raiska. Sio tyrimo metu
CD2 grupéje nustatyta didesné miR-16 raiska ligoniy su LIL leukocituose. Tokius rezultatus galima
paaiSkinti remiantis Duan ir kolegy (2021) tyrimo rezultatais: per didelé miR-16 raiska slopina
VEGFA, tuo paciu skatindama podocity proliferacija ir slopindama apoptoze, taip apsaugant
podocitus nuo inksty patologijy daromos Zalos. Kity autoriy darbuose didesné miR-16 raiSka
siejama su padidéjusiu OS ir didesne Sirdies ir kraujagysliy ligy rizika (Badacz et al., 2021; D’Oria
etal., 2020; M. Wang et al., 2020). Sio tyrimo metu, leukocitus paveikus 4NQO, CD2 grupéje
nustatyta mazesné miR-16 raiska ligoniams su PAH. Kadangi patikimas skirtumas nustatytas tik po
poveikio 4NQO, gali biti, kad sumazéjusi miR-16 raiska apsaugo kardiomioblastus nuo OS. Taip
pat po poveikio 4NQO nustatyta didesné §ios miRNR raiska CD2 ligoniy su diabetine neuropatija
leukocituose lyginant su ligoniais be Sios komplikacijos. Literatiiroje néra pateikiama duomeny apie
miR-16 vaidmen]j neuropatijoje, taciau keletas tyrimy nustaté, kad CD2 ligoniuose su diabetine
neuropatija miR-16 taikinio TNF-A raiska yra didesné lyginant su sveikais asmenimis (Festa et al.,
2002; Sheikh et al., 2019). TNF-a sukelia toksiskumg oligodendrocitams ir demielinizacija, be to,
jis padidina IL-1p ir IL-6 bei kity uzdegiminiy faktoriy sekrecijg i§ monocity ir endotelio Iasteliy,
kurios netiesiogiai sustiprina jo poveikj. Padidéjusi miR-16 raiska didina TNF-A raiska, o tai rodo
potencialy miR-16 vaidmenj diabetinés neuropatijos patogenezéje.

Kity autoriy darbuose miR-17 raiskos pokyciai buvo susieti su medziagy apykaitos ligomis,
pavyzdziui, nustatyta mazesné $ios miRNR raiska CD2 serganciy ligoniy riebaliniame audinyje
lyginant su sveikais asmenimis (KI6ting et al., 2009). Taip pat nustatyta mazesné miR-17 raiska
7mogaus riebaliniame audinyje ir nutukusiy ligoniy kraujyje (Heneghan et al., 2011). Sio tyrimo
metu miR-17 raiSka buvo mazesné ligoniy, sergan¢iy CD1 ir kuriems nustatyta bloga glikemijos
kontrolé, méginiuose. Taip pat CD1 grupéje $i miRNR neigiamai koreliavo su liemens apimtimi, ir
teigiamai su DTL ir bendru cholesterolio kiekiu. Nors nutukimas dazniau sicjamas su CD2
patogeneze ir didesne CD2 rizika, taciau literatiroje pateikiama vis daugiau jrodymy, kad
nutukimas yra ir CD1 rizikos veiksnys. Nutukimas gali prisidéti prie blogos CD1 ligoniy glikemijos
kontrolés, be to, padidina kai kuriy rimty CD komplikacijy i$sivystymo rizikg (Dubose et al., 2015).
Sio tyrimo rezultatai netiesiogiai patvirtina, kad miR-17 gali bati su nutukimu susijusio uzdegimo ir
CD1 vystymosi jungtis.

Paveikus leukocitus 4NQO, CD1 grupéje nustatyta mazesné miR-17 raiSka esant nefropatijai.
Si miRNR dalyvauja reguliuojant inksty Iasteliy procesus, glomeruly hemodinamija bei skyséiy ir
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elektrolity pusiausvyra (Marrone et al., 2014). Sio tyrimo metu gautus rezultatus patvirtinta ir
Nandakumar ir kt. tyrime (2017) nustatyta mazesné miR-17 raiska LIL serganciy asmeny kraujyje.
Manoma, kad Sios miRNR raiSkos sumazéjimas lemia sutrikusig imuniniy lgsteliy veiklg ir gali
prisidéti prie inksty patologijy progresavimo (Nandakumar et al., 2017). Kaip ir miR-16 atveju,
CD2 grupéje miR-17 raiska buvo didesné sergant LIL bei atitinkami skirtumai nustatyti nefropatijos
atveju. Siuos rezultatus patvirtina keletas ankséiau atlikty tyrimy (X. Fan et al., 2020; Ye et al.,
2018). Taip pat CD2 ligoniy su retinopatija leukocituose po poveikio 4NQO nustatyta didesné miR-
17 raiSka lyginant su ligoniais, neturin¢iais Sios diagnozés. Vienas i§ miR-17 taikiniy yra jau
minétas VEGFA, kuris laikomas diabetinés retinopatijos iniciatoriumi ir yra susijes su neuropatijos
ir nefropatijos vystymusi. MiR-17 reguliuodama VEGFA raiska slopina akies tinklainés lasteliy
proliferacijg ir angiogeneze (Guo et al., 2021). CD2 grupéje nustatyta mazesné miR-17 raiska
asmenims, kuriems diagnozuota PAH. Literatiiroje tikslus Sios miRNR vaidmuo $irdies ir
kraujagysliy ligy vystymesi néra pilnai zinomas, taciau Chen ir kolegos (2015) nustaté, kad miR-17
svarbi kardiomiocity proliferacijai. Yang ir kt. (2018) parodé¢, kad padidéjusi §ios miRNR raiska
lemia antiapoptozinio baltymo Bcl-2 sumazéjima ir apoptozés baltymy kiekio padidéjima, taip
sukeliant Sirdies ir kraujagysliy pazeidimus. CD1 grupéje buvo nustatyta mazesné miR-17 raiska
sergant ASN ir 4NQO poveikis buvo susijes su §ios miRNR raiskos sumazéjimu. Remiantis
literattiros duomenimis, sumaz¢jusi §ios miRNR raiska apsaugo $irdj ir kraujagysles nuo didesniy
pazeidimy, slopindama apoptozg ir uzdegima. Taciau pastebétas miR-17 sumaz¢jimas dél 4ANQO
gali buti susijes su ROS poveikiu Sios miRNR raiskai. Sumazéjusi miR-17 raiska skatina PTEN
rai$ka, taip netiesiogiai aktyvindama PTEN/Akt signalo perdavimg ir padidina nerviniy lasteliy
pazeidimus (Zhan et al., 2020). Siai hipotezei patvirtinti reikéty i§samiy funkciniy miR-17 tyrimuy,
kurie, tikétina, taip pat padéty jvertinti ir prognostinj potencialg.

MiR-106a néra placiai tyrinéta CD patogenezéje, tadiau literatiroje yra duomeny apie Sios
miRNR raiskos poky¢ius esant OS ir CD komplikacijoms. Zapata ir kolegos (2023) nustaté
mazesn¢ MiR-106a raiska CD2 ligoniuose lyginant su sveikais asmenimis. Sio tyrimo metu taip pat
nustatyta mazesné miR-106a raiska CD2 ligoniy leukocituose lyginant su ASP. CD1 grupéje miR-
106a raiska buvo mazesné esant blogai glikemijos kontrolei bei nustatytos sgsajos tarp §ios miRNR
ir liemens, kluby apimties, cholesterolio ir MTL koncentracija. Kity autoriy tyrimai parodé, kad
miR-106a skatina preadipocity proliferacija, reguliuoja jvairiy citokiny kiekj, taip valdydama
hiperglikemijos sukelta uzdegima (K. Huang et al., 2019; H. Li et al., 2013; J. Yang et al., 2019).
Be to, nustatyta mazesné raiska diabetiniy peliy serume (Platania et al., 2019). Po 4NQO poveikio
CDI1 grupéje, sergant nefropatija, nustatyta mazesné Sios miR-106a raiska, lyginant su CD1
ligoniais be Sios diagnozés. He ir Zeng (2020) nustaté, kad didelis gliukozés kiekis 1émé mazesng
miR-106a raiska diabetine nefropatija serganciy ligoniy podocity serume. CD2 grupéje raiska buvo
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didesné sergant nefropatija nei neturint Sios diagnozés. Be to, miR-106a raiskos padidéjimas
susietas su 4NQO poveikiu CD2 su nefropatija serganciy asmeny grupéje. Manoma, kad didesné
Sios miRNR raiska turi apsauginj poveikj podocitams, nes slopina hiperglikemijos sukeltg Bcl-2
baltymo kiekio mazéjima, ROS padidéjimag, apoptoze (X. He & Zeng, 2020). CD1 grupéje, sergant
neuropatija ar ASN, po poveikio 4NQO nustatyta maZesné $ios miRNR raiska lyginant su ligoniais
be atitinkamy diagnoziy. Sio tyrimo rezultatai atitinka Wu ir kt. (2017) tyrima, kuriame nustatyta
mazesné miR-106a raiSka sergant diabetine periferine neuropatija. OS metu miR-106 raiska
sumazgja, o tai sukelia prieslaikinj senéjima, nes slopinamas Iastelés ciklo G1 /S fazés peréjimas,
moduliuojant E2F1 raiska (Tai ir kt., 2020). Kita vertus, tyrimai su gestacine hipertenzija
serganc¢iomis pelémis parodé, kad padidéjes miR-106a kiekis apsaugo nuo OS sukelty pazaidy ir
uzdegimo (Z. Wang et al., 2021). Sio tyrimo metu gauti rezultatai parodo potencialy miR-106a
vaidmenj hiperglikemijos sukeltame OS, tac¢iau siekiant pilnai suprasti Sios miRNR reik§me yra
reikalingi papildomi funkciniai tyrimai.

Sio tyrimo metu CD1 grupéje nustatytas miR-223 raiskos sumazéjimas po poveikio 4NQO,
esant blogai glikemijos kontrolei. Manoma, kad dél hiperglikemijos susidarantys per dideli ROS
kiekiai slopina miR-223 raiska, taip aktyvinant NLRP3 raiska. NLRP3 baltymas slopina endotelio
Igsteliy apoptoze, reguliuodamas su apoptoze susijusius baltymus Bax, kaspaze¢ 3 ir Bcl-2 (Deng et
al., 2020). Sio tyrimo metu buvo nustatyta maZesné $ios miRNR raiska sergant CD1 su nefropatija
bei jos raiSkos sumazéjimas po poveikio 4NQO. Ankstesni tyrimai parodé, kad miR-223 raisSkos
slopinimas sumazino hiperglikemijos sukeltus pazeidimus Zmogaus inksty glomeruly endotelio
lastelése, o per didelé miR-223 raiska parodé priesinga poveikj (P. Tang et al., 2023). Sio tyrimo
metu, leukocitus paveikus 4NQO, miR-223 raiska buvo mazesné CD1 grupéje su neuropatija
lyginant su Sios diagnozés neturindiais ligoniais. MiR-223 dalyvauja jgimtuose imuniniuose
atsakuose reguliuvodama mieloidy diferenciacija ir granulocity funkcijas (Aziz, 2016). Vienas i$ Sios
miRNR taikiniy yra MKNK2, kuris yra MAPK Kkelio substratas ir dalyvauja neuropatinio skausmo
patogenezéje (B. Huang et al., 2022). Tikétina, kad dél hiperglikemijos sumazéjusi miR-223 raiska
lémé¢ periferiniy nervy pazeidimus ir prisidéjo prie neuropatijy vystymosi. Be to, §i miRNR
dalyvauja jvairiuose signaliniuose keliuose, kurie yra butini 1asteliy proliferacijai, migracijai,
apoptozei, 0 jy disfunkcija lemia $irdies ir kraujagysliy sutrikimus. Sio tyrimo metu miR-223
raiskos sumazéjimas buvo susijes su 4NQO poveikiu CD1 asmeny su ASN leukocituose. Tyrimais
parodyta, kad esant OS, miR-223 raiska slopinama, taip skatinant kardiomiocity apoptoz¢ ir
uzdegimg (M. W. Zhang et al., 2021). Jdomu tai, kad kity autoriy darbuose miR-223 yra jvardinama
kaip potencialus biozymuo diagnozuojant CD2, taciau §io tyrimo metu tik 4ANQO poveikis buvo

susijes su miR-223 padidéjimu ligoniy su retinopatija leukocituose. Tikétina, kad Sis raiSkos
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padidéjimas yra susijes su ROS kaupimusi, todél yra skatinamas uzdegiminis atsakas ir apoptoze,
kuri galiausiai pazeidzia akies tinklaines Iasteles.

ALA yra nattraliai susidarantis antioksidantas, kuris paSalina ROS, gerina jautrumg insulinui
ir pasizymi prieSuzdegiminiu poveikiu. Tyrimai in vitro ir in vivo atskleidé, kad ALA reguliuoja
antioksidaciniy geny raiska (Arambasic et al., 2013; Ponnampalam et al., 2019; Ying et al., 2011).
Sio tyrimo metu nebuvo nustatyta tirty miRNR raigkos skirtumy pries ir po gydymo ALA. Tagiau
leukocitus paveikus 4NQO, nustatyta mazesné miR-155 ir miR-210 raiska post-ALA grupéje
lyginant su pre-ALA. MiR-155 yra svarbi jvairiuose fiziologiniuose ir patologiniuose procesuose.
Padidéjusi Sios miRNR raiska stebima asmenims, sergantiems jvairiomis onkologinémis ligomis ir
diabetine geltonosios démés (makulos) edema (J. He et al., 2021). MiR-155 slopina kaspazés 3
raiska, taip sukeliant lasteliy apoptoze¢ (De Santis et al., 2016). Chen ir kolegos (2019)
pademonstravo, kad zmogaus virkstelés venos endotelio 1gsteles (angl. Human umbilical vein
endothelial cells, HUVEC) paveikus vandenilio peroksidu, sumazéja miR-155 raiska. Be to,
slopinant miR-155 raiska, sumazéja ROS aktyvacija ir padidéja lgsteliy proliferacija (H. Chen et al.,
2019). Remiantis kity kolegy darbais, tikétina, kad ALA gydymas prisidéjo prie miR-155 raiskos
slopinimo po poveikio 4NQO, taip apsaugant ligoniy leukocitus nuo ROS sukelto OS.

MiR-210 yra siejamas su hipoksijos indukuojamu faktoriumi (angl. Hypoxia-inducible factor
1, HIF-1), kuris tarpininkauja atsake j OS, reguliuodamas jvairiy geny raiska. HIF-1 raiska
aptinkama esant hipoksinéms saglygomis, kurios gali prisidéti prie jvairiy ligy, jskaitant diabeta,
patogenezés. Tyrimai rodo, kad hipoksingje ir OS aplinkoje nustatoma didesné Sios miRNR raiska
lyginant su kontrolémis, kurios néra hipoksinés (X. Huang et al., 2009; Narayanan et al., 2020). Sio
tyrimo metu buvo nustatyta maZesné miR-210 raiSka po gydymo ALA. Taip pat pastebéta su 4NQO
poveikiu susijes miR-223 raiskos sumaz¢jimas ligoniy leukocituose po ALA gydymo. Tokius
rezultatus galima paaiSkinti tuo, kad ALA sumaZzina ROS kiekj leukocituose, todél sumazéja OS ir
hipoksiné aplinka, atitinkamai sumazinant HIF-1 ir miR-223 raiska. Taciau reikalingi iSsamesni,
didesniy tiriamyjy grupiy bei ROS kiekio jvertinimo Igstelése tyrimai siekiant patvirtinti teigiama
ALA poveikj molekuliniame lygmenyje.

Taip pat Sio tyrimo metu buvo nustatytos sgsajos tarp ALA gydymo ir jvairiy antropometriniy
ligoniy rodikliy. Pries ALA gydyma KMI ir liemens apimtis teigiamai koreliavo su miR-27a, kaklo
apimtis — su miR-16, miR-17, miR-27a, miR-29a ir miR-195 4NQO neveiktuose leukocituose. Po
gydymo ALA miR-146a raiska teigiamai koreliavo su KMI, liemens ir kluby apimtimis, 0 miR-16,
miR-27a ir miR-195 — su kaklo apimtimi. Pries gydyma ALA surinktus leukocitus paveikus 4NO,
nustatyta sgsaja tarp miR-29a ir kaklo apimties, o po gydymo ALA — tarp miR-16, miR-17, miR-
27a, miR-29a, miR-128 ir kaklo apimties. MiR-27a dalyvauja insulino signaliniame kelyje,

reguliuojant gliukozés metabolizmg ir atsparumg insulinui (T. Chen et al., 2019). Abd El-Jawad ir
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kolegy (2022) tyrime §i miRNR teigiamai koreliavo su KMI, juosmens apimtimi, be to, didesné jos
raiska nustatyta nutukusiy motery kraujo plazmoje. Didesné miR-29a raiska nustatoma CD
sergan¢iuose asmenyse ir $i miRNR laikoma potencialiu vaiky nutukimo ir su juo susijusiy
komplikacijy patogenezés, pavyzdziui, CD2, biozymeniu (Mohany et al., 2021). Padidéjusi miR-
195 raiska aptinkama sergant medziagy apykaitos sutrikimais, 0 miR-128 — nutukusiy peliy
adipocituose, taip slopinant gliukozés jsisavinimg ir skatinant IR (Arcidiacono et al., 2020; Xia et
al., 2022). Sio tyrimo rezultatai parodé galima teigiama ALA poveikj reguliuojant medZiagy
apykaita. Papildomai nustatyta teigiama koreliacija tarp KMI ir miR-146a rodo potencialy teigiamag
ALA poveikj. Tyrimuose su diabetinémis pelémis padidéjusi Sios miRNR raiska slopina uzdegima
ir dietos sukelta nutukimg bei reguliuoja medziagy apykaitos procesus (Runtsch et al., 2019). Kiti
tyréjai taip pat pastebéjo teigiamg ALA poveikj: po gydymo ALA sumazéjo ligoniy KMI ir svoris
(Vajdi & Abbasalizad Farhangi, 2020). Nustatytos sasajos su kaklo apimtimi po gydymo ALA gali
biti susijusios ne tik su nutukimu, bet ir su skydliaukés veiklos sutrikimais, Sirdies ir kraujagysliy
ligomis. Be to, kakle esanciuose adipocituose grei¢iau negu liemens ir kluby srityje kaupiasi FFA,
kurios gali sukelti medziagy apykaitos sutrikimus, jskaitant IR (Saneei et al., 2019).
Apibendrinant, $io tyrimo metu nustatyti patikimi tirty miRNR raiskos skirtumai pagal
komplikacijy pasireiSkima rodo potencialy §iy miRNR, kaip CD bioZymeny, pritatkomuma
klinikingje praktikoje. CD1 grupéje visos tirtos miRNR buvo susijusios su inksty patologijomis,
CD2 grupéje nustatytos sgsajos su trimis miRNR (miR-16, miR-17 ir miR-106a). Mazesni miR-16
ir miR-17 raiskos kiekiai nustatyti sergat CD2 ir pasireiskus PAH. Su periferiniy nervy
patologijomis buvo susijusios trys miRNR — CD1 grupéje miR-106a raiSka buvo susijusi su
neuropatijos ir ASN pasireiskimu, o miR-17 raiska susijusi tik su ASN; CD2 grupéje nustatytas
rySys tarp neuropatijos ir miR-16 raiskos. Be to, CD2 grupéje nustatyta didesné miR-17 ir miR-
106a raiSka esant retinopatijai. Nustatytas rySys su poveikiu 4NQO rodo potencialy CD
komplikacijy vystymosi mechanizma, priklausomg nuo ROS. Taciau tiksliems miRNR
reguliaciniams mechanizmams ir jy vaidmeniui CD vystymesi nustatyti biitini funkciniai tyrimai.
Sio tyrimo metu pirma karta tirtas ALA poveikis epigenetiniame lygmenyje. Nustatyti patikimi
mMiR-155 ir miR-210 raiskos skirtumai po ALA gydymo ir patikimos sgsajos su tam tikrais
klinikiniais rodikliais rodo sio medikamento kaip terapinio vaisto potencialg. Taciau norint pilnai
iSaiskinti ALA svarbg epigenetiniams reguliaciniams mechanizmams reikalingi didesniy grupiy ir

funkciniai tyrimai.
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ISVADOS

MiR-106a raiska CD2 ligoniy leukocituose buvo mazesné nei ASP (p = 0,0287). MiR-16,
mMiR-17 ir miR-223 raiska tarp CD1, CD2 ir ASP grupiy nesiskyré (visi p > 0,0500).

. CD1 grupéje mazesné miR-17, miR-106a ir miR-223 raiSka 4NQO neveiktuose
leukocituose koreliavo su didesne liemens apimtimi, 0 miR-17 — ir su kluby apimtimi (visi
p < 0,0500). Mazesné miR-16, miR-17 ir miR-106a raiska buvo budinga blogai glikemijos
kontrolés biklei, 0 miR-16 atveju koreliavo ir su jos trukme (visi p < 0,0500). Taip pat
miR-17 koreliavo su cholesterolio ir DTL koncentracija, miR-106a — su MTL, 0 miR-223 —
su sistoliniu kraujosptidziu (visi p < 0,0500).

. CD2 grupéje ligoniy rodikliy sasajos nustatytos tik su miRNR raiska leukocituose po
poveikio 4ANQO: miR-17 teigiamai koreliavo su diabeto trukme, o0 miR-16 buvo neigiamai
susijusi su HbA1c koncentracija (abu p < 0,0500).

. CD1 grupéje miR-16, miR-17, miR-106a ir miR-223 raiskos skirtumai buvo susije¢ su inksty
ligomis (LIL ir / ar nefropatija), miR-17, miR-106 ir miR-223 — su $irdies ir kraujagysliy
ligomis (ASN ir / ar PAH), 0 miR-106 ir miR-223 — su neuropatija (visi p < 0,0500).
Poveikis 4NQO indukavo miR-223 raiskos sumazéjimg esant nefropatijai, neuropatijai ar
ASN, 0 miR-17 — tik esant ASN (visi p < 0,0500).

. CD2 grupéje miR-16, miR-17 ir miR-106a raiskos skirtumai buvo susij¢ su inksty ligomis ir
PAH, miR-16 ir miR-17 — su neuropatija, miR-17 ir miR-106a — su retinopatija (visi p <
0,0500). Poveikis 4NQO sukélé miR-106a raiskos padidéjimg esant LIL (p = 0,0312), 0
miR-223 — esant retinopatijai (p = 0,0245).

. 4NQO neveiktuose leukocituose tirty miRNR (miR-16, miR-17, miR-27a, miR-29a, miR-
106a, miR-128, miR-146a, miR-152, miR-155, miR-195, miR-210, miR-222, miR-223,
mMiR-499a) raiskos skirtumy pries ir po ALA gydymo nebuvo nustatyta (visi p > 0,0500). Po
poveikio 4ANQO miR-155 ir miR-210 raiska post-ALA méginiuose buvo sumazéjusi
palyginus su pre-ALA (abu p < 0,0500). Taip pat nustatytos miR-16, miR-17, miR-27a,
miR-29a, miR-128, miR-146a ir miR-195 raiskos sgsajos su jvairiais kiino apim¢iy

rodikliais ALA gydyty CD ligoniy grupéje.
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Sirdies nepakankamumo (SN) pasireiskima. A—D — atitinkamai miR-16, miR-17, miR-106a ir miR-

223. ANQO+ / - — 4-nitrochinolino 1-oksidu veikti / neveikti leukocitai. Yra / Néra — ligoniai su / be
pasireiSkusios komplikacijos. Santykiné miRNR raiSka pateikta logz skal¢je. StatistisSkai patikimy p

ver¢iy nebuvo.
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3 priedas. MiRNR raiskos sgsajos cukriniu diabetu serganc¢iyjy leukocituose pries gydyma a-lipoine ragstimi ir 4-nitrochinolino 1-oksido poveikj

Rodiklis | miR-16 | miR-17 | miR-27a | miR-29a | miR-106a | miR-128 | miR-146a | miR-152 | miR-155 | miR-195 | miR-210 | miR-222 | miR-223 | miR-499a
Klinikiniai rodikliai
Disbeto trukme |07 | 019 | -030 -0,18 0,01 0,33 0,24 0,25 0,01 0,02 031 0,44 0,19 -0,37
p| 06107 | 05824 | 03689 | 06012 | 09788 03247 | 04831 | 04659 | 09788 | 09470 | 03465 | 01736 | 05824 | 02578
Blogos glikemijos [ r | -044 | -050 | -0,19 -0,25 -0,40 0,06 -0,31 -0,16 -0,34 -0,38 0,25 0,28 -0,34 -0,37
kontrolés trukmé¢ | p| 0,2009 | 0,1394 | 05897 | 04776 | 0,2559 08694 | 03759 | 06643 | 03408 | 02759 | 04776 | 04382 | 03408 | 0,2863
Sistolinis kraujo | r| -0,16 | -0,15 0,14 -0,11 -0,18 -0,20 -0,12 -0,29 -0,30 -0,49 0,23 0,16 -0,16 0,04
spaudimas p| 06283 | 06674 | 06873 | 07478 | 05900 05619 | 07275 | 03820 | 03743 | 01222 | 04985 | 06478 | 06478 | 09149
Diastolinis kraujo [ r | 016 | 0,10 0,32 0,08 0,07 -0,02 -0,14 -0,22 0,02 -0,06 0,72 0,07 0,07 -0,37
spaudimas p| 06407 | 0,7635 | 0,3333 | 08163 | 0,8270 09565 | 06910 | 05254 | 09456 | 08591 | 00117 | 08270 | 08484 | 0,2637
Pulsas r| -006 | -013 | -0,02 -0,23 -0,38 -0,11 021 0,18 -0,33 -0,29 -0,27 0,38 0,10 -0,06
p| 08624 | 0,7079 | 09469 | 04995 | 0,2442 07586 | 05263 | 05909 | 03165 | 053910 | 04231 | 02504 | 07688 | 0,8624
Biocheminiai rodikliai
HbALC r| 005 | 005 -0,07 0,28 -0,23 0,00 0,22 0,12 0,13 0,07 0,00 051 0,19 -0,12
p| 08939 | 08939 | 08413 | 04339 | 05208 1,0000 | 05321 [ 07379 | 07253 [ 08413 | 1,0000 | 01315 | 05902 | 0,7379
Bendras r| 021 | 032 0,29 0,11 0,04 -0,32 0,32 -0,07 0,07 -0,07 -0,39 -0,32 021 057
cholesterolis | p| 0,6445 | 04821 | 05345 | 08192 | 09394 04821 | 04821 | 08790 | 08790 | 08790 | 03833 | 04821 | 06445 | 0,1802
Trigliceridai |04 | 000 0,00 -0,04 -0,07 -0,32 0,29 0,25 -0,14 -0,32 -0,43 0,04 0,14 0,61
p| 07599 | 1,0000 | 1,0000 | 09394 | 0,8790 04821 | 05345 | 05887 | 07599 | 04821 | 03374 | 09394 | 07599 | 0,1482
DTL r| 025 | 036 0,07 0,36 0,29 -0,32 -0,04 -0,36 0,36 0,43 0,54 -0,54 -0,07 -0,18
p| 05887 | 04316 | 08790 | 04316 | 05345 04821 | 09394 | 04316 | 04316 | 03374 | 02152 | 02152 | 08790 | 07017
MTL r| 018 | 021 021 -0,07 -0,14 -0,39 0,18 -0,21 -0,07 -0,14 -0,54 -0,46 0,07 0,46
p| 07017 | 0,6445 | 0,6445 | 08790 | 0,759 03833 | 07017 | 06445 [ 08790 | 07599 | 02152 | 0,2939 | 0,8790 | 0,2939
Kreatininas || 028 | 0.9 0,03 0,17 0,03 -0,43 -0,25 0,61 011 0,61 -0,35 -0,37 -0,09 -0,19
p| 04011 | 05739 | 09366 | 06115 | 09366 01899 | 04669 | 00467 | 07495 | 00467 | 02981 | 02589 | 0,7904 | 05739
GEG r| -068 | -066 | -039 -0,56 -0,45 -0,27 -0,42 -0,20 -0,67 -0,71 -0,01 -0,12 -0,59 -0,11
p| 00204 | 0,0269 | 02393 | 00758 | 0,1638 04242 | 01994 | 05637 | 00242 | 00142 | 09788 | 07287 | 00573 | 0,7388

HbA1c — glikozilintas hemoglobinas, DTL — didelio tankio lipoproteinai, MTL — maZo tankio lipoproteinai, GFG — glomeruly filtracijos greitis, r — Spearman koreliacijos
koeficientas. Statistiskai patikimos p reik§més paryskintos.
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4 priedas. MiRNR raiskos sasajos cukriniu diabetu serganciyjy leukocituose prie§ gydyma a-lipoine rtigstimi ir po 4-nitrochinolino 1-oksido poveikio

Rodiklis

| miR-16 | miR-17 | miR-27a | miR-29a | miR-106a | miR-128 | miR-146a | miR-152 | miR-155 | miR-195 | miR-210 | miR-222 | miR-223 | miR-499a

Klinikiniai rodikliai

Diabeto trukmé r| -0,27 0,18 -0,15 -0,07 0,24 0,12 0,40 -0,29 0,20 -0,13 0,49 0,30 0,36 0,36
p| 04242 | 0,6012 0,6689 0,8313 0,4744 0,7287 0,2275 0,3921 0,5545 0,7086 0,1283 0,3766 0,2769 0,2705
Blogos glikemijos | r | -0,69 -0,19 -0,04 -0,15 -0,30 -0,37 -0,58 -0,38 -0,56 -0,63 -0,02 -0,44 -0,29 -0,25
kontrolés trukmé | p| 0,0275 | 0,5897 0,9019 0,6795 0,4003 0,2863 0,0761 0,2759 0,0910 0,0513 0,9509 0,2009 0,4127 0,4776
Sistolinis kraujo | r | -0,57 -0,54 0,15 -0,36 -0,65 -0,34 -0,33 -0,49 -0,75 -0,65 -0,40 -0,44 -0,39 -0,59
spaudimas p| 0,0659 | 0,0896 0,6674 0,2746 0,0320 0,3014 0,3153 0,1304 0,0084 0,0289 0,2194 0,1763 0,2370 0,0558
Diastolinis kraujo | r | -0,04 0,01 -0,20 -0,08 -0,02 -0,61 -0,27 0,20 -0,10 0,06 -0,13 -0,27 -0,13 -0,24
spaudimas p| 09131 | 0,9782 0,5629 0,8057 0,9565 0,0473 0,4200 0,5534 0,7635 0,8699 0,7115 0,4283 0,7115 0,4714
Pulsas r{ -057 -0,43 0,36 -0,51 -0,45 0,10 0,26 -0,43 -0,53 -0,59 -0,10 0,08 -0,14 -0,20
p| 0,0694 | 0,1825 0,2758 0,1116 0,1676 0,7688 0,4479 0,1825 0,0972 0,0565 0,7688 0,8101 0,6879 0,5536
Biocheminiai rodikliai

HbALC r| -0,29 0,26 0,18 -0,19 0,22 -0,11 -0,22 0,13 -0,27 -0,24 0,23 -0,16 0,04 -0,50
p| 04133 | 0,4765 0,6141 0,5902 0,5436 0,7635 0,5321 0,7126 0,4444 0,5096 0,5208 0,6505 0,9203 0,1369

Bendras r| 0,39 -0,25 0,18 -0,50 0,04 0,29 0,36 0,39 0,07 0,39 -0,46 0,07 0,11 -0,32
cholesterolis p| 0,3833 | 0,5887 0,7017 0,2532 0,9394 0,5345 0,4316 0,3833 0,8790 0,3833 0,2939 0,8790 0,8192 0,4821
Trigliceridai r|{ 0,00 -0,36 0,07 -0,64 -0,18 0,29 0,39 0,14 -0,14 -0,07 -0,54 0,07 0,25 -0,71
p| 1,0000 | 0,4316 0,8790 0,1194 0,7017 0,5345 0,3833 0,7599 0,7599 0,8790 0,2152 0,8790 0,5887 0,0713

DTL r{ 0,79 0,68 0,43 0,29 0,50 -0,46 -0,18 0,07 0,36 0,57 0,29 -0,29 -0,04 0,21
p| 0,0362 | 0,0938 0,3374 0,5345 0,2532 0,2939 0,7017 0,8790 0,4316 0,1802 0,5345 0,5345 0,9394 0,6445

MTL r{ 0,36 -0,39 0,14 -0,57 -0,07 0,32 0,32 0,36 -0,07 0,43 -0,57 0,00 -0,11 -0,21
p| 04316 | 0,3833 0,7599 0,1802 0,8790 0,4821 0,4821 0,4316 0,8790 0,3374 0,1802 1,0000 0,8192 0,6445

Kreatininas r{ 0,78 0,47 -0,17 0,35 0,45 -0,08 0,14 0,73 0,54 0,71 -0,03 0,42 0,15 0,23
p| 0,0045 | 0,1420 0,6115 0,2847 0,1601 0,8110 0,6893 0,0112 0,0890 0,0146 0,9366 0,2006 0,6696 0,5015

GFG r| -0,66 -0,53 0,17 -0,26 -0,73 -0,21 -0,28 -0,80 -0,72 -0,84 -0,25 -0,42 -0,26 -0,32
p| 0,0269 | 0,0947 0,6107 0,4406 0,0109 0,5272 0,4080 0,0030 0,0117 0,0011 0,4574 0,1941 0,4490 0,3391

HbA1c — glikozilintas hemoglobinas, DTL — didelio tankio lipoproteinai, MTL — maZo tankio lipoproteinai, GFG — glomeruly filtracijos greitis, r — Spearman koreliacijos
koeficientas. StatistiSkai patikimos p reik§més paryskintos.
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5 priedas. MiRNR raiskos sgsajos cukriniu diabetu serganc¢iyjy leukocituose po gydymo a-lipoine riigstimi ir prie$ 4-nitrochinolino 1-oksido poveikj

Rodiklis

| miR-16 | miR-17 | miR-27a | miR-29a | miR-106a | miR-128 | miR-146a | miR-152 | miR-155 | miR-195 | miR-210 | miR-222 | miR-223 | miR-499a

Klinikiniai rodikliai

Diabeto trukmé r{ 0,06 0,39 -0,04 0,21 0,56 0,27 0,13 0,38 0,16 0,11 0,27 0,22 0,21 0,50
p| 0,8522 | 0,2334 0,9047 0,5454 0,0702 0,4160 0,6986 0,2515 0,6299 0,7490 0,4160 0,5183 0,5272 0,1163
Blogos glikemijos | r | -0,25 -0,03 -0,17 0,04 -0,11 0,30 0,06 -0,15 -0,19 -0,11 0,05 -0,15 -0,04 0,07
kontrolés trukmé | p| 0,4776 | 0,9345 0,6341 0,9182 0,7573 0,4003 0,8694 0,6795 0,6044 0,7573 0,8856 0,6795 0,9019 0,8370
Sistolinis kraujo | r | -0,08 -0,10 -0,08 -0,16 -0,43 0,12 0,01 -0,60 -0,40 -0,25 0,14 -0,17 -0,10 -0,30
spaudimas p| 08201 | 0,7683 0,8097 0,6478 0,1866 0,7174 0,9680 0,0512 0,2194 0,4552 0,6773 0,6091 0,7683 0,3666
Diastolinis kraujo | r | 0,09 0,15 -0,04 -0,07 0,02 0,15 0,13 -0,21 -0,21 0,14 0,13 -0,25 -0,03 0,35
spaudimas p| 0,7845 | 0,6607 0,9022 0,8377 0,9565 0,6506 0,7115 0,5347 0,5440 0,6707 0,7115 0,4626 0,9239 0,2974
Pulsas r{ 0,10 -0,02 0,06 -0,09 -0,14 0,08 -0,09 -0,35 -0,37 -0,30 0,11 0,00 0,04 -0,21
p| 0,7688 | 0,9575 0,8519 0,7998 0,6879 0,8101 0,7998 0,2890 0,2566 0,3754 0,7484 0,9894 0,9151 0,5444
Biocheminiai rodikliai

HbALC r| -0,02 0,12 0,12 0,06 0,21 -0,15 -0,16 -0,12 -0,05 0,16 0,14 0,07 -0,18 -0,34
p| 0,9601 | 0,7507 0,7507 0,8675 0,5551 0,6876 0,6628 0,7379 0,8807 0,6505 0,7001 0,8413 0,6141 0,3358

Bendras r| 0,07 -0,18 -0,04 -0,36 -0,32 -0,29 -0,18 -0,54 -0,32 -0,14 -0,11 0,04 -0,07 -0,46
cholesterolis p| 08790 | 0,7017 0,9394 0,4316 0,4821 0,5345 0,7017 0,2152 0,4821 0,7599 0,8192 0,9394 0,8790 0,2939
Trigliceridai r{ -021 -0,07 0,00 -0,36 -0,36 -0,29 -0,25 -0,75 -0,64 -0,36 0,14 0,14 -0,07 -0,71
p| 0,6445 | 0,8790 1,0000 0,4316 0,4316 0,5345 0,5887 0,0522 0,1194 0,4316 0,7599 0,7599 0,8790 0,0713

DTL r| 0,14 -0,25 -0,07 -0,07 0,18 -0,61 -0,24 0,29 0,50 0,39 -0,32 -0,39 -0,61 0,36
p| 0,7599 | 0,5887 0,8790 0,8790 0,7017 0,1482 0,7599 0,5345 0,2532 0,3833 0,4821 0,3833 0,1482 0,4316

MTL r|{ 0,00 -0,32 -0,21 -0,50 -0,46 -0,25 -0,29 -0,57 -0,36 -0,25 -0,25 -0,04 -0,11 -0,50
p| 1,0000 | 0,4821 0,6445 0,2532 0,2939 0,5887 0,5345 0,1802 0,4316 0,5887 0,5887 0,9394 0,8192 0,2532

Kreatininas ri{ -0,03 -0,07 0,17 -0,11 0,14 -0,38 -0,57 0,15 -0,15 0,13 -0,38 -0,30 -0,29 0,07
p| 0,9366 | 0,8317 0,6115 0,7495 0,6893 0,2466 0,0655 0,6696 0,6500 0,7092 0,2466 0,3701 0,3855 0,8317

GFG r| -047 -0,35 -0,37 -0,25 -0,55 0,08 -0,18 -0,54 -0,44 -0,62 -0,17 -0,31 -0,16 -0,09
p| 0,1410 | 0,2969 0,2578 0,4659 0,0818 0,8106 0,5918 0,0881 0,1736 0,0401 0,6203 0,3614 0,6299 0,8002

HbA1c — glikozilintas hemoglobinas, DTL — didelio tankio lipoproteinai, MTL — maZo tankio lipoproteinai, GFG — glomeruly filtracijos greitis, r — Spearman koreliacijos
koeficientas. StatistiSkai patikimos p reik§més paryskintos.
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6 priedas. MiRNR raiskos s3sajos cukriniu diabetu serganciyjy leukocituose po gydymo a-lipoine rtigstimi ir 4-nitrochinolino 1-oksido poveikio

Rodiklis | miR-16 | miR-17 | miR-27a | miR-29a | miR-106a | miR-128 | miR-146a | miR-152 | miR-155 | miR-195 | miR-210 | miR-222 | miR-223 | miR-499a
Klinikiniai rodikliai

Diabeto trukme "L 228 | 0,09 0,10 -0,01 -0,09 -0,05 0,48 0,10 0,08 0,39 0,04 0,13 021 0,37
p| 04000 | 08002 | 0,7796 | 09682 | 0,7899 08837 | 01324 | 07591 | 08209 | 02334 | 09153 | 07086 | 05454 | 10,2578

Blogos glikemijos | r | -0,09 | 0,11 -0,13 0,32 -0,03 -0,04 0,10 0,15 0,16 -0,07 0,09 0,24 0,50 011
kontrolés trukmé¢ | p| 0,8049 | 0,7573 | 0,7103 [ 03640 | 0,9345 09182 | 07890 | 06795 | 06643 | 08532 | 08049 | 05047 | 01394 | 0,7573
Sistolinis kraujo | r | -027 | 011 | -0,28 -0,01 -0,11 0,04 -0,13 -0,06 -0,25 -0,46 0,02 011 0,13 -0,18
spaudimas p| 04219 | 0,7376 | 03978 | 09787 | 0,7376 09149 | 07073 | 08620 | 04638 | 0,523 | 09468 | 07581 | 0,6973 | 05995
Diastolinis kraujo | r | 029 | 0,23 0,04 0,08 0,28 0,46 -0,22 -0,25 -0,22 0,03 0,47 -0,32 0,22 0,09
spaudimas p| 03873 | 04981 | 09131 | 08057 | 04035 01517 | 05254 | 04539 | 05071 | 09348 | 0,426 | 03408 | 05162 | 0,7845
Pulsas r| -044 | -024 | -031 -0,33 -0,48 -0,44 -0,29 0,39 -0,17 -0,56 -0,54 013 -0,33 0,12

p| 01775 | 04734 | 03527 | 03236 | 0,1314 01775 | 03910 | 02322 | 06195 | 00722 | 00841 | 07079 | 03236 | 0,7281

Biocheminiai rodikliai

HbALC r| -022 | 027 -0,05 0,11 0,09 0,09 -0,15 0,47 0,30 -0,24 021 041 0,14 -0,01

p| 05436 | 04444 | 08939 | 07635 | 0,8152 08022 | 06876 | 01725 | 03932 | 05096 | 05667 | 02427 | 0,7001 | 0,9867

Bendras r| -043 | 036 | -0,29 -0,68 -0,25 -0,11 -0,54 -0,39 -0,57 -0,64 -0,25 -0,29 -0,75 -0,43
cholesterolis | p| 0,3374 | 04316 | 05345 | 0,938 | 05887 08192 | 02152 | 03833 | 01802 | 01194 | 05887 | 05345 | 00522 | 0,3374
Trigliceridai || 061 | 039 | -054 -0,64 -0,21 -0,07 -0,50 -0,50 -0,68 -0,71 -0,07 -0,11 -0,50 -0,79
p| 01482 | 03833 | 02152 | 0,1194 | 0,6445 08790 | 02532 | 02532 | 0,0938 | 00713 | 08790 | 08192 | 02532 | 0,0362

DTL r| 036 | 032 0,46 0,04 0,00 0,25 0,32 021 0,18 0,14 0,32 0,39 -0,14 0,36

p| 04316 | 04821 | 02939 | 09394 | 1,0000 05887 | 04821 | 06445 | 07017 | 07599 | 04821 | 03833 | 07599 | 0,4316

MTL r| -050 | -046 | -032 -0,75 -0,43 -0,25 -0,61 -0,36 -0,61 -0,71 -0,46 -0,39 -0,86 -0,36

p| 02532 | 0,2939 | 04821 | 00522 | 0,3374 05887 | 01482 | 04316 | 01482 | 00713 | 02939 | 03833 | 00137 | 04316

Kreatininas L' 01t | 0.30 0,29 -0,05 0,09 0,11 -0,43 0,25 0,08 0,12 0,06 -0,12 -0,27 -0,02
p| 07495 | 03701 | 03855 | 0,8944 | 0,7904 07495 | 01899 | 04500 | 08110 | 07293 | 08525 | 0,7293 | 04171 | 09577

GFG r| 036 | -033 | -041 -0,04 -0,46 -0,46 011 -0,21 -0,22 -0,33 -0,31 0,26 0,01 -0,28

p| 02705 | 03176 | 0,2049 | 09047 | 10,1591 01498 | 07490 | 05454 | 05094 | 03176 | 03614 | 04324 | 09682 [ 0,4000

HbA1c — glikozilintas hemoglobinas, DTL — didelio tankio lipoproteinai, MTL — maZo tankio lipoproteinai, GFG — glomeruly filtracijos greitis, r — Spearman koreliacijos
koeficientas. StatistiSkai patikimos p reik§més paryskintos.
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