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SANTRUMPU SARASAS

ALR - a-lipoiné rugstis

AH — arteriné hipertenzija

AKRT — autonominiy kardiovaskuliniy refleksy tyrimas
AKS - arterinis kraujo spaudimas

BrdU — 5-bromo-2-deoksiuridinas

CA — chromosomy aberacijos

CBMN — mikrobranduoliy dvibranduoliuose limfocituose tyrimo metodas
CD - cukrinis diabetas

CD1 — pirmojo tipo cukrinis diabetas

CD2 — antrojo tipo cukrinis diabetas

CTA — chromatidinio tipo aberacijos

CSA — chromosominio tipo aberacijos

CTB — chromatidiniai trukiai

CTE - chromatidiniai mainai

CSB — chromosominiai triikiai

CSE — chromosominiai mainai

DN - diabetin¢ neuropatija

DSPN — distaliné simetriné polineuropatija

DTL — didelio tankio lipoproteinai

ENG - elektroneurografija
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HbA1c — glikozilintas hemoglobinas
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daznio Igstelés,

KAN - kardiovaskuliné autonominé neuropatija
KMI - kiino masés indeksas

KVL — kardiovaskulinés ligos

kPGR - kiekybiné polimerazés grandininé reakcija
KV —kardiovaskulinis/é

LR — laisvieji radikalai

MB — mikrobranduoliai

MB-IND — indukuoti mikrobranduoliai

MI — miokardo infarktas

MS — metabolinis sindromas



MTL — mazo tankio lipoproteinai

NM — neurometrija

NNS — Neuropatijos negalios skalé
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SSD — girdies susitraukimy daznis

4NQO — 4-nitrochinolino-1-oksidas

8-OHdG — 8-hidroksi-2’-deoksiguanozinas
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IVADAS

Sergamumas cukriniu diabetu (CD) sparciai did¢ja — Siuo metu pasaulyje
vienas i§ 10-ies suaugusiyjy serga CD [1]. CD ypa¢ grésmingas sukeliamomis
komplikacijomis. Diabetinés mikrovaskulinés komplikacijos yra vienos
dazniausiy pacienty aklumo, inksty funkcijos nepakankamumo ir dializés
bitinybés, kojy opy ir netrauminiy kojy amputacijy priezaséiy [2—4].
MirStamumas nuo pacios dazniausios diabeto komplikacijos - distalinés
simetrinés polineuropatijos (DSPN) - daznai lenkia onkologiniy pacienty
mirStamumg. Pavyzdziui, diabetu serganiy pacienty su neuropatine,
neuroiSemine ir iSemine opomis 5 mety mirStamumas atitinkamai siekia 45 %,
18 % ir 55 % [5], 10-ies mety mirStamumas su diabetine opa siekia 71 % [6].
Mazdaug pusé pacienty po diabeto salygotos galinés amputacijos neiSgyvena
S-eriy mety, ir Sie skaiciai lenkia pacienty su prostatos, kriities, storosios
zarnos vézio, Hodzkino limfomos mirStamumga [7]. I§laidos diabetinei pédai
gydyti taip pat daznu atveju yra didesnés nei kriities, plauciy ir prostatos vézio
gydyma kartu sudéjus [8].

Pasaulin¢ sveikatos organizacija CD pripaZino viena svarbiausiy negalios
ir mirties priezasCiy ir jtrauké j prioritetiniy neuzkreCiamy ligy sarasa,
sickdama sumazinti sergamumg CD ir CD komplikacijomis, pasitelkiant
mokslu pagrjstas rekomendacijas [9].

Nepaisant daugelio tyrimy, CD komplikacijy rizikos veiksniai ir
patogenezé licka nepilnai iSaiskinti. Pavyzdziui, nors klasikiniy rizikos
veiksniy (hiperglikemijos, diabeto trukmeés) reikSmeé diabeto komplikacijy
i§sivystymui jrodyta, apie kai kuriuos kitus rizikos veiksnius tritkksta duomeny
arba jie prieStaringi: nutukimas didina pirmojo tipo cukriniu diabetu (CD1) ir
antrojo tipo cukriniu diabetu (CD2) sergantiems pacientams diabetinés
nefropatijos [10,11] ir distalinés simetrinés polineuropatijos (DSPN) [12—15]
rizikg, taciau nutukimo ir diabetinés retinopatijos rySys CD pacientams
nepatvirtintas [16]; dislipidemija didina diabetinés nefropatijos rizika CDI ir
CD2 pacientams [17, 18]. Tyrimy duomenys dél dislipidemijos rySio su DSPN
skiriasi — vienuose tyrimuose nustatyta teigiama DSPN sasaja su dislipidemija
CD1 [12] ir CD2 pacientams [12, 14, 19-21], o kituose — §i sgsaja nepatvirtinta
[22-25]. Viename tyrime nustatyta teigiama dislipidemijos ir diabetinés
retinopatijos sgsaja CD1 ir CD2 pacientams [26], taciau kituose tyrimuose $i
sasaja nestebéta [27,28]. Arterinés hipertenzijos ir DSPN rySys vieningai
patvirtintas CD1 pacientams [12, 29], bet ne CD2 pacientams [22, 23, 30, 31].

Minéti rizikos veiksniai kartu su hiperglikemija didina laisvyjy radikaly
kieki (LR) organizme, o oksidacinis stresas (OS) pazeidzia lasteliy

9



mitochondrijas, endoplazminj tinklg ir baltymus, sukelia oksidacines DNR
pazaidas ir genomo nestabilumg [32]. Tafiau duomenys apie jvairaus
pobiidzio DNR pazaidy Zymenis (seseriniy chromatidziy mainy (SCM),
chromosomy aberacijy (CA), mikrobranduoliy (MB) daznj CD pacientams,
rodikliais yra prieStaringi: vienuose tyrimuose CD pacientams, palyginti su
kontroline grupe, nustatytas didesnis SCM daznis [33, 33, 34], ta¢iau kituose
tyrimuose tokio skirtumo nestebéta [35]; kai kuriuose tyrimuose stebéta
teigiama sasaja tarp SCM ir glikozilinto hemoglobino (HbAlc) [36], taciau
kituose, prieSingai, toks rySys nenustatytas [33]; vienuose tyrimuose
nustatytas didesnis CA daznis CD pacientams, palyginti su kontroline grupe
[37-39], taiau kituose toks skirtumas nenustatytas [33, 35, 40]. Klinikiniy
vertinan¢iy  §iy Zzymeny s3asajas su mikrovaskulinémis diabeto
komplikacijomis apskritai néra atlikta [41]. MB daznis i§ visy DNR paZzaidy
daugiausiai istirtas CD pacienty populiacijoje. Palyginus su sveikais
asmenimis, CD2 pacientams nustatytas didesnis MB daznis [32, 42], taip pat
nustatytas teigiamas rySys tarp MB daznio ir CD progresavimo [43], CD
trukmés [44, 45] ir blogos glikemijos kontrolés [42, 44, 46, 47], diabetinés
nefropatijos [45] ir DSPN [44]. Didzioji dalis MB tyrimy atlikti su CD2
pacientais, o tyrimy, patvirtinan¢iy MB daZnio sasajas su CDI1, taip pat
platesniy tyrimy su mikrovaskulinémis diabeto komplikacijomis, triksta [32,
48].

Daugéja duomeny apie epigenetiniy veiksniy jtaka CD ir diabeto
komplikacijy i$sivystymui. Tyrimuose nustatytos tam tikros miRNR,
susijusios su likutine kasos B-lasteliy funkcija, prediabeto ir CD rizika [49—
53], diabeto kontrole [54] ir diabetinémis komplikacijomis [55]. MiRNR
galéty biiti taikomos kaip biozymenys ankstyvai diabeto diagnostikai, ligos
kontrolés, gydymo ir diabeto komplikacijy vertinimui, ta¢iau tam reikalingi
tolesni tyrimai.

Nors DSPN yra dazniausia mikrovaskuliné diabeto komplikacija,
duomeny apie DSPN sasajas su DNR pazaidomis CD pacietams yra
maziausiai, palyginti su kitomis komplikacijomis [44], nes iki Siol néra
standartizuoto iStyrimo diagnozuojant $ig komplikacija [56]. Tyrimy apie
kardiovaskulinés autonominés neuropatijos (KAN) sasajas su DNR
pazaidomis CD pacientams apskritai néra atlikta, nes pacienty iStyrimas imlus
laikui, reikalinga speciali jranga ir personalas, mokantis ja naudotis [57].

Simptominis DSPN gydymas menkai sékmingas, o patogenetiniam
gydymui naudojamos a-lipoinés rugsties (ALR) efektyvumas jvairiy tyrimy

10



duomenimis skiriasi. Taip pat néra aiskiy gairiy dél ALR vartojimo trukmés.

Siame darbe sickiama detaliai jvertinti CD pacienty klinikine bikle,
instrumentiniais tyrimais jvertinti DSPN ir KAN ir susieti su genetiniy ir
epigenetiniy tyrimy rezultatais, taip pat jvertinti infuzinés ALR poveikj CD
pacienty skausmo jutimui ir jtakg DNR pazaidoms.

Tyrimo tikslas

Ivertinti ir palyginti CD serganciy pacienty ir kontroliniy diabetu neserganciy
asmeny (kontrolinés grupés) DNR pazaidy bioZymenis ir juos susieti su

Tyrimo uzdaviniai

1. CD pacientus istirti instrumentiniais metodais dél diabetinés
distalinés simetrinés polineuropatijos, atlickant diabetinés pédos
iStyrimg, neurometrija (NM), elektroneurografija (ENG) ir
kardiovaskulinés autonominés neuropatijos, atlickant autonominiy
kardiovaskuliniy refleksy tyrimg (AKRT).

2. CD pacientams ir kontrolinei grupei isStirti DNR pazaidas —
chromosomy aberacijy (CA), mikrobranduoliy (MB) ir seseriniy
chromatidziy mainy (SCM) daznj ir oksidaciniy pazaidy Zymenis

3. CD pacientams istirti 4 miRNR raiskg — miR-16, miR-17, miR-106a
ir miR-223

4. Susieti pacienty anamnezinius, klinikinius rodiklius ir diabetinés
neuropatijos tyrimy rezultatus su citogenetiniy ir epigenetiniy tyrimy
rezultatais

5. Ivertinti klinikinius, citogenetinius ir oksidaciniy Zymeny pokyc¢ius po
gydymo intraveniniu antioksidantu — a-lipoine riigstimi (ALR)
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Tyrimo naujumas

Siame moksliniame tyrime CD pacientai istirti jvairiais instrumentiniais
metodais dél iki S§iol maziausiai iStirtos mikrovaskulinés diabeto
komplikacijos, diabetinés neuropatijos (DN), ir tie metodai palyginti
tarpusavyje ir tarp skirtingy CD tipy. Pirma kartg Lictuvoje CD pacienty
grupei atlikti citogenetiniai tyrimai — CA, SCM ir MB daznis, o daliai pacienty
iStirtas visas genetiniy rodikliy rinkinys — oksidaciniai ir citogenetiniai
zymenys ir miRNR. Genetiniy ir epigenetiniy tyrimy rezultatai susieti su
klinikiniais rodikliais, gautos naujos, iki Siol neapraSytos sasajos. Miisy tyrime
pirma kartg CD pacientams atliktas jautrumo mutagenui tyrimas ir jvertintos

Daliai tiriamyjy jvertintas trumpalaikio gydymo ALR poveikis
citogenetinéms pazaidoms ir oksidaciniams zymenims.

Ginamieji teiginiai

1. Nustatomas DSPN daznis priklauso nuo naudoto diagnostikos
metodo. Asmenims, sergantiems antrojo tipo CD, skausminé DSPN ir
kardiovaskuliné autonimé neuropatija i§sivysto dazniau

2. CD1 ir CD2 pacientams palyginus su kontroline grupe dazniau
nustatytos DNR pazaidos, CD2 pacientams budingas didesnis
chromosominio tipo aberacijy daznis palyginus su CD1

3. DNR pazaidy iSsivystymo rizika didéja vyresniems tiriamiesiems su
didesniu kiino masés indeksu (KMI), diabeto komplikacijomis ir
lydin¢iomis ligomis, o gydymas antidiabetiniais preparatais ir
statinais DNR pazaidy rizikg sumaZzina

4. CD pacientai su mikrovaskulinémis komplikacijomis jautresni
mutageno poveikiui

5. MiR-16, miR-17, miR-106a ir miR-223 raiskos pokyciai gali buti
susije su diabeto rizika.

6. Pacientams, kuriems pasireiskia neuropatinis skausmas, yra tikslinga
skirti trumpalaike intravening terapija a-lipoine rigstimi
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Cukrinis diabetas

CD — 1étiné liga, atsirandanti dél absoliutaus insulino deficito arba sutrikusio
insulino veikimo ir pasirei$kianti hiperglikemija. Du tiikstan¢iai dvideSimt
pirmais metais CD serganciyjy saugusiyjy skaiCius pasaulyje sieké
pandemines aukStumas — 537 mln gyventojy [1]. Sergamumas CD sparciai
didéja, skaiCiuojama, kad 2030 m. Sis skaicius iSaugs iki 643 mln., 0 2045 m.
— net iki 783 min [1]. Lietuvos statistikos departamento duomenimis
sergamumas CD iSaugo nuo 4,4 % 2014 m. iki 5,3 % 2019 m. [58]. DidZiaja
dalj serganciyjy CD sudaro CD2: LR SAM Higienos instituto duomenimis
2022 m. uzregistruoti 8751 sergantieji CD1 ir 144712 — CD2 [59].

priezitiros sistemai: per paskutinius 15 mety iSlaidos CD gydymui iSaugo 316
% ir Siuo metu pasaulyje siekia 966 milijardy doleriy [1].

Cukrinio diabeto klasifikacija pagrista ligos etiologija ir patogeneze.
I$skiriami keturi pagrindiniai CD tipai: CD1, CD2, nés¢iyjy diabetas ir kiti
specifiniai  cukrinio diabeto tipai (pvz., monogeninis diabetas,
pankreatogeninis, vaisty ar cheminiy medziagy sukeltas diabetas) [60]. Du
dazniausi cukrinio diabeto tipai yra CD1 ir CD2 [60].

CD1 sudaro apie 5-10 % visy diabeto atvejy [60], ir yra biidingesnis
jauniems, iki 40 mety, asmenims. Tai autoimuninis susirgimas, pasireiskiantis
hiperglikemija dél organizmo T lasteliy sukeltos kasos B-lasteliy destrukcijos
ir absoliutaus insulino deficito. Autoimuninés reakcijos | kasos P-lasteles
priezastys néra iki galo Zinomos, tafiau svarbi yra genetiniy ir aplinkos
veiksniy sgveika. Geny regionai, susije su CD1 rizika, yra atsakingi uz imuninj
organizmo atsakg. Atliekant viso genomo sgsajy tyrimus (angl. GWAS —
genome wide association studies), nustatyta apie 50 geny lokusy, salygojanciy
CDl1 rizika [61]. Stipriausios sgsajos nustatytos tarp HLA-DR3, HLA-DR4 ir
DR4-DQB haplotipy ir autoimuninés kasos B-lasteliy destrukcijos [62]. Sie
HLA genai nulemia apie 40-50 % CD1 paveldumo [63]. Ne HLA sistemos
genai, susije su CDI rizika, yra insulino genas /NS, kurio IDDM 2 regiono
promotoriaus tandeminiai pasikartojimai ir sglygoja polinkj susirgti CD1 [64].
CTLA-4, PTPN-22 ir CD25 yra kiti, ne HLA genai, svarbiis CD1 i$sivystymo
rizikai [65].

Organizmo autoimunizacija j kasos lgsteles pasireiskia per gaminamus
autoantiktinus, t. y.glutamo rugsties dekarboksilazés autoantikiinus (GADA),
kasos saleliy autoantikiinus (ICA), autoantikiinus pries$ tirozinfosfatazes 1A-2
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ir IA-2a arba kasos saleléms specifing cinko transporterio 8 izoforma (ZnT8),
insulino autoantik@inus ir kitus. Bent vienas i$ iy autoantikliny yra nustatomas
85-90 % naujai diagnozuoty CD1 atvejy [7]. Autoantikiiny sukelta kasos f3-
lasteliy destrukcija salygoja absoliuty insulino deficita ir dazniausiai
spontaniskai arba iSprovokuoti iSorinio veiksnio, pvz., streso, infekcijos ir
pan. Tipiski CD1 simptomai yra poliurija, polidipsija, dehidratacija ir svorio
mazejimas, taip pat gana daznai pasireiskia CD dekompensacija — diabetiné
ketoacidoz¢. CD1 pacientams dazniau gali pasireiksti ir kitos autoimuninés
ligos, pvz., Iétinis autoimuninis tiroiditas, Greivso, Adisono liga, miastenija,
celiakija, vitiligo ir pan. [66]. Gydymui skiriama insulino terapija.

CD2 yra dazniausia CD forma, sudaranti apie 90-95 % visy diabeto
atvejy [60]. Sis diabetas budingas vyresniems nei 40 mety amZiaus
pacientams, taciau did¢jant nutukimo atvejams jauniems asmenims CD2 vis
dazniau pasirei$kia ir jaunesniame amziuje. CD2 yra heterogeniska liga,
etiologiniai veiksniai néra iki galo iSaiSkinti. Kaip ir CD1 atveju, svarbi
genetiniy ir aplinkos veiksniy saveika. CD2 pacientams budinga ryski
genetiné predispozicija — individams, kuriy vienas i§ tévy serga CD2, rizika
susirgti yra 40 %, jei abu tévai serga CD2, rizika susirgti iSauga iki 70 % [67].
CD2 pasireiskimo rizika monozigotiniams dvyniams — 70 % [68]. CD2 —
poligeniné liga, genetiniai mechanizmai yra menkai zinomi, nors, prieSingai
nei CDI atveju, nenustatyta CD2 sgsajy su genais, reguliuojanciais imuninj
atsaka, ir néra imuninés sistemos sukeltos kasos B-lasteliy destrukcijos. CD2
iSsivystymo rizika salygojanciy geny poveikis dazniausiai nedidelis, todél
tokiy geny lokusy nustatymui reikalingi platls asociacijy tyrimai [69].
Paskutinj desimtmet] atliekant GWAS, identifikuota vir§ 100 geny lokusy,
susijusiy su CD2 rizika, taciau suminis jy poveikis paaiskina tik 20 % CD2
paveldumo [70], ir kol kas genetiné analizé néra pranasesné CD2 predikcijai,
ar dislipidemija [71]. Dauguma geny, susijusiy su CD2 rizika, reguliuoja
insulino sekrecija, ir tik nedidelé dalis — insulino veikima, pvz., receptoriy
jautruma, lasteliniy signaly perdavimg ir lipidy metabolizma [72, 73].
Dazniausiai aprasomi genai, susij¢ su CD2 rizika, yra PPARG, IRSI, IRS2,
KCNJ11, WFSI1, TCF7L2 ir IGF2BP2 [74]. CD geny tyrimy konsorciumy
pagalba nustatyta daugybé vieno nukleotido polimorfizmy, susijusiy su CD2
rizika, o daZniausiai atsikartojantys yra FTO, TCF7L2, IRSI, GCKR,
SLC30A48 ir RREBI genuose [74].

Nutukimas ar antsvoris yra vienas i$ pagrindiniy rizikos veiksniy ir
biidingas apie 90 % CD2 pacienty. Tiems CD2 pacientams, kurie yra

15



nenutuke, dazniausiai bidingas riebalinio audinio persiskirstymas j pilvo sritj
[60]. Kiti CD2 rizikos veiksniai yra amzius, fizinio kriivio stoka, vakary dieta,
nésciyjy diabetas, policistiniy kiaugidziy sindromas. Siems pacientams taip
pat dazniau nustatomos su nutukimu susijusios gretutinés ligos, pvz.,
dislipidemija ar pirminé arteriné hipertenzija. Sios biiklés salygoja periferiniy
audiniy, pvz., raumeny, kepeny, riebalinio audinio, sumazéjusj jautrumag
insulinui. Insulino rezistencija ligos pradZioje daznai aktyvina kasos B-lasteliy
funkcijg ir sukelia hiperinsulinemija, kad organizme biity palaikoma
normoglikemija. Taciau ilgainiui kasos [B-lasteles nepajégia kompensuoti
insulino rezistencijos, jy funkcija palaipsniui iSsenka, ir pasireiskia insulino
deficitin¢ buklé. Todé¢l pazengusiu CD2 sergantiesiems budinga insulino
rezistencija ir kasos B-lasteliy disfunkcija. PrieSingai nei CD1, CD2 atveju
hiperglikemija, ypac ligos pradzioje, daznai biina nedidelé, progresuoja
pamazu, todél kliniskai liga dazniausiai ilgai nepasireiskia, simptomai biina
neisreiksti, ligos eiga vangi. CD2 progresuojant pasireiskia simptomai,
analogiski CD1, taciau diabetiné ketoacidozé pasireiskia retai dél likutinio
endogeninio insulino. CD2, ypac¢ ligos pradzioje, gali biiti sékmingai gydomas
geriamaisiais antidiabetiniais preparatais, kurie didina jautrumg insulinui, ir
tik ligai progresuojant ir mazéjant endogeninio insulino koncentracijai
prireikia insulino terapijos.
CD1 ir CD2 klinikinés eigos skirtumai pateikti 1.1 lenteléje.

1.1 lentelé. Pirmojo tipo cukriniu diabetu (CD1) ir antrojo tipo cukriniu
diabetu (CD2) serganciyjy pacienty klinikinés eigos ypatumai [75]
CD1 CD2

Svorio mazéjimas Dazniausiai taip Nebtidingas
Ketonurija, Dazniausiai taip Nebiidinga
ketoacidoze

Simptomy Dienos / savaités Meénesiai / metai
progresavimas

Simptomai ISreiksti Nezenkliis

Seiminé anamnezé

Amzius

Autoimuninés ligos
Seimoje
Dazniau iki 40 mety
amziaus

30 % atvejy teigiama
CD2 anamnezé Seimoje

Dazniau vir§ 40 mety
amziaus
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1.2. Cukrinio diabeto komplikacijos

CD grésmingas sukeliamomis komplikacijomis, kurios pasireiskia tiek CDI,
tiek CD2 atveju. Diabeto komplikacijos klasifikuojamos | dvi pagrindines
grupes: 1) stambiyjy kraujagysliy pazeidimus, vadinamus makrovaskulinémis
komplikacijomis, 2) smulkiyjy kraujagysliy pazeidimus — mikrovaskulinémis
komplikacijomis. Diabetiniy komplikacijy rizika didintys veiksniai gali biiti
modifikuojami (hiperglikemija, dislipidemija, hipertenzija, riikkymas,
alkoholio vartojimas) ir nemodifikuojami (paciento amzius, lytis, diabeto
trukmé, genetiniai veiksniai).

1.2.1. Makrovaskulinés komplikacijos ir jy rizikos veiksniai

Makrovaskulinés komplikacijos, tokios kaip koronariné Sirdies liga, iSeminis
smegeny infarktas ir periferiniy arterijy liga, CD sergan¢iy pacienty
mirS§tamuma padidina 2—4 kartus, palyginti su diabetu neserganciais
bendraamziais, ir salygoja iki 80 % su diabetu susijusio mirS§tamumo [5, 6].
Miokardo infarkto (MI) rizika sergantiems diabetu prilygsta pakartotinio
infarkto rizikai pacientams, persirgusiems MI; iSeminiu smegeny insultu
diabetu sergantys pacientai serga 5 kartus, o periferine arterijy liga — 2 kartus
dazniau nei diabetu nesergantys pacientai [76, 77]. CD taip pat turi neigiamos
jitakos intervencinio kardiovaskuliniy ligy (KVL) gydymo rezultatui — didina
stenty trombozés ar intraoperacinio mir§tamumo rizika [78].

Pagrindiniai  rizikos  veiksniai, salygojantys = makrovaskuliniy
komplikacijy pasireiSkimg sergant CD, yra hiperglikemija, nutukimas,
pirminé arteriné hipertenzija, dislipidemija ir ritkymas.

Mazesnis HbAlc kiekis neabejotinai mazina mikrovaskuliniy
komplikacijy rizika [79, 80], taciau jtaka makrovaskulinéms komplikacijoms
yra labiau kompleksiné. DCCT (angl. Diabetes Control and Complications
Trial Group) tyrime CDI1 pacientams ir UKPDS (angl. U.K. Prospective
Diabetes Study) tyrime naujai diagnozuotiems CD2 pacientams HbAlc
sumazéjimas sumazino makrovaskuliniy komplikacijy rizika [81, 82]. Kituose
tyrimuose, su didesnés KVL rizikos CD2 pacientais, HbAlc kontrolés nauda
KVL rizikos mazinimui nejrodyta (ADVANCE, angl. Action in Diabetes and
Vascular Disease: Preterax and Diamicron MR Controlled Evaluation;
ACCORD, angl. Action to Control Cardiovascular Risk in Diabetes; VADT,
angl. Veterans Affairs diabetes trial) [83—86]. PrieSingai, ACCORD tyrime,
kuriame dalyvavo 35 % labai didelés KVL rizikos pacienty, anamnezéje
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turéjusiy KVL jvykj, stebétas padidéjes pacienty mirStamumas intensyvios
glikemijos kontrolés grupéje (siektinas HbAlc — 6,5 %) [86]. Stebimuosiuose
tyrimuose taip pat nustatyta U formos sgsaja tarp HbAlc ir klinikiniy iSeiciy.
Asociacija parodo, kad Zemesnis HbA1c didelés KVL rizikos pacientams gali
dar labiau padidinti rizikg [87, 88]. Taip pat yra duomeny, kad daznos
hipoglikemijos, glikemijos variabilumas padidina KVL rizikg [83].
Nutukimas, biidingas CD2 pacientams, yra pagrindinis metabolinio sindromo
(MS) ir KVL rizikos veiksnys. Nustatyta, kad netekus >5 % svorio pageréja
glikemijos, lipidy ir AKS kontrolé nutukusiems ar turintiems anstsvorj CD2
asmenims [89], o netekusiems >10% kiino svorio stebéta sumazéjusi KVL
mirStamumo rizika [90]. Didesnis fizinis kriivis taip pat susijes su mazesne
KVL mir§tamumo rizika, palyginti su mazesniu krtviu [91]. AKS kontrolé
reik§mingai sumazina pacienty, sergan¢iy CD2, iSemine §irdies liga (ISL),
Sirdies nepakankamumu (SN) ir insultu, bendro mir§tamumo rizika, taip pat
insulto rizikg CD2 pacientams, ta¢iau nemazina kity KVL jvykiy rizikos CD2
pacientams [92]. Epidemiologiniuose tyrimuose patvirtinta, kad padidéjusi
mazo tankio lipoproteiny (MTL) ir Zema didelio tankio lipoproteiny (DTL)
koncentracija yra susijusi su padidéjusia KV ligy rizika CD pacientams [93].
Klinikiniuose tyrimuose prieslipidinis gydymas susijgs su KVL rizikos
sumazéjimu CD pacientams. Pavyzdziui, gydymas statinais sumazina MTL
koncentracija 40-63 % ir reikSmingai sumazina cerebrovaskuliniy ir KVL
komplikacijy rizikg [94]. Teigiamas efektas stebimas tiek CD1 tiek CD2
pacentams. Riikkymas Zenkliai padidina KVL komplikacijy rizika, o ruakymo
nutraukimas 36 % sumazina KVL mir§tamumo rizikg CD2 pacientams [95].

Apibendrinant, CD1 pacientams makrovaskulinéms komplikacijoms
i8sivystyti svarbiausias rizikos veiksnys yra hiperglikemija. CD2 pacientams
makrovaskuliniy komplikacijy patogenezé¢ dél daznesnés lydinciosios
patologijos yra sudétingesné, ir efektyviai prevencijai reikalinga visy rizikos
veiksniy korekcija [96, 97].

1.2.2. Mikrovaskulinés komplikacijos, jy rizikos veiksniai ir diagnostika

Mikrovaskulinés komplikacijos — smulkiyjy tinklainés, inksty ir nervy
kraujagysliy pazeidimai, priklausomai nuo lokalizacijos atitinkamai
pasireiskiantys diabetine retinopatija, nefropatija ir neuropatija. Nors dél
geréjancios diabeto priezitiros mikrovaskuliniy komplikacijy rizika atskiram
pacientui mazéja, bendrai pasaulyje dél didéjanéio serganéiyjy skaiCiaus
didéja ir sunkiy mikrovaskuliniy komplikacijy skaicius [98].
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Diabetiné nefropatija pasireiskia apie 40 % pacienty, sergan¢iy CD1 arba

CD2 [2]. KeturiasdeSim¢iai procenty $iy pacienty komplikacija progresuoja
iki terminalinio inksty nepakankamumo, kuomet reikalinga hemodialize arba
inksto transplantacija [13, 20]. ISsivysCius terminaliniam inksty
nepakankamumui, pacienty mirStamumas padidéja 14 karty, palyginti su
pacientais be nefropatijos [100].
Diabetiné retinopatija — viena dazniausiy aklumo priezas¢iy pasaulyje,
iSsivystanti apie 30 % pacienty, serganciy CD2, ir 50-80 % pacienty,
sergan¢iy CD1 [100]. Apie 25-30 % retinopatijos atvejy progresuoja i
apakima galin¢ig sukelti makulos edema, kuri 5-8% koreguojama lazerio
terapija ir 5 % — vitrektomija [22-24].

Diabetiné neuropatija (DN) — pati dazniausia mikrovaskuliné

komplikacija. DN taip pat labai heterogeniska komplikacija, kurios metu gali
simptomai [101]. DaZniausios ir geriausiai iStirtos diabetinés neuropatijos
formos yra distaliné simetrin¢ polineuropatija (DSPN) ir kardiovaskuliné
autonominé neuropatija (KAN) [19], kurios detaliau bus apraSytos 1.2.2.1 ir
1.2.2.2 skyriuose.
DN daznis Zenkliai varijuoja priklausomai nuo tiriamosios populiacijos,
pasirinkty diagnostikos metody ir diagnostikos kriterijy [ 102]. Apibendrinant,
CD serganciyjy populiacijoje DSPN daznis svyruoja nuo 7 % iki 69 %, KAN
—nuo 5 % iki 65 %, o kai kuriy autoriy duomenimis nuo 2,5 % iki 90 % [103],
nes komplikacijy nustatymas priklauso nuo daugelio tiriamyjy ir tyrimo
atlikimo veiksniy.

Lietuvoje DSPN paplitimas atsitiktinai atrinktiems CD1 ir CD2
pacientams nustatytas atitinkamai 54,3 % ir 70,7 % [104]. Kitame tyrime
ambulatorisSkai tirtiems CD2 pacientams, atlikus klinikinj pédos iStyrima,
DSPN daznis sergantiems iki 5-eriy mety sieké 30 %, 5-9 metus — 56,4 %,
10-14 mety — 70,5 % [105]. Klinikinj pédos tyrima derinant su didesnio
jautrumo elektroneurografija (ENG), DSPN daZnis net trumpai diabetu
sergantiems pacientams (iki 5 mety) sieké 59 % CD1 ir 50 % CD2 atveju
[104].

Svarbiausias rizikos veiksnys, didinantis mikrovaskuliniy komplikacijy
rizika, yra hiperglikemija. HbA1c padidéjimas neabejotinai susijes su didesne
nefropatijos [10, 17, 106, 107], retinopatijos [108, 109] ir KAN [110, 111]
rizika CD1 ir CD2 pacientams. HbA 1¢ pakilus 1 %, DSPN rizika padidéja 10—
15 % [112, 113], o diabetinés retinopatijos — 22 % [114]. Hiperglikemijos
korekcija Zenkliai sumazina diabetinés retinopatijos, nefropatijos ir DN
atsiradimo ir progresavimo rizika CD1 pacientams. DCCT tyrime intensyvi
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glikemijos kontrol¢ sumazino retinopatijos iSsivystymo rizikag 76 %,
progresavimo rizika — 54 %, nefropatijos atsiradimo rizikg — 39 %,
makroalbuminurijos rizika — 54 %, neuropatijos rizika — 60 % ir KAN rizika
— 50 % [80, 115]. Mazesn¢ mikrovaskuliniy komplikacijy rizika CD1
pacientams i8liko dar 10-18 mety testiniame stebimajame DCCT/EDIC
tyrime (angl. Diabetes Control and Complications Trial/Epidemiology of
Diabetes Interventions and Complications), kuriame intensyvaus ir jprastinio
gydymo grupése glikemijos kontrolé issilygino [116-119]. Stokholmo
Diabeto Intervenciniame tyrime retinopatija iSsivyst¢ 63 % vs 33 %,
nefropatija — 26 % vs 7 %, neuropatija — 32 % vs 14 %, palyginus
konservatyvaus ir intensyvaus CD1 gydymo grupes [120]. Taciau glikemijos
kontrolés nauda mazinant mikrovaskuliniy komplikacijy rizika CD2
pacientams néra pilnai jrodyta. UKPDS tyrime intensyvaus gydymo grupéje
stebétas mazesnis diabetinés retinopatijos, nefropatijos ir 25 % maZesnis
bendras mikrovaskuliniy komplikacijy daznis, tatiau DSPN ir KAN rizika,
palyginti su konservatyvaus gydymo grupe, nesiskyré [79]. ADVANCE
tyrime taip pat stebétas diabetinés nefropatijos (4,1 % vs 5,2 %) ir bendro
mikrovaskuliniy komplikacijy (9,4 % vs 10,9%) daznio sumazéjimas,
palyginus intensyvaus ir konservatyvaus gydymo grupes, taCiau palyginus
diabetinés retinopatijos ir neuropatijos daznj reikSmingo skirtumo nenustatyta
[84]. VADT tyrime nestebéta reikSmingo mikrovaskuliniy komplikacijy
rizikos sumazgjimo palyginus konservatyvaus ir intensyvaus gydymo grupes,
i§skyrus mikroalbuminurijos rizikos sumazéjima [85].

llgéjanti CD trukmé neabejotinai didina nefropatijos [10, 11],
retinopatijos [108, 121], DSPN [29, 112, 122, 123] ir KAN [124] rizika tiek
CD1 tiek CD2 pacientams ir iSlieka jvertinus amziaus kriterijy. Pavyzdziui,
testiniame tyrime, CD1 ir CD2 kohortoje, DSPN daznis padidé¢jo nuo 21 %,
sergantiems CD 5 metus, iki 37 % — sergant vir§ 10 mety [125]. Paskaiciuota,
kad KAN atvejy daznis kasmet padidéja 6 % CD1 ir 2 % — CD2 pacientams
[124], o retinopatijos daznis CD2 pacientams — 8 % [114]. DCCT tyrimo
pabaigoje KAN atvejy daznis CD1 pacientams sieké 9 %, o tgstiniame EDIC
tyrime po 13—14 mety padidéjo iki 31 % [126]. Ta pati KAN atvejy didéjimo
tendencija ilgéjant ligos stazui stebima ir CD2 pacienty tyrimuose [127—-129].

Amzius — dar vienas svarbus rizikos veiksnys, didinantis nefropatijos [ 10,
17, 107], makulopatijos [121], neuropatijos [112, 113, 122, 125, 130] ir KAN
[131] i8sivystymo rizikg CD pacientams. DSPN atveju svarbu zinoti, kad
senstant natiraliai mazéja jutimy slenkstis ir sveikiems asmenims, todél tiriant
pacientus svarbu naudoti su amzium susietas tyrimy normas [132, 133].
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Be auksciau minéty klasikiniy rizikos veiksniy, vis daugiau atsiranda
duomeny, patvirtinan¢iy MS komponenty jtaka mikrovaskuliniy komplikacijy
iSsivystymui. Metabolinj sindromg sudaro keliy sutrikimy, t. .
hiperglikemijos, arterinés hipertenzijos (AH), nutukimo,
hipertrigliceridemijos ir sumazéjusio DTL koncentracijos, derinys [134].

AH didina diabetinés nefropatijos [10, 11, 106], retinopatijos [16] ir
KAN [135, 136] rizikg CD1 ir CD2 pacientams. DSPN ir arterinés
hipertencijos rySys vieningai patvirtintas CD1 pacientams [12, 29], bet ne
CD2 pacientams [22, 23, 30, 31].

Nutukimas didina CD1 ir CD2 pacientams diabetinés nefropatijos [10,
11], DSPN [12-15] ir KAN [136, 137] rizika. Nutukimas didina DSPN rizika
ne tik CD pacientams, bet ir asmenims su normoglikemija ar tarpine
hiperglikemija [22]. Nutukimo ir diabetinés retinopatijos rySys CD
pacientams nepatvirtintas [16].

Dislipidemija didina diabetinés nefropatijos rizikg CD1 ir CD2
pacientams [17, 18], o gydymas statinais gali sukelti albuminurijos regresija
[138]. Tyrimy duomenys dél dislipidemijos rysSio su DSPN skiriasi. Vienuose
tyrimuose nustatyta teigiama DSPN sgsaja su hipertrigliceridemija CD1 [12]
ir CD2 pacientams [14, 19-21], kituose — §i sasaja nepatvirtinta [22-25].
Sumazéjusios DTL arba padidéjusios MTL koncentracijos sgsaja su DSPN
taip pat vienareikSmiskai nepatvirtinta: dalyje tyrimy rySys nustatytas CD1
[12, 29] ir CD2 pacientams [14, 19, 139], kituose tyrimuose — nepatvirtintas
[22, 22, 25]. Priestaringi ir dislipidemijos sgsajos su diabetine retinopatija
rezultatai: jei vieni autoriai nustaté teigiama diabetinés retinopatijos ir
hipercholesterolemijos ry$j CD1 ir CD2 pacientams [26], tai kituose
tyrimuose $i s3saja nestebéta [27, 28]. Taip pat viename tyrime stebéta
teigiama sasaja tarp diabetinés retinopatijos ir hipercholesterolemijos [140],
taciau kituose — tokia sgsaja nestebéta [13, 27, 28].

Vertinant MS komponentus kartu, nustatyta, kad DSPN [141] ir
retinopatijos [140] rizika didéja, didéjant MS komponenty skaiciui.

Moteriska lytis susijusi su mazesne DSPN rizika CD1 ir CD2 pacientams
[17, 18, 106]. Tyrimy su diabetine retinopatija rezultatai yra prieStaringi:
vienuose CD1 ir CD2 pacienty tyrimuose nustatyta, kad vyriska lytis susijusi
su didesne retinopatijos rizika [114, 142, 143], kituose — skirtumo nenustatyta
[13, 27]. Vyriska lytis susijusi su DSPN iSsivystymo rizika CD 2 [23, 144],
bet ne CD1 pacientams [12]. Lyties jtaka KAN iSsivystymui islieka
kontraversiSka. ACCORD tyrime nustatytas didesnis KAN daznis moterims,
palyginus su vyrais [145], taciau kituose tyrimuose S§i sgsaja nepatvirtinta
[135, 146, 147].
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Rikymas susij¢s su albuminurijos padidéjimu ir GFR sumazéjimu CD1
ir CD2 pacientams [10, 107, 148]. Tyrimy duomenys dél rikymo ir diabetinés
retinopatijos sasajy iSlieka prieStaringi: vienuose tyrimuose nustatyta
diabetinés retinopatijos rizikos padidéjimo tendencija riikantiems pacientams
(statistiSkai nereikSminga) [27, 149], ta¢iau UKPDS tyrime nustatytas
protekcinis rukymo poveikis, kuomet rukantiems pacientams nustatytas
mazesnis diabetinés retinopatijos daznis ir progresavimo rizika [143].
Rikymas beveik dvigubai padidina DSPN rizikg CD1 pacientams [29, 122],
ta¢iau duomenys su CD2 pacientais yra prieStaringi — viename tyrime
nustatytas teigiamas stiprus ir nepriklausomas nuo kity rizikos veiksniy
rukymo ir DSPN ry8ys [150], kitame, prieSingai — neigiamas rukymo ir DSPN
rySys [112]. Tyrimy duomenimis rilkymas neabejotinai padidina KAN rizikg
[151, 152].

Alkoholio vartojimas siejamas su DSPN rizika CD1 ir CD2 pacientams,
ta¢iau epidemiologiniuose tyrimuose sunku diferencijuoti alkoholing
neuropatija nuo diabetinés neuropatijos, todél alkoholio, kaip atskiro
diabetinés neuropatijos rizikos veiksnio (nepriklausomai nuo alkoholinés
neuropatijos), reikSmé lieka neaiski [153].

DSPN bidingas dar vienas specifinis rizikos veiksnys — pacienty aigis.
Nustatyta, kad auks$tesnis pacienty tgis susijes su didesne DSPN rizika,
kadangi DSPN prasideda distaliniuose nervy galuose, ir ilgiausios nervinés
skaidulos nukencia pirmiausiai [154]. DSPN sasaja su tgiu jrodyta ne
viename tyrime, ypa¢ CD1 pacientams [29, 112, 122, 123].

Apibendrinant, hiperglikemija yra neabejotinas mikrovaskuliniy ir
makrovaskuliniy komplikacijy rizikos veiksnys. Be hiperglikemijos yra daug
kity modifikuojamy ir nemodifikuojamy rizikos veiksniy, ypac biidingy CD2
pacientams, kuriy korekcija ne maziau svarbi siekiant iSvengti
mikrovaskuliniy ir makrovaskuliniy diabeto komplikacijy.

1.2.2.1. Distaliné simetriné polineuropatija (DSPN) ir jos diagnostika

DSPN gali biiti simptominé ar besimptomé. Simptominé DSPN pasireiskia
apie 50 % atvejy, o 25-30 % i3 jy — skausminé¢ DSPN [154]. Kaip ir minéta
patogenezés apraSyme, pirmiausiai nukeéia ilgiausiy periferiniy nervy
distalinés dalys, todél DSPN pasireiskia distalinése galiiniy dalyse, pirmiausia
— pédose, véliau ir plastakose, kliniskai sukeldama ,kojiniy ir pirstiniy‘
fenomeng [155]. Ligai progresuojant pazaida kyla aukstyn, sglygodama vis
proksimaliau pasireiskiancius simptomus. Simptomy pobudis priklauso nuo
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to, kuriy nerviniy skaiduly pazaida vyrauja [154, 156]. Dazniausiai ligos
pradzioje pasireiSkia smulkiyjy nerviniy skaiduly pazaida, kuri kliniskai
sukelia astraus, deginancio, dilgciojancio, Saudancio, elektros Soko pobiidzio
skausmus kojose, kurie patiméja naktj. Kartu su skausmu gali pasireiksti
dizestezijos, pvz., hiperalgezija — stipresnis skaumo pojitis j skausmingg
stimulg arba alodinija — skausminé reakcija | neskausminj stimulg (kojines,
batus, patalyng) [157, 158]. Stambiy nerviniy skaiduly pazaida pasireiskia
galiiniy stingimu, tirpimu, nejautra, o paZzengusiose stadijose — pusiausvyros
sutrikimu, silpnumu [155, 158]. Simptominé DSPN daZnai Zekliai pablogina
pacienty miega, psichologing biisena, darbinguma ir gyvenimo kokybe.

Apie 50 % pacienty su DSPN simptomai nepasireiSkia [101].
Asimptominé DSPN gali pasireiksti nuo komplikacijos pradzios arba pereiti
i§ simptominés DSPN, ligai progresuojant ir giléjant nervy pazaidai. Kodél
vieniems CD pacientams pasireiSkia simptomine, kitiems asimptominé
DSPN, néra zinoma [98]. Nors tokiy pacienty nevargina kojy skausmai ar kiti
simptomai, laiku nediagnozuotas sutrikimas dél nejautros ypac padidina pédy
iSopéjimo ir amputacijos rizikg [101].

Neéra vieningo sutarimo dél DSPN diagnostikos. Klinikinéje praktikoje
atliekamas klinikinis pacienty iStyrimas kamertonu, monofilamentu, adata,
tip-term lazdele ar Achilo refleksy vertinimas. Toks iStyrimas leidZia nustatyti
tik vélyva ir dazniausiai negriztamg periferiniy nervy pazaida, kuomet pédy
iSopéjimo rizika jau yra didelé. Epidemiologiniuose ir klinikiniuose tyrimuose
daznai naudojamos klinikinio i$tyrimo skalés, kuriy déka klinikiniy simptomy
ir (ar) pozymiy visuma jvertinama balu, atspindin¢iu diabetinés neuropatijos
(DN) sunkumg. Tai standartizuotas, kiekybinis, objektyvus ir atkartojamas
pacienty tyrimo metodas, daznai naudojamas pacienty atrankai, diagnozés
nustatymui ir DN dinamikos vertinimui [98]. Skales lengva ir patogu naudoti,
iStyrimas neuzima daug laiko ir nereikalauja sudétingos jrangos, taciau $iy
skaliy pagalba taip pat diagnozuojami tik gana vélyvi nerviniy skaiduly
poky¢iai ir nustatoma tik galima arba tikétina DSPN diagnozé (1.2 lentel¢).
Vienos dazniausiai klinikiniuose tyrimuose naudojamy DSPN vertinimo
skaliy yra Neuropatijos simptomy skalés klausimynas (NSS, angl. neuropathy
symptom score) ir Neuropatijos negalios skalé (NNS; angl. neuropathy
disability score, NDS).

Palyginus su klinikiniu iStyrimu, jautresn¢ ir ankstyvesn¢ nerviniy
skaiduly pazaida rodo instrumentinis tyrimas — neurometrija (NM). NM — tai
neinvazinis, dvigubai aklas tyrimas, naudojamas diabetinei ir kitoms
periferinéms neuropatijoms diagnozuoti. Tyrimo metu, atliekant periferiniy
nervy stimuliacijg elektros impulsu, registruojamas sensoriniy (jutiminiy)
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nervy atsakas. Neurometras generuoja skirtingo daznio (2000 Hz, 250 Hz ir 5
Hz) elektros impulsus, kuriy déka atitinkamai stimuliuojami 3 pagrindiniai
sensoriniy periferiniy nerviniy skaiduly tipai: Ap (stambios mielinizuotos ),
Ad (smulkios mielinizuotos) ir C (smulkios nemielinizuotos) skaidulos [159—
161]. Tokiu biidu selektyviai nustatoma mielinizuoty ir nemielinizuoty
sensoriniy nerviniy skaiduly bukl¢, jy pazaidos laipsnis ir pobiidis. Atliekant
NM pacientas turi biiti kontaktiskas ir orientuotas. Paciento nesugebéjimas
bendradarbiauti ir vykdyti paliepimus procediiros metu yra absoliuti
kontraindikacija tyrimui. Tyrimas taip pat negali biti atliekamas pacientui su
sunkiomis odos ar paodzio ligomis, pazeidzian¢iomis odos vientisumg (pvz.,
paprastoji pusleliné, roz¢, pemphigus vulgaris). Klinikinéje praktikoje NM
naudojama ankstyvai ligos diagnostikai, ligos eigos ir atsako j gydyma
vertinimui. Tyrimy duomenimis NM jautrumas sickia 60-94 %, o
specifiskumas — 95-100 % [162].

Elektroneurografija (ENG) Toronto neuropatijos eksperty sutarime 2011
m. rekomenduota kaip ,,auksinis standartas*“ DSPN diagnostikai klinikiniuose
tyrimuose [163]. ENG metodu galima ne tik patvirtinti DSPN diagnoze, bet ir
nustatyti ankstyvus subklinikinius nervy pokyc¢ius (1.2 lentelé). Ta¢iau ENG
tyrimas taip pat pasiZymi svarbiais apribojimais. Pirma, iki Siol néra aiskaus
sutarimo d¢l ENG diagnostikos kriterijy neuropatijai nustatyti. Antra, ENG
leidzia nustatyti tik stambiyjy skaiduly pazaida, o hiperglikemijos atveju, ypac
ankstyvoje CD stadijoje, dazniau pazeidziamos smulkiosios skaidulos [158,
164]. Trecia, ENG atlikimas imlus laikui, reikalauja specialios ir sudétingos
jrangos, apmokyto personalo, todél negali biiti ir néra naudojamas jprastoje
klinikinéje praktikoje [165].

D¢l DSPN CD2 pacientai tiriami i§ karto nustacius diagnoze¢, CD1 — po
5-eriy mety nuo diagnozés nustatymo pradzios, véliau — CD1 ir CD2 — kasmet
[166].

1.2 lentelé. Diabetinés simetrinés polineuropatijos (DSPN) klasifikacija pagal
Toronto susitarimg [163]

Galima DSPN nustatomi klinikiniai simptomai arba pozymiai

Tikétina DSPN nustatomi ir klinikiniai simptomai ir poZymiai

nustatomi simptomai, poZymiai ir ENG
Patvirtinta DSPN nuokrypiai arba pakitimai validuotame smulkiyjy
skaiduly pazaidos tyrime
nustatomi nuokrypiai ENG arba smulkiyjiy
skaiduly tyrime
DSPN - distaliné simetriné polineuropatija; ENG - elektroneurografija.

Subklinikiné DSPN
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1.2.2.2. Kardiovaskuliné autonominé neuropatija (KAN) ir jos diagnostika

KAN gali biti subklinikiné ir simptominé. [111]. Subklinikiné KAN forma
pasireiskia ligos pradzioje, atsiradus pirmiesiems parasimpatinés NS
poky¢iams, kuomet sumazéja irdies susitraukimy daznio (S§SD) variabilumas
[167]. SSD variabilumas — tai Sirdies gebéjimas padazninti arba suretinti SSD
priklausomai nuo organizmo poreikiy [168, 169]. Sumazéjusio SSD pacientai
kliniskai nejaucia, ir pokyciai nustatomi tik autonominiy kardiovaskuliniy
refleksy tyrimo (AKRT) metu. Ligai progresuojant pasireiskia simptominé
KAN forma, kuriai budinga ramybés tachikardija, sumazéjusi fizinio kriivio
tolerancija, AKS cirkadinio ritmo sutrikimas, kardiovaskulinés sistemos
nestabilumas chirurginiy intervencijy metu, ortostatiné hipotenzija, nebyli
miokardo iSemija ir staigi mirtis [111, 167, 170].

Ramybés tachikardija — vienas ankstyviausiy KAN pozymiy, kuomet
nustatomas SSD apie 90100 k/min, retesniais atvejais — apie 130 k/min. [167,
170]. Taciau tai ir labai nespecifinis pozymis, daznai buidingas pacientams su
bloga fizine bikle, nutukimu, anemija, kitomis Sirdies ligomis [110].
Progresuojant KAN, ramybés tachikardija pereina | visiskg Sirdies
denervacija, kuomet SSD nereaguoja j fizinj kriivj, stresa ar miega [167].
Ramybés tachikardija — ne tik svarbus KAN simptomas, bet ir prognostinis
rodiklis: prospektyviniy tyrimy duomenimis SSD >78 k/min., palyginti su
SSD <58 k/min., ir dinamikoje didéjantis SSD yra stipriis ir nepriklausomi
kardiovaskulinio ir bendro mirStamumo rizikos veiksniai [171]. Todél
ramybés SSD gali biti naudojamas kardiovaskulings rizikos ir terapiniy tiksly
nustatymui didelés rizikos pacientams [172—174].

Sumazéjusi fizinio kriivio tolerancija — simptomas, atsirades dél
sumazéjusio SSD ir kraujospiidzio atsako j fizinj kriivi. Pacientams,
sergantiems diabetu ir turintiems KAN rizikos veiksniy, prie§ planuojama
fizinj aktyvuma turéty biti istirtas SSD atsakas j fizinj kriivj [175]. Pacientai
su diagnozuotu KAN mankstos intensyvuma turéty reguliuoti pagal jauciama
nuovargj, o ne SSD lygj [170].

Sveikiems asmenims budingas didesnis n. Vagus aktyvumas, SSD ir
AKS sumazgjimas nakties metu ir padidéjimas diena, fizinio aktyvumo metu.
KAN atveju atsiradus parasimpatinei denervacijai sutrinka AKS cirkadinis
ritmas, kuomet AKS nakties metu sumazéja <10 % ar net, prieSingai —
padidéja [176]. Tokia buklé didina kairiojo skilvelio hipertrofijos,
kardiovaskulinio sergamumo ir mirStumumo rizikg [172, 177] ir yra sunkiai
gydoma, ypac, jei kartu pasireiSkia ortostatiné hipotenzija [176, 178].
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Pacientai, sergantys cukriniu diabetu, 2-3 kartus dazniau kencia nuo
kardiovaskuliniy komplikacijy ir kardiovaskulinio mir§tumumo, palyginti su
diabetu neserganciaisiais [170]. CD pacientams anestezijos metu labiau krenta
SSD ir AKS, dazniau pasireiskia hipotenzija, bradikardija ir kardiogeninis
Sokas, prireikia gydymo vazopresoriais [167]. Taip pat CD sergantiesiems
biidinga ryskesné intraoperacin¢ hipotermija, salygojanti blogesnj vaisty
metabolizma ir prastesn] zaizdy gijima [179, 180].

Ortostatiné hipotenzija — vélyvas pazengusios KAN simptomas,
atsirandantis dél simpatinés denervacijos ir pasireiskiantis sistolinio AKS
sumazéjimu daugiau nei 20 mmHg (kai kuriy S$altiniy duomenimis >30
mmHg) arba diastolinio AKS sumaZzéjimu >10 mmHg per pirmasias tris
minutes po atsistojimo [181]. Ji pasireiskia apie 4—18 % pacienty su CD ir 6—
32 % pacienty su CD ir KAN [103, 182].Ortostatiné hipotenzija gali buti
asimptomé arba pasireiksti galvos svaigimu, pusiausvyros ir regos sutrikimu,
alpimu stojantis. Svarbu prisiminti, kad visa eilé vaisty hipertenzijai,
depresijai gydyti, taip pat insulinas gali pabloginti ortostatinés hipotenzijos
klinikinius simptomus pacientams su KAN [183].

KAN pazeidzia Sirdies autonominius aferentinius (kylan¢ius) nervus,
kuriy disfunkcija sukelia skausmo slenkscio padidé¢jima, ir pacientai nejaucia
tipiniy angininiy skausmy miokardo infarkto atveju, todél gali pasireiksti
nebyli miokardo iSemija [170, 184]. Tokiems pacientams daznesni atipiniai
simptomai, pvz., prakaitavimas, dusulys, nuovargis, silpnumas, sumis§imas,
Sirdies plakimas, dispepsija, pykinimas ir vémimas [167]. Nebyli miokardo
iSemija kartu su Sirdies aritmijomis yra dazniausios staigios mirties priezastys
pacientams su KAN [167].

»Auksinis  standartas® diagnozuojant KAN yra autonominiy
kardiovaskuliniy refleksy tyrimai (AKRT). Tai standartizuoti, paprasti,
jautriis ir specifiniai testai, kuriy metu vertinami R-R intervaly variabilumas
(gilaus kvépavimo, stovejimo, Valsalva méginiai) elektrokardiogramoje ir
arterinio kraujo spaudimo pokyciai, atsirandantys kei¢iant kiino padétj
(ortostatinis méginys). Pirmieji trys méginiai daugiausiai vertina
parasimpatinés NS funkcija, ortostatinis méginys — simpatinés NS funkcija.

Vienas patologinis AKRT méginys leidzia jtarti galimg ar ankstyvos
stadijos KAN; 2 patologiniai AKRT rezultatai — neabejoting KAN; ortostating
hipotenzija ir bent 1 patologinis AKRT méginys — sunkig ir pazengusig KAN
(1.1 pav.) [111].
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KAN stadijos

Neabejotina Sunki Simptominé
patvirtinta paZengusi

Vienas patologinis

Patologiniai AKRT {[\AKRT -
Ramybés
\j tachikardija

Duj/trys Ortostatiné
patologiniai AKRT hipotenzija

Kardiovaskuliniai Simptomai
simptomai -

1.1 pav. Kardiovaskulinés autonominés neuropatijos (KAN) stadijos.
Adaptuota pagal: [111].

AKRT - autonominiy kardiovaskuliniy refleksy tyrimas; KAN — kardiovaskuliné autonominé
neuropatija.

Kaip ir DSPN atveju, iStyrimas dél KAN turi biiti atlieckamas diagnozés
nustatymo metu CD2 pacientams ir pragjus S-eriems metams po diagnozés
nustatymo CD1 pacientams, véliau — 1 kartg per metus esant bet kuriam CD
tipui [57, 185]. Taip pat atlickama bet kada ligos eigoje nustacius budingus
simptomus ar kitas mikrovaskulines komplikacijas; prie$ planuojamg didelés
apimties operacija ar vidutinio / didelio intensyvumo fizinj krtvj, ypac
pacientams su bloga ilgalaike glikemijos kontrole, didele kardiovaskuline
rizika arba kitomis mikrovaskulinémis komplikacijomis [172, 177].

1.2.3. Diabeto komplikacijy patogenezé

Diabeto komplikacijy patogenezé sudétinga ir ne iki galo iSaiskinta.
Kiekvienos komplikacijos patogenezei biidingi tam tikri specifiniai ypatumai,
taciau jas visas vienija hiperglikemijos sukelti intralgsteliniai pokyciai.

Sveiko Zmogaus organizme gliukoz¢é pakopiSkai metabolizuojama
fermentiniy sistemy ] pentozés-5-fosfatg ir eritrozés-5-fosfata, kurie toliau
naudojami energetiniams lastelés poreikiams glikoliziniu keliu [186].
Sergantiesiems diabetu gliukozés koncentracija lasteléje virSija fiziologing
ribg ir fermentiniy sistemy pajégumag, todél didéja tarpiniy gliukozés
apykaitos produkty, kurie aktyvina patologinius poliolio, heksozamino,
diacilglicerolio ir galiniy glikozilinimo produkty (GGP) kelius (1.2 pav.)
[187].
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Natdralus kelias

Pentozess
fosfatas
Transketolze Eritroiiet
Gligkoress- Fruktozsé- Gricersidehidos- L
fosfatas fosfatas fosfatas

———

1

1.2 pav. Natiiralus gliukozés apykaitos kelias ir hiperglikemijos suaktyvinti
patologiniai gliukozés apykaitos keliai, indukuojantys oksidacinj stresg.
Adaptuota pagal: [187].

AGE - galutiniai glikozilinimo produktai (angl. advanced glycation end products); PARP —
ADP-ribozés polimerazeé.

Poliolio kelias aktyvinamas veikiant fermentams aldozés reduktazei ir
sorbitolio dehidrogenazei, dél to padid¢ja gliukozés skilimas j sorbitolj ir
fruktoze [188]. Pastaryjy medziagy perteklius sukelia osmosinio gradiento
padidéjima ir kompensatorinj kity osmolity, t. y. mioinozitolio, taurino ir
adenozino, pasiSalinimg i§ Iastelés. Mioinozitolio trikumas sukelia
fosfatidilinozitolio  sumazéjima, kuris naudojamas kaip substratas
adenozintrifosfato (ATP) sintezei ir reikalingas Na+/K+ ATPazés aktyvumui
[187]. Suaktyvéjes fermentas aldozés reduktazé, dalyvaujantis gliukozei
skylant j sorbitolj, sunaudoja daugiau NADPH, kuris reikalingas redukuoto
antioksidanto glutationo atstatymui. Glutationo trikumas padidina OS
lasteléje. Tolesnis sorbitolio skilimas ] fruktoze sukelia nefermenting
glikacija, toliau eikvoja NADPH ir didina GGP koncentracijg [189, 190].

Gliukozeés perteklius lasteléje nefermentiniu bidu jungiasi su
aminoriigs§timis, nukleorigStimis, lipidais ir suformuoja pradzioje grjztamus,
o véliau negrjztamus junginius — GGP. Sie junginiai sutrikdo Iastelés baltymy
ir pacios lastelés funkcijas. Ekstralgsteliniai GGP jungiasi priec GGP
receptoriy (RGGP) ir sukelia uzdegiminj procesa, aktyvina NADPH oksidazes
ir padidina oksidacin;j stresg. [189, 191].

28



Tarpinio metabolito gliukozés 6-fosfato perteklius aktyvina dar vieng
patologinj — heksozamino kelig, kuriame gliukozés 6-fosfatas veréiamas ]
uridino difosfato N-acetilglukozaming (UDPGIcNAc). UDPGIcNAc jungiasi
prie transkripcijos faktoriy — serino ir treonino liekany ir sutrikdo jy veikla.
Vienas pagrindiniy, faktoriy aktyvinamo heksozimino kelio metu, yra
specifiSumo baltymas 1 (angl. specificity protein 1 (Spl), kuris padidina
transformuojancio augimo faktoriaus — B1(TGF-£1) ir plazminogeno
aktyvatoriaus inhibitoriaus-1 (PAI-1) raiSka, sukelian¢ig tolesnius
metabolinius ir uzdegiminius sutrikimus lasteléje ir jos disfunkcijg [190].

Diacilglicerolio kelio aktyvinimas padidina proteinkinazés C aktyvuma,
kuri lasteléje padidina jvairiy faktoriy raiska (pvz., PAI-1, branduoliy
faktoriaus kapa B (NF-kB), TGF-f), ekstralgstelinio matrikso bei citokiny
gamybg. Dél $iy pokyciy padidéja kraujagysliy endotelio kontraktiliSkumas,
pralaidumas ir proliferacija, sukelianti organy disfunkcija [187, 190].

Visy keturiy patofiziologiniy keliy aktyvinimas sukelia 1étinj uzdegima
ir pertekling LR gamybg [187]. Kai LR gamyba lgsteléje ir organizme
persveria jy neutralizavima, pasireiskia OS [192]. OS kartu su hiperglikemija
aktyvina poli-ADP-ribozés polimeraze (PARP) (1.1 pav.), kuri skaldo
nikotinamido adenino dinukleotidg (NAD+) j nikotinamidg ir ADP-ribozés
liekanas. NAD+ trukumas dar labiau padidina OS ir aktyvina tarpinius
glikolizinius kelius, pazeidzia branduolio baltymus, sutrikdo geny raiska
[187].

Be hiperglikemijos, mikrovaskuliniy komplikacijy iSsivystymo rizika
taip pat didina dislipidemija. Esant dislipidemijai, laisvyjy riebiyjy ragsciy
(LRR) perteklius metabolizuojamas [B-oksidacijos metu, kuomet gaminasi
reaktyviosios deguonies formos (ROS), uzdegiminiai Zymenys ir aktyvinami
makrofagai. Taip pat B-oksidacijos metu padidéja Acetyl-CoA kiekis, kuris
ver¢iamas j acilkarnitinus, kurie pasizymi toksiniu poveikiu lasteléms, taip pat
sukelia ATP trikuma, oksidacinj stresg ir fagocitoze [155, 193]. ROS
perteklius oksiduoja mazo tankio lipoproteinus (MTL), kurie jungiasi prie
oksiduoty MTL receptoriy 1 (angl. oxidized low density lipoprotein receptor
1 —LOXI1), j Toll panasiy receptoriy 4 (TLR4) ir RAGE [194]. Sie procesai
toliau stimuliuoja uzdegiminius pokycius, didina DNR pazaidy kiekj ir
apoptozeg. Oksidaciniai procesai taip pat skatina cholesterolio oksidacija, kuri
prisideda prie lastelés apoptozes [155].

Hiperglikemijos ir dislipidemijos sukeltas laisvyjy radikaly (LR)
perteklius lasteléje pazeidzia mitochondrijy DNR, baltymus ir membranas
[190, 195]. Mitochondrijos — lasteliy organelés, dar vadinamos lasteliy
jégainémis, atsakingos uz gliukozés ir lipidy panaudojimg energijos, t. y.
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adenozintrifosfato  (ATP) gamybai [196]. Serganciajam diabetu
hiperglikemija, dislipidemija ir oksidacinis stresas sukelia mitochondrijy
disfunkcijg, dél to sumazéja ATP sintezé ir dar labiau padidéja LR kiekis
[197].

Taigi diabeto sukelti metaboliniai pokyciai aktyvina patologinius
glikolizinio kelio ,,Suntus®, sukeliamas 1étinis uzdegimas, didéja LR kiekis ir
oksidacinis stresas lgsteléje, pazeidZiamos Igsteliy mitochondrijos, kurios
uzveda ,circulus vitiosus* ir LR gamyba dar labiau padidéja. LR perteklius
pazeidzia lasteliy endoplazminj tinklg ir baltymus, sukelia oksidacines DNR
pazaidas ir genomo nestabiluma [32].

Sie intralgsteliniai poky¢iai sukelia smulkiyjy kraujagysliy pazeidimus ir
organy taikiniy, t. y. inksty, tinklainés, nervinio audinio, pazeidima. Inkstuose
sutrinka inksty endotelio lgsteliy ir podocity funkcija, ir kaupiasi baltymai
eksralgsteliniame matrikse [2]. Ankstyvose nefropatijos stadijose pasireiskia
hiperfiltracija ir mezangiumo hipertrofija, vélesnése — progresuoja
morfologiniai poky¢€iai — bazinés membranos sustoréjimas, tubulointersticiné
fibrozé ir glomeruly sklerozé [2, 99]. Sie poky¢iai salygoja padidéjusj inksty
pralaidumg plazmos baltymams, ir kliniskai ligos pradzioje pasireiskia
mikroalbuminurija, kuri véliau progresuoja | makroalbuminurijg ir laipsniska
glomeruly filtracijos grei¢io (GFG) mazéjimg [100, 198]. Diabetinés
retinopatijos atveju vystosi tinklainés mikrokraujagysliy paZeidimas.
Padidéjus kraujagysliy pralaidumui ir kapiliary degeneracijai, tinklainéje
formuojasi mikroaneurizmos ir eksudatai [198]. Kliniskai ankstyvoje ligos
stadijoje Sie pokyciai pasireiSkia kaip neproliferaciné retinopatija, o ligai
progresuojant dél tinklainés hipoksijos formuojasi naujos kraujagyslés ir
pasireiSkia proliferaciné retinopatija, kurios gydymui taikoma lazerio terapija
ir antiangiogeniniy vaisty (anti-VEGF, angl. vascular endothelial growth
factor) injekcijos [188, 198].

Nervuose intralgsteliniai pokyc¢iai galiausiai sukelia neurony iSemija,
hipoksija, apoptozg¢ ir sutrikusig regeneracija bei aksony disfunkcija,
demielinizacijg ir degeneracija [154, 192, 199]. Jautriausios hiperglikemijos
poveikiui ir pirmiausiai paZeidziamos yra smulkios nemielinizuotos
skaidulos, sudarancios didziaja dalj periferinés nervy sistemos aksony, ir
perduodancios greito skausmo, vibracijos ir $al¢io pojucius [200]. Ligai
progresuojant pazeidziami ir stambiyjy mielinizuoty nerviniy skaiduly
aksonai, atsakingi uz lietimo, spaudimo, vibracijos, kiino padéties suvokimo
pojii¢ius. Pirmosios yra pazeidziamos ilgiausiy mielinizuoty nervy (kojy)
distalinés dalys, todél tipiska diabeto sukelta aksony pazaida prasideda
pédose, o ligai progresuojant — ,,kyla“ auk$tyn apimdama ir plastakas.
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KAN, kaip ir DSPN atveju, pirmiausiai pasireiskia ilgiausio autonominés
nervy sistemos klajoklinio nervo (n. Vagus) pazaida [103]. Sio nervo pazaida
sukelia parasimpatinio tonuso sumazéjimg ir simpatinés nervy sistemos
dominavima, ligos pradzioje pasireiskiant] sumazéjusiu Sirdies susitraukimy
daznio (SSD) variabilumu, susilpnéjusiu barorefleksy jautrumu, tachikardija
ir kairiojo skilvelio struktiiros pokyciais. Daznai per 5-erius metus nuo
parasimpatinés denervacijos i8sivysto ir simpatinés nervy sistemos
disfunkcija, prasidedanti skilveliy vir§tinéje ir progresuojanti link Sirdies
pamato [170].

Makrovaskuliniy komplikacijy i$sivystymas prasideda nuo stambiyjy
kraujagysliy endotelio pazeidimo. Sergant CD hiperglikemija slopina azoto
oksido gamybg kraujagysliy endotelio Igstelése ir trombocituose, sutrikdo nuo
endotelio priklausoma vazodilatacija ir padidina ROS gamybg [78]. Sie
procesai pazeidzia kraujagysliy vientisuma, padidina jy kibuma ir pralaiduma
ir salygoja imuniniy lagsteliy, t. y. makrofagy ir T lateliy prikibima prie
kraujagyslés sienelés [201]. Dél nutukimo ir dislipidemijos kraujotakoje
padidéja uzdegimo mediatoriy, laisvyjy riebaly rugs$éiy ir mazo tankio
lipoproteiny, kurie per pazeistg endotelj pateke j subendotelinj tarpa formuoja
»putotas® lasteles ir aterosklerozines démes [78, 202]. Tokios démeés
dazniausiai formuojasi turbulentinése zonose — kraujagysliy bifurkacijose,
atsiSakojimuose, linkiuose [203]. Ateroskleroziniam procesui progresuojant,
démése proliferuoja lygiyjy raumeny lastelés, atsideda matrica, daznai vyksta
nekrozé ir taip susiformuoja sudétinga ateroskleroziné plokstelé, kuri arterinés
hipertenzijos fone gali destabilizuotis, plysti, sukelti hiperkoaguliacija ir
susiformavimo vietoje uzkimsti kraujagysle, pvz., koronarus, arba migruoti ir
embolizuoti distalines kraujagysles [63, 198].

1.2.4. Diabeto komplikacijy gydymas

Diabeto komplikacijy gydymas pirmiausiai apima rizikos veiksniy, tokiy kaip
hiperglikemija, nutukimas, dislipidemija ir hipertenzija, korekcijg. Gyvenimo
budo korekcija, laikantis sveikos mitybos rekomendacijy ir reguliariai
mankstinantis, padeda palaikyti optimaly kiino svorj, gerina jautrumg
insulinui ir metabolinius rodiklius, mazina létinj uzdegimg ir taip sumazina
diabeto komplikacijy atsiradimo ir progresavimo rizikg [204, 205].
Medikamentiné komplikacijy prevencija taip pat orientuota j anks¢iau minéty
rizikos veiksniy korekcija, pvz.,, glikemija ir svor] mazinantys,
antihipertenziniai, antilipidiniai vaistai. Jau iSsivysc¢iusioms komplikacijoms
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taikomas simptominis arba patogenezinis gydymas. Simptominiu gydymu
siekiama sumazinti komplikacijy sukeltus simptomus ir pagerinti paciento
gyvenimo kokybe. Priklausomai nuo komplikacijos, taikoma lazerio ir
antiangiogeniniy vaisty (anti-VEGF) terapija diabetinés retinopatijos
gydymui, hemodializés nefropatijos sukeltos terminalinés létinés inksty ligos
gydymui ir skausmo malSinimas, diabetinés pédos priezitra distalinés
simetrinés polineuropatijos gydymui [206]. Patogenezinis gydymas
orientuotas j vieng ar kelis ligos ir komplikacijy patogenezinius mechanizmus,
kuriuos veikiant siekiama atitolinti komplikacijy i$sivystymo ar progresavimo
rizikg. Atlikta daugybé eksperimentiniy tyrimy su jvairiais patogenezinio
gydymo preparatais, taciau klinikiniuose tyrimuose daugumos §iy preparaty
teigiamo poveikio nepavyko jrodyti [98]. Vienas i§ nedaugelio preparaty,
rekomenduojamy patogeneziniam mikrovaskulinés komplikacijos, diabetinés
neuropatijos, gydymui yra a-lipoiné rigstis (1,2-ditiolano-3-pentanoiné r. —
ALR) [207]. ALR - tai trumpos grandinés riebaly rugstis, pasizyminti tiek
lipofilinémis, tiek hidrofilinémis savybémis ir veikianti kaip stiprus
antioksidantas [208]. ALR struktiira pavaizduota 1.3 pav.

@)

S—S

1.3 pav. Molekuliné¢ a-lipoinés riigsties (1,2-ditiolano-3-pentanoinés r.)
strukttira. Adaptuota pagal [208].

ALR sintetinama zmogaus mitochondrijose (daugiausiai kepenyse) arba
pasisavinama su augaliniu (daugiausiai randama Spinatuose, brokoliuose,
pomidoruose) arba gyvuliniu (daugiausiai randama kepenyse, inkstuose)
maistu [208]. Gaunama su maistu ALR gerai pasisavinama plonajame Zarnyne
(iki 93%), taciau tik 20-30 % praeina pro kepeny barjera [209]. Organizme
ALR redukuojama j DHLR ir pasizymi dvigubu antioksidaciniu veikimu:
tiesiogiai jungiasi ir Salina laisvuosius radikalus arba atstato kitus
endogeninius antioksidantus (vit. E, vit.C (askorbatg), glutationg ir koenzima
Q10 (ubikvinolj). Pastarasis veikimas formuoja antioksidanty tinkla,
pavaizduota 1.4 pav. [208].
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1.4 pav. Lipoinés riigsties ir dihidrolipoinés riigSties sgveika su kitais
antioksidantais. Adaptuota pagal: [208].

GSH - redukuotas glutationas; GSSG — oksiduotas glutationas; NAD(P)" — oksiduotas
nikotinamido adenino dinukleotido fosfatas; NAD(P)H — redukuotas nikotinamido adenino
dinukleotido fosfatas; ROO — peroksilo radikalas; ROOH — hidroperoksidas.

Salinama ALR su §lapimu, daugiausiai bismetilmerkapto-heksanoinés
rugsties forma [209].

Eksperimentiniuose tyrimuose nustatytas teigiamas ALR poveikis
létinéms ligoms, susijusioms su OS padidéjimu, pvz., Alzhaimerio liga,
nutukimas, hepatosteatoze, kardiovaskulinés ligos ir arteriné hipertenzija, kai
kurios onkologinés ligos, glaukoma ir osteoporozé, tafiau klinikiniuose
tyrimuose ALR nauda Siy ligy gydymui nepatvirtinta [210]. Placiausiai
eksperimentiniuose ir klinikiniuose tyrimuose nagrinétas ALR poveikis
diabeto komplikacijy gydymui. Pavyzdziui, diabetinés retinopatijos
eksperimentiniuose tyrimuose su Ziurkémis nustatyta, kad ALR sumaZzina
oksidacinj stresg ir pagerina metabolizma akiy tinklainés mitochondrijose
[211], taciau Kklinikiniy tyrimy rezultatai prieStaringi: viename nedidelés
imties tyrime gydymas ALR derinyje su kitais antioksidantais pagerino
diabetu serganciy pacienty elektroretinogramos rezultatus [212], taiau
kitame tyrime gydymas ALR neatitolino makulos edemos is$sivystymo CD
pacientams [213]. Tyrimuose su pelémis ir ziurkémis taip pat jrodytas
teigiamas ALR poveikis diabetinei nefropatijai — gydymo metu sumazéjo
albumino ekskrecija su Slapimu ir oksidacin¢ inksty pazaida [214-216], taciau
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klinikiniy tyrimy rezultatai nevienareikSmiai [217-219]. Vienintel¢ patvirtinta
klinikiné indikacija ALR vartojimui yra diabetiné neuropatija, ir kai kuriose
Salyse Sis gydymas yra kompensuojamas. Eksperimentiniy tyrimy
duomenimis jrodyta, kad ALR periferiniuose nervuose atstato gliutationo lygj,
mazina lipidy peroksidacija, padidina antioksidaciniy fermenty aktyvuma,
gerina kraujotaka, gliukozés pasisavinimg ir metabolizma, dél to geréja nervy
apsauga ir laidumo greitis [220]. Klinikiniuose tyrimuose ir keliose Siuos
tyrimus apibendrinanCiose meta-analizése ir sisteminése apzvalgose
patvirtintas ALR efektyvumas simptominés neuropatijos gydymui [221-224].
Klinikiniy tyrimy duomenys dél ALR poveikio | oksidacinius Zymenis
nevienareik§miai. CD2 suaugusiems pacientams ir CD1 paaugliams,
gydytiems atitinkamai 6 ir 3 mén. tabletine ALR forma, nenustatytas
reik§mingas oksidaciniy zymeny skirtumas, palyginus su placebo [225, 226].
Kitame tyrime CD2 pacientams, gydytiems tabletine ALR forma 6 mén.,
stebéta oksidacinio Zymens 8-OHdG mazéjimo tendencija, tac¢iau reik§mingas
skirtumas, palyginus su placebo, nepasiektas [286]. Dializuojamiems CD
pacientams 6 mén. skiriant tableting ALR formg, stebétas reikSmingas
oksidaciniy zymeny, taip pat ir 8-hidroksi-2’-deoksiguanozino (8-OhdG),
sumaz¢jimas, palyginus su pradine koncentracija ir kontroline grupe [227].

In vitro tyrimuose su gimdos kaklelio [228] ir kruties [229] vézio
lastelémis nustatyta, kad ALR pasizymi prie§vézinémis savybémis, veikdama
su onkopatologija susijusiy miRNR ekspresijg. ALR derinyje su kitais maisto
papildais skirtas nutukusiems pacientams teigiamai jtakojo miRNR, susijusiy
su nutukimu ir hepatosteatoze, ekspresijag [230]. Tiriant CD2 pacientus su
distaline simetrine polineuropatija, nustatyta, kad klinikinis atsakas j gydyma
ALR galimai susijes su miR-146a geno polimorfizmu [231].

1.3. Citogenetiniai ir epigenetiniai diabeto ir jo komplikacijy Zymenys

Zymuo ar biozymuo yra i§matuojamas biologinés biklés rodiklis. Medicinos
srityje zymenys naudojami ligos diagnozés, prognozes, atsako j gydyma ar
patogenezes vertinimui [232]. Optimaliu atveju, Zymenys yra specifiski ligai
ar biologiniam procesui, tiksliai nustatomi net nedideliais kiekiais ir (ar)
ankstyvoje ligos / proceso stadijoje, atsikartoja jvairiose populiacijose,
neinvazyviai ir lengvai atliekami ir aiskiai koreliuoja su ligos baigtimi [232,
233]. Klinikinéje diabetologijos praktikoje naudojami Sie Zymenys: gliukozés
tolerancijos testas ir glikemijos lygis — CD diagnozés nustatymui; insulino ir
C-peptido koncentracija, autoantikiinai — CD tipo patikslinimui; HbAlc ir
glikemijos profilis — atsako j gydyma vertinimui ir ligos prognozavimui [234].
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Genetiniai ir epigenetiniai Zymenys $iuo metu dar nenaudojami klinikinéje
praktikoje, tac¢iau padeda suvokti ligos i$sivystymo, progresavimo rizikos ir
atsako | gydymga veiksnius ir mechanizmus. Tam tikri geny polimorfizmai [74,
235, 236], geny ir miRNR raiska [237], DNR ir histony metilinimas [238—
240], DNR ir chromosomy pazaidos sveiky tiriamyjy ir CD serganciy pacienty
organizmuose skiriasi ir yra svarbis diabeto, diabeto komplikacijy ir lydin¢iy
ligy i8sivystymui. Zemiau aptartos Siame darbe CD sergantiems pacientams ir
kontrolinei grupei istirtos DNR ir chromosomy pazaidos, taip pat miRNR
raiska.

1.3.1. DNR pazaidos

Nutukimas, dislipidemija, hiperglikemija ir hipertenzija yra budingi CD,
susije su létine uzdegimine biikle, LR pertekline gamyba ir OS (1.5 pav.) [32].
OS sukelia jvairaus pobiidzio oksidacines DNR pazaidas, pvz., baziy
oksidavimg, abazines sritis, DNR grandiniy triikius ir sgsiuvy tarp DNR ir
baltymy susiformavimg [33, 241]. DNR pazaidos gali neigiamai paveikti
lasteliy proliferacija, sukelti mutacijas, 1gsteliy, audiniy ir organy disfunkcija
bei paskatinti CD progresavima [32], diabeto komplikacijy, taip pat ir
diabetinés neuropatijos, i§sivystyma [42].
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1.5 pav. Schema, vaizduojanti metabolinio sindromo, oksidacinio streso,

oksidaciniy DNR ir chromosomy pazaidy rysj. Adaptuota pagal: [32].

CRB - C reaktyvusis baltymas; DTL — didelio tankio lipoproteinai; IL 1/6 — interleukinas 1/6;
RONS - reaktyviosios deguonies ir azoto formos; TAG — trigliceridai; TGF-a — tumoro augimo
faktorius a (angl. tumor growing factor a).

Siekiant jvertinti oksidaciniy DNR pazaidy apimtj, galima iSmatuoti
kraujo ar Slapimo oksiduoty nukleorfis¢iy biozymenis. Guaninas yra viena
jautriausiy nukleotidy oksidaciniam povekiui dél zemo oksidacijos-redukcijos
potencialo, tod¢l LR poveikyje linkes sudaryti jvairius oksiduotus junginius,
atspindin¢ius OS apimtj [242]. Oksiduoti guanino junginiai organizme gali
susiformuoti spontaniSkai arba veikiant tam tikriems iSorés veiksniams, pvz.,
cheminéms medziagoms, jonizuojané¢iajai arba UV spinduliuotei. Didesnis
kiekis nustatomas vézinése lgstelése [243] ir sergant metabolinémis ligomis,
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tokiomis kaip CD, dislipidemija, nutukimas [244, 245]. Vienas dazniausiai
tiriamy oksiduoty guanino junginiy yra 8-hidroksi-2’-deoksiguanozinas (8-
OHJdG). Tyrimy duomenis pacientams su prediabetu ir CD nustatoma didesné
8-OHdG koncentracija Slapime [246-251] ar plazmoje [252], palyginus su
sveikais asmenimis, taip pat nustatyta teigiama koreliacija tarp HbAlc ir
Slapimo 8-OHdG [244, 251, 253, 254] ar plazmos 8-OHdG [255]. Kinijoje
atliktame didelés apimties tyrime (1316 tiriamyjy) CD2 pacientams su diabeto
komplikacijomis, ypa¢ su makrovaskulinémis komplikacijomis, nustatyta
aukstesné 8-OHdG koncentracija Slapime, palyginus su pacientais be diabeto
komplikacijy [250]. Analogiski rezultatai gauti ir kitame, maZesnés apimties
Brazilijoje atliktame tyrime su CD2 pacientais [249]. Daugumoje kity tyrimy,
vertinan¢iy atskiry mikrovaskuliniy komplikacijy sasajas su 8-OHdG
koncentracija, nustatytas teigiamas rySys. Pacientams su diabetine neuropatija
nustatyta didesné 8-OHdG koncentracija kraujo serume ir Slapime, palyginus
su CD pacientais be neuropatijos [256]. CD2 pacientams su diabetine pédos
opa taip pat nustatyta didesné¢ 8-OHdG koncentracija plazmoje, palyginus su
kontrole ir CD2 pacientais be diabetinés pédos opos [255]. Prospektyviniame
tyrime nustatyta, kad CDI1 pacientai su aukStesne 8-OHdG koncentracija
plazmoje 10-ies mety bégyje turi didesne rizikg apatiniy galtiniy amputacijai,
palyginus su CD1 pacientais, kuriy 8-OHdG koncentracija plazmoje yra
zemesné [257]. CD1 ir CD2 pacientams su Zema diabetinés retinopatijos
rizika (néra arba yra lengva retinopatija) nustatyta Zemesn¢ §-OHdAG
koncentracija S§lapime, palyginus su pacientais su didele diabetinés
retinopatijos rizika (vidutinio sunkumo arba sunki DR) [109]. Kitame tyrime
CD2 pacientams su proliferacine retinopatija nustatyta reik§mingai didesné 8-
OHJAG koncentracija Slapime, palyginus su CD2 pacientais su neproliferacine
retinopatija ar be retinopatijos [253]. ReikSmingai didesn¢ §-OHdG
koncentracija nustatyta ir CD2 pacienty su retinopatija stiklakiinyje, palyginus
su diabetu neserganciais pacientais su makulopatija [258]. Tyrimy rezultatai
su diabetine nefropatija yra priestaringi: vienuose tyrimuose nustatyta didesné
8-OHdG koncentracija plazmoje CD2 pacientams su mikro ir
makroalbuminurija [244, 254, 259] ir CD1 pacientams su albuminurija arba
sumazéjusiu GFG (glomeruly filtracijos grei¢iu), palyginus su pacientais su
normoalbuminurija [260], tac¢iau kitame CD?2 tyrime nustatyta koreliacija tarp
Slapimo albumino / kreatino santykio ir 8-OHdG $lapime, taciau reikSmingo
8-OHdG skirtumo tarp pacienty su ir be nefropatijos nestebéta [247].

Didesné 8-OHdG koncentracija ADVANCE prospektyviniame didelés
imties tyrime, kuriame dalyvavo 3766 CD2 pacientai, buvo susijusi ir su
padidéjusiu bendru ir kardiovaskuliniu pacienty mirStamumu [261].
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Apibendrinant tyrimy duomenis, CD1 ir CD2 pacientams budinga
didesné 8-OHAG koncentracija, palyginus su diabetu neserganciais
asmenimis, 8-OHdG koncentracijos padidéjimas CD pacientams susij¢s su
didesne makrovaskuliniy ir mikrovaskuliniy komplikacijy rizika ir didesniu
mir§tamumu.

DNR pazaidos taip pat gali biiti nustatomos citogenetiniais ir
molekuliniais metodais, pvz., komety analizés ir seseriniy chromatidZiy mainy
testais.

Komety analizé— tai gana paprastas, greitas ir jautrus testas, parodantis
DNR trukius Igstelése. Komety testas néra specifinis, jo metu nustatomos
jvairios DNR pazaidos — viengrandiniai ir dvigrandiniai triikiai, apurininés
sritys, tarpinés reparacijos sritys, replikacijos triikiai [262]. Tokios pazaidos —
normali dinaminé lgstelés DNR biiklé, priklausanti nuo DNR pazaidos ir
reparacijos santykio. Dauguma $iy pazaidy veéliau reparuojamos, ir tik dalis
virsta mikrobranduoliais (MB) arba chromosomy aberacijomis (CA).
Atliekant tyrimg modifikuotu komety metodu ir papildomai naudojant
specifines endonukleazes, galima jvertinti ne tik DNR trukius, bet
modifikuotas, dazniausiai oksiduotas, DNR bazes [262].

Tyrimy, vertinan¢iy DNR pazaidas komety testu CD sergantiesiems,
palyginti su kontrole, rezultatai priestaringi, taciau vélesniuose tyrimuose
teigiama sgsaja tarp CD ir komety testu aptinkamy pazaidy nustatoma
dazniau. Moller ir kt. 2018 m. atliktoje apzvalgoje [263] jverting 33 diabetu
serganCiyjy atvejo-kontrolés tyrimus, atliktus naudojant komety testa,
apibendrina, kad jei iki 2006 m. atlikty tyrimy tik 50 % i§ jy CD
sergantiesiems nustatyta statistiSkai reikSmingai daugiau DNR pazaidy,
palyginus su kontrole, tai nuo 2007 m. tyrimy, nustaciusiy teigiama minéta
sasaja, dalis iSaugo iki 85 %. Taip pat nenustatyta reikSmingo DNR paZzaidy
kiekio skirtumo tarp CD1 ir CD2 pacienty, taciau nustatyta silpna koreliacija
tarp glikemijos arba HbAlc ir komety rodiklio (r = 0,23-0,29, priklausomai
nuo komety testo tipo) [263]. Kadangi komety tyrimo rezultatams gali turéti
jtakos jvairlis preanalitiniai ir analitiniai veiksniai [262], procediiry
standartizavimas ir validavimas galé¢jo nulemti vélesniy tyrimy tikslesne
diagnostika ir teigiamus rezultatus.

Seseriniy chromatidziy mainai (SCM) — procesas, vykstantis DNR
replikacijos metu, kuomet jvyksta chromosomos seseriniy chromatidziy
trokiai ir reciprokinis susijungimas, apsikeiciant seseriniy chromatidziy
regionais [264].

Tiriant SCM testu naudojamas j timiding panasus nukleozido analogas —
5-bromo-2°‘-deoksiuridinas (BrdU), kuris replikacijos metu jjungiamas j
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besiformuojancia DNR granding [264, 265]. Po dviejy replikacijos etapy
seserinés chromatidés metafizéje viena nuo kitos skiriasi BrdU kiekiu — viena
seseriné¢ chromatidé sudaryta i§ vienos DNR grandinés be BrdU ir kitos
grandinés su BrdU, o kita seseriné chromatidé¢ sudaryta i§ abiejy DNR
grandiniy su BrdU [264]. SCM gali jvykti tiek pirmajame tiek antrajame
replikacijos etape [265] (1.6 pav.).
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1.5 pav. Seseriniy chromatidziy mainy (SCM) susidarymo schema. A. SCM jvyksta pirmajame DNR replikacijos etape. B. SCM
ivyksta antrajame replikacijos etape. Adaptuota pagal: [265].
BrdU - 5-bromo-2°‘-deoksiuridinas; UV $viesa - ultravioletine Sviesa.
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Grandiniy  skirtumui  iSrySkinti  naudojami  interkaliuojantys,
ultravioleting Sviesg sugeriantys fluorescenciniai dazai, kuriuos paveikus
ultravioletine Sviesa chromatidés su BrdU isblyksta, todél chromatidés su
didesniu BrdU kiekiu atrodo Sviesesnés (1.7 pav.) [265].

oo
f‘}r ;’ 4 'a/.a_

1.7 pav. Seseriniy chromatidziy mainai (paZyméti raudonomis rodyklémis)
matomi Sviesiniu mikroskopu antrojo lastelés replikacinio ciklo metafazéje.
Mikrofotografija originali.

Klinikiniuose tyrimuose gaunami prieStaringi rezultatai dél SCM sasajy
su CD ir klinikiniais CD rodikliais. Jei vienuose tyrimuose CD pacientams,
palyginti su kontroline grupe, nustatytas didesnis SCM daznis [33, 33, 34], tai
kituose — tokio skirtumo nestebéta [35]. Taip pat kai kuriuose tyrimuose
stebéta teigiama sasaja tarp SCM ir HbAlc [36], taciau kituose, prieSingai,
toks rySys nenustatytas [33]. Tyrimuose nenustatyta sgsaja tarp SCM ir
diabeto stazo [33, 36], nors tokia sgsaja galéty buti logiSka deél ilgalaikio
toksinio hiperglikemijos poveikio lgstelés struktiiroms ir DNR. Klinikiniy
tyrimy, vertinan¢iy SCM rysj su mikrovaskulinémis diabeto komplikacijomis,
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néra atlikta, taciau nustatytas didesnis SCM daznis dializuojamy pacienty su
terminaliu LIL limfocituose, palyginus su sveiky asmeny kontrole [41].
Reikalingi papildomi tyrimai, padésiantys jvertinti SCM daznio

kontrole, ligos stazu, diabeto komplikacijomis ir lydin¢iomis ligomis.
1.3.2. Chromosomy pazaidos

Chromosomy aberacijos (CA) — tai chromosomy struktiros pokyciai,
atsirandantys dél dvigrandiniy DNR trukiy. CA gali atsirasti veikiant iSorés
mutagenams, taciau dazniausia priezastis yra endogeniniai procesai,
vykstantys DNR replikacijos metu [266]. Dazniausiai dvigrandiniai DNR
trukiai susiformuoja i§ viengrandiniy DNR trikiy, sukelian¢iy pirmaujancios
grandinés sintezés sustabdyma ir replikacinés Sakutés suirimg (1.8 pav.) [266].

Polimeraze stabdanti pazaida

- p—
Wkaciné Sakuté grizta,
SSB pirmaujanti grandiné
jungiasi prie véluojancios

R —
Holidéjaus jungtis skeliama
rezolvaziy

DSB

DSB

1.8 pav. Schema, parodanti, kaip DNR replikacijos metu dél viengradinio
trukio (ssb) ar DNR pazaidos susiformuoja dvigrandiniai DNR trukiai (dsb).
Adaptuota pagal [266].

Dvigrandiniai DNR trukiai taip pat gali susidaryti dél replikacinés
Sakutés strigimo, kurj sukelia nejprastos antrinés DNR struktiiros, stambios
DNR pazaidos (angl. bulky lesions), polimeraz¢ blokuojancios oksidacinés
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pazaidos, abazings sritys, DNR sgsiuvos ar transkripcijos kompleksy ir DNR
surisanciy baltymy kolizija [266].

CA gali susiformuoti vienoje ar keliose chromosomose. Pagal
chromosomy struktiiros pokyCiy pobiidi ir trukiy lokalizacija CA
klasifikuojamos j 3 pagrindines grupes:

- Paprastosios aberacijos (trukiai): chromosomos ar chromatidés triikis,

kuomet atstumas tarp ,,nutrikusiy” viety didesnis nei chromatidés

plotis.

- Tarpchromosominiai mainai — susiformuojantys tarp nehomologiniy
chromosomy.

- Viduchromosominiai mainai — suformuojantys tame paciame

chromosomos petyje arba skirtinguose tos pacios chromosomos
peciuose [267].

Chromosomy mainai gali bti pilni (nelieka nesusijungusiy triikiy viety)
arba nepilni, simetriniai ir asimetriniai. Jei tarpchromosominiai mainai vyksta
saveikaujant dviems trukiy vietoms, asimetriniy mainy atveju visada
susiformuoja acentrinis fragmentas. Mitozés metu §is fragmentas nesitvirtina
prie verpstés sitly ir yra prarandamas, kartu prarandama genetiné medziaga
(nesubalansuotos aberacijos), ir sukeliama lastelés zitis. Be to, daznai
asimetriniy mainy metu susidariusios chromosomos (pvz., dicentrinés
chromosomos) sukelia mechanines klifitis 1astelés dalijimosi metu. Simetriniy
mainy atveju acentriniai fragmentai nesusidaro, genetiné medziaga néra
prarandama (subalansuotos aberacijos) ir tokie struktiiros pokyc¢iai daugeliu
atveju gali biiti perduodami kitoms lasteliy kartoms [267].

Tyrimy, vertinanc¢iy CA sasajas su CD, rezultatai prieStaringi. Didelés
apimties tyrime, kuriame dalyvavo 1002 didelés kardiovaskulinés rizikos
grupés moterys, 204 i jy sergancios CD2, CD2 grupéje nustatyta zenkliai
didesni CA kiekiai, palyginus su CD2 neserganc¢iomis pacientémis [38]. Taip
pat nustatyta, kad vidutiniskai 5,45 mety stebéjimo laikotarpyje mirusios CD2
pacientés tyrimo pradzioje turéjo didesnj CA kiekj, ir Sis skirtumas jaunesnio
amziaus pacienciy grupéje pasieké statistinj reikSminguma [38]. Mazesnés
apimties CD1/CD2 pacienty tyrime [39] ir CD2 pacienty tyrime [37] taip pat
nustatyta teigiama sgsaja tarp CD ir CA. Pirmajame i§ $iy tyrimy taip pat
nustatyta teigiama sasaja tarp CA ir rikymo CD sergantiems pacientams [39],
antrajame — teigiama CA ir diabeto stazo sasaja [37]. CA padidéjimas
nustatytas ir nésciyjy diabetu serganioms moterims ir jy naujagimiams,
palyginus su sveikomis moterimis ir jy naujagimiais, taciau skirtumas
nepasieké statistinio reikSmingumo, galimai, kaip autoriai apibendrina, dél
gerai kontroliuojamos glikemijos ir trumpo hiperglikemijos laikotarpio [268].
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Kitame CD1 pacienty tyrime nenustatytas CA padidéjimas, palyginus su
kontroline grupe [33]. Skirtumas su kontroline grupe taip pat nenustatytas
naujai diagnozuoty arba negydyty CD2 pacienty tyrime [35] ir palyginus
dializuojamus CD (tipas nepatikslintas) su kitos kilmés terminaliniu inksty
nepakankamumu tiriamuosius [40].

Apibendrinant, CA sgsajos su CD galimai priklauso nuo diabeto tipo,
diabeto stazo ir zalingy jprociy, taip pat CA padidéjimas gali biti susijes su
didesniu CD pacienty mirStamumu. /n vitro tyrimuose taip pat nustatytas
metformino, pirmos eilés pasirinkimo  vaisto diabetui  gydyti,
genotoksiSkumas [269].

Mikrobranduoliai (MB) — tai | branduolj panaSios struktiiros,
susiformavusios i§ visos chromosomos ar chromosomos fragmento mitozés
metu [42]. MB susiformuoja, kai chromosoma ar jos fragmentas dél pazaidy
neprisitvirtina prie mitozinés verpstés sitly ir suformuoja atskirg darinj,
padengta membrana.

Sustabdytos citokinezés mikrobranduoliy analizé (angl. Cytokinesis-
block micronucleus — CBMN) naudojama aneuploidijoms ir struktirinéms
aberacijoms jvertinti [42]. Tiriant Siuo testu indukuojamas limfocity
branduoliy dalinimasis, taciau veikiant citochalazinu B sustabdoma lasteliy
citokinezé. Taip susiformuoja vieng kartg pasidalij¢ dvibranduoliai limfocitai,
o lastelése su DNR pazaidomis — ir MB. (1.9 pav.)

1.9 pav. Dvibranduolis limfocitas su mikrobranduoliu (MB). Mikrofotografija
originali.
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MB i$ visy DNR pazaidy placiausiai istirti CD pacienty populiacijoje.
Palyginti su sveikais asmenimis, MB daZnis didesnis pacientams, sergantiems
CD2 [32, 42], nutukimu [270, 271] ir metaboliniu sindromu [272]. Nustatytas
teigiamas rySys tarp MB daznio ir cukrinio diabeto klinikiniy rodikliy:
progresavimo [43], CD trukmés [44, 45] ir blogos glikemijos kontrolés [42,
44, 46, 47]. Taip pat didesnis MB daznis nustatytas pacientams su
mikrovaskulinémis diabeto komplikacijomis — diabetine nefropatija [45] ir
DSPN [44]. Taciau didzioji dalis auks¢iau minéty tyrimy atlikti su CD2
serganciais pacientais, o tyrimy, patvirtinan¢iy MB daznio sgsajas su CDI,
taip pat platesniy tyrimy su mikrovaskulinémis diabeto komplikacijomis,
truksta [32, 48].

1.3.3. MiRNR

MikroRNR (miRNR) — trumpos (19-25 nukleotidy ilgio), nekoduojancios
RNR, kurios veikia prisijungdamos prie matricinés RNR (mRNR) ir
slopindamos jos transliacijg ar sukeldamos transkripto degradacija neigiamai
regulivoja geny raiska posttranskripciniame lygyje [273]. MiRNR sgveikauja
su 60 % zmogaus mRNR ir taip reguliuoja daugelio geny veiklg bei turi jtakos
svarbiausioms lasteliy funkcijoms [274]. Vienos miRNR jungiasi specifiskai
prie tam tikry mRNR, kitos — gali reguliuoti daugelio mRNR raiska.
Eksperimentiniy ir klinikiniy tyrimy duomenys patvirtina skirtinga
miRNR raiskg serganciyjy CD su mikrovakulinémis ar makrovaskulinémis
komplikacijomis audiniuose, palyginus su sveiky tiriamyjy audiniais [275,
276]. Diabeto patogenezéje miRNR dalyvauja veikdamos kasos p-lasteliy
funkcijg ir (arba) insulino rezistencijg [277]. B-lasteliy funkcija miRNR veikia
per B-lasteliy apoptoze, proliferacija, diferenciacija ir insulino sekrecija [277].
Audiniy rezistencija insulinui miRNR veikia per insulino signaling sistema —
slopindamos arba aktyvindamos insulino receptorius ir toliau insulino signala
lasteléje perduodancias molekules, tokias kaip insulino receptoriaus substratas
ir fosfoinozitido 3-kinazé. Signalinés molekulés aktyvina gliukozés
transporterj-4 (GLUT-4), kuris pernesa gliukozg i§ kraujo j periferinius
(riebalinj ir raumeninj) audinius ir kepenis bei mazina hiperglikemija [277].
Diabetiniy mikrovaskuliniy komplikacijy vystymasi salygoja miRNR,
susijusios su 4 patofiziologiniais procesais: angiogeneze, uzdegimu, apoptoze
ir fibroze [55]. Diabetinés neuropatijos sgsajos su audiniy miRNR yra
maziausiai istirtos, palyginus su kitomis mikrovaskulinémis komplikacijomis
ir tik eksperimentiniuose tyrimuose. Peliy, serganciy diabetu ir diabetine
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neuropatija, nerviniame audinyje nustatyta padidéjusi miR-146a [278],
sumazéjusi miR-29b [279] ir pakitusi miR-184-5p ir miR-190a-5p [280]
raiska.

MiRNR randamos ne tik organizmo audiniuose, taCiau gali bti
iSmatuojamos ir visuose organizmo skys¢iuose, pvz., kraujyje, Slapime,
seilése, aSarose, piene, cerebrospinaliniame skystyje — vadinamosios
cirkuliuojan¢ios miRNR [281, 282]. MiRNR cirkuliuoja ,,supakuotos*
vezikulése, apoptoziniuose kiineliuose, egzosomose, mikrodalelése ar
susijungusios su baltymais ir iSlieka nepakitusios ne tik standartinémis, bet ir
kintanCiomis salygomis, pvz., Saldytuose, ilgai kambario temperatiiroje
laikytuose, pakitusio pH méginiuose [281, 283]. Daugéja duomeny, kad ne tik
audiniy, bet ir cirkuliuojan¢iy miRNR raiska sergantiesiems prediabetu,
diabetu ir diabetinémis komplikacijomis skiriasi nuo sveiky asmeny [275].
Nustatytos tam tikros miRNR, susijusios su likutine kasos B-lasteliy funkcija,
CD1, prediabeto ir CD2 rizika [49—53], né$¢iyjy diabeto rizika ir pregestacinio
diabeto bagtimi [284, 285], diabeto kontrole [54] ir diabetinémis
komplikacijomis [55]. Diabetologijoje miRNR galéty biiti taikomos kaip
biozymenys ankstyvai diabeto diagnostikai, ligos kontrolei ir gydymo
vertinimui, diabeto komplikacijy rizikos vertinimui, nés¢iyjy diabeto rizikos
cirkuliuojanc¢iy miRNR sgsajos su diabetine neuropatija maZziausiai istirtos,
palyginus su kitomis mikrovaskulinémis komplikacijomis. Nedidelés
apimties tyrime CD2 pacientams su DSPN nustatyta padidéjusi miR-128a ir
sumazejusi miR-155 ir miR-499a koncentracija, o pacientams su KAN —
sumazéjusi miR-155 koncentracija, palyginus su pacientais be KAN [286].

Daugéja duomeny apie galima MiRNR panaudojima ne tik
diagnostiniais, bet ir terapiniais tikslais — pavyzdziui, eksperimentiniuose
tyrimuose su nutukusiomis CD2 pelémis miR-103 ir miR-107 nutildymas
aktyvino signaling insulino receptoriaus sistema kepenyse ir riebaliniame
audinyje bei sumazino hiperglikemija [287]. Skiriant MiR-214-3p
eksperimentinéms CD ziurkéms, sumazéjo dorzaliniy ragy ganglijy (anlg.
Dorsal root ganglion) neurony apoptozé ir uzdegimas, pageréjo nervo
kraujotaka ir laidumo greitis bei sumazéjo hiperalgezija [288].

Kol kas miRNR panaudojimg klinikinéje praktikoje apsunkina bent
keletas priezas¢iy. Daznai ta pati miRNR dalyvauja keliuose
patofiziologiniuose procesuose ir pasizymi nedideliu specifiSkumu, todél
persidengia sveiky ir serganciy tiriamyjy rezultatai arba miRNR padidéjimas
biidingas ne vienai patologinei buklei [275]. Taip pat tyrimams su MiRNR
budingas gana prastas rezultaty atsikartojamumas. IS dalies nevienalycCius
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rezultatus gali nulemti tyrimo dizaino, tiriamyjy skirtumai (CD tipas, ligos
stazas, gretutiné patologija, vartojami vaistai) ar skirtingi diabeto
komplikacijy diagnostikos kriterijai. Taciau miRNR tyrimy rezultatams
daznai turi jtakos ir specifiniai, tik tyrimams su miRNR budingi veiksniai:
preanalitiniai, t. y. méginiy laikymo sglygos, méginiy paruoSimas, arba
analitiniai — skirtingos tyrimo metodikos ir medziagos (kraujas, plazma,
serumas, Slapimas ar jo nuosédos, biopsinis audinys) [275]. Siekiant i§vengti
$iy paklaidy, labai svarbu tiksliai apibrézti tyrimo dizaing, kruopsciai atrinkti
ir apraSyti tiriamyjy imtj ir klinikinius tyrimo metodus, suvienodinti miRNR
méginiy paémimo, laikymo, paruo§imo ir iStyrimo metodikas.
Apibendrinant, literatiiros duomenimis nustatyti CD serganciyjy pacienty
ir sveiky asmeny tam tikry genetiniy ir epigenetiniy Zymeny skirtumai, taciau
tyrimy rezultatai daznai priestaringi, tritksta duomeny apie tam tikras pacienty
grupes (pvz., CD1), sasajas su demografiniais rodikliais, komplikacijomis ir
lydin¢iomis ligomis. Disertacijos tikslas — detaliai jvertinti diabetu serganciy
pacienty kliniking bukle, iStirti aukSciau apraSyty DNR pazaidy daZnj,

rezultatus palyginti su kontroline grupe.
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2. METODAI
2.1. Ttraukimo kriterijai ir klinikinis iStyrimas

Tyrimas atliktas Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky
endokrinologijos centre. Biomedicininiam tyrimui atlikti gautas Vilniaus
regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto leidimas (Nr.2019/6-1146-
635) (priedas 1). ] tyrima jtrauktos dvi tiriamyjy grupés — pacientai, sergantys
pirmojo ar antrojo tipo cukriniu diabetu, ir kontrolin¢ grupé. Visi tiriamieji
pasira$é¢ informuoto asmens sutikimo formg dalyvauti tyrime ,,Genetiniy,
epigenetiniy veiksniy ir gyvenimo biido jtaka komplikacijy iSsivystymui
cukriniu diabetu sergantiems pacientams® (CD pacientai — priedas 2 ir
kontroliné grupé — priedas 3). Siekiant uztikrinti tiriamyjy konfidencialuma,
kiekvienam tiriamajam suteiktas identifikacinis kodas, koduoti duomenys
kaupti specialiai tyrimui sukurtoje duomeny bazéje.

Itraukimo ] tyrimg kriterijai

Cukriniu diabetu sergantys pacientai:

- Vyrai arba moterys, kuriy amzius >18 ir <89 mety.

- Sergantieji pirmojo arba antrojo tipo cukriniu diabetu. Cukrinio
diabeto diagnozé nustatyta remiantis medicinine dokumentacija arba,
pacientams su naujai diagnozuotu cukriniu diabetu, remiantis
Lietuvos Respublikos sveikatos apsaugos ministro jsakymu ,,Dél
cukrinio diabeto ambulatorinio gydymo kompensuojamaisiais
vaistais tvarkos apraso patvirtinimo* [166].

- gydomi ir konsultuojami Vilniaus universiteto ligoninés Santaros
kliniky Endokrinologijos skyriuje arba Dienos stacionare.

Kontroliné grupé:

- Vyrai arba moterys, kuriy amzius >18 ir <89 mety.

- Nesergantys cukriniu diabetu. Cukrinio diabeto diagnozé atmesta
nustacius ryting alkio glikemija veniniame kraujyje <6 mmol/l.

- Gydomi ir konsultuojami Vilniaus universiteto ligoninés Santaros
klinikose ar kitose gydymo istaigose dél kity ligy ar bikliy,
nenurodyty nejtraukimo kriterijuose.
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Neijtraukimo i tyrimg kriterijai

- sergantys piktybinémis, sunkiomis nekoreguotomis sisteminémis,
metabolinémis, uzdegiminémis, infekcinémis, paveldimomis ar
kraujo ligomis;

- susidiir¢ su toksiniais veiksniais ilgg laikg (sunkiaisiais metalais,
$vinu, gyvsidabriu, dazais, klijais ar kt.);

- néscios arba maitinan¢ios moterys;

- psichikos ligomis sergantys pacientai;

- asmenys, atsisakantys dalyvauti biomedicininiame tyrime.
Pacienty iStyrimo schema pateikta priede 4.

Pacienty anamnezés rinkimas ir apklausa. Rinkti demografiniai,
medicinine dokumentacija ir apklausa. Duomeny rinkimui ir tiriamyjy
apklausai naudojamos specialiai tyrimui paruostos anketos (priedas 5).

Lydincios ligos vertinamos pagal poliligotumo (angl. MCC — multiple
chronic conditions) klasifikacija, kai

3-mis ir daugiau lydin¢iomis ligomis sergantis pacientas buvo vertintas
kaip poliligotas [289, 290].

Subjektyviis neuropatijos simptomai vertinami naudojant Neuropatijos
simptomy skalés klausimyng (angl. NSS — neuropathy symptom score).
Klausimyna sudaro 4 klausimai, kiekvieno klausimo atsakymai vertinami nuo
0 iki 2 baly. Maksimali klausimyno baly suma — 9 balai, ribiné verté
polineuropatijai nustatyti >3balai. (priedas 6). Esant skausminei
polineuropatijai, skausmo stiprumui nustatyti naudojamas Universalus
skausmo vertinimo jrankis (angl. UPAT — Universal Pain Assessment Tool):
0 — néra skausmo, 1-3 — silpnas, 4-6 — vidutinis, 7-8 — stiprus, 9—10 —
nepakeliamas skausmas [291, 292].

Objektyvi apziiira. Pacientas tiriamas S$iltoje, ramioje patalpoje.
Paciento antropometriniai rodikliai (figis, svoris) matuojami ryte, nevalgius,
su apatiniais ar lengvais virSutiniais riibais. KMI apskai¢iuojamas kiino svorj
kilogramais padalinus i§ Gigio metrais kvadratu. AKS matuojamas 5 min.
pailséjusiam, sédinCiam pacientui. Abi paciento pédos remiasi j Zemg, kojos
nesikryZiuotos. Matuojamas K zasto AKS, K ranka sulenkta ir padéta ant
stabilaus ploks¢io pavirSiaus, virSutiné rankos dalis — Sirdies aukstyje.
Atliekami 3 AKS matavimai ir i§vedamas sistolinio ir diastolinio AKS
vidurkis. Objektyvios apziliros anketa pateikta 7 priede.

Diabetinés pédos iStyrimas. Tyrimas pradedamas nuo paciento pédy
apziiiros — jvertinama, ar néra pédy deformacijos, nuospaudy, atviry Zaizdy,
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opy, infekcijos ar amputacijos. Vertinama pédy nagy bikle — ar néra
onichomikozés, ar pédy nagai nejauge, pédy kraujotaka — palpuojamas a.
dorsalis pedis ir a. tibialis posterior pulsas.

Neuropatijos negalios skaleé (NNS; angl. NDS - neuropathy disabilyti
score) jvertinama atlickant Achilo sausgyslés refleksy tyrimg ir specialius
periferinés neuropatijos tyrimus — vibracijos, skausmo ir temperatiiros jutimo
méginius. Papildomai pédy iSopéjimo rizika vertinama atliekant lietimo
meéginj su Semmes—Weinstein 10 g monofilamentu.

Atliekant méginius, pacientas sédi uzmerktomis akimis. Prie§ atliekant
méginius kojose, pacientas supazindinamas su jutimu, pridedant tyrimo
instrumentus (vibruojant] kamertona, Tip-Therm lazdele, Neurotip adata ar
monofilamentg) prie kratinés ar kaktos, kad pacientas zinoty, ko tikétis.
Kiekvienas méginys atlickamas tris kartus — du patologiniai méginiai rodo
jutimo sutrikima.

Vibracijos jutimo méginys atlickamas naudojant graduota 128 Hz
kamertong (0, 2, 4, 6, 8). Atlieckant tyrima, kamertonas statmenai
priglaudziamas prie kojos nykscio dorsalinés dalies proksimaliau nago.
Vibracijos jutimas laikomas normaliu, jei pacientas jaucia vibracija ties 68
kamertono skalés balais, maZesnis balas nei 6 — rodo vibracijos jutimo
sutrikimg.

Temperatiiros jutimo méginys atliekamas naudojant Tip-Therm lazdele.
Paciento pédos dorsalinis pavirSius apie 1 sekunde prilieCiamas Saltu
(metaliniu) ir Siltu (plastikiniu) galu. Temperatiiros jutimas laikomas
nesutrikusiu, jei pacientas atskiria du i$ trijy prisilietimy.

Achilo sausgyslés refleksas tiriamas neurologiniu plaktuku ant kédés
kltpin¢iam pacientui. Kaire ranka prilaikant tiriamojo blauzdos raumenis,
desine suduodama per Achilo sausgyle ir vertinama pédos plantariné fleksija,
iSgaunama susitraukus m.triceps surea. Jei fleksija iSgaunama — rezultatas
vertinamas kaip normalus, patologijos atveju — refleksas susilpnéjes arba
iSnykes.

Skausmo meéginui naudojama Neurotip adata. Paciento pédos nykcio
dorsalinis pavirSius duriamas su adata, deformuojant oda. Skausmo jutimas
laikomas nesutrikusiu, jei pacientas jaucia du i$ trijy prisilietimy.

Lietimo méginys atlieckamas Semmes—Weinstein 10 g monofilamentu.
Atliekant tyrimg monofilamentu prilie¢iami keturi kiekvienos pédos taskai
plantariniame pavir$iuje (nyksé¢io distaliné falanga ir trys metatarsofalanginiai
taskai ties I, II1, V pirstais). Monofilamentas pridedamas statmenai pédos odos
pavir$iui ir spaudziamas apie 2 sekundes kol sulinksta. Kiekvienas pédos
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taskas monofilamentu prilieCiamas 3 kartus. Lietimo jutimai nesutrike, jei
pacientas jaucia du iS trijy prisilietimy.

Neurometrija (NM). Tyrimas atlickamas $iltoje, ramioje patalpoje bet
kuriuo dienos metu. Specialus paciento paruoSimas nereikalingas. Tyrimas
atlieckamas specialiu neurometru (NervScan3000). Pacientas tiriamas sédint.
Rekomenduota atsipalaiduoti. Pirmiausiai tiriama desiné kiino pusé, po to —
kairé. Tyrimo vietos oda nuvaloma abrazyviniu geliu, o elektrodai patepami
elektros impulsui laidziu geliu. Naudoti du elektrodai, dedami ant pédy
nykscio Soniniy pavirSiy. Tyrimo metu, tyréjui nuspaudus neurometro sroves
klavisa, prietaisas paeiliui generuoja skirtingo daznio (2000 Hz, 250 Hz ir 5
Hz) elektros impulsus. Sie impulsai atitinkamai stimuliuoja periferiniy nervy
AP, Ad ir C skaiduly grupes. Tiriamasis pajutes elektros srovés impulsus,
apibiidinamus kaip dilgciojimas, skruzdéliy bégiojimas ar skausmas tiriamoje
vietoje, pranesa apie tai Zodziu tyréjui. Neurometras automatiskai matavimus
kartoja kelis (3—4) kartus, kol gaunami statistiSkai patikimi rezultatai (p <
0,006) ir neurometro ekrane parodomas tyrimo rezultatas — H, M, L nerviniy
skaiduly. Neurometro rodmenys galimi nuo 1 iki 25. Rodmuo nuo 1 iki 5
nurodo hiperestezijg, nuo 6 iki 13 — normaly jutimg, nuo 14 iki 25 —
hipoestezijg. Vidutiné jprastinio tyrimo trukmé — 30 min. (apima tyrimo
atlikima, apraSyma ir iSvadas). NM atlikimo protokolas pateiktas 8 priede.

Elektroneurografija (ENG). ENG tyrimas atlickamas standartiniu
Nihono Kohdeno aparatu ,Neuropack X1 MEB-2300“ pagal
rekomenduojamas  metodikas, patvirtintas  Tarptautinés  klinikinés
neurofiziologijos federacijos (angl. ICFN — International Federation of
Clinical Neurophysiology).

ENG tyrimas atliekamas stimuliuojant $iuos nervus: rankoje vienoje
puséje vidurinio (n. Medianus) nervo motorines ir jutimines skaidulas, kojose
— vienpus $eivinj (n. Peroneus), blauzdinj (n. Tibialis) ir abipus blauzdos odos
(n. Suralis) nervus.

Tiriant motorines nervy skaidulas, naudojami ploksteliniai
registruojantys elektrodai. Registruojantis elektrodas tvirtinamas vir$
raumens, o referentinis — ant raumens sausgyslés. Stimuliuojama dviejuose
taskuose: distaliniame ir proksimaliniame. Tiriant vidurinio nervo jutimines
skaidulas, naudojami ziediniai pir$ty elektrodai, blauzdos odos nervas tirtas
ploksteliniais elektrodais. Nervai stimuliuojami pavieniais supramaksimalaus
stiprumo srovés impulsais (t. y. 20 % stipresne uz reikalingg sukelti visiska
raumens susitraukimg). Naudoti 20 Hz ir 3 kHz filtrai, stimuliacijos daznis 1
Hz, impulso trukmé 0,2 ms. Uzregistravus suminj raumens veikimo potencialg
SRVP, (angl. compound muscle action potencial), vertinama atsako amplitudé
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SRVP — aukstis (mV) nuo izolinijos iki negatyvaus piko; distalinis latentinis
periodas (DL) — laikas nuo stimulo artefakto iki potencialo nuokrypio nuo
izolinijos (ms) bei nervinio impulso laidumo motoriniu nervu greitis
(NLG),apskaiciuojamas pagal formule padalinus atstumg tarp stimuliacijos
tasky 1§ latentiniy periody distaliniame ir proksimaliniame stimuliacijos
taskuose skirtumo (m/s). UZregistravus jutiminio nervo veikimo potencialg
(JNVP — angl. sensory nerve action potential, SNAP), vertinama amplitudé —
JNVP aukstis nuo pradinio pozityvaus piko iki negatyvaus piko, arba nuo
izolinijos iki negatyvaus piko, jei pradinis pozityvus pikas neregistruotas
(uV); distalinis latentinis periodas (DL) — laikas nuo stimulo artefakto iki
potencialo nuokrypio nuo izolinijos (ms), bei nervinio impulso laidumo
sensoriniu nervu greitis (NLG), apskai¢iuojamas pagal formulg padalinus
atstumg tarp stimuliacijos ir registracijos tasky i§ latentinio periodo (m/s).
ENG rodikliai palyginti su kontrolinés grupés atitinkamo amziaus ir lyties
normaliomis vertémis, nustatytomis misy laboratorijoje. Neurografijos
protokolas pateiktas 9 priede.

Autonominiy kardiovaskuliniy refleksy tyrimas (AKRT). Tyrimas
atlickamas kliniskai stabiliems, nekar$¢iuojantiems, nedehidratuotiems
pacientams S$iltoje, ramioje aplinkoje ryte apie 8 val. Tyrimui naudojamas
Cardiosys Extra aparatas.

Prie§ tyrima pacientui rekomenduojama: 2 val. iki méginio nevalgyti,
nevartoti alkoholio ar kofeino turinciy gérimy, nerikyti ir neleisti greito
veikimo insulino; 24 val. iki méginio neuzsiimti intensyvia fizinia veikla;
nutraukti vaistus, kurie galéty turéti jtakos tyrimo rezultatams, pvz.,
antidepresantus, antihistaminius, simpatolitikus ir diuretikus [57].

Optimalus sistolinis AKS tyrimo metu <160 ir >120 mmHg, vengti
ryskios hiper- ar hipoglikemijos.

Tyrimo rezultatai vertinami atsizvelgiant ] gretuting patologija.
Rezultatams gali turéti jtakos létiné obstrukciné plauciy liga ar kvépavimo
nepakankamumas, inksty nepakankamumas, koronarin¢ Sirdies liga, SN,
morbidinis nutukimas.

Tyrimo atlikimas ir vertinimas pateiktas 10 priede. Tyrimo protokolas 11
priede.
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2.2. 8-hidroksi-2’-deoksiguanozino nustatymas kraujo plazmoje

8-hidroksi-2’-deoksiguanozinas (8-OhdG) kraujo plazmoje tiriamas
naudojant ELISA DNR pazaidy rinkinj, tyrimas atlickamas remiantis
gamintojo tyrimo protokolu (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific,
Frederick, MD, USA). Naudojant §] rinkinj nedideliais kiekiais galima
nustatyti ir kitas dvi oksiduoto guanino raisis (0xG): 8-hidroksiguanozing ir 8-
hidroksiguaning. Naudojant gamintojo 8-OhdG tirpala, vmngsukurta
standartiné kreivé su 2x skiedimais, apimanciais 0-8000 pg/ml diapazona.
Kievieno paciento oxG lygis matuojamas dviejuose 50 pl plazmos
méginiuose, praskiestuose 8 kartus. Absorbcijos rodmenys vertinami per 10
minu¢iy nuo méginio paruo$imo esant 450 nm, naudojant mikroploksteliy
skaitytuva Infinite M200 (Tecan, Mannedorf, Switzerland).

2.3. Citogenetiniai tyrimai

Citogenetiniai tyrimai atlikti naudojant seseriniy chromatidziy mainy (SCM),
chromosomy aberacijy (CA) ir mikrobranduoliy dvibranduoliuose
limfocituose (CBMN) testus. Tyrimo schemos pavaizduotos 2.1 pav.
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A. Seseriniy chromatidziy mainy tyrimo in vitro atlikimo schema

Automatizuota
vaizdy analizés
sistema

LUCIA
* Hoechst 33258 4

Kraujo kultdros 4NQO jvedimas* Kolchicino
uZséjimas jvedimas

Kraujo kultdros
fiksacija

Dazymas

e Oval.

® 72 val.

* BedU (10 « Hipotoninis (10 pl/ml) MS Excel
pg/ml) tirpalas « Serenseno >
* Fitohemagliutini pasildytas buferis (pH 6,8)
nas (10 pl/ml) « Metanolis ir * Mcliveno Prism 8
lediné acto buferis (pH 8-

rakstis 3:1 8,5)

* UV lempa
* Giemsa dazai

*—~ NQO jvedamas j puse visy SCM kultiiry, kita pusé licka NQO nepaveikta.

B. Chromosomy aberacijy tyrimo in vitro atlikimo schema

Kraujo kultdros Kolchicino jvedimas
uzséjimas

Dazymas Automatizuota

vaizdy analizés
sistema

LUCIA

* Kraujo kultaros
fiksacija +

* 48 val. MS Excel

* Hipotoninis +
tirpalas .
pasildytas Prism 8

* Metanolis ir

lediné acto

rakstis 3:1

e Oval.
* Fitohemagliutinin
as (10 ul/ml)
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C. Mikrobranduoliy dvibranduoliuose limfocituose tyrimo in vitro atlikimo schema

Automatizuota
vaizdy analizés
sistema

LUCIA
+
MS Excel

4NQO jvedimas* Citochalazino B
jvedimas

Kruajo kulttros
fiksacija

Kraujo kultdros Dazymas

uzséjimas

* Oval. ® 72 val. * Giemsa dazai

 Fitohemagliuti * Hipotoninis
ninas (10 tirpalas +
pl/ml) pasildytas Prism 8
* Metanolis ir
lediné acto

rakstis 3:1

*~ NQO jvedamas j pus¢ visy MB kultiiry, kita pusé liecka NQO nepaveikta.
2.1 pav. Citogenetiniy tyrimy schemos. A. Seseriniy chromatidziy mainy (SCM) tyrimo schema. B. Chromosomy aberacijy (CA)

tyrimo schema. C. Mikrobranduoliy dvibranduoliuose limfocituose (MB) tyrimo schema. BrdU — 5-bromo-2’-deoksiuridinas; 4NQO — 4-
nitrochinolino-1-oksidas.
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Zmogaus periferinio kraujo limfocity kultiiros auginimas. 1§ donory
alklininés venos kraujo méginiai imami j vienkartinius vakuuminius kraujo
paémimo mégintuvelius su licio heparinu (Vacutainer®). Periferinio kraujo
limfocity auginimui ruo$iamas misinys i$ terpés RPMI 1640 (Sigma Aldrich,
USA), kar$¢iu inaktyvinto embrioninio ver$iuko serumo (Sigma Aldrich,
USA) ir heparinizuoto kraujo (santykiu 13:2:1). Limfocity stimuliacijai
jdedama fitohemagliutinino (PHA-M) 10 ul/ml (Biological Industries, Israel),
o diferenciniam seseriniy chromatidziy iSrySkinimui papildomai — 5-bromo-
2’-deoksiuridino (BrdU) 10 pg/ml (Sigma Aldrich, USA). MiSinys
iSpilstomas po 10 ml j flakonus ir uzkemsSamas steriliais kamsteliais. Tiriant
CBMN ir SCM metodu kiekvieno paciento tiriamiems variantams paruosiama
po keturis flakonus. Kraujo kultiira 48 (CA tyrimas) arba 72 (SCM ir MB
metodai) valandas auginama termostate 37 °C temperatiroje 5% CO2
atmosferoje.

CBMN tyrimui 44-tg val. jpilama citocholazino B (Sigma Aldrich, USA),
o SCM ir CA tyrimuose likus trims valandoms iki fiksacijos jvedamas
kolchicinas (Sigma Aldrich, USA), abiejy reagenty galutiné koncentracija 0,6
ug/ml.

Kraujo limfocity kultiros fiksacija. Buteliuky turinys, kuriuose
auginta kultaira, perpilamas j centrifugos mégintuvélius ir centrifuguojamas
10 min. 600 x g (centrifuga Eppendorf 5702), tiriant SCM ir CA metodu, ir 8
minutes 400 x g, tiriant CBMN metodu. VirSnuosédinis sluoksnis
nusiurbiamas ir palickama apie 0,5-1,0 ml suspensijos. Tolesné fiksacijos
eiga tiriant CA, SCM ir CBMN metodais skiriasi.

Tiriant CA ir SCM metodu nuosédos resuspenduojamos ir uzpilamos 10—
12 ml iki 40 °C temperatiiros pasildyto hipotoninio tirpalo (0,55% KCI).
Kulttra palaikoma 30 min. termostate, 37 °C temperatiiroje. ParuoSiamas
fiksatorius i§ metanolio ir ledinés acto riigsties misinio (Sigma Chemical Co,
USA), kurio santykis yra 3:1. Fiksatorius atSaldomas Saldiklyje. Kultiira
centrifuguojama (600 x g, 10 min.), nusiurbiamas virSnuosédinis skystis.
Lastelés resuspenduojamos hipotoninio tirpalo likutyje (~0,5 ml), uzpilamos
nedideliu kiekiu fiksatoriaus, gerai suplakamos ir fiksatoriumi uzpildomas
visas centrifugos mégintuvélis iki 810 ml. Po pirmosios fiksacijos lasteliy
kultiira 25 min. laikoma Saldymo kameroje (—20 °C) ir po to centrifuguojama
(600 x g, 10 min.).

Atliekant fiksacija CBMN metodo atveju nuosédos resuspenduojamos
uzpilant 8-10 ml Salto 4 °C temperatiiros hipotoninio tirpalo (0,55% KCI).
Kultura nedelsiant centrifuguojama 8 min. esant 400 x g ir nusiurbiamas
virSnuosédinis skystis. Fiksatorius santykis yra 5:1. Pirmg karta fiksuojant,
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fiksatorius skiedziamas 0,9 % NaCl tirpalu (1:1). Kaip ir tiriant SCM ir CA
metodu lastelés resuspenduojamos hipotoninio tirpalo likutyje (~0,5 ml),
pilamas nedidelis kiekis fiksatoriaus, vél paplakama ir fiksatoriumi
uzpildomas centrifugos mégintuvélis. Kultiira 20 min. laikoma kambario
temperatiiroje, po to centrifuguojama 8 min. esant 400 x g ir nusiurbiamas
virSnuosédinis skystis.

Fiksavimo procedira tiriant visais metodais kartojama dar du kartus
uzpilant i§ karto visa neskiesto fiksatoriaus porcija. Po paskutinés fiksacijos
lasteliy kultira laikoma Saldymo kameroje (—20 °C temperatiiroje) iki
preparaty ruosimo.

Preparaty ruoSimas, daZymas. ParuoSiami objektiniai stikleliai —
kruops$éiai nuplaunami tekanc¢iu vandeniu ir jmerkti j indg su distiliuotu
vandeniu laikomi $aldymo kameroje, kol vandens pavirSiuje susiformuoja
ledo kristaly sluoksnis. Kultiira centrifuguojama (600 x g, 10 min.). Po to
nusiurbiamas virSnuosédinis sluoksnis. RuoSiama po 4-5 preparatus
kiekvienam variantui. Naudojant stikling Pastero pipetg, nuosédos Svelniai
suplakamos fiksatoriaus likutyje. Tiriant SCM ir CA metodu Iasteliy
suspensija (4-5 lasai) Pastero pipete uzlaSinama ant at$aldyto objektinio
stiklelio, palenkto 20-30° kampu i§ 50 cm aukscio ir atsargiai i§dziovinami
vir§ spiritinés lempelés liepsnos. Tiriant CBMN metodu suspensija taip pat
lasinama ant 20-30° kampu palenkto stiklelio i§ 5 cm aukScio, preparatai
dziovinami ore.

Nedazyty preparaty kokybé patikrinama mikroskopu. Preparatai
sendinami vieng parg iki dazymo procediiros.

Kita dieng po sendinimo preparatai dazomi Giemsa dazais, skiestais
distiliuotu vandeniu (1:9 CBMN ir SCM metodui, 1:20 CA metodui).

Tiriant SCM metodu preparatai iki dazymo Giemsa dazais papildomai
dazomi fluorescenciniais Hoechst 33258 (Sigma Aldrich, USA) dazais
fosfatiniame Serenseno buferyje (Sigma Aldrich, USA), pH 6,8. Hoechst
33258 tirpalas (10 pg/ml) uzpilamas ant viso objektinio stiklelio pavirSiaus ir
laikoma 10-15 min. tamsoje. Preparatas praskalaujamas distiliuotame
vandenyje ir iSdziovinamas. Gaminamas citratinis (Mcllveno) buferis (pH
8,5) 18 0,1 M citrinos rigsties (Merck KgaA, Germany) ir i§ 0,2 M Na2HPO4
(Merck KgaA, Germany) (atitinkamai 0,55 ml ir 19,45 ml). Citratinis buferis
uzlaSinamas ant preparaty ir objektinis stiklelis uzdengiamas dengiamuoju
stikliuku, padengiant visg objektinio stiklelio pavirSiaus plota. Objektiniai
stikleliai apie 13 min. Svitinami po 400 W galingumo UV lempa 20 cm
atstumu. Pragjus 4 min. nuo Svitinimo pradzios, ties dengiamyjy stikleliy
sudiirimais la§inamas citratinis buferis — procediira kartojama kas 4 min.

57



Pasibaigus S§vitinimo intervalui, preparatai praskalaujami distiluotame
vandenyje ir i§dZiovinami kambario temperatiiroje.

Preparaty analizé. Nudazyti preparatai analizuojami Nikon ECLIPSE E
200 mikroskopu, naudojant automatizuotg vaizdy analizés sistema LUCIA.
Analizuojamos lgstelés, turinCios 44-47 kokybiSkai nusidaZiusias,
vidutiniSkai spiralizuotas ir tolygiai metafizinéje plostel¢je iSsibarsCiusias
chromosomas. Vertinant SCM apskai¢iuojamas vidutinis SCM kiekis,
jvertinamas maziausias ir didziausias SCM kiekis tiriamajame variante. SCM
kiekvienam paciento méginio variantui analizuojama po 50 antrojo dalijimosi
ciklo metafaziniy ploksteliy. Taip pat tiriamos auksto SCM daznio lastelés
(angl. High frequency cells, HFC), darancios jtaka SCM pasiskirstymui tarp
lasteliy. HFC Iasteles identifikuojamos pagal Carrano ir Moore (1982 m.)
metoda [293], pagal kurj sudedami visy kontrolinés grupés dalyviy lasteliy
SCM dazniai i vieng imtj ir HFC lastelé apibréziama kaip tokia, kurios SCM
daznis virSija 95-tajj kontrolinés grupés jungtinés imties procentilj. Atlikus
skaiCiavimus nustatyta, kad misy tyrime HFC lastelés apibréziamos kaip
tokios, kuriy SCM daznis virsija 14.

CA analizuojamos 200 metafaziniy ploksteliy ir, remiantis Tarptautine
standartine citogenetine nomenklatira (ISCN, 1985), suskirstomos |
chromatidinio tipo ir chromosominio tipo. Chromatidinio tipo aberacijos,
susidaro i§ dvigrandiniy DNR trikiy (dsb), susiformavusiy po DNR
replikacijos, o chromosominio tipo mutacijos, susidaro i§ dsb, susiformavusiy
iki DNR replikacijos.

Chromatidinio tipo aberacijos:

1. Chromatidiniai trukiai (ctb) — tarpai chromatidéje, kurie didesni nei

chromatidés plotis.

2. Chromatidiniai mainai (cte) — kuomet dvi ar daugiau chromosomos
jungiasi arba mainosi dalimis.

3. Chromosominiai tritkiai (csb) — abiejy chromatidziy gale jvyke
simetriski trukiai. Likusi dalis gali biiti aptinkama kaip acentriniai
fragmentai ar acentriniai ziedai.

4. Chromosominiai mainai (cse) — susidaro, kuomet dvejose ar daugiau
chromosomy susidaro triikkiai ir ty chromosomy galai jungiasi
tarpusavyje ar su kitomis chromosomomis. Siai aberacijy grupei
priklauso ziedinés ir dicentrinés chromosomos, translokacijos ir kt.

MB vertinti dvibranduoliuose limfocituose, vidutiniskai 2000 Iasteliy
vienam istyrimui. CBMN vertinami naudojant tuos pacius dvibranduoliy
lasteliy ir mikrobranduoliy analizés kriterijus kaip HUMN projekte [294].
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Jautrumo mutagenui testas. Tiriant MB ir SCM, buvo atlickamas ir
jautrumo mutagenui testas. Jautrumo mutagenui testas naudojamas in vitro
DNR reparacijos efektyvumo vertinimui [295]. Testo metu lasteliy kultiiros
paveikiamos mutagenu ir naudojant citogenetinius metodus (pvz., MB, SCM)
vertinamos indukuotos DNR pazaidos. Jos apskaiiuojamos i§ mutagenu
paveikty kulttiry SCM ar MB kiekio atimant nepaveiktose kultiirose nustatyta
SCM ar MB kiekj. Kiekio skirtumai zymimi atitinkamai SCM-IND arba MB-
IND. Didesnis indukuoty pazaidy kiekis rodo didesnj jautrumg mutagenui ir
galimai sumazé¢jusj reparacijos efektyvuma [295]. Testui atlikti buvo naudotas
4-nitrochinolino-1-oksidas (4NQO, angl. 4-nitroquinoline-1-oxide). 4NQO
yra sintetinis aromatinis heterociklinis junginys (2.2 pav.), veikiantis kaip
cheminis mutagenas ir kancerogenas. Jis sudaro chemiSkai aktyvius
metabolitus, kurie jungdamiesi su aminoriig§timis ir nukleorfig§timis
suformuoja stabilius aduktus [296] ir sukelia DNR pazaidas [297].

O:;_» I\'l",o
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2.2 pav. 4-Nitrochinolino-1-oksido strukiirin¢ formulé

4NQO (Sigma Aldrich, USA) CBMN tyrimui ] kultiirg buvo jvedamas
24-t3, o SCM tyrimui — 48-tg Igsteliy kultivavimo valanda, galutiné konc. 0,1
ug/ml.

2.4. MiRNR tyrimai

MikroRNR tirtos taikant kiekybinés polimerazés grandininés reakcijos
(kPGR) metoda. Atrinktos mikroRNR, kurios, literatiiros duomenimis,
susijusios su CD ir diabeto komplikacijy i§sivystymo rizika: miR-16-5p, miR-
17-5p, miR-106a-5p ir miR-223-3p. PGR tyrimo metu atlickamas RNR
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skyrimas, komplementarios DNR (kDNR) sintez¢ ir amplifikavimas ir realaus
laiko PGR.

RNR isskiriama i$ Saldyty leukocity méginiy naudojant TRIzol™ LS
reagentg, vadovaujantis gamintojo protokolu (Invitrogen™, Thermo Fisher
Scientific). ] 250 ul atitirpinto leukocity méginio jdedama 4,88 pmol/l
egzogeninés miRNR ath-miR159a (Metabion) ir Svelniai iSmaiSoma. Tuomet
jpilama 750 pl TRIzol™ LS reagento, méginys sumaiSomas Svelniai pavartant
ir inkubuojamas 6 min. kambario temperattroje. Po inkubacijos | méginj
ipilama 200 pl 96% chloroformo (Carl ROTH), méginys sumaiSomas Svelniai
pavartant ir inkubuojamas kambario temperatiroje 3 min. Po inkubacijos
meéginys 15 min. centrifuguojamas 12 000 x g, 4 °C temperatiiroje. VirSutinis
vandeninis sluoksnis su jame esan¢ia RNR frakcija perkeliamas j naujg 1,5
mL mikrocentrifuginj mégintuvélj. ]| RNR frakcijg jpilama 500 pl 100%
izopropanolio (Fisher Bioreagents), iSmaiSoma ir méginys inkubuojamas 10
min. kambario temperatiiroje ir centrifuguojamas 10 min. 12 000 x g, 4 °C
temperatliroje, supernatantas pasalinamas, palickant 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 temperatiiroje). ISgryninta
RNR istirpinama 40 pl benukleazio vandens (Thermo Scientific™, Thermo
Fisher Scientific), inkubuojant 10 min. 58 °C temperatiiroje. ISskirtos RNR
koncentracija ir kokybé jvertinta NanoDrop™ 2000 spektrofotometru
(Thermo Scientific™, Thermo Fisher Scientific). I$skirta RNR nedelsiant
naudojama komplementariai DNR (kDNR) sintezei arba trumpai saugoma —
20 °C temperaturoje.

Komplementarios DNR (kDNR) sintezé atliekama naudojant TagMan
Advanced miRNA Synthesis rinkinj (Applied BiosystemsTM, 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.

Paruosti preamplifikuotos kDNR méginiai i§ karto naudojami miRNR
raiSkos tyrimams kiekybinés PGR (kPGR) metodu arba trumpai (iki tyrimo)
saugomi —20 °C temperatiiroje.

Naudojant kPGR metoda jvertinti 4-iy miRNR kiekiai: miR-16-5p, miR-
17-5p, miR-106a-5p ir miR-223-3p. KPGR atliekama MicroAmpTM Optical
8—Tube Strip mégintuvéliuose su MicroAmpTM Optical 8-Cap Strips
dangteliais arba mégintuvéliy plokstelése MicroAmpTM Fast Optical 96—
Well Reaction Plate, 0,1 ml (visi Applied Biosystems™, Thermo Fisher
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Scientific) su optinémis plévelémis Adhesive sealing film, for gPCR, 50 pm
(Nerbeplus). Reakcijos miSinio sudétis vienam méginiui yra autoklavuotas,
distiliuotas vanduo (galutiné koncentracija / turis iki 20 pl), TaqPath 1-Step
Multiplex Master Mix (1x), TagMan Advanced MicroRNA Assay pradmeny
ir hidrolizés zondy rinkinys (FAM) (0,4x), ROX (0,1 uM), kDNR (5 ul)
pateikta 2.6 lenteléje (galutinis tiiris 20 pl). Amplifikacijai naudojamalO karty
benukleaziu vandeniu praskiestas KkDNR méginys. Méginiai centrifuguojami
4000 aps./min greic¢iu 2 min. (centrifuga — Universal 320). Amplifikacijai
naudojama QuantStudioTM 7 Pro Real-Time PCR sistema (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific). Kiekvienam méginiui atlickama 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.

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 slenksti (angl. Threshold). Tirty miRNR raiska
normalizuota pagal egzogening kontrole ath-miR159a ir konvertuota j
santykinius dydzius tiesin¢je skal¢je naudojant GenEx v7.0 programa (MultiD
Analyses AB, Geterborgas, Svedija).

2.5. Statistiné analizé

Kategoriniai duomenys pateikti skaitine ir procentine dazniy iSraiska.
Skirtumas tarp nominaliy kintamyjy grupiy vertintas naudojant Chi kvadrato
(x2) testa. Aprasant tolydzius (kiekybinius) kintamuoius naudotas vidurkis su
standartiniu nuokrypiu. Dviejy nepriklausomy grupiy vidurkiy palyginimui
naudotas Manno ir Whitney U testas, trijy nepriklausomy grupiy vidurkius —
Kruskal ir Wallis testas.

Atliekant daugianare regresine analize chromosomy aberacijy kintamieji
buvo transformuoti pagal vidutinés kvadratinés Saknies formule: Y =
0,5[(X)** + (X + 1)*3], kur X yra chromosomy aberacijy skai¢ius 100-tui
lasteliy ir Y — transformuotas kintamasis. Si transformacija efektyviai
stabilizuoja dispersija [298]. SCM ir MB rodikliai analizuoti be
transformacijos. Visi nepriklausomi kintamieji, naudoti demografinei ir
klinikinei tiriamyjy charakteristikai, buvo jtraukti j pradinj daugianarés
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regresijos modelj. Tinkamiausi nepriklausomi kintamieji atrinkti naudojant
pazingsning daugianarg regresija, vertinant p reikSmg ir dispersijos infliacijos
koeficienta (angl. Variance inflation factor). Galutiniai modeliai atrinkti pagal
geriausias R kvadrato, dauginés koreliacijos koeficiento ir suderinamumo
mato reik§mes ir validuoti vertinant lieckany normalumo Kkriterijy,
ekskliuduojant daugiakolineariSkumg ir pasiekus aprioring galia >0,8.
Binariniy rodikliy priklausomybé nuo jvairiy kintamyjy buvo jvertinta
naudojant logisting regresija, nepriklausomus kintamuosius atrenkant
pazingsnings regresijos budu.

Statistiniai skai¢iavimai buvo atlikti naudojant IBM SPSS Statistics v.
26.0 ir internetines statistines skaiCiuokles Statistics Kingdom [299] ir
Stats.Blue [300].
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3. REZULTATAI

3.1. Tiriamyjy charakteristika ir klinikinio i$tyrimo rezultatai

I tyrima jtraukti 176 tiriamieji: 66 CD1, 80 CD2 pacientai ir 30 kontroliniy
asmeny. Demografiniai ir klinikiniai CD serganciyjy ir kontrolinés grupés
duomenys pateikti 3.1 lenteléje. Kontrolinéje ir CD2 grupéje jtraukta daugiau
motery (60,0 %), CD1 — vyry (51,5 %), taCiau reikSmingo skirtumo tarp
tiriamyjy grupiy nenustatyta (p > 0,05, tikslios p reikSmés yra pateiktos 3.1
lenteléje). Daugiausiai riikanéiyjy buvo CD1 grupéje (31,8 %), maziausiai —
kontrolingje grupéje (13,3 %). Rikanciyjy skirtumas tarp CDI ir CD2
pacienty reikSmingai skyrési (p = 0,044). CD2 pacientai buvo reik§Smingai
vyresni ir didesnio svorio (59,8 metai, 35,1 kg/m?), palyginus su CDI
pacientais (40,8 metai, 23,7 kg/m?) ir kontroline grupe (35,9 metai, 25,8
kg/m?), p < 0,05. CDI1 pacientai buvo reik§mingai mazesnio svorio nei
kontroliné grupé (KMI atitinkamai 23,7 kg/m2 vs 25,8 kg/m2, p = 0,025) ir
CD2 pacientai (KMI 23,7 kg/m2 vs 35,1 kg/m2, p = 0,001). Seimin¢ CD
anamnez¢é daznesné CD1 ir CD2 pacientams, palyginus su kontroline grupe,
taciau reikSmingas skirtumas nustatytas tik tarp CD2 ir kontrolinés grupés (60
% vs 26,7 %, p = 0,002). Diabeto stazas ir mikrovaskuliniy komplikacijy,
tokiy kaip diabetiné retinopatija, nefropatija, polineuropatija, daznis CD1 ir
CD2 grupése nesiskyré. KAN — vienintelé mikrovaskuliné komplikacija
dazniau nustatyta CD2 nei CD1 pacientams (55,0 % vs 30,3 %, p = 0,001).
CD2 pacientams, palyginus su CDI1 pacientais ir kontroline grupe,
reikSmingai dazniau nustatytos lydincios ligos, tokios kaip dislipidemija
(atitinkamai 81,3 % vs 43,9 % ir 6,7 %), PAH (92,5 % vs 36,4 % ir 6,7 %),
ISL (23,8 % vs 6,1 % ir 0 %), visy palyginimy p < 0,05. CD1 pacientams $ios
ligos, palyginus su kontroline grupe, taip pat buvo daznesnés, ta¢iau statistinis
reik§mingumas pasiektas, palyginus PAH ir dislipidemijg (p < 0,05), bet ne
ISL (p = 0,168). Skydliaukeés ligy daznis tarp grupiy nesiskyré. Daugiau nei
2/3 CD2 pacienty (62,5 %) vartojo insuling, panasi proporcija CD2 pacienty
vartojo ir metforming (72,5 %). Nedidelé dalis CD1 pacienty jtraukimo
tyrimg metu vartojo geriamuosius antidiabetinius preparatus (7,6 %), dél
netikslios diagnozés iki hospitalizacijos. Statinais gydyti 24,2 % CDI1 ir 55,0
% CD2 pacienty, taciau pacienty su dislipidemija dalis buvo Zenkliai didesné
—43,9 % CDI pacienty ir 81,3 % CD2 pacienty.
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Table 3.1. Demographic and clinical data of diabetic patients and control group

Diabetas® Kontrolé® p reik§mé*
Ki . CDh1¢ CD2¢ CD1¢vs CD1¢vs CD2¢%vs
ntamasis CD2*  Kontrole®  Kontrole®
N % N % N %
Demografiniai duomenys’
Lytis? Moterys? 32 48,5 48 60,0 18 60,0
Vyrait 34 515 32 400 12 400 0164 0,295 1,000
Riikymas® Ne?® 45 68,2 66 82,5 26 86,7
Rako/raké’ 21 318 14 175 4 133 044 0,056 0,599
Amzius®, metais®, 40,8 59,8 35,9
Vidurkislo (SD) (1 5’2) (1 1 ’5) (12’2) 09000 0,204 0,000
KMI'!, kg/m?, 23,7 35,1 25,8
vidurkis! (SD) (3.,5) (6,2) (4,3) 0,000 0,025 0,000
Diabetas ir komplikacijos®
Diabeto stazas!?, 13,7 11,9 0.956
vidurkis' (SD) (13,3) (8,0) ;
Seiminé diabeto Ne 35 53,0 32 40,0 22 73,3
anamnezé'? Taip'* 31 47,0 48 60,0 8 26,7 0,116 0,060 0,002
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3.1 lentelé. Tesinys
Table 3.1. Continued

Diabetas® Kontrolé® p reik§mé*
. - CD1¢ CD2¢ CD1%vs CD1%vs CD2%vs
Kintamasis CD2¢  Kontrole®  Kontrolé"
N % N % N %

Retinopatija'’ Neb 40 60,6 53 66,3 0.480

Taip'* 26 394 27 33,8 ’
Nefropatija'® Neb 51 773 70 87,5 0.103

Taip'* 15 22,7 10 12,5 ’
Polineuropatija'” Neb 49 742 54 67,5 0.374

Taip'* 17 25,8 26 32,5 ’
Kardiovaskuliné Ne 45 68,2 31 38,8
autonominé Tikétina'® 13 19,7 38 475 0.001
neuropatija'® Taip'* 7 10,6 6 7,5 ’

ND 1 1,5 5 6,3

Lydincios ligos"

ISeminé Sirdies Ne® 62 93,9 61 76,3 30 100,0
liga® Taip"* 4 6l 19 238 0 0,003 0,168 0,003
Pirminé arteriné Ne 42 63,6 6 7,5 28 93,3
hipertenzija?! Taip'* 24 364 74 925 2 6,7 0,000 0,002 0,000
Dislipidemija? Ne® 37 56,1 15 18,8 28 93,3

Taip'* 29 439 65 813 ) 6q 0000 0,000 0,000
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3.1 lentelé. Tesinys
Table 3.1. Continued

Diabetas® Kontrolé® p reik§mé*
Kintamasis! CD1¢ CD2¢ CD1%vs CD1%vs CD2%vs
CD2¢ Kontrolé® Kontrolé®
N % N % N %
Skydliaukés ligos Neb 50 75,8 51 63,7 25 83,3
(isskyrus vé#)®  Taip'* 16 242 29 363 5 167 0118 0,405 0,048
Vartojami medikamentail

Insulinas®* Ne?® 11 16,7 30 37,5 0.005

Taip'* 55 83,3 50 62,5 ’
Metforminas? Ne?® 61 924 22 275 0.000

Taip'* 5 76 58 72,5 ’
Kiti antidiabetiniai  Ne® 61 92,4 34 425 0.000
Preparatai®® Taip'* 5 7,6 46 575 ’
Statinai?’ Ne® 50 75,8 36 45,0 28 93,3

Taip' 16 242 44 55,0 2 6] 0,000 0,041 0,000

CD1 — pirmojo tipo cukrinis diabetas; CD2 — antrojo tipo cukrinis diabetas; KMI — kiino masés indeksas; SD — standartinis nuokrypis.

Variable; 2Gender; *Female; *Male; *Smoking; °No; "Current smoker/was smoking; 8Age; °Years; ! "Mean; ''"BMI — body mass index; ?Diabetes duration;
BFamily history of diabetes; “Yes; '"Retinopathy; 'Nephropathy; '"Polyneuropathy; '®Cardiac autonomic neuropathy; '°Probable; °Ischemic heart disease;
2IPrimary arterial hypertension; >?Dyslipidemia; 2Thyroid diseases (exept cancers); 2*Insulin; 2Metformin; 2°Other antidiabetic drugs; >’Statins;

aDiabetes; PControl; °p value; TIDM — type 1 diabetes mellitus; “T2DM — type 2 diabetes mellitus; Demographic data; #Diabetes and complications;
hComorbidities; I Treatment.
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Instrumentiniai neuropatijos, citogenetiniai ir epigenetiniai tyrimai buvo
atlikti ne visiems pacientams dél riboty personalo iStekliy (ENG atliko vienas
neurologas), pacienty lydinciy ligy (pvz., AKRT neatlickamas pacientams su
Sirdies stimuliatoriumi, zenklia kriitinés lastos deformacija), atsitiktiniy kraujo
méginiy praradimo, nesant galimybés suderinti méginiy paémimo ir tyrimy
atlikimo laiko, neaugant Igsteléms ar nepavykus atlikti tyrima.

Dél DN istirti visi sergantieji CD — 66 CD1 ir 80 CD2 pacientai.

DSPN daznis tarp CD1 ir CD2 pacienty nesiskyre, taciau DSPN daznis
skyrési priklausomai nuo naudoto diagnostikos metodo ir buvo didziausias
tiriant NM (CD1 — 53,0 %, CD2 — 46,8 %) ir maZiausias atliekant klinikinj
neuropatijos iStyrimg (CD1 — 25,8, CD2 —32,5) (3.1 pav.).

Klinikinio i$tyrimo metu, tiriant pacientus kamertonu, tip-term lazdele,
hipodermine adata ir iSgaunant Achilo sausgyslés refleksus, vibracijos jutimas
tiriant kamertonu buvo vienintelis tyrimas, kuris tarp CD1 ir CD2 pacienty
skyrési — CD2 pacientams vibracijos jutimo sutrikimas buvo nustatytas
reikSmingai dazniau (71,3 % vs 48,5 %, p = 0,05). Atlieckant ENG CDI1
pacientams dazniau nei CD2 pacientams stebétas n. peroneus amplitudés
sumazéjimas (41,2 % vs 19,2 %, p = 0,027), latencijos prailgejimas (23,5 %
vs 5,8 %, p =0,016) ir laidumo greic¢io sumazéjimas (32,4 % vs 11,5 %, p =
0,018). NM parametrai tarp CD1 su CD2 pacienty nesiskyré (p > 0,05) (3.2
lentelé).
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3.1 pav. Diabetinés neuropatijos daznio skirtumai tarp pacienty, serganciy pirmojo (CD1) ir antrojo tipo (CD2) cukriniu diabetu,
palyginus skirtingas iStyrimo metodikas.
Figure 3.1. Differences in the frequency of diabetic neuropathy between patients with type 1 (T1DM) and type 2 (T2DM) diabetes,
comparing different diagnostic methods.

AKRT - autonominiy kardiovaskuliniy refleksy tyrimas; CD1 — pirmojo tipo cukrinis diabetas; CD2 — antrojo tipo cukrinis diabetas; DN — diabetiné neuropatija;
ENG - elektroneurografija; NM — neurometrija.

Patients with diabetic neuropathy; *T1IDM — type 1 diabetes mellitus; *T2DM — type 2 diabetes mellitus; “Diabetic foot examination; ENG —
electroneurography; “NM — neurometry; "CARTs —cardiovascular autonomic reflex tests.
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3.2 lentelé. Pirmojo tipo (CD1) ir antrojo tipo (CD2) cukriniu diabetu sergantys pacientai, kuriems nustatyti patologiniai tyrimy
rezultatai

Table 3.2. Proportion of patients with type 1 (T1DM) and type 2 (T2DM) diabetes who have been found to have pathological test
results

CD1* (N =66) CD2° (N = 80) p reikSmé°

NNS!, N =146 (%) * 66 (100) 80 (100)

Vibracijos jutimas?, n (%) 32 (48,5) 57 (71,3) 0,005
Temperatiiros jutimas’, n (%) 18 (27,3) 25(3L3) 0,600
Skausmo jutimas*, n (%) 12 (18,2) 13 (16,3) 0,758
Achilo refleksas®, n (%) 11 (16,7) 13 (17,1) 0,945
NMS, N =145 (%) * 66 (100) 79 (98,8)

Stambios mielinizuotos skaidulos’, n (%) 23 (34,8) 21 (26,6) 0,365
Smulkios mielinizuotos skaidulos?, n (%) 29 (43.,9) 28 (35,4) 0,311
Smulkios nemielinizuotos skaidulos®, n (%) 24 (36,4 20 (25,3) 0,202
ENG!", N =86 (%) * 34 (51,5) 52 (65,0)

N. peroneus amplitudé!'! 14 (41,2) 10 (19,2) 0,027
N. peroneus distaliné latencija'? 8(23,5) 3 (5,8 0,016
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3.2 lentelé. Tesinys
Table 3.2. Continued

CDI1* (N = 66) CD2b (N = 80) p reiksme

N. peroneus laidumo greitis'? 11(32,4) 6(11,5) 0,018
N. tibialis amplitudé' 5 (14,7) 9(17.3) 0,749
N. tibialis latencija's 3 (8,8) 4(17) 0,851
N. tibialis laidumo greitis'6 6 (17.,6) 7(13,5) 0,596
N. suralis amplitudé!? 15 (44,1 20 (38,5) 0,602
N. suralis laidumo greitis'® 13 (38,2) 18 (34,6) 0,732
AKRTS", N = 137 (%) * N =63 (95,5) N =74 (92,5)

SSD atsakas j gily kvépavima® 12 (19,4) 35 (46,7) 0,001
SSD atsakas j Valsavos méginj?! 5(8,1) 10 (13,3) 0,326
SSD atsakas j stovéjima?? 20 (32,3) 32 (42,7) 0,211
AKS atsakas j stovéjimag?? 13 (21,0) 15 (20,0) 0,889

* stirty pacienty dalis

AKRT - autonominiy kardiovaskuliniy refleksy tyrimas; AKS — arterinis kraujo spaudimas; N — nervus; ENG — elektroneurografija; NM — neurometrija; NNS —
neuropatijos negalios skalé; SSD — $irdies susitraukimy daZnis.

INDS — neuropathy disability score; >Vibration perception; 3Temperature perception; “Pain perception; SAnkle reflex; “Neurometry; 7 Large myelinated fibers;
8Small myelinated fibers; *Small unmyelinated fibers; '"ENG — electroneurography; !''Amplitude of peroneal nerve; '“Distal latency of peroneal nerve;
13Conduction velocity of peroneal nerve; '“Amplitude of tibial nerve; SLatency of tibial nerve; '®Conduction velocity of tibial nerve; '’Amplitude of sural nerve;
8Conduction velocity of sural nerve; ?CARTSs — cardiovascular autonomic reflex tests; 2’Deep breathing test; 2'Valsalva manoeuvre; ?’Lying to standing test;
2Orthostatic hypotension test; *T1DM — type 1 diabetes mellitus; "T2DM — type 2 diabetes mellitus; °p value.
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Skausminé DSPN (SAS 1-10) dazniau buvo nustatyta CD2 pacientams,
palyginus su CD1 pacientais, atitinkamai 42 (52,5 %) vs 18 (27,3 %), p =
0,002, taciau skausmo stiprumas pacientams su skausmine DSPN tarp CD tipy
nesiskyré ir sieké apie 4,5 balo abiejose grupés (p = 0,852).

Siekiant pasirinkti DSPN iStyrimo metoda tolesnei analizei,
paskaiciuotas metody teigiamy rezultaty persidengimas. Palyginus su kitais
dviem metodais, dazniausiai teigiami rezultatai atsikartojo alickant ENG,
reciau —klinikinio iStyrimo metu ir NM. Ta pati tendencija stebéta ir palyginus
metodus CD1 ir CD2 imtyse atskirai (3.3 lentel¢). TaCiau ENG atlikta
maziausiai daliai pacienty — 86 (58,9 %), todél tolesnei statistinei analizei
pasirinktas klinikinio i§tyrimo metodas, kuris atliktas visiems 146 pacientams
(100 %).

3.3 lentele. Skirtingy distalinés simetrinés polineuropatijos tyrimy teigiamy
rezultaty persidengimas bendroje CD grupéje, CD1 ir CD2 grupése

Table 3.3. Overlap of positive results of different diabetic polyneuropathy
testing methods in the overall diabetes group, as well as in the TIDM and

T2DM groups
Atliktas tyrimas' Visi CD pacientai® CD1® CD2¢
(N = 140) (N =66) (N =80)
Diabetinés pédos tyrimas 68 (46,6) 27 (40,9) 41 (51,3)
(N =146)?
ENG (N = 86)° 77 (89,5) 33 (50,0) 44 (55,0)
NM (N = 145)* 62 (42,8) 23 (34,8) 39 (48,8)

ITest; 2Diabetic foot examination; ENG — electroneurography; “NM — neurometry; *Whole
sample; "T1DM — type 1 diabetes mellitus; “T2DM — type 2 diabetes mellitus.

KAN dazniau nustatyta CD2 pacientams, palyginus su CD1, atitinkamai
—45 (60,0 %) vs 20 (32,3 %) (3.1 pav.). Visy AKRT méginiy atsakas dazniau
buvo sutrikes CD2 pacientams, o SSD atsako j gily kvépima patologiniy
rezultaty skirtumas tarp CD1 ir CD2 pasieke statistinj reikSminguma (19,4 %
vs 46,7 %, p = 0,001) (3.2 lentelé).

CD1 pacientai su DSPN palyginus su CD1 pacientais, kuriems DSPN
nenustatyta buvo vyresni (53,9 m. vs 36,2 m., p=0,000), CD sirgo ilgiau (25,4
m. vs 9,7 m., p = 0,000), dazniau turéjo blogg ilgalaike glikemijos kontrole
(82,4 % vs 51,0 %, p = 0,024), zemesnj GFG (82,6 vs 112,2 mL/min/1,73 m?,
p = 0,000), dazniau diagnozuotos lydincios ligos ir kitos mikrovaskulinés
komplikacijos (p < 0,05). CD2 pacientai su DSPN, palyginus su CD2
pacientais, kuriems DSPN nenustatyta, ilgiau sirgo CD (14,4 m. vs 10,7 m., p
=0,016) (3.4 lentele).
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CDI1 pacientai su KAN palyginus su CD1 pacientais, kuriems KAN
nenustatyta diabetu sirgo ilgiau (22,0 m. vs 9,0 m., 0,001), dazniau turéjo
blogg ilgalaike glikemijos kontrole (90% vs 45,2 %, p =0,001), Zemesnj GFG
(90,0 vs 111,6 mL/min/1,73 m2, p = 0,022), dazniau sirgo PAH (60 % vs 16,7
%, p=0,001), diabetine retinopatija (65,0 % vs 21,4%, p = 0,001) ir diabetine
nefropatija (55,0 % vs 9,5 %, p = 0,000). CD2 pacientai su KAN, palyginus
su CD2 pacientais, kuriems KAN nenustatyta, buvo vyresni (62,0 m vs 56,1
m., p = 0,041), reciau ruké (11% vs 30,0%, p = 0,040) ir dazniau turéjo
diabeting retinopatijg (44,4 % vs 13,3%, p = 0,05) (3.5 lentel¢).
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simetrinei polineuropatijai (DSPN —/+)

CDI1 (N=66) CD2 (N=80)

DSPN (-) DSPN (+) p-reikimé DSPN (-) DSPN (+) p-reikimé

DSPN, n (%) 49 (74,2) 17 (25.8) 54 (67,5) 26 (32,5) 0,374%
27/22 7/10 22/32 10/16

Lytis, vyras/moteris, n (%)

(79,4/68,8) (20,6/31,3) 0,322% (68,8/66,7) (31,3/33,3) 0,845%
AmzZius metais, vidurkis + SD 36,2+12,9 53,9+14,0 0,000* 58,1+11,9 63,3+9,9 0,065*
iDig‘Beto stazas, metais, vidurkis g 5, | 25.4+12.9 0,000% 10,748.6 14.446.0 0,016°
Bloga ilgalaiké kontrolé, n (%) 25 (51,0) 14 (82,4) 0,024% 37 (68,5) 20 (76,9) 0,437%
Riiko, n (%) 18 (36,7) 3(17,6) 0,145% 12 (22,2) 2(7,7) 0,109%
KMI kg/m2, vidurkis + SD 23,5+3,7 24,0433 0,644 35,246,1 34,9+6,5 0,857%
HbAlc, %, vidurkis + SD 9,0+2,3 10,0+2,4 0,249* 10,1+1,7 10,8+2,9 0,494
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3.4 lentelé. Tesinys

CD1 (N=66) CD2 (N=80)
DSPN () DSPN (+) p-reiksme DSPN (-) DSPN (+) p-reiksme

Sififr’kﬁli m;gl’n e, 112,2421.6 82,6+26.2 0,000 96,9+16.4 88,9+23.77 0,134%
Dislipidemija, n (%) 13 (26,5) 14 (82,4) 0,000 42 (77.8) 22 (84,6) 0,474%
PAH, n (%) 9 (18,4) 14 (82,4) 0,000 45 (83,3) 25 (96,2) 0,104%
Retinopatija, n (%) 11 (22.,4) 14 (82,4) 0,000 16 (29,6) 11 (42,3) 0,261%
Nefropatija, n (%) 6(12,2) 9.(52,9) 0,001 6(11,1) 4(15,4) 0,588%
KAN, n (%) 11 (22,9) 9 (64,3) 0,004 27 (54,0) 18 (72,0) 0,134%

Tolydiesiems kintamiesiem nurodomas vidurkis + standartinis nuokrypis; kategoriniams — pacienty su pozymiu skaiéius ir procentiné dalis — n, (%).

¥Mann Whitney testas; % Pearson testas.

CD1 — pirmojo tipo cukrinis diabetas; CD2 — antrojo tipo cukrinis diabetas; DSPN (—) — pacientai be distalinés simetrinés polineuropatijos; DSPN (+) — pacientai
su distaline simetrine polineuropatija; GFG — glomeruly filtracijos greitis; HbA1c — glikozilintas hemoglobinas; KAN — kardiovaskuliné autonominé neuropatija,
KMI - kiino masés indeksas; PAH — pirminé arteriné hipertenzija; SD — standartiné deviacija.
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kardiovaskulinei autonominei neuropatijai (KAN —/+).

CDI1 (N=62) CD2 (N=75)
KAN (-) KAN (+) p-reikSmé KAN (-) KAN (+) p-reikSmé

KAN, n (%) 42 (67,7) 20 (32,3) 30 (40,0) 45 (60,0) 0,001
E;rtailss’/moteris n (%) (782,?%;7) (21,79//1433,3) 0,071 (341,(5)221(3),5) (65{2%2,5) 0.439:5
Amzius, metais, vidurkis + SD 37,7133 43,8154 0,104% 56,1+12.,9 62,0£10,1 0,041%
Diabeto stazas, metais, vidurkis + SD 9,0+£10,6 22,0+14,5 0,001% 10,3+9.4 12,6+6,7 0,114%
Bloga ilgalaiké kontrolé, n (%) 19 (45,2) 18 (90) 0,001 18 (60,0) 34 (75,6) 0,152
Riiko (%) 15 (35,7) 5(25,0) 0,399 9 (30,0) 5(11,1) 0,040
KMI, kg/m2, vidurkis + SD 23,443 .4 23,843,9 0,479% 36,2+6,6 34,4+6,0 0,309%
HbAlc, %, vidurkis = SD 8,0+1,9 11,3£1,3 0,297%. 9,542,1 9,9+1,9 0,168%
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3.5 lentelé. Tesinys

CDI1 (N=62) CD2 (N=75)
KAN (-) KAN (+) p-reikSmé KAN (-) KAN (+) p-reikSmé

GFG

ml/min/1,73 m2, vidurkis + 111,6+£17,0 90,0+36,1 0,022% 94,0+22,3 94,0+18,1 0,764%
SD

Dislipidemija, n (%) 13 (31,0) 11 (55,0) 0,069 & 24 (80) 35(77,8) 0,818
PAH, n (%) 7 (16,7) 12 (60) 0,001 & 25(83,3) 40 (88,9) 0,488
Retinopatija, n (%) 9(21,4) 13 (65,0) 0,001 & 4(13,3) 20 (44,4) 0,005.%
Nefropatija, n (%) 4(9,5) 11 (55,0) 0,000 3 (10) 6 (13,3) 0,663 %

Tolydiesiems kintamiesiem nurodomas vidurkis + standartinis nuokrypis; kategoriniams — pacienty su pozymiu skaicius ir procentiné dalis — n, (%).

¥Mann Whitney testas; % Pearsono testas.

CD1 - pirmojo tipo cukrinis diabetas; CD2 — antrojo tipo cukrinis diabetas; GFG — glomeruly filtracijos greitis; HbAlc — glikozilintas hemoglobinas; KAN (-) —
pacientai be kardiovaskulinés autonominés neuropatijos; KAN (+) — pacientai su kardiovaskuline autonomine neuropatija; KMI — kiino masés indeksas; PAH —
pirminé arteriné hipertenzija; SD — standartiné deviacija.
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3.2. Genetiniy ir epigenetiniy Zymeny tyrimas

3.2.1. 8-hidroksi-2’-deoksiguanozino kiekio diabetu serganciy ir
kontroliniy asmeny DNR kraujo plazmoje tyrimy rezultatai

8-OHdG koncentracija tirta 97 tiriamiesiems: 58 CD1, 14 CD2 ir 25
pateikti 3.6 lenteléje. Lyciy pasiskirstymas tarp tiriamyjy grupiy reikSmingai
nesiskyré (p < 0,05). CD2 pacientai, palyginus su CDI ir kontroline grupe,
buvo reik§mingai vyresni (atitinkamai 59,4 m. vs 40,3 m. ir 35,9 m., abiejy
palyginimy p = 0,000) dazniau turéjo giminiy, serganciy CD (66,7 % vs 49,7
% ir 26,7 %, abiejy palyginimy p = 0,045), taip pat dazniau sirgo lydin¢iomis
ligomis, tokiomis kaip nutukimas (KMI 34,6 kg/m2 vs 23,7 ir 25,8 kg/m2, p
=0,000), PAH (91,7 % vs 35,4 % ir 6,7%, p = 0,000), ISL (27,1 % vs 4,6 %
ir 0,0 %, p = 0,001) ir dislipidemija (77,1% vs 43,1 % ir 6,7%, p = 0,000),
dazniau vartojo statinus (54,2 % vs 23,1 % ir 6,7 %, p=0,001). CD1 pacientai,
palyginus su kontroline grupe, buvo mazesnio svorio (KMI 23,7 kg/m2 vs
25,8 kg/m2, p = 0,028), dazniau sirgo PAH (35,4 % vs 6,7 %, p = 0,003),
dislipidemija (43,1 % vs 6,7 %, p = 0,000) ir buvo gydomi statinais (23,1 %
vs 6,7 %, p paribinis = 0,052). CD1 ir CD2 pacientai nesiskyré CD trukme,
mikrovaskuliniy komplikacijy ir skydliaukés susirgimy dazniu (p > 0,05).
Didzioji dalis CD1 pacienty buvo gydomi insulinu (83,1 %), daugiau kaip 2/3
CD2 pacienty — insulinu (64,6 %) ir/arba metforminu (77,1 %). Riukymo
Iprociai tarp tiriamyjy grupiy nesiskyreé.

8-OHdG koncetracijos pasiskirstymas tiriamyjy grupése pagal
demografinius ir klinikinius rodiklius pavaizduotas 3.7 lentel¢je. Palyginus
CD1, CD2 pacientus ir kontroling grupe 8-OHdG koncentracija reikSmingai
nesiskyrée (p > 0,05). Kontrolinés grupés vyry kraujyje nustatyta auksStesné 8-
OHJG koncentracija, palyginus su moterimis (13,13 ng/ml vs 11,27 ng/ml, p
= 0,031), o CD grupése skirtumo tarp ly¢iy nenustatyta (p > 0,05).
ReikSmingai didesné 8-OHdG koncentracija nustatyta CD1 pacientams,
sergantiems létine inksty liga (16,35 ng/ml vs 11,14 ng/ml, p = 0,014) ir PAH
(14,17 ng/ml vs 10,78 ng/ml, p = 0,024) nei tiems pacientams, kuriems §ios
ligos nenustatytos. Poliligotiems CD1 ir CD2 pacientams, palygunus su
nepoliligotais pacientais, taip pat nustatyta didesné 8-OHdG koncentracija,
taciau tik CD1 pacientams skirtumas buvo statistiSkai reikSmingas (14,05
ng/ml vs 10,72 ng/ml, p = 0,028). SOHdG koncentracijos s3sajy su kitais
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3.6 lentelé. Cukriniu diabetu serganéiy pacienty ir kontrolinés grupés, kuriems istirta 8-OHdG koncentracija, demografiniai ir
klinikiniai rodikliai
Table 3.6. Demographic and clinical data of patients with diabetes and the control group, tested for 8-OHdG concentration

Diabetas® Kontroliné grupé® p reik§meé*
Kintamieji' CD1¢ CD2¢ CD1 vs .
N % N % N % CD1vs CD 2 Kontrolé CD2 vs Kontrolé
Demografiniai rodikliai’
.5 Moterys? 32 49,2 27 56,3 18 60,0
Lytis Vyrai® 33 50,8 21 43,8 12 40,0 0,460 0,328 0,460
_ 5 Neriiko® 44 67,7 38 79,2 26 86,7
Rukymas Riké/riko’ 21 323 10 208 4 133 0.177 0,051 0.177
PPN 9 S 10
Amzius®, “(‘gtS‘) vidurkis 40,3 (14,9) 59,4 (12,4) 35,9 (12,2) 0,000 0,244 0,000
KMI'", ke/m?, (SD) 23,7 (3.5) 34,6 (5,6) 25.8 (4.3) 0,000 0,028 0,000
Diabetas ir komplikacijos®
H Yaal2 9
Diabeto Stgg; > metai 13,5 (13,3) 12,0 (8,5) 0,818
T 13 Ne® 34 52,3 16 33,3 22 73,3
Seiminé diabeto anamnezé Taip'* 31 49.7 32 66.7 3 267 0,045 0,053 0,045
L Ne® 51 78,5 40 83,3
Nefropatija Taip'* 14 215 3 167 0,518
. Ne® 40 61,5 32 66,7
Retinopatija Taip' 95 38.5 16 333 0,575
. .. Ne® 49 75,4 34 70,8
17 s s
Polineuropatija Taip'"* 16 24.6 14 292 0,588
Diabetas ir komplikacijos®
Ne® 44 68,8 23 48,9
Kardiovaskuliné autonominé Tikétina/Taip 71 13 20,3 22 46,8 0.010
neuropatija'® ND 7 10,9 2 43 >
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3.6 lentelé. Tesinys
Table 3.6. Continued

Diabetas® Kontroliné grupé® p reik§mé®
Kintamieji' Ccp1¢ CD2¢ CD1 vs R
N % N % N % CD1vs CD 2 Kontrolé CD2 vs Kontrolé
Lydincios ligos"
P Ne 62 95,4 35 72,9 30 100,0
ISeminé Sirdies liga Taip 3 46 3 271 0 0.0 0,001 0,232 0,001
. o Ne 42 64,6 4 83 28 93,3
Arteriné hipertenzija Taip 23 354 44 917 5 6.7 0,000 0,003 0,000
. 3 Ne 37 56,9 11 22,9 28 93,3
Dislipidemija Taip o8 43.1 37 771 5 6.7 0,000 0,000 0,000
Skydliaukeés ligos (iSsk. Ne 49 75,4 32 66,7 25 83,3
Vézi)® Taip 16 24,6 16 333 5 16,7 0,309 0,385 0,309
Vartojami medikamentai’
. Ne 11 16,9 17 354
24 s »
Insulinas Taip 54 83.1 31 64.6 0,024
. s Ne 60 92,3 11 22,9
Metforminas Taip 5 77 37 771 0,000
Kiti antidiabetiniai Ne 60 92,3 27 56,3
$26 : 0,000
preparatai Taip 5 7,7 21 43.8
. Ne 50 76,9 22 45,8 28 93,3
Statinai Taip 15 231 26 542 5 6.7 0,001 0,052 0,001

CD1 - pirmojo tipo cukrinis diabetas; CD2 — antrojo tipo cukrinis diabetas; KMI — kiino masés indeksas, SD — standartiné deviacija.

Wariables; 2Gender; *Female; *Male; 3Smoking; SNo; "Current smoker/was smoking; 8Age; °Years; ! “Mean; 'BMI — body mass index; ?Diabetes duration;
BFamily history of diabetes; '“Yes; "Nephropathy; '°Retinopathy; '"Polyneuropathy; '®Cardiac autonomic neuropathy; '°Probable; 2’Ischemic heart disease;
21Primary arterial hypertension; >?Dyslipidemia; 2Thyroid diseases (exept cancers); 2*Insulin; 2Metformin; 2°Other antidiabetic drugs; >’Statins;

aDiabetes; *Control; p value; TIDM — type 1 diabetes mellitus; °T2DM — type 2 diabetes mellitus; ‘Demographic data; ¢Diabetes and complications;
hComorbidities; ' Treatment.
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3.7 lentelé. 8-OHAG koncentracija (ng/ml) tiriamosiose grupése pagal
demografinius ir klinikinius rodiklius

Table 3.7. 8-OHdG concentration (ng/ml) in the study groups based on
demographic and clinical indicators

Kintamasis! Diabetas? Kontroléd
CD1® CD2¢
Visi 11,94 (4,51) 12,28 (3,89) 11,86 (2,49)
tiriamieji’ 0,5504 0,503
0,740
Lytis? Moterys? 12,71 (4,98) 12,58 (4,90) 11,27 (2,28)
0,6354 0,452>
Vyrai® 11,12 (3,86) 11,89 (2,32) 0,1754
0,741 13,13 (2,58)
0,083>
0,180
p reik§me® Mot.* vs Vyr® 0,350* 0,491* 0,031*
Riikymas’ Net 12,63 (4,74) 11,64 (3,16) 11,61 (2,53)
0,8824 0,863"
0,775%
Taip® 10,53 (3,72) 20,73 13,73 (1,10)
0,1004 0,030
0,500
p reiksmé® Neriiko® vs 0,243* 0,143* 0,151*
Riko’®
Seimine CD  Ne® 11,27 (3,60) 12,24 (426) 11,94 (2,33)
anamnezé!? 0,4144 0,425
0,7244
Taip® 12,66 (5,28) 12,39 (3,30) 11,67 (3,04)
0,9344 0,984>
0,788
p reiksmé® Anamn. Taip® 0,484* 0,945* 0,883*
vs Ne®
Nefropatijal! ~ Ne® 11,26 (3,64) 12,35 (4,04) N.A.
0,2894
Taip® 14,56 (6,45) 11,3
0,7694
p reik¥me® Nefrop. Taip’ 0,155* 0,857*
vs Ne?
Létiné inksty ~ Ne® 11,14 (3,59) 12,35 (4,04) Sk
liga'? 0,236
16,35 (6,43) 11,40
Taip’ 0,600
p reik§mé® 0,014* 0,857*
DSPN!3 Ne8 11,47 (3,50) 12,21 (4,04) N.A.
0,594
Taip® 13,45 (6,73) 13,2
0,9334
p reik§mes DSPN Taip® vs 0,785* 0,857*

Ne
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3.7 lentelé. Tesinys
Table 3.7. Continued

Kintamasis' Diabetas? Kontroléd
Ccpn1b CD2¢
KAN™ Ne® 11,12 (2,92) 13,18 (1,40) N.A.
0,0654
Galimai's/Taip 13,81 (6,38) 11,21 (4,76)
/ 0,4814
7,73 16,39
ND (2)
p reik§mes CAN Taip® vs 0,379* 0,065*
Ne?
Retinopatija'®  Ne? 11,36 (3,47) 11,79 (3,97) N.A.
0,8774
Taip® 12,90 (5,80) 15,24 (1,63)
0,4064
p reik§mé® Retin. Taip® vs 0,522* 0,132*
Ne?
Skydliaukés Ne? 12,09 (4,00) 13,39 (3,47) 11,75 (2,37)
ligos (issk. 0,4204 0,948>
Vezj) 0,390
Taip® 11,49 (6,06) 10,30 (4,17) 12,32 (3,19)
0,8934 0,219>
0,8414
p reik§mes Skydl. Taip? 0,223* 0,364* 1,000
vs Neb
ISL'® Ne? 11,88 (4,29) 10,98 (3,27) ek
0,7574
Taip® 13,04 (8,92) 14,63 (4,11)
05714
p reiksmé® ISL Taip® vs 0,666* 0,147*
Ne?
PAH" Ne? 10,78 (3,10) 13,68 11,67 (2,33)
0,1034 0,155
0,083
Taip® 14,17 (5,86) 12,95 (3,12) 14,07 (4,33)
0,6764 0,952>
0,800
p reiksmé® PAH Taip® vs 0,024* 0,143* 0,480
Ne?
Dislipidemija?®  Ne® 11,34 (3,10) 12,63 (7,11) 11,67 (2,33)
0,5244 0,560
0,669
Taip® 12,74 (5,86) 12,15(2,21) 14,07 (4,33)
0,8154 0,689
0,606
p reik§mes Disl. Taip® vs 0,643* 0,733* 0,480

Ne?
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3.7 lentelé. Tesinys
Table 3.7. Continued

Kintamasis! Diabetas® Kontrolé?
CD1b CD2¢
Poliligotumo 3 10,72 (3,13) 7,54 (5,46) 11,86 (2,50)
indeksas?! 0,3444 0,118"
>3 14,05 (5,78) 13,08 (3,22) ok
08114
p reik§mé® 0,028 0,198*
Insulinoterapija?>  Neb 10,50 (2,93) 13,23 (4,39) N.A.
0,3204
Taip? 12,28 (4,76) 11,76 (3,75)
0,8584
p reiksmé® Ins. Taip® vs 0,433* 1,000*
Neb
Metforminas®  Ne® 11,90 (4,61) 13,12 (2.27) NA.
0,4614
Taip? 12,41 (3,67) 12,15 (4,15)
1,0004
p reiksmé® Metf. Taip® 0,687* 0,549*
vs Neb
Kiti Ne® 11,83 (4,63) 12,3 (4,59) NA.
antidiabetiniai 0,5794
preparatai®* Taip® 13,18 (3,00) 12,2 (1,49)
1,0004
p reik§mes Kt. antidiab. 0,290* 1,000*
Taip® vs Ne®
Statinai® Ne? 11,54 (3,38) 12,40 (5,33) 11,67 (2,33)
0,6584 0,575>
0,7744
Taip’ 13,21 (7,00) 12,17 (2,08) 14,07 (4,33)
0,8564 0,700”
0,667
p reik§mes Statinai 0,827* 1,000* 0,480
Taip® vs Ne®

A _p verté, palyginus CDI1 su CD2 pacientais; » — p verté, palyginus CD1 su kontroline
grupe; *—p verté, palyginus CD2 su kontroline grupe;*— p verté, palyginus demografinius ir
klinikinius rodiklius (yra / néra) atskirai CD1, CD2 ir kontrolinéje grupése

*** _ kontroliniams asmenims nebuvo diagnozuota.

CD1 - pirmojo tipo cukrinis diabetas; CD2 — antrojo tipo cukrinis diabetas; DSPN — distaliné
simetriné polineuropatija; ISL — iSemin¢ Sirdies liga; KAN — kardiovaskuliné¢ autonominé
neuropatija; PAH — pirminé arteriné hipertenzija; N.A. — netaikoma.

Wariables; 2Whole group; 3Gender; “Female; Male; ®p value; Smoking; ®No; °Yes; °Family
history of diabetes; !'"Nephropathy; '?Chronic kidney disease; '*Distal symetric
polyneuropathy; '#Cardiac autonomic neuropathy; 'SProbable; !®Retinopathy; !'"Thyroid
diseases (exept cancers); '®Ischemic heart disease; !’Primary arterial hypertension;
20Dyslipidemia; 2'Multimorbidity index; *’Insulin; **Metformin; *Other antidiabetic drugs;
23Statins;

aDiabetes; "T1DM — type 1 diabetes mellitus; “T2DM — type 2 diabetes mellitus; ‘Control.
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3.8 lentelé. Seseriniy chromatidziy mainy (SCM) testu tirty cukriniu diabetu serganciy pacienty ir kontrolinés grupés demografiniai
ir klinikiniai rodikliai

Table 3.8. Demographic and clinical data of patients with diabetes and the control group examined with the sister chromatid exchange
(SCE) test.

Diabetas® Kontroliné grupé® p reik§mé*
Kintamieji' CD1¢ CD2¢ a . CD1%vs CD2° vs
N % N % N e Kontrolé®
Demografiniai rodikliai
. Moterys® 20 41,7 25 55,6 18 60,0
2 s El >
Lytis Vyrai' 28 583 20 444 12 40.0 0,180 0,115 0,703
_ s Neriiko® 31 64,6 35 77,8 26 86,7
Ritkymas Riké/riko’ 17 354 10 222 4 13,3 0,161 0,032 0,333
S8 9 )
Amzius nzgt[e;l) vidurkis 39,0 (14,5) 59,4 (12,8) 35,9 (12,2) 0,000 0,527 0,000
KMI'", ke/n, (SD) 23,5 (3.8) 344 (5.6) 25.8 (4.3) 0,000 0,029 0,000
Diabetas ir komplikacijos®
: >acl2 9
Diabeto SEZZ[‘;‘)S > metat 14,1 (13.3) 11,8 (8.6) 0.811
& i RE Ne® 26 54,2 14 31,1 22 73,3
Seiminé diabeto anamnezé Taip" 2 45.8 31 68.9 3 26.7 0,025 0,091 0,000
.. Ne® 38 79,2 37 82,2
15 s >
Nefropatija Taip" 10 208 8 17.8 0,796
. Ne® 27 56,3 29 64,4
Retinopatija Taip'* 1 43.8 16 35.6 0,420
. o Ne® 34 70,8 31 68,9
Polineuropatija Taip'* 14 202 14 311 0,838
Ne® 34 70,8 22 48,9
Kardiovaskuliné Tikétina'"’ 9 18,8 20 44,4 0.062
autonominé neuropatija'® Taip™ 4 8,3 2 44 ’
ND 1 2,1 1 22
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3.8 lentelé. Tesinys
Table 3.8. Continued

Diabetas® Kontroliné grupé® p reik§mé*
Kintamieji' Ccp1¢ CD2¢ a . CD1%vs CD2¢vs
N %% N %% N o,  CPIVSCEDZ ol Kontrolé®
Lydincios ligos"
e i a1 g Ne 45 93,8 32 71,1 30 100,0
ISemin¢ Sirdies liga Taip 3 63 3 28.9 0 0.0 0,004 0,163 0,001
. . 1 Ne 31 64,6 4 8,9 28 93,3
Arteriné hipertenzija Taip 17 354 41 91.1 5 6.7 0,000 0,004 0,000
. . Ne 25 52,1 10 22,2 28 93,3
Dislipidemija Taip 23 47,9 35 778 5 6.7 0,003 0,000 0,000
Skydliaukés ligos (i$sk. Ne 36 75,0 30 66,7 25 83,3
Vézj)? Taip 12 25,0 15 333 5 16,7 0,376 0,386 0,110
Vartojami medikamentai’
. Ne 10 20,8 17 37,8
24 B s
Insulinas Taip 38 79.2 8 622 0,072
. s Ne 45 93,8 10 22,2
Metforminas Taip 3 63 35 778 0,000
Kiti antidiabetiniai Ne 44 91,7 24 53,3 0.000
preparatai®® Taip 4 8,3 21 46,7 >
. Ne 35 72,9 22 48,9 28 93,3
Statinai Taip 13 271 23 511 5 6.7 0,017 0,026 0,000

CD1 - pirmojo tipo cukrinis diabetas; CD2 — antrojo tipo cukrinis diabetas; KMI — kiino masés indeksas, SD — standartiné deviacija.

Wariables; ?Gender; 3Female; “Male; *Smoking; ®No; ’Current smoker/was smoking; Age; °Years; ! Mean; ''BMI — body mass index; ?Diabetes duration;
BFamily history of diabetes; “Yes; "Nephropathy; ®Retinopathy; "Polyneuropathy; '®Cardiac autonomic neuropathy; '°Probable; °Ischemic heart disease;
21Primary arterial hypertension; >?Dyslipidemia; 2Thyroid diseases (exept cancers); >*Insulin; 2Metformin; 2°Other antidiabetic drugs; >’Statins;

aDiabetes; PControl; °p value; TIDM — type 1 diabetes mellitus; *T2DM — type 2 diabetes mellitus; Demographic data; 2Diabetes and complications;
hComorbidities; ' Treatment.
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3.2.2. Seseriniy chromatidziy mainy daznis diabetu serganciy ir kontroliniy
asmeny limfocituose

duomenys pateikti atskiroje lenteléje (3.8 lentelé). Nors SCM tyrimas atliktas
didesniam skaifiui tiriamyjy nei 8-OHdG, tiriamyjy charakteristika
reikSmingai nesiskyré, iSskyrus reikSmingai didesn¢ dalj riikanciyjy CD1
pacienty, palyginus su kontroline grupe (35,4 % vs 13,3 %, p = 0,032).
Lenteléje 3.9 pavaizduotas SCM daznis ir HFC, pasiskirstymas tiriamyjy
grupése pagal demografinius ir klinikinius rodiklius.

SCM/Igst. ir HFC tarp CD1 ir CD2 nesiskyré, tafiau palyginus su
kontrole CD1 ir CD2 nustatyti didesni SCM/last. (atitinkamai 7,66 vs 8,82 vs
8,64, p <0,05) ir HFC (atitinkamai 0,04 vs 0,08 vs 0,07, p < 0,05) daZniai.
Nenustatyta reik§mingo SCM ir HFC skirtumo tarp vyry ir motery CD1, CD2
ir kontrolingje grupése (p < 0,05). Palyginus CD su kontroline grupe, tiek
vyrams, tiek moterims nustatyti aukstesni SCM/last. ir HFC rodikliai, taciau
tik CD 1 moterims, palyginus su kontroline grupe, SCM/last. (9,07 vs 7,52, p
= 0,005) ir HFC (0,1 vs 0,04, p = 0,012) skirtumas pasieké statistinj
reikSminguma. Rikkymas, Seiminé CD anamnezé, lydincios ligos, tokios kaip
ISL, dislipidemija, skydliaukés ligos, reiksmingos jtakos SCM dazniui ir HFC
neturéjo (p > 0,05), taciau CD1 ir CD2 pacientams su PAH nustatytas
aukstesnis HFC daznis nei pacientams be PAH (CD1 0,11 vs 0,07, ribinis p =
0,053 ir CD2 0,08 vs 0,01, p = 0,008). CD1 pacientams su DSPN, palyginus
su pacientais be Sios komplikacijos, nustatytas reikSmingai aukstesnis
SCM/last. (9,68 vs 8,47, p = 0,010) ir HFC (0,13 vs 0,06, p = 0,002), o
palyginus pacientus su ir be nefropatijos, retinopatijos reik§mingo SCM/last.
skirtumo nenustatyta (p > 0,05). Palyginus su nevartojusiais vaisty pacientais,
reikSmingai mazesnis HFC daznis nustatytas pacientams, gydytiems
metforminu (0,09 vs 0,013, p = 0,024) ir kitais geriamaisiais antidiabetiniais
preparatais (0,07 vs 0,01, p = 0,009), ta¢iau SCM daznis tarp gydymo grupiy
reik§mingai nesiskyré (p > 0,05). SCM daznis ir HFC tarp gydyty ir negydyty
insulinu CD pacienty taip pat nesiskyreé.

CD pacienty, kontrolingje grupéje ir visoje tiriamyjy imtyje stebéta
teigiama SCM daznio, HFC ir amziaus koreliacija, o SCM daznis ir amziaus
koreliacija visoje tiriamyjy imtyje (rs = 0,27, p = 0,003), taip pat HFC ir
amziaus koreliacija kontrolingje grupéje (rs= 0,22, p = 0,035) pasieke statistinj
reik§minguma (3.2 pav.)
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3.9 lentelé. Seseriniy chromatidziy mainy (SCM) ir auksto seseriniy chromatidziy mainy (HFC) daznio Igsteliy pasiskirstymas pagal

demografinius ir klinikinius rodiklius
Table 3.9. Distribution of sister chromatid exchange (SCE) frequency and high-frequency sister chromatid exchange (HFC) cells

based on demographic and clinical indicators

Diabetas® X
Kontrolé?
Ki . 1 CcDn1b CD2¢
ntamasis
SCM/Iast.c (SD)  HFCf(SD)  SCM/last.c(SD) HFC'(SD)  SCM/last.c(SD)  HFC'(SD)
8,82 (1,39) 0,08 (0,07) 8,64 (1,53) 0,07 (0,07) 7,66 (1,36) 0,04 (0,05)
Visi tiriamieji2 0,5464 0,3924 0,001> 0,002>
0,012 0,045
Moterys* 9,07 (1,59) 0,10 (0,09) 8,55 (1,60) 0,06 (0,06) 7,52 (1,45) 0,04 (0,05)
0,2224 0,2324 0,005™ 0,012
Lvtis? 0,076 0,1014
Y Vyrai’ 8,65 (1,24) 0,07 (0,06) 8,76 (1,47) 0,08 (0,07) 7,86 (1,24) 0,04 (0,05)
0,6164 0,9494 0,102 0,108>
0,091 0,2724
p reik§mes Mot.* vs Vyr. 0,296* 0,394* 0,472* 0,653* 0,723* 0,632*
Ne? 8,90 (1,47) 0,09 (0,08) 8,59 (1,45) 0,07 (0,59) 7,61 (1,39) 0,03 (0,05)
0,4604 0,2744 0,001> 0,001>
_ 0,017 0,011
Riikymas’ .
Taip 8,69 (1,26) 0,07 (0,07) 8,82 (1,85) 0,08 (0,09) 7,97 (1,25) 0,08 (0,09)
0,8244 0,9024 0,462% 0,635%
0,539 1,000
p reik§mes Neriiko® vs Riiko® 0,682* 0,494* 0,638* 0,946* 0,536™ 0,038*
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3.9 lentelé. Tesinys
Table 3.9. Continued

Diabetas®
Kontrolé?
Kintamasis! cp1® Cp2*
SCM/last.c (SD) HFC' (SD) SCM/last.t (SD) HFC!(SD)  SCM/last.c (SD) HFC' (SD)

Net 8,90 (1,23) 0,08 (0,06) 8,46 (1,18) 0,05 (0,04) 7,67 (1,54) 0,05 (0,05)
0,2664 0,2544 0,003" 0,058
Seiminé diabeto 0,141 0,6194
anamnezé!'” Taip® 8,73 (1,58) 0,09 (0,09) 8,73 (1,68) 0,08 (0,07) 7,64 (0,68) 0,02 (0,03)
0,9574 0,8064 0,063" 0,004
0,1524 0,0134
p reiksmé® Anamn. Taip® vs Ne® 0,438* 0,992* 0,650* 0,457* 1,000* 0,035*
Ne8 8,85 (1,44) 0,08 (0,08) 8,73 (1,59) 0,07 (0,06) N.A. N.A.

Nefropatija!! 0.755% 0.5724

Taip® 8,74 (1,26) 0,08 (0,06) 8,26 (1,21) 0,06 (0,08)

0,4084 0,4084

p reiksmé® Nefrop. Taip® vs Ne® 0,871% 0,950* 0,511* 0,610*
Ne8 8,47 (1,15) 0,06 (0,06) 8,64 (1,50) 0,07 (0,07) N.A. N.A.

DSPN®2 0,7684 0,8944

9,68 (1,59) 0,13 (0,08) 8,64 (1,65) 0,08 (0,06)

Taip® 0,1254 0,0694

p reik§mes DSPN Taip? vs Ne® 0,010* 0,002* 0,922* 0,359*
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3.9 lentelé. Tesinys
Table 3.9. Continued

Diabetas®

- - Kontrolé?
Kintamasis! Cb1 Cb2
SCM/last.c (SD) HFC! (SD) SCM/last.t (SD) HFC'(SD)  SCM/last.c(SD)  HFC'(SD)
Net 8,72 (1,22) 0,08 (0,06) 8,86 (1,72) 0,07 (0,07) N.A. N.A.
0,8674 0,8534
KAN'? Galimai'¥/Taip® 9,11 (1,84) 0,10 (0,10) 8,45 (1,36) 0,07 (0,07)
0,4684 0,3194
ND (1ir 1) 8,52 2,04 8,04
p reik§mes CAN Taip® vs Ne8 0,784* 0,566* 0,474* 0,896™
Ne? 8,83 (1,54) 0,09 (0,09) 8,85 (1,63) 0,08 (0,07) N.A. N.A.
Retinopatija'® 0,8894 0,7474
8,26 (1,29) 0,06 (0,06)
Taip® 8,81 (1,21) 0,08 (0,05) 0,1654 0,2944
p reik§mes Retin. Taip® vs Ne® 0,868* 0,754* 0,200* 0,801*
Ne? 8,75 (1,35) 0,08 (0,08) 8,62 (1,52) 0,07 (0,07) 7,51 (1,38) 0,03 (0,05)
— 0,5624 0,2554 0,001 0,001
e
Verp's Taip® 9,04 (1,56) 0,09 (0,07) 8,69 (1,60) 0,08 (0,06) 8,43 (1,03) 0,06 (0,04)
0,6834 0,7924 0,506 0,646”
0,672 0,6724
p reiksmé® Skydl. Taip? vs Ne® 0,634* 0,820* 0,866* 0,480* 0,108 0,136™
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3.9 lentelé. Tesinys
Table 3.9. Continued

Diabetas®

- - Kontroléd
Kintamasis! Cb1 Cb2
SCM/last.t (SD) HFCf(SD) SCM/last.c(SD)  HFC'(SD) SCM/last.c (SD) HFC' (SD)
Ne? 8,70 (1,24) 0,07 (0,06) 8,75 (1,64) 0,08 (0,07) Rk Sk
L7 0,9884 0,8684
Taip® 10,76(2,34) 0,20 (0,14) 8,37 (1,25) 0,06 (0,06)
0,0574 0,0574
p reiksmé® ISL Taip® vs Ne? 0,082* 0,053* 0,507* 0,613*
Ne? 8,52 (1,14) 0,07 (0,06) 8,06 (0,58) 0,01 (0,01) 7,56 (1,31) 0,04 (0,05)
0,4374 0,0074 0,004 0,013
PAHS 0,3054 0,106
Taip® 9,38 (1,67) 0,11 (0,09) 8,70 (1,59) 0,08 (0,07) 9,1 (1,41) 0,09 (0,01)
0,1884 0,1544 0,749* 0,842>
0,7574 0,640
L PAH Taip® vs Ne® 0,104* 0,053* 0,500* 0,008* 0,193* 0,092*
p reik§mé®
Ne? 8,55 (1,15) 0,07 (0,07) 8,79 (1,53) 0,07 (0,07) 7,56 (1,32) 0,04 (0,05)
0,7334 1,0004 0,005™ 0,015™
Dislipidemija'® 0,028 0,302
Taip? 9,12 (1,59) 0,10 (0,08) 8,60 (1,55) 0,07 (0,07) 9,10 (1,41) 0,09 (0,01)
0,2214 0,1664 0,960 0,807
0,7214 0,468
p reiksmé® Disl. Taip? vsvNe? 0,104* 0,184* 0,500* 0,904* 0,193* 0,092*
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3.9 lentelé. Tesinys
Table 3.9. Continued

Diabetas®

oI CDr Kontrolé?
Kintamasis!
SCM/last.¢ (SD) HFC' (SD) SCM/last.c (SD) HFC!(SD)  SCM/last.c (SD) HFC' (SD)
Ne? 8,51 (1,27) 0,08 (0,07) 8,83 (1,56) 0,08 (0,02) N.A. N.A.
0,6044 1,0004
Insulinoterapija®’ . /604 ’
Taip® 8,91 (1,43) 0,08 (0,08) 8,53 (1,53) 0,06 (0,06)
0,3304 0,2854
p reiksmé® Ins. Taip vs Ne 0,540* 0,812* 0,582* 0,619*
Ne? 8,91 (1,40) 0,09 (0,07) 8,94 (1,39) 0,07 (0,05) N.A. N.A.
Metforminas?! 0,743% 0,645%
Taip® 7,61 (0,42) 0,013 (0,01) 8,56 (1,58) 0,07 (0,07)
0,3464 0,1524
p reik¥me® Metf. Taip vs Ne 0,047* 0,024* 0,459* 0,968*
Kiti Ne? 8,92 (1,41) 0,07 (0,01) 8,74 (1,60) 0,07 (0,07) N.A. N.A.
A A
antidiabetiniai - 0,590 0,148
enaratai? Taip 7,83 (0,56) 0,01 (0,01) 8,53 (1,48) 0,07 (0,01)
prep 0,4524 0,0684
p reiksmes Kt. antidiab. Taip® vs 0,076* 0,009* 0,707* 0,512*

Ne?d
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3.9 lentelé. Tesinys
Table 3.9. Continued

Diabetas®
- - Kontrolé?
Kintamasis! Cb1 Cb2
SCM/last.c (SD) HFC! (SD) SCM/Iast.t (SD) HFCf(SD)  SCM/last. (SD) HFCf (SD)

Ne8 8,65 (1,20) 0,07 (0,06) 8,35 (1,29) 0,06 (0,05) 7,56 (1,32) 0,04 (0,05)
0,5074 0,3994 0,001 0,006>
Statinai® 0, 040 0,143
Taip® 9,30 (1,79) 0,11 (0,10) 8,92 (1,71) 0,08 (0,08) 9,10 (1,41) 0,09 (0,01)
0,6034 0,3614 0,933> 0,800™
1,000 0,880
p reiksmé® Statinai Taip® vs Ne® 0,341* 0,148* 0,261* 0,242* 0,193* 0,092*

A _p verté, palyginus CD1 su CD2 pacientais;
> — p verté, palyginus CD1 su kontroline grupe;
< p verté, palyginus CD2 su kontroline grupe;

*_ p verté, palyginus demografinius ir klinikinius rodiklius (yra/néra) atskirai CD1, CD2 ir kontrolingje grupése

*#% _ kontroliniams asmenims nebuvo diagnozuota.

CD1 — pirmojo tipo cukrinis diabetas; CD2 — antrojo tipo cukrinis diabetas; DSPN — distaliné simetriné polineuropatija; HFC — auksto seseriniy chromatidziy
mainy daZnio Igstelés; ISL — igeminé irdies liga; KAN — kardiovaskuliné autonominé neuropatija; PAH — pirminé arteriné hipertenzija; SCM/last. — seseriniy

chromatidziy mainy daznis; N.A. — netaikoma.

Variables; 2Whole group; 3Gender; “Female; Male; %p value; Smoking; $No; °Yes; “Family history of diabetes; ''Nephropathy; *Diabetic sensorimotor
group Y g y ry phropathy
peripheral neuropathy; '3Cardiac autonomic neuropathy; #Probable; *Retinopathy; '*Thyroid diseases (exept cancers); /Ischemic heart disease; !®Primary arterial

hypertension; Dyslipidemia; 2’Insulin; >'Metformin; 22Other antidiabetic drugs; >*Statins;

aDiabetes; "T1DM — type 1 diabetes mellitus; “T2DM — type 2 diabetes mellitus; ‘Control; *SSCE/cell — sister chromatid exchange frequency; THFC —high frequency

sister chromatid exchange cells.
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3.2 pav. Seseriniy chromatidziy mainy (SCM) daznio ir amziaus koreliacija visoje tiriamyjy imtyje (A), aukSto SCM daZnio lasteliy

(HFC) ir amziaus koreliacija kontrolingje grupéje (B).

ReikSmingos SCM daznio, HFC ir KMI koreliacijos CD pacienty, kontrolinéje grupéje ir bendroje imtyje nenustatyta.
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3.3 pav. Auksto seseriniy chromatidziy mainy (SCM) daznio lasteliy (HFC)
ir HbA1 koreliacija cukriniu diabetu (CD) serganciy pacienty grupéje.

CD serganciyjy grupéje nenustatyta reikSminga CD stazo ir SCM daznio ar
HFC koreliacija, tacCiau stebéta reikSminga neigiama HbAlc ir HFC
koreliacija (rs = —-0,07, p = 0,031) (3.3 pav.).

3.2.3. Mikrobranduoliy daznis diabetu serganciy ir kontroliniy asmeny
limfocituose

Kadangi MB tyrimas atliktas tik daliai tirtyjy asmeny (111 tiriamyjy),
Ly¢iy pasiskirstymas tarp tiriamy grupiy reikSmingai nesiskyré (p > 0,05).
CD2 pacientai, palyginus su CDI1 ir kontroline grupe, buvo statistiSkai
reikSmingai vyresni (atitinkamai 60 m. vs 37,9 m. ir 35,9 m., p < 0,001),
dazniau turéjo giminiy, serganciy CD (70,7 % vs 45,0 % ir 26,7 %, p < 0,05),
taip pat dazniau sirgo lydin¢iomis ligomis, tokiomis kaip nutukimas (KMI
34,0 kg/m2 vs 23,0 kg/m?2 ir 25,8 kg/m2, p < 0,001), PAH (90,2 % vs 35,0 %
ir 6,7 %, p<0,001), ISL (31,7 % vs 7,5 % ir 0 %, atitinkamai p = 0,006 ir p =
0,001) ir dislipidemija (78 % vs 45 % ir 6,7 %, p = 0,002 ir p < 0,001), dazniau
vartojo statinus (53,7 % vs 25 % ir 6,7%, p = 0,008 ir p = 0,001). CD1
pacientai, palyginus su kontroline grupe, dazniau buvo riikantys (37,5 % vs
13,3 %, p = 0,024), mazesnio svorio (KMI 23,0 kg/m2 vs 25,8 kg/m2, p <
0,010), dazniau sirgo AH (35 % vs 6,7 %, p = 0,005), dislipemija (45 % vs 6,7
%, p = 0,000) ir buvo gydomi statinais (25 % vs 6,7 %, p = 0,004). CD1 ir
CD2 pacientai nesiskyré¢ rukymo jprociais, CD trukme, mikrovaskuliniy
komplikacijy ir skydliaukés susirgimy dazniu (p > 0,05). Didzioji dalis CD1
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pacienty (77,5 %) ir CD2 (63,4 %) pacienty buvo gydomi insulinu, 80 % CD2
pacienty buvo skirtas metforminas. Lenteléje 3.11 pavaizduotas MB daznio
pasiskirstymas tiriamyjy grupése pagal demografinius ir klinikinius rodiklius.

CD1 ir CD2 pacientams nustatytas aukStesnis MB %o lygis nei
kontroliniams asmenims, taCiau statistiSkai reikSmingas skirtumas nustatytas
tik palyginus CD2 pacientus su kontroline grupe (3,95 %o vs 2,97 %o, p =
0,014). Nustatytas reikSmingai aukStesnis MB %o lygis moterims palyginus su
vyrais CD1 (4,29 vs 2,62, p= 0,003) ir CD2 (4,74 vs 3,04, p=0,003) grupése.
Riikymas, $eiminé CD anamnezé, PAH, ISL reik§mingos jtakos MB daZniui
neturéjo (p > 0,05). CD2 pacientams su Siomis komplikacijomis ir lydin¢iomis
ligomis nustatytas aukstesnis MB %o lygis nei be jy: DSPN (5,03 vs 3,93, p =
0,007), dislipidemija (4,27 vs 2,81, p=0,041), skydliaukés ligos (4,84 vs 3,49,
p = 0,024). Nefropatijos ar KAN diagnoz¢ reikSmingos jtakos MB dazniui
neturéjo (p > 0,05). CD1 pacientams, vartojantiems statinus nutatytas
aukstesnis MB %o lygis nei negydomiems pacientams (4,26 vs 3,08, p =
0,031). Kity reikSmingy sasajy tarp CD gydymo ir MB rodikliy nenustatyta.

Stebéta reikSminga teigiama MB daZznio koreliacija su amziumi CD
pacienty grupéje (s = 0,40, p < 0,05), kontrolinés grupés tiriamyjy (rs = 0,68,
p < 0,05) ir bendroje (rs = 0,50, p < 0,05) imtyje (3.4 pav.)
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3.10 lentelé. Mikrobranduoliy (MB) testu tirty cukriniu diabetu (CD) serganciy pacienty ir kontrolinés grupés demografiniai ir

Table 3.10. Demographic and clinical data of patients with diabetes (DM) and the control group examined using the micronucleus
(MN) method

Diabetas® Kontroliné grupé® p reik§méc
L 3 " .
Kintamieji - CD1 . - CD2 . N . CD1¢ vs CD 2¢ KCOII)I::O\IIZI) KCOII)ltZrO\;Zb
Demografiniai rodikliaif
T B B2 87 W@ ow  on
o el @8 0 Fe % om o
Avrlréfl‘r“;il(?‘(estg; 37,9 (13,1) 60,0 (13,0) 35,9 (12,2) 0,000 0,622 0,000
KMI™, kg(/ggswd“rkism 23,0 3,7) 34,0 (5.3) 25,8 (4,3) 0,000 0,010 0,000
Diabetas ir komplikacijos®
et (3D) 143 (14.) 119,87 0.958
tal vidurki .
T T
Nefropatija's TI;Z()M ?8 ;28 374 fﬁ? 0,381
Retinopatija'é TI:if“‘ %‘6‘ 28:8 %2 gézg 0,928
Polineuropatija!’ TI;;()M ?g ;8:8 ?Z gi:? 0,689
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3.10 lentelé. Tgsinys
Table 3.10. Continued

Diabetas® Kontroliné grupé® p reik§méc
Kintamieji' CD14 CD2¢ d . CD1%vs CD2¢ vs
N % N % N % CDITVS CD 2% e hiroleb Kontrolé®
Ne?® 27 67,5 19 46,3
Kardiovaskuliné Tikétina'? 8 20,0 19 46,3 0.089
autonominé neuropatija'® Taip'* 4 10,0 2 4,9 ’
ND 1 2,5 1 2,4
Lydind&ios ligos"
e g Neb 37 92,5 28 68,3 30 100,0
% AN 20 » > )
ISeminé Sirdies liga Taip 3 7.5 13 317 0 0.0 0,006 0,125 0,001
s . Ne¢ 26 65,0 4 9,8 28 93,3
21 B s B
Arterin¢ hipertenzija Taip' 14 35.0 37 90.2 5 6.7 0,000 0,005 0,000
e . Neb 22 55,0 9 22,0 28 93,3
22 > B >
Dislipidemija Taip'* 18 45.0 3 78.0 5 6.7 0,002 0,000 0,000
Skydliaukeés ligos (i$sk. Nef 30 75,0 27 65,9 25 83,3
Véz)? Taip'4 10 25,0 14 34,1 5 16,7 0,367 0,400 0,100
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3.10 lentelé. Tgsinys
Table 3.10. Continued

Diabetas® Kontroliné grupé® p reik§méc
Kintamieji' CD14 CD2¢ d . CD1%vs CD2¢ vs
N % N % N % CDITvs CD2° e hrole Kontrolé”
Vartojami medikamentail
. Ne 9 22,5 15 36,6
24 El >
fnsulinas Taip'* 31 77,5 26 63.4 0,165
. Neb 38 95,0 8 19,5
25 B >
Metforminas Taip'* 5 5.0 33 80.5 0,000
Kiti antidiabetiniai Ne 38 95,0 22 53,7 0.000
preparatai Taip'4 2 5,0 19 46,3 i
. Ne 30 75,0 19 46,3 28 933
27 > s B
Statinai Taip14 10 25.0 2 53.7 5 6.7 0,008 0,044 0,000

CD1 - pirmojo tipo cukrinis diabetas, CD2 — antrojo tipo cukrinis diabetas; KMI — kiino masés indeksas; SD — standartiné deviacija..

Variables; >Gender; *Female; “Male; >Smoking; ®No; ’Current smoker/was smoking; 3Age; *Years; ! “Mean; "BMI — body mass index; ?Diabetes duration;
BFamily history of diabetes; '4Yes; "Nephropathy; °Retinopathy; !"Polyneuropathy; '3Cardiac autonomic neuropathy; '°Probable; *’Ischemic heart disease;
2Primary arterial hypertension; >?Dyslipidemia; 2Thyroid diseases (exept cancers); >*Insulin; 2’Metformin; 26Other antidiabetic drugs; 2’Statins;

*Diabetes; *Control; p value; TIDM — type 1 diabetes mellitus; “T2DM — type 2 diabetes mellitus; ‘Demographic data; ¢Diabetes and complications;
hComorbidities; Treatment.
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3.11 lentelé. Mikrobranduoliy (MB) daznio pasiskirstymas tiriamoje imtyje
pagal demografinius ir klinikinius rodiklius
Table 3.11. Distribution of micronucleus (MN) frequency in the study sample

based on demographic and clinical indicators.
Diabetas”

ad
Kintamasis' CD1P CD2¢ Kontrolé
MB (%0) (SD) MB (%0)¢ (SD)  MB (%0)° (SD)
Visi 3,38 (1,69) 3,95 (1,81) 2,97 (1,52)
tiriamieji’ 0.106* 0.138"
0,0144
Moterys? 4,29 (1,96) 4,74 (1,84) 3,35(1,72)
0,5274 0,074
Lytis? . 0,014+
Vyrai® 2,62 (0,93) 3,04 (1,31) 2,39 (0,97)
0,3084 0,363"
0,2364
p reik§mé® Mvs V 0,003* 0,003* 0,200 *
Net 3,63 (1,84) 4,25 (1,90) 2,94 (1,42)
0,1234 0,065>
<
Rikymas’ Tain? 0,005
aip 2,96 (1,34) 3,02 (1,16) 3,15 (2,38)
0,8924 0,885>
0,9454
p reiksmés Neriiko® vs 0,346 0,061%* 0,883 *
Riiko’
Net 3,53 (1,75) 4,33 (1,05) 3,13 (1,68)
0,1104 0,385>
Seimine CD 0,0154
anamnez¢!? Taip® 3,19 (1,64) 3,79 (2,04) 2,52 (0,92)
0,3254 0,238
0,1104
p reiksmés Anamn. 0,545 0,176 0,836 *
Taip® vs Ne®
Neb 3,40 (1,84) 3,85 (1,77) N.A.
. 0,2474
Nefropatija'! Taip? 3,29 (1,20) 4,44 (2,05)
0,3154
p reikémes Nefrop. 0,508* 0,465*

Taip® vs Ne®
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3.11 lentelé. Tesinys
Table 3.11. Continued

Diabetas®

Kintamasis' CD1P CD2¢ Kontrolé!
MB (%0)°(SD)  MB (%0) (SD)  MB (%0)¢(SD)
Neb 3,21 (1,61) 3,39 (1,48) N.A.
. 0,4904
DSPN Taip® 1,76 (1,87) 5,03 (1,97)
0,0674
p reik§mes DSPN Taip? vs 0,260* 0,007*
Ne®
Ne® 3,47 (1,61) 3,69 (1,55) N.A.
0,5854
. Galimai'¥/ 3,27 (1,95) 4,20 (2,07)
KAN Taip® 0,1414
2,15 3,81
ND (1ir 1)
p reik§mé® CAN Taip® vs Ne® 0,776* 0,421%*
Ne? 3,49 (1,94) 3,54 (1,62) N.A.
Retinopatija'® 0,5894
Taip? 3,21 (1,25) 4,59 (1,97)
0,0354
p reik§me® Retin. Taip® vs Ne® 0,817* 0,080*
Net 3,38 (1,81) 3,49 (1,54) 2,62 (1,26)
A | 4
Skydliaukes 0,434 3 g;§<
ligos (isk.  ppip0 3,37 (1,33 4,84 (2,03 4,68 (1,69
Vei1)16 aip El ( s ) s ( s A) s ( s 2
0,084 0,206
0,8934
S 6 Skydl. Taip® vs 0,794* 0,024* 0,016 *
p reikSmé Ned
Net 3,24 (1,53) 4,10 (1,98) SRk
KLY 0,0564
Taip? 5,10 (2,94) 3,64 (1,41)
0,2964
p reik§mé® ISL Taip® vs Ne? 0,251* 0,688*
Ne® 3,30 (1,66) 3,60 (1,49) 2,85 (1,52)
0,6594 0,213
18 0,3924
PAH Taip® 3,51 (1,78) 3,99 (1,86) 4,52 (0,41)
0,3324 0,333>
0,5674
p reik§mé® PAH Taip® vs Ne® 0,547* 0,916* 0,138 *
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3.11 lentelé. Tesinys
Table 3.11. Continued

Diabetas?

Kintamasis' CD1" CD2¢ Kontrolé!
MB (%0)°(SD) __ MB (%0)° (SD) _ MB (%0)(SD)
Ne® 3,20 (1,70) 2,81 (1,35) 2,85 (1,52)
07494 0.379"
o 0,931
Dislipidemija™ Taip? 3,59 (1,69) 427 (1,82) 4,52 (0,41)
0,1694 0,379*
0,749
p reikémé Disl. Taip® vs 0,352* 0,041* 0,138 *
Neb
Ne® 2,82 (1,28) 3,75 (2,43) NA.
. . 0,5994
Insulinoterapija™ Taip? 3,54 (1,77) 4,07 (1,38)
, 0.093%
S 6 Ins. Taip® vs 0,321 0,201
p reikSmé Nes
Ne® 3,41 (1,72) 3,79 (1,61) NA.
. 04854
Metforminas™ Taip’ 2,72 (0,87) 3,99 (1,88)
0,4074
p reiksmés Metf. Taip® vs 0,656 0,987*
Ne®
it Ne® 3,41 (1,72) 3,790(21;5132 N.A.
g‘;;;‘;‘ii‘:i;‘;‘a‘ Taip? 2,72 (0,87) 4,14 (2,12)
0,4004
imes Kt. antidiab. 0,656* 0,676 *
p retesme Taip® vs Ne®
Ne® 3,08 (1,53) 3,86 (1,57) 2,85 (1,52)
0,0624 0,256*
. 0,037
Statinai® Taip® 4,26 (1,89) 4,03 (2,03)  4,52(0.41)
0,5354 1,000”
0,464
Statinai Taip® 0,031* 0,695* 0,138 *

e 6
reikSmeé
P vs Ne®

A _p verté, palyginus CD1 su CD2 pacientais;

> —p verté, palyginus CD1 su kontroline grupe;

< p vert¢, palyginus CD2 su kontroline grupe;

*_ p verté, palyginus demografinius ir klinikinius rodiklius (yra/néra) atskirai CD1, CD2 ir
kontrolinéje grupése

*#% _ kontroliniams asmenims nebuvo diagnozuota.

CD1 - pirmojo tipo cukrinis diabetas; CD2 — antrojo tipo cukrinis diabetas; DSPN — distaliné
simetriné polineuropatija; ISL — iSeminé¢ §irdies liga; KAN — kardiovaskuliné autonominé
neuropatija; MB (%) — mikrobranduoliy daznis; MB-IND — mutagenu 4NQO indukuotas
mikrobranduolliy daznis, gaunamas i§ vidutinio MB daZznio mutagenu paveiktose lastelése
atimant vidutinj MB daznj mutagenu nepaveiktose lastelése; N.A. — netaikoma; PAH — pirminé
arteriné hipertenzija; SD — standartiné deviacija.
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Wariables; *Whole group; *Gender; “Female; *Male; ®p value; ’Smoking; ®No; °Yes; °Family
history of diabetes; ''"Nephropathy; ?Diabetic symetric polyneuropathy; *Cardiac autonomic
neuropathy; '“Probable; 'SRetinopathy; '“Thyroid diseases (exept cancers); '"Ischemic heart
disease; '®Primary arterial hypertension; '°Dyslipidemia; *’Insulin; 2'Metformin; 2?Other
antidiabetic drugs; 2’Statins;

aDiabetes; "T1DM — type 1 diabetes mellitus; “T2DM — type 2 diabetes mellitus; Control; “MN

— micronucleus frequency.
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Amzius, metai
C. Visa tiriamyjy imtis

3.4 pav. Mikrobranduoliy (MB) daznio ir amziaus koreliacija cukriniu diabetu
serganciy pacienty (A), kontrolinés grupés tiriamyjy (B) ir bendroje imtyje
(©).

Bendroje tiriamyjy imtyje stebéta reik§minga teigiama MB daznio
koreliacija su KMI (r;=0,21, p=0,027) (3.5 pav.), taciau atskirai CD pacienty
(rs = 0,17, p = 0,132) ir kontrolinés grupés tiriamyjy (rs = 0,31, p = 0,100)
teigiama koreliacija statistinio reik§mingumo nepasiekeé.

1000

. r=0,21
00 ° o0 p=0,027

MB, %o

0o

10,00 2000 30,00 4000 50,00

KMI. kg/m2

3.5 pav. Mikrobranduoliy (MB) daznio ir kiino masés indekso (KMI)
koreliacija bendroje imtyje.

CD serganciyjy grupéje stebéta teigiama MB dazZnio ir ligos stazo
koreliacija (rs = 0,27, p = 0,014) (3.6 pav.), o tarp MB daznio ir HbAlc
reikSminga koreliacija nenustatyta (r; = 0,13, p = 0,306).
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3.6 pav. Diabeto stazo ir MB daZnio koreliacija cukriniu diabetu serganciy
pacienty grupéje.

3.2.4. Jautrumo mutagenui tyrimas serganciyjy diabetu ir kontroliniy
asmeny grupese

Lenteléje 3.12 pavaizduotas SCM-IND pasiskirstymas pagal klinikinius ir
demografinius rodiklius. Palyginus su kontroline grupe, nustatytas
reik§mingai didesnis SCM-IND CD1 (3,59 vs 4,6, p = 0,009) ir CD2 (3,59 vs
5,06, p=0,004) pacientams ir atskirai moterims CD1 (3,29 vs 4,61, p=0,016)
ir CD2 (3,29 vs 5,18, p = 0,009) pacienty grupése. Diabetu sergantiems
vyrams taip pat nustatytas didesnis SCM-IND, palyginus su kontrolinés
grupés vyrais, tacCiau skirtumas nepasieké statistinio reikSmingumo (p <
0,005). Didesnis SCM-IND taip pat nustatytas CDI1 pacientams,
nevartojantiems statiny, palyginus su gydomais pacientais (4,95 vs 3,63, p =
0,022), ir pacientams be DSPN, palyginus su tais, kuriems §i komplikacija
diagnozuota (5,00 vs 3,62, p = 0,018). CD2 pacienty grupéje didesnis SCM-
IND nustatytas pacientams su KAN, palyginus su pacientais be KAN (6,17 vs
4,06, p = 0,001), o kontrolinéje grupéje didesnis SCM-IND nustatytas
nertikantiems, palyginus su ritkanciais (3,88 vs 1,70, p = 0,031).
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3.12 lentelé. Mutagenu indukuoty seseriniy chromatidziy mainy (SCM-IND)
daznio pasiskirstymas pagal demografinius ir klinikinius rodiklius

Table 3.12. Distribution of mutagen-induced sister chromatid exchange (SCE-
IND) frequency based on demographic and clinical indicators

Diabetas?®

c Kontrolé?
Kintamasis' CDb1® CD2
SCM-IND¢(SD)  SCM-IND® SCM-IND®
(SD) (SD)
Visi 4,60 (1,67) 5,06 (2,22) 3,59 (2,00)
tiriamieji? 05834 0,009
0,004
Moterys? 4,61 (1,75) 5,18 (2,52) 3,29 (1,46)
0,6484 0,016
Lytis® . 0,009
Vyrai® 4,58 (1,65) 4,89 (1,83) 4,05 (2,60)
0,7384 0,439
0,1954
p reik§mé® M* vs V? 0,992* 0,973* 0,346*
Net 4,65 (1,77) 5,08 (2,45) 3,88 (1,91)
0,7484 0,070
<
Riikymas’ . 0,065
Taip 4,69 (1,54) 4,96 (1,22) 1,70 (1,52)
0,3864 0,004*
0,0084
mes Neriiko® vs 0,855 0,737* 0,031*
p reiksme Rﬁk09
Net 4,73 (1,51) 5,94 (2,62) 3,15 (1,51)
Seimine 0,1304 0,002:
diabeto Tain® 0,000
anamnezel? aip 4,44 (1,87) 4,66 (1,93) 4,79 2,71)
0,8714 0,945>
0,9054
p reik§mé® Taip® vs Ne® 0,967* 0,098* 0,097*
Net 4,80 (1,55) 5,02 (2,26) N.A.
.. 0,9454
Nefropatija'! Taip? 3,82 (1,96) 5,21 (2,16)
0,2374
p reik§me® Taip vs Ne 0,212* 0,782*
Neb 5,00 (1,33) 4,83 (2,18) N.A.
i 0,3094
DSPN 5,56 (2,32)
Taip? 3,62 (2,05) 0,0244
p reik§mé® Taip® vs Ne® 0,018 * 0,190 *
Net 4,71 (1,41) 4,06 (1,41) N.A.
0,1274
KAN'? Galimai'¥/Taip® 4,08 (2,11) 6,17 (2,39)
0,0184
ND (1 ir 1) 7,48 2,54
p reik§mé® Taip vs Ne 0,329* 0,001*
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3.12 lentelé. Tesinys
Table 3.12. Continued

Diabetas®
c Kontrolé?
Kintamasis' cb1® CD2
SCM-IND*(SD)  SCM-IND® SCM-IND®
(SD) (SD)
Ne? 5,01 (1,43) 4,54 (1,67) N.A.
Retinopatija'® 0,2284
5,99 (2,80)
Taip® 4,06 (1,84) 0,0374
p reik§mé® Taip? vs Ne® 0,085 * 0,086 *
Ne® 4,53 (1,70) 5,10 (2,26) 3,73 (2,04)
A >
Skydlaukis 0,520 0040~
ligos (iSsk. - ’
Vet Taip 4,79 (1,66) 4,98 (2’212 2,91 (1,742
0,905 0,160
0,098
p reik§mé® Taip? vs Ne® 0,671* 0,923* 0,385"
Ne® 4,59 (1,64) 4,83 (2,10) ok
&L 0,9714
Taip® 4,67 (2,58) 5,61 (2,49)
0,6114
p reik§me® Taip’ vs Ne? 1,000* 0,265
Ne? 4,96 (1,36) 3,89 (0,69) 3,57 (2,06)
0,1164 0,002*
" 0,602
PAH Taip’ 3,92 (2,01) 5,17 (2,29) 3,85 (0,95)
0,084 1,000
0,434
p reik§mé® Taip® vs Ne® 0,064* 0,234* 1,000*
Ne? 5,01 (1,42) 5,60 (2,26) 3,57 (2,06)
0,6534 0,003*
o 0,011%
Dislipidemija™ ;o 4,14 (1,83) 4,9 (2,22) 3,85 (0,95)
0,2734 0,880
0,5894
p reik§mé® Taip® vs Ne® 0,064* 0,234* 1,000*
Ne? 5,53 (1,75) 4,97 (1,80) N.A.
Insulinoterapija 0,5054
20 Taip® 4,35 (1,59) 5,11 (2,47)
0,4604
p reik§mé® Taip? vs Ne® 0,069* 0,842*
Ne? 4,55 (1,70) 4,56 (1,68) N.A.
— 0,8194
Metforminas™ .. 5,26 (1,20) 5,20 (2,36)
0,644
p reik§mé® Taip? vs Ne® 0,543* 0,545*
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3.12 lentelé. Tesinys
Table 3.12. Continued

Diabetas®

c Kontrolé?
Kintamasis! CD1® CDh2
SCM-IND¢(SD) SCM-IND¢ SCM-IND®
(SD) (SD)
Kiti Ne8 4,57 (1,72) 4,95 (1,84A) N.A.
antidiabetiniai . 0,441
. Taip 4,85 (1,27) 5,17 (2,63)
preparatai 0,6424
p reik§mé® Taip® vs Neb 0,928* 0,741*
Net 4,95 (1,65) 5,66 (2,61) 3,57 (2,06)
0,6584 0,002>
<
Statinai?? . g 0,005
Taip 3,63 (1,38) 4,48 (1,62) 3,85 (0,95)
0,1074 0,800>
0,600
p reik§mé® Taip? vs Ne® 0,022* 0,173* 1,000*

A _pverté, palyginus CD1 su CD2 pacientais;

> —p verté, palyginus CD1 su kontroline grupe;

< p vert¢, palyginus CD2 su kontroline grupe;

*_ p verté, palyginus demografinius ir klinikinius rodiklius (yra/néra) atskirai CD1, CD2 ir
kontrolinéje grupése

*#% _ kontroliniams asmenims nebuvo diagnozuota.

CD1 - pirmojo tipo cukrinis diabetas; CD2 — antrojo tipo cukrinis diabetas; DSPN — distaliné
simetriné polineuropatija; ISL — iSeminé Sirdies liga; KAN — kardiovaskuliné¢ autonominé
neuropatija; PAH — pirminé arteriné hipertenzija; SCM-IND — mutagenu 4NQO indukuoti
seseriniy chromatidziy mainy daznis, gaunamas i$ vidutinio SCM daznio mutagenu paveiktose
lastelése atimant vidutini SCM daznj mutagenu nepaveiktose lastelése; N.A. — netaikoma; SD
— standartiné deviacija.

Wariables; 2Whole group; *Gender; “Female; Male; ®p value; ’Smoking; ®No; °Yes; °Family
history of diabetes; !'Nephropathy; '?Diabetic symmetric polyneuropathy; '*Cardiac autonomic
neuropathy; '“Probable; 'SRetinopathy; '*Thyroid diseases (exept cancers); '7Ischemic heart
disease; '®Primary arterial hypertension; '"Dyslipidemia; *’Insulin; 2'Metformin; 2?Other
antidiabetic drugs; 2’Statins;

*Diabetes; *"T1DM - type 1 diabetes mellitus; “T2DM — type 2 diabetes mellitus; “Control;
°SCM-IND — mutagen induced sister chromatid exchange.

CDI1 pacientams su retinopatija nustatytas didesnis MB-IND,
palyginus su pacientais be retinopatijos (3,05 vs 1,57, p=0,001). Kity
reik§mingy MB-IND skirtumy, vertinant pagal klinikinius ir demografinius
tiriamyjy rodiklius, nenustatyta (lentelé 3.13).

106



3.13 lentelé. Mutagenu indukuoty mikrobranduoliy (MB-IND) daznio
pasiskirstymas tiriamoje imtyje pagal demografinius ir klinikinius rodiklius
Table 3.13. Distribution of mutagen-induced micronucleus (MN-IND)

frequency in the study sample based on demographic and clinical indicators
Diabetas®

ad
Kintamasis' CD1" CD2¢ Kontrolé
MB-IND¢ (SD)  MB-IND® (SD) MB-IND* (SD)
Visi 2,16 (1,32) 1,69 (0,26) 1,90 (1,00)
tiriamieji? 0.5274 0.643"
0,249
Moterys* 2,60 (1,46) 2,73 (1,97) 2,16 (1,00)
0,9044 0,521
Lytis3 . 0,638
Vyrai® 1,80 (1,11) 2,19 (1,29) 1,50 (0,90)
0,2844 0,466”
0,1524
preikimé®  M*vs V3 0,055* 0,583* 0,095*
Net 2,30 (1,47) 2,71 (1,80) 1,93 (1,03)
0,4534 0,624"
<
Riikymas’ . 0,154
Taip 1,93 (1,04) 1,76 (1,18) 1,71 (0,81)
0,8074 0,810
1,000%
p reikémes Neriiko® 0,659* 0,200* 0,883*
vs Riiko?
Neb 2,31 (1,22) 1,92 (1,30) 1,86 (0,98)
0,2924 0,205"
Seiminé CD 0,8454
anamnezé!” Taip® 1,98 (1,46) 2,71 (1,80) 1,99 (1,11)
0,1434 0,807
0,4574
p reik§me® Taip® vs Ne® 0,147* 0,238* 0,730*
Net 1,96 (1,11) 2,42 (1,69) NA.
3 0,4934
Nefropatija'! Taip? 2,76 (1,76) 2,80 (1,83)
1,0004
p reik§mé® Taip® vs Ne® 0,272* 0,465*
Net 1,82 (0,91) 2,13 (1,47) NA.
b 0,6474
DSPN Taip’ 296(1,79) 3,17 (1,94)
0,8994
p reik§me® Taip® vs Ne® 0,069* 0,097*
Neb 1,95 (1,05) 2,48 (1,72) N.A.
0,4684
" Galimai'4/Taip? 2,35 (1,56) 2,57 (1,70)
KAN 0,7264
ND (1 ir 1)
5,53 0,69
p reik§me® Taip® vs Ne® 0,558 0,979*
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3.13 lentelé. Tesinys
Table 3.13. Continued

Diabetas® Kontroléd
Kintamasis! CD1P CD2¢
MB-IND® (SD)  MB-IND® (SD) MB-IND* (SD)
Ne® 1,57 (0,72) 2,21 (1,50) N.A.
Retinopatija'® 0,2014
Taip® 3,05 (1,53) 2,91 (1,93)
0,6424
p reik§mé® Taip® vs Ne® 0,001* 0,259*
Neb 1,95 (1,15) 2,36 (1,73) 1,84 (1,06)
A >
Skydliaukés 0,523 3 2%4
1\1;%‘3?)&551" Taip® 2,79 (1,66) 2,71 (1,66) 2,16 (0,58)
e 0,8864 0,679*
0,444
p reik§me® Taip® vs Ne® 0,177* 0,454* 0,448*
Neb 2,04 (1,22) 2,46 (1,88) T
A
ISLY . 0,701
Taip 3,69 (1,92) 2,54 (1,26)
0,2964
p reik§meé® Taip’® vs Neb 0,116* 0,552*
Neb 1,96 (0,97) 1,24 (0,74) 1,88 (1,03)
0,1084 0,729%
0,279
18 il
PAH Taip? 2,53 (1,79) 2,62 (1,72) 2,14 (0,38)
0,8334 0,600”
0,826
p reik§me® Taip’® vs Ne® 0,644* 0,101* 0,717*
Neb 2,02 (1,02) 2,07 (1,63) 1,88 (1,03)
0,7164 0,639>
<
Dislipidemija'® L 0,936
Taip 2,33 (1,64) 2,60 (1,72) 2,14 (0,38)
0,5994 0,516"
0,802
p reik§meé® Taip’® vs Ne® 0,904* 0,359* 0,717*
Neb 1,84 (0,72) 2,67 (2,10) NA.
Insulinoterapija®® 04824
u Py Taip® 2,25 (1,45) 2,37 (1,45)
0,7374
p reik§meé® Taip’® vs Neb 0,702* 0,925*
Ne® 2,17 (1,34) 2,00 (0,87) NA.
Metforminas?! 1,000
Taip? 2,04 (1,25) 2,61 (1,83)
0,8614
p reik§mé® Taip® vs Ne® 0,974* 0,594*
) Ne® 2,17 (1,34) 2,40 (1,52) NA.
Kii 0,634
antidiabetiniai ;o 2,04 (1,25) 2,58 (1,92)
preparatar 10004
p reik§me® Taip® vs Ne® 0,974* 0,875*
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3.13 lentelé. Tesinys
Table 3.13. Continued

Diabetas® Kontrolé?
Kintamasis' CDI® CD2° ontroie
MB-IND¢ (SD)  MB-IND¢ (SD) MB-IND¢ (SD)
Ne® 1,99 (1,17) 2,08 (1,77) 1,88 (1,03)
0,5664 0,815”
<
Statinai?} Taip® 0.795
aip 2,67 (1,68) 2,83 (1,58) 2,14 (0,38)
0,9524 0,758"
0,5874
p reik§me® Taip® vs Ne® 0,315* 0,067* 0,717*

A _pverté, palyginus CD1 su CD2 pacientais;

> _p verté, palyginus CD1 su kontroline grupe;

< p vert¢, palyginus CD2 su kontroline grupe;

*_ p verté, palyginus demografinius ir klinikinius rodiklius (yra/néra) atskirai CD1, CD2 ir
kontrolinéje grupése

*** _ kontroliniams asmenims nebuvo diagnozuota.

CD1 — pirmojo tipo cukrinis diabetas; CD2 — antrojo tipo cukrinis diabetas; ISL — iSeminé
Sirdies liga; KAN — kardiovaskuliné autonominé neuropatija; MB (%o) — mikrobranduoliy
daznis; MB-IND — mutagenu 4NQO indukuotas mikrobranduolliy daznis, gaunamas i$§
vidutinio MB daznio mutagenu paveiktose lastelése atimant vidutinj MB daznj mutagenu
nepaveiktose lastelése; N.A. — netaikoma; PAH — pirminé arteriné hipertenzija; DSPN —
distaliné simetriné polineuropatija; SD — standartiné deviacija.

Wariables; 2Whole group; 3Gender; “Female; *Male; ®p value; ’Smoking; ®No; °Yes; °Family
history of diabetes; !'Nephropathy; '?Diabetic symmetric polyneuropathy; '*Cardiac autonomic
neuropathy; '*Probable; 'SRetinopathy; '*Thyroid diseases (exept cancers); !7Ischemic heart
disease; '®Primary arterial hypertension; '°Dyslipidemia; *’Insulin; 2'Metformin; 2?Other
antidiabetic drugs; 23Statins;

aDiabetes; °T1DM — type 1 diabetes mellitus; “T2DM — type 2 diabetes mellitus; Control; *"MN-
IND — mutagen induced micronucleus.
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3.2.5. Chromosomy aberacijy daznis diabety serganciy ir kontroliniy
asmeny limfocituose

Chromosomy aberacijos iSanalizuotos 33 CD1, 22 CD2 pacienty ir 21
kontroliniy asmeny periferinio kraujo limfocituose. Kadangi CA tyrimas
pateikti atskiroje lenteleje (3.14 lentel¢). CD1 grupéje jtraukta reikSmingai
daugiau vyry, palyginus su kontroline grupe. CD2 pacientai buvo reikSmingai
vyresni, turé¢jo daugiau artimyjy, serganc¢iy CD, dazniau sirgo lydin¢iomis
ligomis, tokiomis kaip nutukimas, dislipidemija, AH ir dazniau vartojo
antihipertenziniu vaistus, palyginus su CD1 ir kontroline grupe. Tac¢iau CD1
ir CD2 pacientai nesiskyré CD trukme ir mikrovaskuliniy komplikacijy
dazniu. Septyniasdesimt devyni procentai CD1 pacienty ir 68 % CD2 pacienty
buvo gydomi insulinu, ir 82 % CD2 pacienty buvo gydomi metforminu.

Dél nesubalansuoty demografiniy ir klinikiniy tiriamosios imties rodikliy
buvo atlikta daugianaré statistiné analiz¢, kuriai naudojami kintamieji, atrinkti
atliekant vienanarius testus.

Pirmiausia, naudojant Kruskal-Wallis testa, paskai¢iuoti CTB -
chromatidiniy trukiy, CTE — chromatidiniy mainy, CSB — chromosominiy
trukiy ir CSE — chromosominiy mainy dazniai bei bendras aberacijy daznis
100-e kiekvieno tiriamojo lasteliy (3.15 lentelé). Nustatytas Zenklus
kintamyjy vidurkiy variabilumas grupése — CTB (p = 0,0059), CSB (p =
0,0002), ir bendras CA (p = 0,0002). CTE vidurkiy skirtumas nebuvo
reikSmingas (p = 0,8981), o CSE nustatytas ribinis reikSmingumas (p =
0,0503). Nustatytas reikSmingas CSE daZnio skirtumas palyginus kontroling
ir CD pacienty grupés (p = 0,0159, Mann-Whitney U testas), taciau CTE and
CSE dazniai buvo per Zemi tolesnei statistinei analizei — $iy aberacijy apskritai
nenustatyta 15 kontrolinés grupés tiriamyjy, 15 CD1 ir 11 CD2 pacienty.
Todél tolesnei analizei buvo naudojamas CTA (chromatidinio tipo aberacijos)
kintamasis, apjunginatis CTB ir CTE, ir CSA (chromosominio tipo aberacijos)
kintamasis, apjungiantis CSB ir CSE.
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3.14 lentelé. Chromosomy aberacijy (CA) testu tirty cukriniu diabetu serganciy pacienty ir kontrolinés grupés demografiniai ir
klinikiniai rodikliai

Table 3.14. Demographic and clinical data of patients with diabetes and the control group examined using the chromosome aberration
(CA) test

Diabetas® Kontroliné grupé® p reik§meé*
Kintamieji' Cp1¢ CD2¢ CD1%vs CD1%vs CD2¢ vs
N % N % N % CD2¢ Kontrolé” Kontrolé”
Demografiniai rodikliai
. Moterys® 13 39,4 13 59,1 17 81,0
2 ) , )
Lytis Vyrai' 20 60.6 9 40.9 4 19.0 0,152 0,003 0,119
- 5 Neriiko® 15 45,5 16 72,7 15 71,4
Rkymas Riké/riiko’ 18 54,5 6 27.3 6 28,6 0,046 0,061 0,924
Amzius®, metai’vidurkis"° (SD) 39.8 (15.4) 61,8 (14,1) 38,1 (13.,6) 0,000 0,809 0,000
KMI', ke/m?, vidurkis” (SD) 23,6 (3,7) 35,5 (6,1) 25,9 (4,6) 0,000 0,181 0,000
Diabetas ir komplikacijos®
Diabeto stazas'?, metai’,
vidurkis' (SD) 13,5(13.3) 12,9 (7,7) 0,672
& oo 13 Ne® 19 57,6 5 22,7 15 71,4
Seiminé diabeto anamnezé Taip'* 14 04 17 773 6 28.6 0,011 0,304 0,001
. Ne® 26 78.8 18 81,8
Nefropatija Taip'* 7 212 4 18.2 0,783
. e Ne® 22 66,7 10 455
Polineuropatija Taip'* 1 333 12 545 0,118
Ne® 21 63,6 9 40,9
Kardiovaskuliné autonominé Tikétina'® 6 18,2 11 50,0 0.091
neuropatija'’ Taip™ 4 12,1 1 4,5 ’
ND 2 6,1 1 4,5
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3.14 lentelé. Tesinys
Table 3.14. Continued

Diabetas® Kontroliné grupé® p reik§mé*
Kintamieji' Ccp1! CD2° CD1%vs CD1%vs CD2¢vs
N % N % N % CD2¢ Kontrolé® Kontrolé®

Lydindios ligos"

I§emin¢ Sirdies liga' Tliif” 321 963,’19 184 gz:g 201 18?60 0,004 0,250 0,002
Pirminé¢ arterin¢ hipertenzija® TI;]ie;M %g ggﬁ 220 990”19 129 990”55 0,000 0,017 0,000
Dislipidemija? leif“‘ ig ‘5‘?:2 > égﬁ D 99(3’55 0,008 0,002 0,000
. N . o~ 6
T A B L
Vartojami medikamentai’
Insulinas® leiijm 276 3;:; 175 gézg 0,376
Metforminas®* Tliif” 148 é?:é
6
Statinai® TI:;M ?(3) gg:g 1(2) 2‘5‘2 129 990,’55 0,252 0,073 0,009
Antihipertenziniai vaistai® leif“‘ 2 ggﬁ - 990’}9 D 99(3’55 0,000 0,017 0,000

CD1 — pirmojo tipo cukrinis diabetas, CD2 — antrojo tipo cukrinis diabetas, KMI — kiino masés indeksas; SD — standartiné deviacija.

Wariables; ?Gender; 3Female; “Male; *Smoking; ®No; ’Current smoker/was smoking; Age; °Years; ! Mean; ''BMI — body mass index; ?Diabetes duration;
BBFamily history of diabetes; '*Yes; "Nephropathy; '°Diabetic symetric polyneuropathy; "Cardiac autonomic neuropathy; '®Probable; °Ischemic heart disease;
20Primary arterial hypertension; >'Dyslipidemia; 2 Thyroid diseases (exept cancers); Z*Insulin; 2*Metformin; 2*Statins; 2 Antihypertensive drugs.

aDiabetes; PControl; °p value; TIDM — type 1 diabetes mellitus; “T2DM — type 2 diabetes mellitus; ‘Demographic data; #Diabetes and complications;
hComorbidities; I Treatment.
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Pav. 3.7 pavaizduoti CTA ir CSA daZniai tiriamyjy grupése. CD1 ir CD2
pacientams nustatyti didesni CTA daZniai, palyginus su kontroline grupe
(atitinkamai, p = 0,0053 ir p = 0,0133, Mann-Whitney U-testas), taCiau
palyginus CDI ir CD2 reik§Smingo skirtumo nenustatyta (p = 0,9347). CSA
dazniai buvo didesni CD1 ir CD2 pacientams, palyginus su kontroline grupe
(atitinkamai, p = 0,0203 ir p = 0,00002) ir CD2 pacientams, palyginus su CD1
pacientais (p = 0,0173).

Toliau analizavome jvairiy demografiniy ir klinikiniy rodikliy sasajas su
chromosomy aberacijy dazniu. Lenteléje 3.16 pavaizduotas CTA, CSA ir
bendras aberacijy pasiskirstymas tiriamyjy grupése pagal demografinius ir
klinikinius rodiklius. Jokiy reikSmingy sasajy pagal Siuos rodiklius nebuvo
nustatyta, ir standartizuoti poveikio dydziai buvo mazi. Taéiau tokiems
rodikliams kaip KMI, ligos stazas ir amzius apskaiciuotos neabejotinos
sasajos su tam tikromis aberacijomis. CTA nustatyta reikSminga teigiama
koreliacija su ligos stazu (rs = 0,29, p = 0,001; 3.8 pav.), tatiau koreliacija su
amziumi (rs = 0,18, p = 0,1295) ir KMI (rs = 0,04, p = 0,737) nebuvo
reikSminga. CSA nustatyta reikSminga teigiama koreliacija su visais trimis
kintamaisiais — ligos trukme (rs = 0,43, p = 0,000), amziumi (rs = 0,39, p =
0,000), ir KMI (rs= 0,35, p=0,002) (3.9 pav.). Taciau akivaizdu, kad pacienty
amzius ir ligos trukmé tarpusavyje stipriai koreliuojantys kintamieji (rs = 0,43,
p = 0,000), todél j tai atsizvelgéme atlikdami tolesnius skaiCiavimus.
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3.15 lentelé. Chromosomy aberacijy daznis cukriniu diabetu serganciy pacienty ir kontrolingje grupése
Table 3.15. Frequency of chromosome aberrations in patients with diabetes and in the control group

Aberacijos/100 lasteliy**

Tiriamujy CTB" CTE*® CSB* CSE*® Bendras CAf
a1 N N N N N
grupe Vlfiur SD min-max Vlfiur SD min-max Vlfiur SD min-max Vl(‘llll‘ SD min-max Vl(‘llll‘ SD min-max
kis® kis® kis® kis® kis®
Kontrolé? 1,48 0,68 0,50-3,00 0,07 0,18 0,00-0,50 0,21 0,29 0,00-1,00 0,10 0,22 0,00-0,67 1,83 0,90 0,50-4,00
CD13 2,38 1,26 0,00-5,33 0,08 0,18 0,00-0,50 0,39 0,53 0,00-2,00 0,37 0,51 0,00-2,00 3,13 1,47 1,00-6,00
CcD24 2,26 0,93 0,50-4,00 0,06 0,16 0,00-0,50 0,80 0,53 0,00-2,00 0,47 0,65 0,00-2,50 3,60 1,47 1,00-7,50
. vp- e 0,0059 0,8981 0,0002 0,0503 0,0002
reikSmé**

* CTB — chromatidiniai triikkiai; CTE — chromatidiniai mainai; CSB — chromosominiai triikiai; CSE — chromosominiai mainai; bendras CA — bendras chromosomy
aberacijy daznis; CD1 — pirmo tipo cukrinis diabetas; CD2 — antro tipo cukrinis diabetas; SD — standartiné deviacija.

** Kruskal-Wallis testas

Groups; 2Control; ’T1DM; “T2DM; °p value ** Kruskal-Wallis test
2Aberrations per 100 cells; °CTB — chromatid breaks; “CTE — chromatid exchanges; ‘CSB — chromosome breaks; *CSE — chromosome exchanges; ftotal CA —

total number of aberrations;.8Mean
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3.16 lentelé. Chromosomy aberacijy pasiskirstymas pagal tiriamyjy grupiy kategorinius demografinius ir klinikinius rodiklius
Table 3.16. Distribution of chromosome aberrations based on categorical demographic and clinical indicators of the study groups

Diabetas?

ab
Kintamieji! CDI° CD2? Kontrolé
CTA*(SD) _CSA'/(SD) _CA:(SD) CTA°(SD) CSA'(SD) CAf(SD) CTA‘(SD) CSA'(SD) _CAE(SD)
Lyt Moterys'  2,32(128) 0,07 (098)  321(1,54) 241 (1,05 LI3(0,77) 3,54 (1,65) 1,56 (0,75) 024 (036) 1,76 (0.87)
Vyrai'  2.53(1.34)  0.63(0.65  3.08(145)  220(0.95)  148(120)  3.68(127)  1.50(0.58) 0.63(0.63) 2.13 (L11)
— Ne® 245(112) 084 (088) 3.28(1.68) 2.35(096) LI3(0.69)  348(147)  173(0.62) 0.37(048) 207 (0,84)
rikéfriko” 245 (147)  0.70(075)  3.01(130)  2.25(L17) 167 (147)  3.92(1.56)  1.08(0.74) 0.17(026) 125 (0.82)
Skydliaukés  Ne© 249(142) 0,76 (083)  3.13(1,55) 239 (L17) 150 (108)  3.89(1.58) 1,50 (0,55 0.25(041) 1,72 (0.82)
ligos® Taip’  2.36(0.99)  080(0.75)  343(129)  222(071)  0.94(0.68)  347(127)  170(L15) 0.50(0.50) 220 (1.15)
Seimine CD Ne© 237(1.23)  095(098) 321 (154)  232(143) 1.40(081)  3.73(198)  1.70(0,68) 0.27(0.46) 197 (0,90)
anamneze  Taip® 256 (143)  0.52(035)  3.02(141)  232(0.88)  124(1.02)  3.56(1.37)  L17(0.68) 0.42(0.38)  1.50(0.89)
ALl Ne® 261 (159) 0,78 (0.86)  3.26(L63) 2,50 (0.71)  1,00(0.71) 350 (L41) 1,55 (0.66) 0,32 (0.45) 1,84 (0.91)
Taip®  221(0.65)  074(0.72)  2.94(1.09)  231(1.03)  130(0.99)  3.61(1.52) 150 (L41) 025(0.35)  1.75(1.06)
Distpidemia” N 279 (160)  0.82(096)  345(L73)  1.93(0.12)  LI1(054)  3.04(051)  1.55(0.66) 032 (045  1.84(0.91)
Taip’  213(087)  0.72(0.64)  2.83(L14) 239 (L01)  130(1.02)  3.68(L57)  1.50(L41)  025(0.35) 175 (1.06)
- Net 248(133)  0.74(0,79)  3,14(146)  227(092) 099 (0.61)  3.26 (1,29) NA. NA. NA.
Taip’  2.00(071)  125(1.06)  3.00(2.12)  242(L17)  L77(1.27) 419 (1.67)
Netropatja € 251 (142) 083 (0.87)  324(1,56) 241 (1.03) 112(0.70)  3.53 (156) NA. NA. NA.
Taip?  221(076)  0.52(041)  2.74(103)  1.95(0.82)  1.96(1.70) 391 (L15)
I Net 2.64(152) 0,80 (084)  3.33(1.62) 2.56(L11)  130(0.62)  3.86(1,50) NA. NA. NA.
Taip’  2.06(0.56)  0.70(0.75)  2.74(1.06)  2.13(0.88)  125(120) 338 (148)
Nes 254 (147) 0.87(091)  330(1,57) 2,06 (098) 1,39(1.27) 344 (1,33) NA. NA. NA.
KAN'S Taip?  235(106) 047(038) 282(120) 2.64(092) 125(0.72) 389 (1.53)
ND 200(0.71)  1.25(1.06)  3.00 (2.12) 1,00 0,50 1,50
R Nes 2,52(1,89)  038(039)  2.74(1,70) 2,50 (1,08) 1,29(0.57) 3.9 (1,32) NA. NA. NA.
Taip’ 243 (L14)  087(0.85) 324(141) 224(098) 127(L11) _ 3.51(L58)
Vettorms Net NA. NA, NA.  2.13(118)  138(025) 3,50 (1.08) NA. NA. NA.
Taip’ 237(098)  125(1.06)  3.62(1.57)
A Nes 266 (1,48)  088(085) 340(1,53) 247(L15) 1.21(0.65)  3.68(1,60)  1,55(0.66) 032(045) 1.84(0.91)
Taip’  197(076)  052(0.63) 2.52(L16)  215(0.78)  135(127)  3.50(139)  1.50 (L41) 0.25(0.35)  1.75 (1.06)
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3.16 lentelé. Tesinys
Table 3.16. Continued

Diabetas® <b
Kintamieji! CDI° CD2? Kontrolé
CTA°(SD) CSA!(SD) CAf(SD) CTA*(SD) CSA'(SD) CAE(SD) CTA‘(SD) CSA'(SD) CA:(SD)
Antihipertonzi Ne© 2,56 (1,59) 0,83 (0,88)  3.26(1.68) 2,50 (071) 1,00(0.71) 350(141)  1,55(0.66) 032(0.45) 1,84 (0.91)
niai v.2 Taip®  228(0.69)  0.67(0.69)  2.94(1.09)  231(1.03)  130(0.99) 361 (152)  1.50(141)  0.25(035)  1.75(1.06)

CA — bendras chromosomy aberacijy daznis; CD1 — pirmojo tipo cukrinis diabetas; CD2 — antrojo tipo cukrinis diabetas; CSA — chromosominio tipo aberacijos;
CTA — chromatidinio tipo aberacijos; DSPN — distaliné simetrin¢ polineuropatija; ISL — iSeminé irdies liga; KAN — kardiovaskuliné autonominé neuropatija; N.A.
— netaikoma; PAH — pirminé arteriné hipertenzija; SD — standartiné deviacija.

Variables; >Gender; 3Female; “Male; SSmoking; °No; ’Current smoker/was smoking; 3Thyroid diseases (exept cancers); °Yes; '®Family history of diabetes;
Primary arterial hypertension; ?Dyslipidemia; *Ischemic heart disease; *Nephropathy; *Diabetic symetric polyneuropathy; '®Cardiac autonomic neuropathy;
7Insulin; "*Metformin; !°Statins; 2Antihypertensive drugs.

aDiabetes; °Control; ‘TIDM — type | diabetes mellitus; T2DM — type 2 diabetes mellitus; °chromatid-type aberrations; fchromosome-type aberrations;
gChromosome aberrations.

116
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3.7 pav. Chromatidinio tipo (CTA, pav. A) ir chromosominio tipo (CSA, pav.
B) aberacijos pirmojo tipo (CD1), antrojo tipo (CD2) diabetu serganéiyjy ir
kontrolinés grupés tiriamyjy limfocituose. Staciakampése diagramose
pavaizduota pirma kvartilé, mediana ir trecia kvartilé, Gisy galai pazymi 10-ta
ir 90-tg procentiles. Punktyrine linija pazymétas vidurkis, punktyriniais
trikampiais — standartinio nuokrypio reikSmés. Juodais taskais pazymétos
individualios reik§més. P reikSmés paskaiciuotos naudojant Man-Whitney U
testa.

Figure 3.7. The frequency of chromatid-type (CTA, panel a) and
chromosome-type (CSA, panel b) aberrations in lymphocytes of subjects
without diabetes and patients with type 1 (T1DM) and type 2 (T2DM)
diabetes. Box plots show the first quartile, median, and third quartile, the ends
whiskers mark the 10th and 90th percentiles. The dashed line shows average
value, dashed triangles — standard deviation values. Black dots represent

individual values. P values were calculated using Man-Whitney U-test.
ICTA/cells; 2Control; 3’T1DM; “T2DM; CSA/cells.
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CTA/100 lasteliy*

CSA/100 lasteliy?
W

<01 =0.1-5 »3-10 " »10-15 =15-20 =20-25 =25
Ligos trukmé, metai

B . 4

<0,1 50,15 SEan T stnR ~1R.20 >20-25  >25
Ligos trukme, metai

3.8 pav. Chromatidinio tipo (CTA, pav. A) ir chromosominio tipo (CSA, pav.
B) aberacijy daznio pasiskirstymas cukriniu diabetu serganciy pacienty
limfocituose pagal ligos staza (metai nuo ligos diagnozés diagnozeés).
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Staciakampése diagramose pavaizduota pirma kvartilé, mediana ir treCia
kvartile, tsy galais pazyméta 10-ta ir 90-ta procentilés. Punktyrine linija
pazymeétas vidurkis, punktyriniais trikampiais — standartinio nuokrypio
reik§meés. Juodais taSkais pazymétos individualios reikSmés.
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3.9 pav. Chromosominio tipo aberacijy (CSA) ir kino masés indekso (KMI)
koreliacija cukriniu diabetu serganciy pacienty ir kontrolinés grupés
limfocituose.

3.2.6. Klinikiniy, demografiniy ir genetiniy rodikliy tarpusavio sgveikos ir
priklausomybés

Atliekant skai¢iavimus nustatyta, kad daugelis tiriamosios imties
demografiniy ir klinikiniy rodikliy tarpusavyje koreliuoja (3.17 lentel¢). Dalis
Siy koreliacijy yra klinikai ir biologiSkai prasmingos (pvz., KMI ir lydintys
susirgimai, tokie kaip PAH, dislipidemija, poliligotumas), taciau kita dalis —
atsitiktinés (pvz., lytis ir amzius). Atsitiktinés koreliacijos galimai atsirado dél
nepakankamai subalansuotos imties, nes kai kuriy rodikliy subalantuoti ir néra
jmanoma (pvz., CD1 pacientai visada bus jaunesnio amziaus, mazesnio KMI
ir maziau poliligoti, palyginus su CD2 pacientais). Siekiant jvertinti jvairiy
rodikliy tarpusavio sgveikas ir iSrinkti tikrai reik§mingas, atlikti daugianariai
statistiniai skaiCiavimai, naudojant pazingsnin¢ daugianar¢ ir logisting
regresines analizes.
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3.17 lentelé. Tirty demografiniy ir klinikiniy rodikliy tarpusavo koreliacijos
Table 3.17. Intercorrelations of the demographic and clinical indicators

E) % =
=] 2 = 4]
b= % el on %)
% g - = =% = = = =)
. % - - g LT £ 7 = 2 g
2 % o s = 2 a3 = =) £ a < g « >
s ¢ 0 £ T oz &2 zE 2% ¢ EE F :og o2 o
i - S § = § E¥ == 2 g8 &8 2 O =z
5 g3 e 2 3 5 £
&
Lytis! 0,18
KMP 0,57 001
CD tipas® 2010 -009  -038
Ligos trukmé* 045 0,08 0,16 0,53
HbAIC 2001 003  -005  -007 -0,13
Iv’rasta ligos kontrolé® 0,25 0,16 0,14 -0,08 0,45 0,23
Seiminis paveldéjimas® 0,09 -0.03 0,28 007 014 016 0,00
Retinopatija’ 034  -0.02 0,12 0,61 08 -010 033 0,16
Polineuropatija® 045 0,04 0,15 059 075 004 018 024 0,78
Kardiovaskulin¢ autonominé 038 001 017 052 068 012 036 018 074 071

neuropatija’
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3.17 lentelé. Tesinys

Table 3.17. Continued

@2 A =
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wn
Nefropatija® 0,25  -0,09 0,06 0,65 0,72 002 029 023 0,79 075 0,77
Letintinksty 33 005 013 061 0,71 002 0725 025 077 077 075 092
liga
GFG" 040 013 018 015 026 023 0,10 0,05 -023 -040 -032 -023 -0,45
9
PAH" 0,66 002 055 00l 0,50 0,10 024 024 047 054 049 042 049 -0,39
Dislipidemija* 0,59 0,03 034 0,12 047 0,09 029 0,6 043 054 040 042 044 -025 0,66
sﬂg?masls 048 003 031 001 034 0,18 0,17 020 030 040 026 029 032 0,18 062 0,64
fn‘:il;llifgsmmm" 0,66 001 046 027 063 0,02 020 026 062 070 065 062 066 -0,41 083 078 0,58

Spearmeno koreliacijos koeficientai, statistiSkai patikimo reik§més (p < 0,05) pazymétos pastorintuoju Sriftu
GFG — glomeruly filtracijos greitis; PAH — pirminé arteriné hipertenzija.

ender; — body mass index; “Type o ; “Disease duration; “poor glycemic control; “Family history of diabetes; 'Retinopathy; °Diabetic symetric
!Gender; 2BMI - bod index; 3T f DM; “Di duration; * 1 i 1; *Family hi f diab "Reti hy; $Diabeti i
olyneuropathy; “Cardiac autonomic neuropathy; ephropathy; ronic kidney disease; — glomerular filtration rate; — primary arteria
poly pathy; °Cardi i pathy; '"Nephropathy; ""Chronic kidney di 2GFR - gl lar filtrati BPAH — primary ial

hypertension; “Dyslipidemia; !3Statins; '*Multimorbidity index; "Age.
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rodikliais, naudota Zingsniné daugianaré regresiné analizé, kurios pagalba
atlikta nepriklausomy kintamyjy atranka visoje imtyje ir su tam tikrais
kintamaisiais (SCM, HFC, MB, SCM-IND, MB-IND) atskirai CD pacienty
grupéje.

Vertinant poveikj 8-OHdG koncentracijai, geriausias visai tiriamyjy
im¢iai modelis, pasizymintis auk$¢iausiu R?, tinkamumu ir daugybiniy
koreliacijy koeficiento reikSmémis (coefficient of multiple correlation values),
apskaiciuotas jtraukiant tokius kintamuosius kaip 1étiné inksty liga ir PAH,
(3.18 lentelé). Modelis buvo statisti§kai reikSmingas (p < 0,0001) ir paaiskino
apie 16 proc. 8-OHdG reik$miy variacijos tarp tirtyjy asmeny (r*=0,1566)

3.18 lentelé. Visos imties 8-hidroksi-2-deoksiguanozino daugianarés
regresinés analizés rezultatai naudojant reikSmingiausius kintamuosius

Table 3.18. Results of the multivariate regression analysis of 8-hydroxy-2-
deoxyguanosine for the entire sample using the most significant variables

Poveikis' Laisvés Kvadraty  Vidutiné F P
laipsniai®  suma® koeficiento  reik§mé?  reik§mé®
ir klaidos
kvadraty
suma®
Nepriklausomas? 1 6561,006  6561,006 493,2612  0,0000
narys
LIL? 1 85,299 85,299 6,4129 0,0130
PAH* 1 87,852 87,852 6,6048 0,0118
Paklaida’ 91 1210,417 13,301
Viso® 93 1466,751

LIL — létiné inksty liga; PAH — pirminé arteriné hipertenzija; 8-OHdG — 8-hidroksi-2-
deoksiguanozinas.

'Effect; *Intercept; *Chronic kidney disease; “Primary arterial hypertension; *Error; ¢Total.
aDegree of freedom; "Sum of suares; “Mean sum of squares; F value; °p value.

Vertinant poveiki SCM daZniui, geriausias modelis visy tiriamyjy imciai,
apskaiciuotas jtraukiant tokius kintamuosius kaip amzius, DSPN ir KAN, o
tik CD pacienty im¢iai — amzius ir metformino vartojimas (3.19 lentel¢).
Vertinant poveikj HFC, geriausias modelis visai pacienty imdciai,
apskaiCiuotas jtraukiant tokius kintamuosius kaip amzius, metformino
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vartojimas, DSPN ir PAH, o tik CD pacienty im¢iai — amzius, metformino
vartojimas ir DSPN (3.20 lentelé).

Vertinant poveiki MB dazniui, geriausias modelis visai pacienty
imciai apskaiCiuotas jtraukiant tokius kintamuosius kaip amzius, lytis ir
nefropatija, tik CD pacienty im¢iai — amzius, lytis ir DSPN (3.21 lentelé).

Geriausias modelis vertinant poveiki SCM-IND dazniui visoje
tiriamyjy imtyje apskaiciuotas, jtraukiant tokius kintamuosius kaip statiny
vartojimas ir DSPN, o tik CD pacienty imtyje — amZius ir statiny vartojimas
(3.22 lentele).

Geriausias modelis vertinant poveikj MB-IND dazniui visoje tiriamyjy
imtyje apskaiCiuotas, jtraukiant tokius kintamuosius kaip lytis, insulino
vartojimas, retinopatija ir DSPN, o tik CD pacienty imtyje — amzius ir
retinopatija (3.23 lentelé).

Chromosomy aberacijy analiz¢ dél mazo tiriamyjy skaiciaus buvo atlikta
tik bendroje imtyje (CD pacientai ir kontroliné grupé). Kadangi chromosomy
aberacijy vidurkiai nebuvo pasiskirste pagal normalyjy skirstinj (3.2 pav. Ir
3.3 pav.), pries atlickant daugianarg regresing analize, aberacijy daznis (CTA,
CSA ir bendras CA) 100-tui lgsteliy buvo transformuotas naudojant formule
Y = 0.5[(X)*+(X+1)*%], kur X yra chromosomy aberacijy daznis 100-te
lasteliy ir Y yra transformuotas kintamasis. D’Agostino-Pearson testo
rezultatai parodé, kad visy trijy transformuoty kintamyjy, CTA;, CSA,, ir CA;,
pasiskirstymas reikSmingai nesiskiria nuo normaliojo skirstinio (atitinkamai,
p=0,6010,p=0,3571, ir p=0,4813). Zingsniné daugianaré regresiné analizé
buvo naudojama nepriklausomy kintamyjy atrankai. Geriausias/tinkamiausias
modelis transformuotam CSA daZniui, pasiZymintis auks$Ciausiu R2
tinkamumu ir daugybiniy koreliacijy koeficiento reikSmémis (angl. coefficient
of multiple correlation values), apskaiCiuotas jtraukiant tokius kintamuosius
kaip KMI, ligos stazas ir statiny vartojimas (3.24 lentel¢). Siuos kintamuosius
jtraukéme | daugianarés regresinés analizés modelj skai¢iuodami
transformuotas CTA ir bendras CA reikSmes, nors kai kuriy kintamyjy sasajos
nebuvo reikSmingos. Ligos stazas buvo statistiSkai reikSmingiausias
kintamasis visiems trims transformuotiems rodikliams — CTA;, CSA; ir CA;
(atitinkamai, p = 0,0042, p=0,00003, ir p = 0,00002), parodes teigiama sgsaja
tarp aberacijy skaiciaus ir CD stazo mety. Joks kitas rodiklis neturéjo jtakos
CTA: dazniui. Visas modelis paaiskina 11.1 % bendro CTA; daznio
variabilumo. KMI, kitas nustatytas svarbus kintamasis, pasizyméjes
reikSminga teigiama sgsaja su CTA; (p = 0,0105). Statiny vartojimui nustatyta
ribinio reik§mingumo neigiama sgsaja (p = 0,0763). Visas modelis paaiskina
29,5 % bendro CSA; daznio variabilumo. Analogiskame CA;modelyje stebéta
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ta pati tendencija, taciau nustatytas statistinis reik§Smingumas ir nuo kintamyjy
priklausomas daznio variabilumo procentas (25,8%) maZzesni.

Nors naudojant dvinar¢ analize amziaus kintamajam nustatyta teigiama
koreliacija, pazingsniné¢ daugianaré¢ regresin¢ analizé paSalino amziy i§
tolesnés analizés. Kaip minéta ankséiau, amzius koreliavo su Kkitais
kintamaisiais, ypa¢ su ligos trukme. Atlikus daling koreliacijos analize,
naudojant transformuotg CSA daznj, nustatyta daliné koreliacija tarp CSAt ir
ligos stazo, kuri iSliko reikSminga atmetus amziaus poveikj (r = 0,265, p =
0,022), taciau daliné koreliacija tarp CSAt ir amziaus tapo nereikSminga,
atmetus ligos stazo poveikj (r = 0,189, p=0,1032).
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3.19 lentelé. Visos tiriamyjy imties ir tik CD serganciy asmeny seseriniy chromatidziy mainy (SCM) daznio daugianarés regresinés

analizés rezultatai naudojant reikSmingiausius kintamuosius
Table 3.19. Results of the multivariate regression analysis of sister chromatid exchange (SCE) frequency for the entire study sample

and for individuals with diabetes, using the most significant variables

Visi tiriamieji* Tik CD®
Seseriniu chromatidZiy mainai (SCM/last.)* Seseriniy chromatidZiy mainai (SCM/last.)*
Kintamieji' Regresijos Standartiné Kintamieji' Regresijos Standartiné
koeficientas® paklaida® koeficientas? paklaida®
Nepriklausomas narys? 6,6651 0,3620 0,0000 Nepriklausomas narys? 1,4444 0,2155 0,0000
Amzius’ 0,0578 0,0076 0,0000 Amzius’ 0,2062 0,0577 0,0007
DSPN* 0,4782 0,1559 0,0027 Metformino vartojimas® -0,2593 0,0599 0,0001
KAN® 0,2894 0,1242 0,0215
Modelio savybés’
Modelis*? SCM = 6,665052 + 0,0577827 Ln(Amzius) + Modelis*” SCM = 1,444404 + 0,206234 Ln (Amzius) —
0,478237 Ln(DSPN) + 0,289365 Ln(KAN) 0,259319 Ln(Metforminas)
R-kvadratas® 0,4377 R-kvadratas® 0,2500
Daugines k.orehagcu 08 0,6616 Dauginés koreliacijos koeficientas’ 0,5000
koeficientas
Suderinamumo matas!® F@,119 = 30,8744, p = 7,6605¢-15 Suderinamumo matas!® F6s5)= 10,6638, p = 0,0001
Liekany normalumas p=04242 Liekany normalumas (Shapiro- »=0,1866

(Shapiro-Wilk test)!!

Wilk test)!!

CD - cukrinis diabetas; DSPN — distaliné simetriné polineuropatija; KAN — kardiovaskuliné autonominé neuropatija; SCM — seseriniy chromatidziy mainy daznis.
Variables; *Intercept; *Age; “Distal symetric polyneuropathy; 3 Cardiovascular autonomic neuropathy; ®Metformin; Primary arterial hypertension; "Model; SR
square; *Coefficient of multiple correlation; °Goodness of fit; !"Normality of the residuals (Shapiro-Wilk tests).

aEntire study sample; "Diabetes mellitus patients; °SCE — sister chromatide exchange frequency; ‘Regression coefficient; °Standard error; ‘Model properties.
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3.20 lentelé. Visos tiriamyjy imties ir tik cukriniu diabetu serganc¢iyjy pacienty auksto seseriniy chromatidziy mainy (SCM) daznio
lasteliy (HFC) daugianarés regresinés analizés rezultatai, naudojant reikSmingiausius kintamuosius

Table 3.20. Results of multiple regression analysis of high frequency sister chromatid exchange cells (HFC) in the entire study sample
and in diabetes mellitus (DM) patients only, using the most significant variables

Visa imtis? Tik CD"
Auks$to SCM daZnio lastelés (HFC)© Auksto SCM daZnio Igstelés (HFC)®
Kintamieji' Regresijos Standartiné Kintamieji' Regresijos Standartiné
koeficientas? paklaida® koeficientas® paklaida®
Nepriklausomas narys? 0,3701 0,0296 0,0000 Nepriklausomas narys? 0,1641 0,0639 0,0127
Amzius’ 0,0039 0,0006 0,0000 Amzius’ 0,0033 0,0012 0,0053
Metformino vartojimas* —-0,0395 0,0174 0,0251 DSPN? 0,0708 0,0034 0,0423
DSPN® 0,0557 0,0176 0,0019 Metformino vartojimas* -0,1297 0,0035 0,0005
PAH® 0,0480 0,0236 0,0444
Modelio savybés’
HFC = 0,370993 + 0,00386752 Ln(AmZius) — HFC = 0,164102 + 0,00333795 Ln(AmZius) +
Modelis*’ 0,0394965 Ln(Metforminas) + 0,0556625 Modelis*’ 0,0707772 Ln(DSPN)— 0,129702
Ln(DSPN) + 0,0479609 Ln(PAH) Ln(Metforminas)
R-kvadratas® 0,3777 R-kvadratas® 0,2901
Dauilnes kprehagcuos 0,6146 Dauginés koreliacijos koeficientas’ 0,5386
ocficientas
Suderinamumo matas'? F@,118=17,9057, p = 0,0000 Suderinamumo matas!® Fi,63=8,5807, p=0,0001
Liekany normalumas _ Liekany normalumas (Shapiro— _
(Shapiro—Wilk test)!! p=00039 Wilk test)!! p=00793

CD - cukrinis diabetas; DSPN — distaliné simetriné polineuropatija; HFC — auksto seseriniy chromatidziy mainy daznio lastelés; PAH — pirminé arteriné
hipertenzija.

Variables; *Intercept; *Age; “Metformin; “Diabetic sensorimotor peripheral neuropathy; *Primary arterial hypertension; "Model; ®R square; *Coefficient of multiple
correlation; 1°Goodness of fit; 'Normality of the residuals (Shapiro-Wilk tests).

*Entire study sample; "Diabetes mellitus patients; (HFC — high frequency sister chromatid exchange cells; YRegression coefficient; °Standard error; ‘Model

properties.
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3.21 lentelé. Visos tiriamyjy imties ir tik cukriniu diabetu (CD) serganciy asmeny mikrobranduoliy daznio (MB) daugianarés

regresinés analizés rezultatai, naudojant reikSmingiausius kintamuosius
Table 3.21. Results of multiple regression analysis of micronuclei frequency (MN) in the entire study sample and in diabetes mellitus
(DM) patients only, using the most significant variables

Tik CD?

Visa imtis*
Mikrobranduoliy daZnis (MB %o)* Mikrobranduoliy dazZnis (MB %0)*

Kintamieji' Regresijos Standartiné Kintamieji' Regresijos Standartiné
koeficientas® paklaida® P koeficientas® paklaida®
Nepriklausomas narys? —1,082228 0,3563 0,0030 Nepriklausomas narys? 0,9145 0,2525 0,0005
Amzius® 0,518834 0,1000 0,0000 Amzius’ 0,0091 0,0031 0,0041
Lytis* 0,517632 0,1075 0,0000 Lytis* 0,3531 0,0955 0,0004
Nefropatija® 0,152307 0,1038 0,1454 DSPN!! 0,2204 0,1093 0,0473
Modelio savybésf
C — _ + AR 3 + .
Modeli® 051763 Indtyas) - 0132307 Modelis* MB = 0914501 + 0.00905861 (Amiius) +
Ln(Nefropatija’) 0,353147 (Lytis*) + 0,220405 (DSPN")
R-kvadratas’ 0,3870 R-kvadratas’ 0,3710
Daugines k'orehe;cuos 0,6220 Dauginés koreliacijos koeficientas® 0,6091
koeficientas
Suderinamumo matas’ F@,107 = 22,5152, p = 0,0000 Suderinamumo matas’ F@,77 = 15,1389, p = 0,0000
Lickany normalumas _ Liekany normalumas (Shapiro— _
(Shapiro—Wilk test)!” p=02574 Wilk test)!? p=0,7729

CD - cukrinis diabetas; DSPN — distaliné simetriné polineuropatija; MB — mikrobranduoliy daznis.
Variables; *Intercept; *Age; *Gender; SNephropathy; ®Model; R square; *Coefficient of multiple correlation; *Goodness of fit; '’Normality of the residuals

(Shapiro-Wilk tests); !'Diabetic sensorimotor peripheral neuropathy.
Entire study sample; "Diabetes mellitus patients; “MN — micronucleus frequency; ‘Regression coefficient; °Standard error; ‘Model properties.
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3.22 lentelé. Visos tiriamyjy imties ir tik cukriniu diabetu serganc¢iyjy pacienty mutageno indukuoty seseriniy chromatidziy mainy
(SCM-IND) daugianarés regresinés analizés rezultatai naudojant reikSmingiausius kintamuosius.

Table 3.22. Results of multiple regression analysis of mutagen-induced sister chromatid exchange frequency (SCE-IND) in the entire
study sample and in diabetes mellitus (DM) patients only, using the most significant variables.

Visa imtis?

Tik CD?

Mutagenu indukuoti seseriniy chromatidZiy

mainai (SCM-IND)¢

Mutagenu indukuoti seseriniy chromatidZiy
mainai (SCM-IND)¢

. . . .
Kintamicji Regression Standard Kintamieji Regression Standard
Coefficient! Error® P Coefficient! Error® p
Nepriklausomas narys? 4,2701 0,6268 0,0000 Nepriklausomas narys? 4,3556 0,8693 0,0000
Statiny vartojimas? —-1,0404 0,4243 0,0157 Amzius'? 0,0507 0,0154 0,0017
DSPN* 0,8118 0,2856 0,0053 Statiny vartojimas? —1,5378 0,4997 0,0031
Modelio savybésf
Modeliss* SCM_IND = 4,270153 + 0,81177 Ln(DSPN*) Modeliss* SCM_IND = 4,355649 + 0,0506722

0,0766
0,2768

R-kvadratas®
Dauginés koreliacijos
koeficientas’
Suderinamumo matas®
Lickany normalumas

(Shapiro—Wilk test)’ p=0,0167

— 1,040377 Ln(Statinai®)

F2,1200=4,9800, p = 0,0084

Ln(Amzius') — 1,537773 Ln(Statinai®)

R-kvadratas® 0,1861
Dauginés koreliacijos koeficientas’ 0,4314
Suderinamumo matas® Foes=17,3178, p=0,0014
Liekany normalumas (Shapiro— »=0,5755

Wilk test)°

CD — cukrinis diabetas; DSPN — distaliné simetriné polineuropatija; SCM-IND — mutagenu indukuoty seseriniy chromatidziy mainy daznis.
Variables; *Intercept; *Statins; 4 Diabetic sensorimotor peripheral neuropathy; *Model; °R square; ’Coefficient of multiple correlation; *Goodness of fit;

“Normality of the residuals (Shapiro-Wilk tests); 1°Age.

Entire study sample; "Diabetes mellitus patients; “SCE-IND — mutagen induced sister chromatid exchange frequency; ‘Regression coefficient; *Standard error;

fModel properties.
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3.23 lentelé. Visos tiriamyjy imties ir tik cukriniu diabetu serganciy (CD) asmeny mutageno indukuoto mikrobranduoliy daznio
(MB-IND) daugianarés regresinés analizés rezultatai, naudojant reikSmingiausius kintamuosius

Table 3.23. Results of multiple regression analysis of mutagen-induced micronuclei frequency (MN-IND) in the entire study sample
and in diabetes mellitus (DM) patients only, using the most significant variables

Visi tirti asmenys? Tik CD?
Mutagenu indukuotas mikrobranduoliuy Mutagenu indukuotas mikrobranduoliuy
Kintamieji' daZnis (MB-IND)* Kintamicjit daZnis (MB-IND)®
Regresijos Standartiné Regresijos Standartiné
koeficientas? paklaida® koeficientas® paklaida®
Nepriklausomas narys? 0,1500 0,5187 0,7729 Nepriklausomas narys? 0,4183 0,2669 0,1211
Lytis?® 0,6460 0,2412 0,0086 Amzius'? 0,0064 0,0031 0,0423
Insulino vartojimas* -0,8606 0,2676 0,0017 Retinopatija’ 0,2984 0,1058 0,0061
Retinopatija’ 0,8529 0,3144 0,0078
DSPN® 0,6536 0,3240 0,0462
Modelio savybés’
. MB-IND¢ = 0,150042 + 0,(?46034 Ln(Lytis) — . MB-IND* = 0,418296 + 000641169
Modelis’* 0,860551 Ln(Insulinas®) + 0,852785 Modelis’* (Amzius') + 0,298355 (Retinopatija®)
Ln(Retinopatija®) + 0,65362 Ln(DSPN®) = ’ paty
R-kvadratas® 0,2221 R-kvadratas® 0,1693
Dauilnes kprehagcuos 0,4713 Dauginés koreliacijos koeficientas’ 0,4115
ocficientas
Suderinamumo matas!® F4,106)=7,5669, p = 0,0000 Suderinamumo matas!® F,78=7,9503, p = 0,0007
Liekany normalumas _ Liekany normalumas (Shapiro— _
(Shapiro—Wilk test)!! p=02499 Wilk test)!! p=03117

CD - cukrinis diabetas; DSPN — distaliné simetriné polineuropatija; MB-IND — mutagenu indukuoty mikrobranduoliy mainy daznis.

Variables; *Intercept; *Gender; “Insulin; SRetinopathy; ®Diabetic sensorimotor peripheral neuropathy; "Model; 3R square; °Coefficient of multiple correlation;
19Goodness of fit; '"Normality of the residuals (Shapiro-Wilk tests); 1>Age.

Entire study sample; "Diabetes mellitus patients; “MN-IND — mutagen induced micronucleus frequency; Total aberrations; Regression coefficient; *Standard
error; ‘Model properties.
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3.24 lentelé. Transformuoto chromosomy aberacijy daznio/100 lgsteliy daugianarés regresinés analizés rezultatai, naudojant
reikSmingiausius kintamuosius — ktino maseés indeksg (KMI), ligos stazg ir statiny vartojima

Table 3.24. Results of multiple regression of transformed frequency of chromosome aberrations per 100 cells on the most
significant variables — duration of disease, body mass index (BMI), and use of statins

Chromatidinio tipo aberacijos (CTA)* Chromosominio tipo aberacijos (CSA)" Bendras aberaciju daZnis (CA)®
Kintamieii! Regresijos Standartiné Regresijos Standartiné Regresijos  Standartiné
1 koeficientas® paklaida® koeficientas® paklaida® koeficientas®  paklaida®
Nepriklausomas 1,7372 0,5614  0,0028 ~1,8857 0,5963 0,0023 0,7105 05762 02216
kintamasis
KM -0,0882 01723  0,6104 0,4810 0,1831 0,0105 0,2608 0,1769  0,1448
Ligos stazas* 0,1654 0,0560  0,0042 0,26348 0,0595 0,00003 0,2609 0,0575  0,00002
Statiny vartojimas® ~0,1947 01372 0,1604 026218 0,145782  0,0763 02421 0,1409  0,0899
Modelio savybést
CTA" = 1,737191 — 0,0882006 Ln(KMF) + _ 04953~ CA: = 0,710502 + 0,260791 Ln(KMF) +
Modelis®* 0,165427 Ln(ligos stazas*) — 0,19466 tC‘?AZl )0,?;31358’ X7 3( tX t(.KM[ ) i P j,’;%;’jX 0,260852 Ln(ligos stazas*) — 0,24212
Ln(statiny vartojimas>) stazas statuny vartojimas Ln(statiny vartojimas®)
R-kvadratas’ 0,1106 0,2950 0,2576
Dauginés koreliacijos 0,3326 0,5432 0,5076
koeficientas
Suderinamumo matas’ Fi3,72=2,9855, p=0,0367 F3,72= 10,0445, p=0,00001 Fi,72= 8,3290, p=0,00008
Lickany normalumas p=0,4076 p=0,1005 p=0,6373

(Shapiro-Wilk testas)'®
* Kiino maseés indeksas (KMI) yra tolydusis kintamasis iSreikstas kg/m2; ligos stazas yra nepriklausomas kintamasis, kur 1 = diabeto néra, 2 = naujai diagnozuotas,
3 = trukmé <5 metai, 4 = trukmé >5-10 mety, 5 = trukmé >10-15 mety, 6 = trukmé >15-20 mety, 7 = trukmé >20-25 metai, 8 = trukmé >25 metai; statiny
vartojimas yra nepriklausomas kintamasis, kur 1 = statiny nevartoja ir 2 = statinus vartoja; CTAt, CSAt ir Cat yra transformuoti (Y=0.5[(X)0.5+(X+1)0.5])

atitinkamai, chromatidinio tipo, chromosominio tipo ir bendrai aberacijy dazniai 100-tui lasteliy.

Variables; ?Intercept; *BMI — body mass index; *Disease duration; SStatins; ®Model; 'R square; 8Coefficient of multiple correlation; °Goodness of fit;
1'Normality of the residuals (Shapiro-Wilk tests);

*Chromatid-type aberrations; "Chromosome-type aberrations; °Total aberrations; ‘Regression coefficient; °Standard error; ‘Model properties.
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rodikliais ir genetiniais Zymenimis, naudota logistiné regresiné analiz¢, kurios
pagalba atlikta nepriklausomy kintamyjy atranka.

Vertinant poveikj polineuropatijai, geriausias modelis apskai¢iuotas
itraukiant tokius kintamuosius kaip CD trukmé (B = 0,115, p=10,002), HbAlc
(B =0,329, p =0,078), dislipidemija (p = 2,451, p = 0,009) ir MB-IND (8 =
0,507; p = 0,022); autonominei Sirdies neuropatijai — bloga CD kontrolé (f =
1,322, p =0,039), PAH ( = 1,364, p = 0,029) ir SCM-IND (B = 0,282, p =
0,079); retinopatijai — CD trukmé ( = 0,111, p = 0,002), bloga CD kontrolé
(B=3,310; p=0,002) ir MB-IND (B = 0,750, p = 0,009); nefropatijai — létiné
inksty liga ( = 4,318, p = 0,000) (3.25 lentel¢).
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grupéje, apskaiciuota naudojant logisting regresing analize
3.25 Table. Association of diabetes complications with clinical indicators and genetic markers in a cohort of diabetic patients,
calculated using logistic regression analysis

Kintamieji® Koeficientas®, B Standa.rtircné Sansy santykis® 95% pasikliautinis intervalas*
paklaida
Konstanta® -11,1778 3,3385 0,0008
Polineuropatija' CD trukmé® 0,1145 0,0364  0,0016 1,1213 (1,0442, 1,2042)
HbAlc 0,3286 0,1863 0,0778 1,3890 (0,9641, 2,0013)
Dislipidemija’ 2,4513 0,9389 0,0090 11,6029 (1,8425, 73,0683)
MB-IND? 0,5071 0,2213 0,0219 1,6604 (1,0762,2,5618)
Chi-kvadratas® 29,0596, df — 4, p — 0,0000
Kintamieji® Koeficientas®, B Standa.rtircné Sansy santykis® 95% pasikliautinis intervalas*
paklaida
Autonominé Sirdies Konstanta® —3,4265 1,0811 0,0015
neuropatija’ Bloga kontrolé! 1,3215 0,6395 0,0388 3,7489 (1,0704, 13,1302)
PAH! 1,3641 0,6226 0,0285 3,9124 (1,1547, 13,2563)
SCM-IND!2 0,2815 0,1601 0,0787 1,3251 (0,9682, 1,8135)
Chi-kvadratas® 15,2053, df -3, p—0,0016
Kintamieji* Koeficientas®, B Standa.rtircné Sansy santykis® 95% pasikliautinis intervalas®
paklaida
Konstanta® -6,3450 1,6523 0,0001
Retinopatija’® CD trukmé® 0,1107 0,0354  0,0018 1,1171 (1,0422, 1,1973)
Bloga kontrolé!” 3,3095 1,0573 0,0017 27,3715 (3,4458,217,4241)
MB-IND? 0,7500 0,2889 0,0094 2,1169 (1,2017, 3,7293)
Chi-kvadratas® 36,4303, df — 3, p — 0,0000
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3.25 Lentelé. Tgsinys
3.25 Table. Continued

Kintamieji* . Standartiné Sansy santykis® 95% pasikliautinis intervalas*
Nefropatija* Kocicientas', B paklaida®
Konstanta® —2,5257 0,5196 0,0000
Létiné inksty liga'3 4,3175 0,9238 0,0000 75,0000 (12,2675, 458,5298)
Chi-kvadratas’ 34,2000, df — 1, p — 0,0000

CD - cukrinis diabetas; HbAlc — glikozilintas hemoglobinas; MB-IND — mutagenu indukuoty mikrobranduolliy daznis; PAH — pirminé arteriné hipertenzija;
SCM-IND — mutagenu indukuoty seseriniy chromatidziy mainy daznis.

Diabetic sensorimotor peripheral neuropathy; 2Cardiac autonomic neuropathy; *Retinopathy; “Nephropathy; *Constant; Diabetes duration; "Dyslipidemia;
8MN-IND — mutagen induced micronuclei; °Chi-Square; '®Poor glycemic control; !'Primary arterial hypertension; '?SCE — sister chromatid exchange; *CKD —
chronic kidney disease;

aVariables; "B coefficient; °Standard error; Odds ratio; °95% Confidence interval.

133



3.2.7. MiRNR tyrimy rezultatai

Dél didelio nesutapimo tarp pacienty, kuriems buvo tirti citogenetiniai
rodikliai, 8-OHdG ir miRNR, miRNR analiz¢ daryta atskirai. MiRNR istirtos
99 asmenims — 40 CD1, 38 CD2 pacientams ir 21 kontroliniam asmeniui.
Sioje dalyje istirty pacienty klinikiniai ir biocheminiai duomenys pateikti 3.26
lenteléje.

3.26 lentelé. Cukrinio diabeto pacienty ir kontrolinés grupés tiriamyjy
klinikiniai, biocheminiai ir demografiniai rodikliai

Table 3.26. Clinical, biochemical, and demographic characteristics of patients
with diabetes and the control group

CD12, CD2b, Kontroliné

Rodikliai! N =40 N=38 grupé’,
N=21
. Moteris?, N 15 11 13
Lytis
Vyras*, N 25 17 8
Amzius’ (metais®), vidurkis’, reik§miy 39 61 37
intervalas® 20-70 34-81 23-70
Diabeto trukmé® (metais®), vidurkis’, 16 12 —
intervalas® 0-43 0-42
Blogos glikemijos kontrolés trukmé!? 3 3 -
(metais®), vidurkis’, intervalas® 0-11 0-8
. .. Gera, N 11 8 _
Glikemijos kontrolé!! Bloga®. N 29 29 -
Sistolinis kraujospiidis'* (mmHG), 123 137 121
vidurkis’, intervalas® 80-159 107-178 100-128
Diastolinis kraujospidis'®, (mmHG) 75 81 78
vidurkis’, intervalas® 50-90 59-95 65-96
HbAlc (%), 9,3 9,1 -
vidurkis’, intervalas® 5,6-16,3 5,8-15
Nezinoma'?, N 5 5 -
Kreatinino konc.'” (umol/l), vidurkis’, 79 78 -
intervalas® 40-379 41-240
Nezinoma'?, N 1 — —
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3.26 lentele. Tesinys
Table 3.26. Continued

CDla, CD2b, Kontroliné
Rodikliail N=40 N=38  grupéc,
N=21
GFG? (ml/min./1,73 m2), 97 86 -
vidurkis’, intervalas® 26-146 25-129
NeZzinoma'®, N 2 - -
. C g 24 34 26

KMI?! (kg/m2), vidurkis’, intervalas® 18.34 25.45 18.34
Liemens apimtis®?> (cm), vidurkis’, 94 95 93
intervalas® 62-109 81-140 66-111

. . C 103 104 105
Kluby apimtis® (¢cm), vidurkis’, intervalas® 64123 98140 97-126

. . . 36 36 35
Kaklo apimtis®* (cm), vidurkis’, intervalas® 31.48 3048 2944
Ketoacidozé®, N 8/32 1/37 -
Létiné inksty ligas, N 5/35 8/31 -
Nefropatija*’, N 8/32 7/31 -
Pirmin¢ arteriné hipertenzija?®, N 15/25 36/2 -
I3eminé Sirdies liga®, N 3/37 12/26 -
Sirdies nepakankamumas’, N 2/38 10/38 —
Polineuropatija®!, N 12/28 13/25 -
Kardiovaskuliné autonominé neuropatija®?, 11/28 19/18 -
N
Retinopatija**, N 20/7 14/10 -

CD1 - 1 tipo cukrinis diabetas, CD2 — 2 tipo cukrinis diabetas, HbAlc — glikozilintas
hemoglobinas, GFG — glomeruly filtracijos greitis, DTL — didelio tankio lipoproteinai, MTL

— mazo tankio lipoproteinai.

Indicator; *Gender; 3Female; *Male; SAge; ®Years; ’Mean; 3Range; °Diabetes duration;
Dyration of poor glycemic control; 'Glycemic control; ?Good; '*Poor; “Systolic blood
pressure; *Diastolic blood pressure; ®Pulse; "Beats per minute; '®No data; 'Creatinine
concentration; 2°Glomerular filtration rate; 2’ BMI — body mass index; ?Waist circumference;
PHip circumference; 2*Neck circumference; *’Ketoacidosis; 2°Chronic kidney disease;
2"Nephropathy; 28Primary arterial hypertension; *’Ischemic heart disease; *Heart failure;

3Distal symmetric polyneuropathy; 3?Cardiovascular autonomic neuropathy; 3*Retinopathy.

*T1DM - type 1 diabetes; "T2DM — type 2 diabetes; “Control.
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Visiems tiriamiesiems istirta keturiy miRNR raiska leukocituose — miR-
16-5p, miR-17-5p, miR-106a-5p ir miR-223-3p. Duomeny statistiné analizé,
atlikta naudojant Kruskal-Wallis ir Dunn daugybiniy palyginimy testus,
neparodé¢ statistiSkai reikSmingy skirtumy tarp analizuoty grupiy, iSskyrus
miR-106a, kurios raiSka buvo statistikai patikimai (p = 0,0188) sumazéjusi
CD2 pacienty leukocituose, lyginant su kontroline grupe (3.10 pav.).

Sasajos tarp miRNR raiskos pokyciy ir CD1 pacienty demografiniy,
klinikiniy, biocheminiy ir antropometriniy rodikliy buvo tirtos panaudojant
koreliacing analize. Ilgéjant blogos glikemijos kontrolés trukmei, mazéjo
miR-16 raiska (r = —-0,42, p = 0,0116). Didéjant liemens apimciai, mazéjo
miR-17 (r=-0,32, p=10,0451), miR-106a ( r=-0,38, p = 0,0179) ir miR-223
(r = -0,44, p = 0,0048). Didéjant pacienty kluby apimciai, mazéjo miR-17
raiSka ((r = —0,35, p = 0,0325). Taip pat buvo nustatyta miR-106a raiskos
neigiama koreliacija su pacienty amziumi (r = —0,32, p = 0,0384). Taciau
atlieckant tokio pobiuidzio analize visa laikg reikia atsizvelgti | galimy
klaidingai teigiamy rezultaty tikimybe, atsirandancia dél daugybiniy
palyginimy. Miisy atveju net paciai stipriausiai koreliacijai tarp miR-223
raiskos ir pacienty liemens apimties (= — 0,44, p = 0,0048) klaidingai
teigiamo rezultato tikimybé (false discovery rate, FDR) yra 25 proc., kitoms
nustatytoms koreliacijoms ji yra dar didesné. Todél tikétina, kad visos Sios
anksciau iSvardytos sasajos yra atsitiktinés ir neatspindi realios situacijos.

Taip pat nenustatytas rySys tarp miRNR raiskos pokyc¢iy ir CD1 pacienty
mikrovaskuliniy komplikacijy bei kity lydin¢iy ligy.

Analogiska analizé CD2 pacienty grup¢je arba neparodé rysio tarp
miRNR raiskos ir pacienty demografiniy, klinikiniy, biocheminiy bei
antropometriniy rodikliy, arba tokios analizés nebuvo jmanoma atlikti dél
labai mazo pacienty skai¢iaus (< 5) kai kurios lyginamose kategorijose.

Auksciau aprasyti miRNR raiskos tyrimai tarp grupiy parodé, kad bent
vienos miRNR, miR-106a, raiska yra sumazéjusi CD2 pacienty grupéje,
lyginant su kontrole. Taciau jau anks¢iau buvo aprasyta, kad demografiniai ir
antropometriniai rodikliai tarp kontrolinés grupés ir CD2 pacienty skiriasi —
antrojo tipo diabetu sergantys asmenys buvo vyresni ir pasizyméjo didesne
kiino mase. Todél toliau buvo panaudota logistiné (logit) regresijg, siekiant
i$siaiSkinti, ar miRNR raiska galéty buti zymuo, leidziantis atskirti
kontrolinius ir diabetu sergancius asmenis. | logistinés regresijos modelius
buvo jtraukti ir tokie rodikliai, kaip tiriamyjy amzius ir kiino masés indeksas.
Tyrimo rezultatai parodyti 3.27 lentelgje.
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3.10 pav. MiRNR raiskos palyginimas pirmo (CD1) ir antro (CD2) tipo
cukriniu diabetu serganciy pacienty ir kontrolinés grupés leukocituose. A—D
— atitinkamai miR-16, miR- 17, miR-106a ir miR-223. Santykin¢ miRNR
raiska pateikta log, skaléje

Figure 3.10. Comparison of miRNA expression in leukocytes of patients with
type 1 (TIDM) and type 2 (T2DM) diabetes, and the control group. A-D
represent miR-16, miR-17, miR-106a, and miR-223, respectively. Relative

miRNA expression is presented on a log, scale
IControl; 2T1DM — type 1 diabetes; *T2DM — type 2 diabetes; “Relative expression.
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3.27 Lentelé. CD1 ir CD2 demografiniai, antropometriniai ir miRNR Zymenys, atrinkti naudojant logisting regresing analizg
Table 3.27. Demographic, anthropometric and miRNA markers of patients with type 1 (T1DM) and type 2 (T2DM) diabetes selected

using logistic regression analysis

. . . Standartiné & , 95% pasikliautinis
a b d
Kintamieji Koeficientas®, 8 paklaida® P Sansy santykis intervalas®
Konstanta? 2,7417 1,8405 0,1363 15,5133 -
a1 2 s s ) )
Kontrolé® vs CD1 KMI® 20,1005 0,0721 0,1634 0,9044 (0,7852, 1,0417)
miR-16 -0,2619 0,1296 0,0433 0,7696 (0,59695, 0,99215)
miR-223 0,1581 0,0901 0,0791 1,1713 (0,98167, 1,3975)
Chi-kvadratas® 8,11,df—3, p—0,0439
. ... . Standartiné & , 95% pasikliautinis
a b d
Kintamieji Koeficientas®, § paklaida® P Sansy santykis intervalas®
. s Konstanta? -12,9072 3,6794 0,0005 0,0000025 -
Kontrolé vs CD2 KM 0,2443 0,1151 0,0338 1,2767 (1,0189, 1,5998)
Amzius’ 0,112 0,0394 0,0044 1,1190 (1,035, 1,208)
miR-106a -0,0579 0,0581 0,3187 0,9437 (0,84217, 1,0576)

Chi-kvadratas®

45,28, df —3, p <0,0001

IControl; 2T1DM - type 1 diabetes; ’T2DM — type 2 diabetes; “Constant; SBMI — body mass index; °Chi-square; ’Age; *Variables; *B coefficient;
¢Standard error; Odds ratio; ©95% Confidence interval.
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Patikimesnis modelis buvo gautas CD2 atveju, taciau idomu tai, kad
miR-106a nepasirodé esas antrojo tipo diabeto prediktorius (p = 0,3187),
nepaisant to, kad anksciau buvo aptikta sumazéjusi Sios miRNR raiska
CD2 pacienty leukocituose. Siame modelyje svarbiausi rizikos veiksniai
buvo vyresnis amzius ir padidéjusi kiino masé.

Nors lyginant miRNR raiskg tarp kontrolinés grupés asmeny ir CD1
pacienty nebuvo nustatyti jokie statistiSkai patiki skirtumai, j geriausia
logistinés regresijos modelj pateko net dvi miRNR, miR-16 ir miR-223,
taciau jy predikciné verté, kaip ir paties modelio, yra gana nedidele.

3.3. Gydymo o-lipoine riigstimi jtaka klinikiniams rodikliams,
genetiniams ir epigenetiniams Zymenims

Sesiolika pacienty (CD1 — 6 pacientai ir CD2 — 10 pacienty) gydyti ALR 600
mg x 1 k/d infuzijomis nuo 4 iki 9 dieny. Kraujo méginiai buvo paimti ryte
pries pradedant gydyma ir kelios valandos po paskutinés infuzijos. 8-OHdG
koncentracija iStirta 14-kai CD pacienty prie§ ALR gydyma, 9-iems CD
pacientams po ALR gydymo ir 14-kai kontroliniy asmeny. MB buvo istirti 14-
kai, o SCM visiems 16-kai CD pacienty prie§ ir po gydymo ALR.
Tiriamiesiems atlikti tyrimai, demografiniai ir klinikiniai tiriamyjy rodikliai
pateikti 12 priede (CD pacientai) ir 13 priede (kontroliniai asmenys)

Skausmo stiprumo rezultatai prie$ ir po gydymo ALR pateikti pav.
3.11. Trys pacientai iki gydymo ALR skausmo nejuto (skausmo stiprumo
vertinimas — 0), todél Siems pacientams skausmo stiprumas po gydymo
nepasikeité. Vienam pacientui skausmo stiprumas iki gydymo ALR sieké 3
balus ir po gydymo nepasikeité. Visiems likusiems 12-kai pacienty skausmo
stiprumas po gydymo ALR sumazéjo: kai kuriems i§ jy — gana zenkliai, pvz.,
nuo 10 iki 5, nuo 8 iki 2 arba nuo 6 iki 0 baly, o kitiems — vidutiniskai, pvz.,
nuo 7 iki 6 arba nuo 4 iki 2 baly. Bendrai visoje imtyje skausmo stiprumas
buvo reik§mingai mazesnis po gydymo ALR, palyginus su skausmo stiprumu
iki gydymo (p = 0,0024, Wilcoxon Signed Rank testas).
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3.11 pav. Sesiolikos pacienty skausmo stiprumo poky¢iai balais po gydymo
a-lipoinés 1. (ALR) infuzijomis, 600 mg kasdien 4-9 dienas. Trys pacientai
skausmo stipruma iki ir po gydymo ALR jvertino nuliu, du pacientai nurodé
10 baly skausmo stipruma iki gydymo ir 5 balus po gydymo.

Figure 3.11. Changes in pain intensity in sixteen patients after treatment with
a-lipoic acid (ALA), 600 mg daily for 4-9 days. Three patients rated their pain
intensity as zero both before and after treatment with ALA, while two patients

reported a pain intensity of 10 before treatment and 5 after treatment.
Before treatment with a-lipoic acid; 2After treatment with a-lipoic acid.

CD pacientams prie$ gydymg ALR nustatyta kiek aukstesné plazmos 8-
OHAG koncentracija, palyginus su kontroline grupe, daugiausiai dél dviejy
i8skir¢iy (pav. 3.12a). Po gydymo ALR 8-OHdG koncentracija reikSmingai
sumazgjo (pav. 3.12b; p=0,0039, Wilcoxon Signed Rank testas). Pazymétina,
kad 8-OHdG koncentracija po gydymo ALR sumazéjo visiems 9 pacientams,
kuriems 8-OHdG koncentracija buvo tirta.

SCM ir MB analizés rezultatai pavaizduoti pav. 3.13. CD pacientams,
palyginus su kontroline grupe, nustatytas aukstesnis SCM daznis (p = 0,0075,
Manno ir Whitney U testas), tatiau MB daznis reikSmingai tarp grupiy
nesiskyré (p = 0,5). Nustatyta reikSminga teigiama SCM koreliacija su
skausmo stiprumu (Spearmano rango korealiacijos koeficientas rs = 0,65, p =
0,006). Po gydymo ALR statistiskai reik§Smingy citogenetiniy poky¢iy (SCM
ir MB) nenustatyta.
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3.12 pav. Cukrinio diabeto ir gydymo a-lipoinés riigsties (ALR) infuzijomis
poveikis i kraujo plazmos 8-hidroksi-2’-deoksiguanozino (8-OHdQG)
koncentracija. (a) Staciakampése diagramose pavaizduota 8-OHdG kraujo
koncentracija kontrolingje grupéje, CD pacienty grupéje pries gydyma ALR
ir CD pacienty grupéje po gydymo ALR; (b) 8-OHdG kraujo plazmos
koncentracijos pokyciai 9 CD pacientams, kuriems 8-OHdG koncentracija

tirta pries ir po gydymo ALR.

Figure 3.12. The effect of diabetes and treatment with a-lipoic acid (ALA) on
plasma 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (§-OHdG) concentration. (a) Bar charts
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illustrating 8-OHdG blood concentration in the control group, in the group of
patients with diabetes before treatment with ALA, and in the group of patients
with diabetes after treatment with ALA; (b) Changes in plasma 8-OHdG
concentration in 9 patients with diabetes, for whom 8-OHdG concentration

was measured before and after treatment with ALA.
IControl; ?Before treatment with a-lipoic acid; *After treatment with a-lipoic acid.
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3.13 pav. Cukrinio diabeto ir gydymo a-lipoinés riigsties (ALR) infuzijomis
poveikis ] citogenetinius DNR pazaidy Zymenis. (a) Staciakampése
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diagramose pavaizduotas SCM daznis kontrolingje grupéje, CD pacienty
grupéje prie§ gydymg ALR ir CD pacienty grupéje po gydymo ALR; (b)
Staciakampése diagramose pavaizduotas MB daZznis kontrolingje grupéje, CD
pacienty grupg¢je pries gydyma ALR ir CD pacienty grupéje po gydymo ALR.
Figure 3.13. The effect of diabetes and treatment with a-lipoic acid (ALA) on
cytogenetic DNA damage markers. (a) Bar charts illustrating the frequency of
sister chromatid exchanges (SCE) in the control group, in the group of
diabetes patients before treatment with AL A, and in the group of diabetes
patients after treatment with ALA; (b) Bar charts showing the frequency of
micronuclei (MN) in the control group, in the group of diabetes patients before
treatment with ALA, and in the group of diabetes patients after treatment with
ALA.

ISCE - sister chromatid exchange/cell; 2Control; *Before treatment with a-lipoic acid; *After
treatment with a-lipoic acid; MN - micronucleus.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Sio tyrimo tikslas jvertinti ir palyginti cukriniu diabetu serganéiyjy ir
kontrolinés grupés DNR pazaidy daznj, oksidacinius kraujo Zymenis ir
citogenetiniai rodikliai — chromosomy aberacijos, mikrobranduoliy ir
seseriniy chromatidziy mainy daznis, taip pat 8-OHdG koncentracija kraujo
plazmoje ir su diabetu ir diabeto komplikacijomis susijusios miRNR — miR-
16-5p, miR-17-5p, miR-106a-5p ir miR-223-3p. Klinikinis pacienty iStyrimas
apémé visy tiriamyjy anamnezés surinkima ir detaly CD pacienty iStyrimg dél
diabetinés neuropatijos. Tyrime taip pat placiau tirti ir palyginti diabetinés
polineuropatijos ir kardiovaskulinés autonominés neuropatijos, skirtumai
CDl ir CD2 sergantiemsiems.

Epidemiologiniuose tyrimuose DSPN biidingi pakitimai pasireiskia
ankstyvose CD ligos vystymosi stadijose ir nustatomi jau ir sergantiesisems
prediabetu. CD2 pacientams DSPN pasireisSkia dazniau ir ankstyvesnése ligos
stadijose lyginant su CD1 [200]. Savo tyrime mes nenustatéme DSPN daznio
skirtumo palygindami CD1 ir CD2, galimai, dél specifinés hospitalizuoty
tiriamyjy populiacijos su sunkia ir pazengusia liga. DSPN daznis CD1 ir CD2
grupése varijavo priklausomai nuo naudoto diagnostikos metodo dél, galimai,
skirtingo metody jautrumo ir specifiSkumo. Klinikinis pacienty iStyrimas
naudojant Neuropatijos simptomy skalés klausimyna (NSS) ir Neuropatijos
negalios skale (NNS) — dazniausiai naudojamas metodas klinikingje
praktikoje, padedantis jvertinti smulkiyjy ir stambiyjy nerviniy skaiduly
pazaidg. Taciau dél santykinai nedidelio jautrumo (NNS siekia iki 68 %), tik
pazengusios nervy pazaidos nustatomos S$iuo metodu [301], tod¢l DSPN
daznis musy tyrime tiriant $iuo metodu buvo maziausias. Elektroneurografija
(ENG) — objektyvus ir jautrus tyrimo metodas, dazniausiai naudojamas
klinikiniuose tyrimuose. Taciau §iuo metodu nustatoma tik stambiyjy nerviniy
skaiduly pazaida, o dazniausiai ankstyvesné, smulkiyjy skaiduly pazaida lieka
neaptikta [301], todél DSPN daznis tiriant Siuo metodu misy tyrime buvo
vidutinis, palyginus su klinikiniu i§tyrimu ir neurometrija (NM). Tiriant NM
metodu nustatoma ankstyva smulkiyjy ir stambiyjy nerviniy skaiduly pazaida,
taCiau kaip ir kiti tyrimai, reikalaujantys paciento bendradarbiavimo, NM
rezultatai varijuoja priklausomai nuo paciento gebé&jimy, tyréjo patirties ir kity
itakojanciy veiksniy. Atlikdami NM nustatéme didziausia DSPN daznj, ir Sie
rezultatai sutampa su kity tyréjy rezultatais [302, 303], todél Sis tyrimas galéty
biiti naudojamas ankstyvai DSPN diagnostikai ar DSPN progresavimo
stebéjimui.
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Vertinant atskirus DSPN tyrimy elementus, kamertono vibracijos jutimo
sutrikimas, rodantis stambiyjy nerviniy skaiduly pazaidg, daZniau nustatytas
CD2 nei CDI pacientams. Sie duomenys sutampa su kity tyréjy rezulatais,
kurie stambiyjy nerviniy skaiduly pazaidg vertino biotezimetru [304] arba
vibracijos jutimo analizatoriumi [305]. Nors vibracijos jutimas gali mazéti
senstant, ankstesniy tyrimy rezultatai parodé rySkesnj vibracijos jutimo
sutrikimg CD2 pacientams, palyginus su CD1 jvairiose amzZiaus grupése, nors
ne visuose tyrimuose nurodyta, ar buvo naudotos nuo amziaus priklausomos
tyrimo normos [304-306]. Tirdami kitais metodais savo tyrime nenustatémé
smulkiyjy (temperatirinis ir skausmo jutimai) ar stambiyjy (Achilo sausgyslés
refleksas) skaiduly pazaidos skirtumo tarp CD1 ir CD2 pacienty, o kity autoriy
rezultatai yra priestaringi [305, 307]. Tiriant ENG metodu sensoriniy nervy, t.
y.n. suralis ir n. tibialis, pazaidos daznis, palyginus CD1 ir CD2 pacientus,
nesiskyre, taciau motorinio nervo, n. peroneus, disfunkcija dazniau nustatyta
CD1 pacientams. Motoriniy nervy pazaida rodo vélyvesng ir sunkesne
nerviniy skaiduly pazaida, todé¢l galime daryti i§vada, kad CDI1 pacientams
misy tyrime biidinga labiau pazengusi DSPN, palyginus su CD2 pacientais.
Taciau kity autoriy tyrimy rezultatai neparodé motoriniy nervy pazaidos
skirtumo palyginus CD tipus [304], arba rezultatai buvo priesingi, ir didesné
motoriniy nervy pazaida nustatyta CD2 pacientams [307], todél reikalingi
tolesni tyrimai, siekiant jvertinti §iuos rezultatus.

NM tyrimas neparodé reikSmingo skirtumo tarp CD1 ir CD2 stambiyjy
ir smulkiyjy sensoriniy skaiduly pazaidos daznio, prieSingai nei klinikinis
iStyrimas, kurj atlickant CD2 pacientams dazniau nustatyta stambiyjy skaiduly
pazaida tirtiant kamertonu. Literatiiros duomenimis kamertono jautrumas
siekia 62,5 %—84,6 % [308-310] ir yra Zenkliai maZesnis nei NM jautrumas,
siekiantis 94 % [311], tod¢l CD2 pacientams gali buti labiau budinga
pazengusi sensoriniy stambiyjy nerviniy skaiduly pazaida.

Skausming DSPN Zenkliai dazniau nustatéme CD2 nei CD1 pacientams.
Analogiski rezultatai gauti ir kituose tyrimuose [312, 313]. Néra tiksliai
zinoma, kodé¢l CD2 pacientams dazniau i$sivysto skausminé DSPN, galimai,
lydinc¢ios ligos, dazniau biuidingos CD2 pacientams, papildomai pazeidzia
smulkigsias nervines skaidulas, kurios atsakingos uz skausmo jutimag [154].
Taip pat, nors skausming DSPN dazniau nustatétme CD2 pacientams,
palyginus su CD1 pacientais, skausmo stiprumas tarp CD tipy nesiskyré.

Tyrimy, palyginanc¢iy KAN daznj CD1 ir CD2 pacientams, rezultatai
priestaringi: viename tyrime KAN daznesné¢ CD2 pacientams [127], kitame —
CD1 pacientams [314], dar kituose darbuose reik§mingas skirtumas tarp CD
tipy nenustatytas [137, 315]. Miisy tyrime KAN daznis CD2 pacientams buvo
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dvigubai didesnis nei CD1 pacientams dél daznesnés parasimpatinés
disfunkcijos, kurig parodo SSD atsakas j gily kvépavima ir stovéjima bei
Valsalvos méginys. SSD atsako j gily kvépima testas buvo daZniausias
patologinis testas CD2 pacientams, ir Sie rezultatai atitinka Pan ir kt. [316]
i8vadas, kad Sis testas yra jautriausias diagnozuojant KAN CD2 pacientams.
Yra zinoma, kad nutukimas gali pabloginti gilaus kvépavimo testo rezultatus
dél susilpnéjusiy krtinés refleksy, taciau, nors dauguma CD2 pacienty miisy
tyrime buvo nutuke, reikSmingy sgsajy tarp nutukimo ir sutrikusio gilaus
kvépavimo testo nenustatyta.

Sistolinio AKS atsako j stovéjimg testas, rodantis simpatine disfunkcija
ir pazengusia KAN, buvo dazniau sutrikgs CD1 pacientams, taciau skirtumas,
palyginus su CD2 pacientais, nepasieké statistinio reikSmingumo. Tokia
tendencija galéty parodyti, kad CD1 pacientams biidinga sunkesné KAN,
taciau §i hipoteze turéty buti patvirtinta tolesniais didesnés imties tyrimais.

Nustatéme, kad bloga ilgalaiké glikemijos kontrolé susijusi su DSPN ir
KAN i$sivystymo rizika CD1, bet ne CD2 pacientams. Tokie rezultatai sietini
su esamomis ziniomis, kad hiperglikemija yra pagrindinis neuropatijy rizikos
veiksnys CD1 pacientams, taciau CD2 pacientams nervy pazaida yra labiau
kompleksiné [101]. Diabeto trukme, kuri kartu su hiperglikemija salygoja
suminj toksinj glikemijos poveikj, miisy tyrime taip pat buvo stipriau susijusi
su DN rizika CD1 nei CD2 pacientams. HbAlc tyrimas, atspindintis
glikemijos kontrole per paskutinius 3 mén., neparod¢ jokiy sgsajy su DN CD1
ir CD2 pacientams, todél $io tyrimo reikSmé skrespjiivio tyrimuose gali buti
ribota.

Kiti tradiciniai rizikos veiksniai, t. y. vyresnis amzius, kitos
mikrovaskulinés komplikacijos ir lydincios ligos, buvo daznesni CD1 ir CD2
pacientams su DSPN ir KAN, palyginus su pacientais be $iy komplikacijy,
taciau reikSmingos sgsajos dazniau nustatytos CD1 nei CD2 pacientams.
Teigiamos DSPN ir KAN sasajos su auks¢iau minétais rizikos veiksniais CD1
pacientams nustatytos EURODIAB IDDM (angl. European Insulin
Dependent Diabetes Mellitus Prospective Complications Study) tyrime [122],
o tik su DSPN — CD1 — Skotijos registro tyrime (angl. in T1D Exchange and
the Scottish Register studies) [317]. DN sasaja su kitomis mikrovaskulinémis
komplikacijomis stebéta miisy tyrime pasireiskia dél bendry hiperglikemijos
sukelty patogenetiniy keliy, taciau kiti autoriai nustaté stipresng KAN ir kity
mikrovaskuliniy kompliacijy sgsajag CD2 nei CD1 pacientams [314].

Miisy tyrime zemesnis GFG buvo reikSmingai susijes su KAN ir DSPN
CDI1, bet ne CD2 pacientams. KAN susijes su padidéjusiu glomeruly
filtracijos spaudimu, glomeruliy endotelio lasteliy pazeidimu ir eritropoetino
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sekrecija [316], ir teigiamas rySys tarp KAN ir blogéjancios inksty funkcijos
yra jrodytas ankstesniuose tyrimuose su CD1 [318] ir CD2 pacientais [319].
Kity autoriy taip pat apraSyta ureminé DSPN, pasireiskianti blogéjant inksty
funkcijai dél periferiniy nervy stambiyjy skaiduly pazaidos [320].

Gana netikétai miisy tyrime DSPN ir KAN sgsaja su lydin¢iomis ligomis
buvo stipresné CD1 pacientams, palyginust su CD2 pacientais. CD gydymo
rekomendacijos siekiant iSvengti CD komplikacijy akcentuoja glikemijos
kontrolés svarbg CD1 pacientams ir labiau holisting CD2 pacienty priezitira,
apimancig AH, dislipidemijos korekcija ir svorio mazinimg [98, 101]. Taciau
toks pozitris susiformavgs dél epidemiologiniuose tyrimuose nustatomo
didesnio lydinciy ligy daznio CD2 nei CD1 pacientams [321, 322]. Miisy
tyrime dalyvavo hospitalizuoti, su paZzengusia liga ir dazna lydinéia patologija
(dislipidemija, AH) CDI1 pacientai, todél tai galéjo salygoti stipresnes
mikrovaskuliniy komplikacijy ir gretutiniy ligy sasajas. Tokiems CDI1
pacientams holistiné prieziiira yra ne maziau svarbi nei CD2 pacientams.

Kinikiniy ir demografiniy rodikliy sgsajos su genetiniais Zymenimis
pirmiausiai vertintos atlickant dvinar¢ analize¢. Tolimesniame etape atlikti
daugianariai statistiniai skaiCiavimai, naudojant pazingsnin¢ daugianarg ir
logisting regresing analizg.

Dvinariuose palyginimuose su kontroline grupe CD1 ir CD2 pacientams
nustatéme didesnj SCM, HFC, MB ir SCM-IND daznj, o 8-OHdG ir MB-IND
tarp grupiy reikSmingai nesiskyré. Kity autoriy tyrimuose taip pat nustatytas
SCM daznio padidéjimas gydomiems CD2 [36] ir CD1 pacientams [33, 34].
Pacientams su naujai diagnozuotu, antidiabetiniais medikamentais negydomu
CD2 [35] ir dializuojamiems CD pacientams [40] nustatomas toks pats SCM
daznis, kaip ir kontrolinéje grupéje. Atskiry MB tyrimy rezultatai taip pat néra
vieningi: vienuose tyrimuose CD1 ir CD2 pacientams nustatomas didesnis
MB daznis [36, 37, 43-45, 323-326], kituose tyrimuose $i sasaja
nepasitvirtina [33, 34, 46]. Vis tik neseniai atliktoje aStuoniy tyrimy
metaanalizéje patvirtinta, kad CD pacientams biidingas reik§mingai didesnis
MB daznis, palyginus su kontroline grupe [42]. Didesnis MB daznis taip pat
nustatomas pacientams, sergantiems nutukimu [270, 271] ir metaboliniu
sindromu [272], o Sios lydincios ligos (iki 90 % atvejy) biidingos CD2
pacientams.

Misy tyrimo kontrolinés grupés limfocity bendras CA daznis (1,83/100
lasteliy) atitinka anks¢iau skelbty tyrimy rezultatus (nuo 1,68 iki 2,11/100
lasteliy) [327, 328]. CD1 ir CD2 pacientams nustatéme aukstesnj visy tipy
chromosomy aberacijy daZnj, palyginus su kontroliniais asmenimis. Sie
duomenys sutampa su kity autoriy rezultatais tiriant CD2 pacientus
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[37,38,329], taip pat rukancius ir neriikancius CD1 ir CD2 pacientus [39].
Taciau tyrimuose, kuriuose kontroliniai tiriamieji palyginti su CD1 pacientais
[33] arba naujai diagnozuotais, daugiausiai medikamentais negydytais CD2
pacientais [35], CA daznio skirtumy nenustatyta. Mes taip pat nustatéme,
CTA ir CSA daznio priklausomybé nuo ligos stazo. Sasaja su ligos stazu CD2
pacientams kity autoriy darbuose priestaringa: nustatyta CA [37] ir keliuose
MB tyrimuose [44, 45, 323], nenustatyta eiléje kity MB tyrimy [36,330]. CD1
pacienty tyrimuose MB sasaja su ligos stazu taip pat nenustatyta [268, 323].
Taciau pastaryjy tyrimy pacienty CD stazas buvo Zenkliai trumpesnis nei
misy tiriamyjy, kuriems CD buvo diagnozuotas vidutiniskai prie§ 13 mety,
tod¢l trumpesné ligos trukmé galimai buvo nepakankama pazaidy
susidarymui. Miisy tyrime CD2 pacientams nustatytas didesnis CA ir CSA
daznis, palyginus su CD1 pacientais. Yra atliktas dar vienas tyrimas, kuriame
nustatytas aukstesnis CA daznis CD2 pacientams, palyginus su CDI
pacientais, taCiau skirtumo statistinis reikSmingumas nenurodytas [39].
Aukstesnis CA ir CSA daznis CD2 pacientams galimai susij¢s su lydinciomis
ligomis, t. y. nutukimu, arterine hipertenzija ir dislipidemija, dazniau
biidingomis §iems pacientams, palyginus su CD1. Sios lydincios ligos, ypaé
nutukimas, yra susijusios su létiniu uzdegimu, oksidacinio streso padidéjimu,
sukelian¢iu DNR pazaidas, ir padidéjusia onkologing rizika [331-333]. Savo
tyrime atlike daugianare analize taip pat nustatéme, kad KMI yra reikSmingas
rizikos veiksnys chromosominio tipo aberacijy susidarymui. Ta pati
tendencija stebéta kituose MB tyrimuose su nutukusiais asmenimis
[43,270,272]. Sutrikusi DNR reparacija [334,335] ir padidéjes DNR pazaidy
lygis [331] nutukusiems pacientams nustatytas ir kituose tyrimuose. Taigi
miisy tyrime nustatyta CSA ir KMI koreliacija CD pacientams atitinka
anksciau kity autoriy atlikty tyrimy rezultatus. Viename tyrime vyrams su
KMI >25 kg/m2 nustatytas paradoksalus MB ir plauciy vézio rizikos
sumazgjimas, palyginus su normalaus svorio vyrais [336]. Taciau dauguma
§io tyrimo tiriamyjy buvo veikiami su profesija susijusiy policikliniy
aromatiniy angliavandeniliy, todél autoriai sumazéjusi MB dazn;j ir plauciy
vézio rizika tokiems pacientams aiSkino geresniu angliavandeniliy
metabolizmu, budingu nutukusiems asmenims. Kai kuriuose ankstesniuose
tyrimuose CD pacientams su diabetine neuropatija [44,329] ar nefropatija [45]
nustatytas padidéjes CA ar MB daznis. Mes nenustatétme CA sgsajos su
diabeto komplikacijomis galimai dél mazos tyrimo imties. CA sasaja su CD
gydymu (metforminu ar insulino terapija) taip pat neiSrySkéjo, taciau
atlikdami daugianare analiz¢ nustatéme, kad statiny vartojimas galéty buti
susijes su mazesniu CA, ypac chromosominio tipo CA, dazniu. Nors nustatyta
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sasaja yra ribinio reikSmingumo (p = 0,0763), kity autoriy duomenys [259,
350-353] patvirtina statiny apsauginj poveikj DNR, ir §i sgsaja atrodo verta
tolesniy tyrimy.

Boehm ir kt. atliktame tyrime, kuriame naudotas fluorescencinis in situ
hibridizacijos (FISH) metodas, diabetu sergan¢ioms pacientéms nustatytas
nejprastai didelis stabiliy chromosomy aberacijy (translokacijy ir inversijy)
daznis, susijes su padidéjusia mirStamumo rizika [38]. Mes tokios sgsajos
nenustatéme, galimai, dél naudoto kito, Giemsa, dazymo metodo. Taciau
misy tyrime nustatytos stipresnés CSA sasajos su diabeto stazu ir KMI,
palyginus su CTA. Yra zinoma, kad CSA periferiniuose limfocituose
atsiranda in vivo, o CTA susiformuoja tik in vitro i§ jau anks¢iau buvusiy DNR
pazaidy [337]. Didesnis CSA daznis CD pacientams, ypa¢ ilgéjant ligos
stazui, galéty geriau atspindéti kumuliacines DNR pazaidas ne tik pacienty
limfocituose, bet ir kitose lastelése. Didesnis CSA daznis CD pacietams galéty
biti susijes su epidemiologiniuose tyrimuose nustatyta didesne vézio rizika
Siems pacientams [338, 339]. Sig sasaja patvirtina ir ankstesni tyrimai,
kuriuose pacientams su didesniu CSA dazniu nustatyta didesné vézio rizika
[337,340]. Tikétina, kad $is rySys néra prieZastinis, tac¢iau abi sgsajos galimai
turi bendrg patogenetinj mechanizma, kur létinis uzdegimas galéty biiti viena
i§ realiausiy, Sias patologijas jungian¢iyjy grandziy. Kita vertus, CTA daznio
padidéjimas taip pat gali atspindéti pirminiy DNR pazaidy limfocituose
susikaupima, sglygota padidéjusio oksidacinio streso ir sutrikusios pazaidy
ekscizijos [331, 335]. Sios pazaidos gali bati susijusios su diabeto
komplikacijomis ir lydin¢iomis ligomis.

Apibendrinant, CD1 ir CD2 pacientams nustatéme didesnj visy tipy
chromosomy aberacijy daznj, palyginus su kontroliniais asmenimis, ir Sis
daznis didé¢ja ilgéjant diabeto stazui. Didesnis kiino masés indeksas susijes su
didesniu CSA dazniu, o statiny vartojimas galimai sumaZzina chromosomy
pazaidy kiekj, taciau Siai sgsajai jrodyti reikalingi tolesni tyrimai.

Literatiiroje aprasomas CD pacientams buidingas oksidacinio zymens 8-
OHdG padidéjimas miisy tyrime nenustatytas dél galimai per mazos tyrimo
imties, o HFC, MB-IND, SCM-IND tyrimy CD pacientams kiti autoriai
neatliko. Po dvinario palyginimo atlickant pazingsning daugianarg regresija
demografiniai rodikliai.

Klinikiniy ir demografiniy rodikliy poveikis DNR pazaidy dazniui
atliekant dauginés regresijos skai¢iavimus apibendrintas 4.1 lenteléje.
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4.1 lentelé. Klinikiniy ir demografiniy rodikliy poveikis DNR pazaidy dazniui apskaiCiuotas atlickant daugine regresing analize
Table 4.1. The effect of clinical and demographic indicators on the frequency of DNA damage, calculated using multiple regression
analysis.

8- SCM" | SCM® | SCM- | SCM- | HFC! | HFCY | MB® | MB® | MB- | MB- | CTA? | CSA! | CA
OhdG® | visi¥ cp! IND*¢ IND*¢ visik CD! visi* | CD' | INDf | INDf
visi® CD! visi* | CD!
Amzius' 1 1 1 1 1 1 1 1
Lytis® 1 1 1
Ligos stazas® 1 1 1
KMI® 1
DSPN® 1 1 1 1 1 1
KAN® 1
Retinopatija’ 1 1
Nefropatija® 1
LIL? 1
PAH" 1 1
Metforminas'! ! ! !
Statinai'? ! ! 1
Insulinas'? !

CA — bendras chromosomy aberacijy daznis; CSA — chromosominio tipo aberacijos; CTA — chromatidinio tipo aberacijos DSPN — distaliné¢ simetriné
polineuropatija; HFC -— auksto seseriniy chromatidziy mainy daznio lastelés; KAN — kardiovaskuliné autonominé neuropatija; KMI — kiino masés indeksas; LIL
— létiné inksty liga; MB — mikrobranduoliy daznis; MB-IND — mutagenu 4NQO indukuotas mikrobranduolliy daznis, gaunamas i§ vidutinio MB daZnio mutagenu
paveiktose lastelése atimant vidutinj MB daznj mutagenu nepaveiktose lastelése; PAH — pirming arteriné hipetenzija; SCM — seseriniy chromatidziy mainy daznis;
SCM-IND — mutagenu 4NQO indukuotas seseriniy chromatidziy daznis, gaunamas i$ vidutinio SCM daznio mutagenu paveiktose lgstelése atimant vidutinj SCM
daznj mutagenu nepaveiktose lastelése; 8-OHdG — 8-hidroksi-2’-deoksiguanozinas; 1 — atliekant dauging regresija didina daznj / koncentracija; | — atliekant
daugine regresija mazina daznj / koncentracija.
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4.1 lentelé. Tesinys
Table 4.1. Continued

'Age; 2Gender; 3Disease duration; “BMI — body mass index; *Distal symmetric polyneuropathy; *CAN — cardiovascular autonomic neuropathy, "Retinopathy;
8Nephropathy; °CKD — chronic kidney disease; "PAH — primary arterial hypertension; "Metformin; !?Statins; '3Insulin.

28-OHdG — 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine; YSCE — sister chromatid exchange frequency; *SCE-IND — mutagen 4NQO-induced sister chromatid exchange
frequency, calculated as the average SCE frequency in mutagen-treated cells minus the average SCE frequency in untreated cells; ‘HFC — high-frequency sister
chromatid exchange cells; “MN — micronucleus frequency; IMN-IND — mutagen 4NQO-induced micronucleus frequency, calculated as the average MN frequency
in mutagen-treated cells minus the average MN frequency in untreated cells; 8CTA — chromatid type aberrations; "CSA — chromosomal type aberrations; ICA —
total frequency of chromosome aberrations; "Whole sample; 'Patients with diabetes.

1 — increases frequency/concentration in multiple regression analysis; | — decreases frequency/concentration in multiple regression analysis
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Vertinant klinikiniy ir demografiniy rodikliy poveiki DNR pazaidy
dazniui, dazniausiai pasikartojantis kintamasis buvo amzius. Amzius turéjo
poveiki SCM, HFC ir MB daZzniui visoje imtyje ir CD grupgje, taip pat SCM-
IND ir MB-IND tik CD pacienty grupéje.

Amziaus jtaka DNR pazaidoms gerai Zinoma ir placiai aprasyta kity
autoriy — amzé&jant kaupiasi iSorés veiksniy, metaboliniy procesy, OS poveikis
ir DNR replikacijos klaidos, o DNR reparacinés sistemos pajégumai mazéja
[341]. Dél siy veiksniy daugéja DNR triikiy, vystosi DNR ir chromosomy
pazaidos, sukelian¢ios genomo nestabilumg, kuris pasireiskia organizmo
sen¢jimu ir lydin¢iomis ligomis, pvz. vézinémis ligomis [341]. MB, SCM, CA
daznio ir amziaus koreliacija patvirtinta bendroje populiacijoje [342], 0 MB ir
amziaus - CD 2 pacienty [46] ir néS¢iyjy, diabetu serganciyjy tyrimuose [324].

Ligos stazas — kitas klinikinis rodiklis, misy tyrime dvinariuose
skaiiavimuose reikSmingai susij¢s su MB ir CA dazniu. Kity autoriy
tyrimuose taip pat nustatyta teigiama MB daznio ir CD trukmés sasaja [44,
45], taciau misy tyrime, atlickant daugianar¢ MB analizg, ligos stazas stipriai
sigjasi su amziumi, todél i§ analizés buvo pasalintas. Ligos stazo poveikis
chromosomy aberacijoms (CTA, CSA ir CA) isliko reikSmingas ir atliekant
pazingsning daugianarg regresijg. Nustatéme, kad KMI taip pat susijes su MB
ir visy tipy CA daznio padidéjimu bendroje tiriamyjy imtyje, ta¢iau atliekant
daugianar¢ regresing analiz¢ statistiSkai reikSminga iSliko tik KMI ir CA
sasaja. ISliekantis ligos stazo ir KMI poveikis | CA daznj galéty buti
paaiskinamas tuo, kad CA atspindi kaupiamasias genomo pazaidas [343], o
SCM ir MB — daugiau trumpalaikes pazaidas [344]. SCM sasajos su ligos
stazu nenustatéme, kaip ir kiti autoriai tyrimuose su CD1 [33] ir CD2 [35,36]
pacientais.

HbAlc rodiklio daugiamaciuose skaiCiavimuose nenaudojome dél
duomeny trikumo, taciau kituose tyrimuose nustatytas MB [42, 44, 46, 47],
SCM [36] ir blogos glikemijos kontrolés rySys CD2, bet ne CDI1 [33]
pacientams.

Distaliné simetriné polineuropatija (DSPN) — detaliausiai miisy istirta
mikrovaskuling¢ diabeto komplikacija, kuriai, palyginus su kitomis
komplikacijomis, gauta daugiausiai sasajy su DNR pazaidomis — SCM ir
SCM-IND - bendroje tiriamyjy imtyje, HFC — CD ir bendroje tiriamyjy
imtyje, MB — CD grupéje ir MB-IND — bendroje imtyje. Literaturoje tyrimy
apie DSPN ir DNR pazaidy rys$j truksta. Yra skelbtas vienas nedidelés
apimties tyrimas Prasad ir kt. [44], kuriame nustatytas didesnis MB daznis
pacientams su DSPN, palyginus su pacientais be DSPN. Tyrimy, vertinan¢iy
DSPN sasajas su kitais miisy tirtais DNR pazaidy rodikliais, kieck mums
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zinoma, néra atlikta, todél gauty rezultaty nejmanoma palyginti. Tikétina, kad
i8sivysCiusi komplikacija galéty byloti apie paZzengusig liga, kuriai biidingas
didesnis metabolizmo sutrikimas, OS, gausesnés DNR pazaidos bei didesnis
jautrumas mutagenui, nustatomas tiriant indukuotas DNR paZzaidas.

Pacientams su kita diabetine neuropatija — kardiovaskuline autonomine
neuropatija (KAN), nustatéme didesnj SCM daznj vertinant visg tiriamyjy
imtj. Si sasaja iki 8iol kity autoriy nebuvo apradyta, tadiau bendri
patogenetiniai mechanizmai su DSPN, tokie kaip OS ir létinis uzdegimas,
galéty salygoti daugiau DNR pazaidy ir aukStesnj SCM daznj pacientams su
KAN. Pacientams su diabetine nefropatija nustatéme reikSmingai didesnj MB
daznj vertinant visg imtj, o pacientams su diabetine retinopatija — didesnj MB-
IND vertinant visg ir CD pacienty imtj palyginus su pacientais be $ios
komplikacijos. Diabetinés nefropatijos ir LIL rySys su DNR pazaidomis yra
aprasytas ir kity autoriy. MiSrios kohortos (diabetu serganciy ir neserganciy)
tyrimuose nustatytas MB padidéjimas sergantiems létine inksty liga [345] ir
dializuojamiems pacientams [40], o CD kohortoje — pacientams su diabetine
nefropatija [45]. Kitame misrios kohortos tyrime dializuojamy pacienty
limfocituose nustatytas reik§mingai didesnis SCM daznis nei sveiky
kontroliniy asmeny limfocituose [41]. Didesnis SCM lygis dializuojamy
pacienty limfocituose buvo susijes ir su makrovaskuliniais paZeidimais —
didesniais miego arterijos ateroskleroziniais pakitimais [41]. Klinikiniy
tyrimy, vertinanc¢iy diabetinés retinopatijos sasajas su DNR pazaidomis, néra
atlikta.

DNR pazaidy sgsajy su makrovaskulinémis komplikacijomis (ISL,
miokardo infarkto, insulto) nenustatattme dél mazo makrovaskuliniy
komplikacijy daznio, taciau kity autoriy duomenimis, didesnis SCM daZznis
limfocituose dializuojamiems pacientams susijes su didesniais miego arterijos
ateroskleroziniais pakitimais [41], o tyrimuose su CD neserganciais
asmenimis nustatytas teigiamas rysys tarp MB daznio ir ISL rizikos [346-348]
ir sunkumo [346,349].

Miisy nustatytas PAH ir LIL poveikis 8-OHdG gerai zinomas ir aprasytas
literattroje. Oksidacinis stresas, kuriam biidingas 8-OHdG padidéjimas, yra
vienas pagrindiniy PAH patogenezés veiksniy. Jis sukelia kraujagysliy
endotelio uzdegima, skatina disfunkcija, kraujagysliy remodeliavimg ir AKS
padidéjima. PAH ir 8-OHdG sgsajos aprasytos A. Di Minno apzvalgoje [350].
Teigiama LIL ir 8-OHdG sgsaja aprasyta Poulsen ir kt. darbe [351].

Miisy tyrime gydymas statinais sumazino SCM-IND visoje imtyje ir CD
pacienty grupéje, taip pat CSA — visoje imtyje. Gydymas metforminu
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sumazino SCM CD pacienty grupéje ir HFC — CD pacienty grupéje bei visoje
imtyje, o gydymas insulinu sumazino MB-IND visoje pacienty imtyje.

Statinai, be gerai zinomo cholesterolio sintezg slopinancio poveikio,
pasizymi ir antioksidaciniu veikimu. Statinai slopina oksidacinj stresa
didinan¢ius fermentus 3-hidroksi-3-metilglutaril kofermento A (HMG-CoA)
reduktaze ir nikotinamido adenino dinukleotido phosphato (NADPH)
oksidazg, taip pat didina antioksidaciniy fermenty glutationo peroksidazés
(GPx) ir superoksido dismutazés (SOD) koncentracija, taip mazindami LR
susidaryma [352]. Teigiamas statiny poveikis DNR pazaidoms jrodytas in
vitro tyrimuose. Pavyzdziui, ilgalaikis gydymas simvastatinu sumazino DNR
pazaidy, iSmatuoty komety metodu, daznj CD2 pacienty su dislipidemija
limfocituose [353]. Kitame tyrime nustatyta neigiama statiny vartojimo ir
komety bei MB daZnio koreliacija pacienty su SN limfocituose, tatiau
pritaikius daugiaveiksne statisting analize¢ Si sasaja neiSliko [354]. Veikiant
simvastatinu hemodializuojamy pacienty limfocitus in vitro, stebétas SCM
sumazéjimas [41]. Eksperimentiniuose tyrimuose gydymas atorvastatinu,
rosuvastatinu [355] ir simvastatinu [356] sumazino doksorubicino,
antineoplastinio vaisto, didinan¢io ROS koncentracijg, sukelty somatiniy
mutacijy daznj drozofilai.

Metforminas taip pat pasiZymi pleiotropinémis, antioksidacinémis
savybémis — mazina LR susidarymg mitochondrijose, didina antioksidaciniy
fermenty: SOD, katalazés ir GPx, koncentracija, slopina GGP susidaryma,
aktyvina AMP-aktyvinamg proteino kinaze (AMPK) ir kt. [357]. In vitro
tyrimuose premedikacija metforminu sumazino metotreksato sukelta SCM ir
CA dazniy padidéjima zmogaus limfocity kultirose [358]. In vivo
metforminas taip pat sumazino insulino pertekliaus sukelta komety ir MB
daznio padidéjimg nutukusiy Zukerio diabeto ziurkiy inksty lastelése [359] ir
cisplatinos sukelta MB daznio padidéjima Ziurkiy kauly ¢iulpy Iastelése [360].
Svarbu tai, kad nors in vitro metforminas gerina mitochondrijy veikla ir
mazina oksidacinj stresg didesnés metformino dozés pasizymi prieSingu
veikimu — didina oksidacinj stresg [357] ir DNR pazaidy kiekj [269].

Gydymas insulinu taip pat gali gerinti lastelés metabolizma, sumazinti
toksinj gliukozés poveik]j, létinj uzdegima, oksidacinj stresg ir limfocity DNR
jautruma mutagenams [361, 362]. Sis poveikis paaiskinty misy nustatyta
mazesnj MB-IND daZnj pacienty, gydyty insulinu, limfocituose, taciau §iam
poveikiui iSaiskinti reikalingi didesnés apimties ir iSsamesni tyrimai,
lygiagreciai vertinantys glikemijos, uzdegimo, OS lygj ir kitus klinikinius
parametrus insulinu gydomy ir negydomu pacientu grupése.
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Apibendrinant, miisy atliktuose dvinariuose palyginimuose CD
pacientams biidingas didesnis DNR pazaidy lygis, palyginus su kontroliniais
asmenimis, ta¢iau tarp CD tipy DNR pazaidy lygis reikSmingai nesiskyr¢.
Daugianariuose skaic¢iavimuose CD jtaka DNR pazaidoms neisryskéjo, o
daugiausiai DNR pazaidy sukeliantis veiksnys buvo amzius. Ligos stazas ir
pacienty KMI — veiksniai, didinantys kumuliacing pazaida atspindinCiy
chromosomy aberacijy daznj, o PAH ir LIL susije su 8-OHdG padidéjimo
rizika. Daugiausiai sgsajy su DNR pazaidomis gauta su distaline simetrine
polineuropatija. Gydymas metforminu, statinais ir insulinu sumazino DNR
pazaidy lygj.

Siekdami jvertinti klinikiniy ir demografiniy rodikliy poveikj diabeto
mikrovaskuliniy komplikacijy iS$sivystymui ir sgsajas su citogenetiniais
rodikliais, atlikome logisting regresing analiz¢. Gerai zinomi mikrovaskuliniy
komplikacijy rizikos veiksniai, tokie kaip CD trukmé, aukstas HbAlc ir bloga
ligos kontrolé, turéjo poveikj bent vienai is$ trijy komplikacijy — DSPN, KAN
arba retinopatijai. KAN ir PAH, dislipidemijos ir DSPN bei nefropatijos ir
LIL ry8ys taip pat kliniskai reikSmingas ir aprasytas kity autoriy [12, 14, 19—
21, 135,136, 363]. Naujai musy aptiktos DSPN ir MB-IND, KAN ir SCM-
IND, retinopatijos ir MB-IND sasaja rodo, kad pacientai su diabetinémis
mikrovaskulinémis komplikacijomis galéty biti jautresni mutageno poveikui.
Reikalingi tolesni tyrimai, vertinantys minétas sasajas su diabeto komplikacijy
rizika ir galimg jy panaudojima klinikinéje praktikoje.

Nors miisy skai¢iavimuose nustatytos tik silpnos ir nepatikimos miRNR
mazos tiriamyjy imties, kity autoriy duomenys patvirtina preliminarius miisy
tyrimo rezultatus.

Mes nustatéme sumazéjusig mir-16 raiSka CD1 pacientams ir neigiamg
MiR-16 koreliacijg su blogos glikemijos kontrolés trukme CD1 pacienty
imtyje. MiR-16 — viena svarbiausiy molekuliy, reguliuojanciy insulino
signalinj kelig [364]. MiR-16 taikininiai genai koduoja baltymus, tokius kaip
insulino receptoriaus substrata (IRS), baltymg 1 ir 2 ir insulino receptoriy,
kurie biitini insulino signaliniam keliui, tod¢él sumazéjusi mir-16 raisska
pasireiSkia insulino sekrecijos sutrikimu, rezistencija insulinui ir
hiperglikemija [365, 366]. Taip pat mir-16 tiksliniai genai atsakingi uz kasos
B-1asteliy proliferacijg ir apoptoze. Kiti autoriai taip pat apraso mir-16 raiskos
sumazéjimg CD1 [367] ir CD2 [368] pacientams, palyginus su kontroline
grupe. Toksinis hiperglikemijos poveikis kasos beta-Iasteléms galéty
paaiskinti neigiamg mir-16 koreliacijg su blogos glikemijos kontrolés trukme,
kurig patvirtina ir kiti CD pacienty tyrimai su ilgalaikiu, blogai
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kontroliuojamu CD [367,368], taciau Siai sgsajai patvirtinti reikalingi didesnés
imties tyrimai.

CD1 pacienty grupéje taip pat nustatéme neigiamg mir-17 koreliacija su
liemens ir kluby apimtimi. Kiti autoriai apraso mir-17 raiSkos sumazéjima
CD2 pacienty riebaliniame audinyje [369] ir nutukusiy pacienty kraujyje ir
riebaliniame audinyje [370]. Nors nutukimas zenkliai dazniau biidingas CD2
pacientams, did¢jant sergamumui nutukimu, CD1 pacientams taip pat vis
dazniau pasireiskia nutukimas [371]. Siuo atveju gali i§sivystyti vadinamasis
»dvigubas® arba ,treciojo tipo“ diabetas, kuriam be absoliutaus insulino
deficito buidinga ir insulino rezistencija [372]. Tokiam diabetui biidingi CD1
ir CD2 pozymiai, jis yra sunkiau kontroliuojamas ir pasizymi didesne rizika
detalus patofiziologijos suvokimas ir tolesné epigenetiniy veiksniy analizé
galéty prisideti sprendziant diagnostikos ir priezitiros klausimus.

Palygine miRNR raiska CDI1, CD2 ir kontrolinés grupés kraujo
leukocituose, nustatéme, kad mir-106 raiska tarp CD1 ir CD2 pacienty grupiy
reikSmingai nesiskyré, taciau buvo reikSmingai mazesné CD2 pacienty
grupéje, palyginus su kontroline grupe. Zapata ir kt. taip pat nustaté mazesne
mir-106a raiskg CD2 pacienty Slapimo ekstraceliulinése vezikulése, palyginus
su kontroline grupe [374]. CD1 pacientams didesné liemens apimtis ir
vyresnis amzius neigiamai koreliavo su mir-106a raiska. CD2, visceralinis
nutukimas ir vyresnis amzius susij¢ su oksidacinio streso padidéjimu, kuris
kity autoriy duomenis in vitro tyrimuose sukelia mir-106a raiskos sumazéjimag
[379, 380]. In vitro tyrimuose mir-106a taip pat skatina riebalinio audinio
diferencijacijg ir proliferacija [379, 382].

Mes nustatéme neigiama mir-223 ir liemens apimties koreliacija CD1
pacienty grup¢je. Literatiros duomenimis mir-223 susijes su nutukimu,
gliukozés homeostazés reguliavimu, uzdegiminiu ir autoimuniniu procesu
[382, 383]. Riebaliniame audinyje Mir-223 slopina nuo insulino priklausoma
gliukozés pasisavinima riebalinéje 1gsteléje ir didina makrofagy infiltracijg bei
uzdegima [378]. Nutukusiy ar insulinui rezistentisky tiriamyjy riebaliniame
audinyje nustatomas mir-223 raiSkos padid¢jimas: Chuang ir kt. nustaté, kad
mir-223 raiSka padidéjusi insulinui rezistentiSky motery poodiniame
riebaliniame audinyje [379], Deiuliis ir kiti nustaté mir-223 raiskos
padidéjima morbidiniu nutukimu serganCiy pacienty visceraliniame
riebaliniame audinyje [380], o Macartney-Coxson ir kt. nustaté reikSmingg
mir-223 raiSkos sumazéjima poodiniame ir visceraliniame pacienty, serganciy
nutukimu, audinyje po skrandzio apylankos operacijos ir svorio sumazéjimo
[381]. Duomenys dél mir-223 raiSkos pacienty, serganciy nutukimu, kraujo
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plazmoje skiriasi: nutukusiy vaiky tyrimuose nustatytas mir-223 kiekio
padidéjimas kraujyje [389, 390], suaugusiyjy tyrimuose — mir-223 kiekio
sumazgjimas [384].

Atlike logisting regresija nustatéme, kad mir-223 galéty buti CD1 zymuo.
Nors miisy skai¢iavimuose p reikSmé nepasické statistiSkai reik§mingo
skirtumo (p = 0,079), kity autoriy duomenys patvirtina §ig sagsajg. Januszewski
ir kt. nustaté CD1 pacienty plazmos mir-223 neigiama koreliacijg su C-
peptido koncentracija, kurio deficitas budingas CD1 pacientams [385].
Swolin-Eide ir kt. 400 publikacijy apzvalgoje patvirtintas mir-223 raiskos
padidéjimas CD1 pacientams [386]. Kai kurie autoriai apibendrina, kad mir-
223 galéty buti naudojamas kaip biozymuo CDldiagnozés nustatymui ir
monitoravimui [387].

Vienas svarbiausiy patogenetiniy mechanizmy, salygojanciy diabetinés
neuropatijos i§sivystymg ir progresavimg, yra oksidacinis stresas [388].
Padidé¢jes laisvyjy radikaly kiekis organizme paZzeidzia jvairias neurono
struktiiras, pvz., lipidus, baltymus ir DNR, ir taip sutrikdo neurono funkcija.

DNR pazaidos gali buti nustatomos tiriant DNR oksidacinius Zymenis
kraujyje ir Slapime arba atliekant citogenetinius tyrimus. Nustatyta, kad CD
pacientams buidinga didesné DNR oksidacinés pazaidos zZymens, 8-hidroksi-
2’-deoksiguanozino, koncentracija, palyginus su sveikais asmenimis [389], o
didesnis $io zymens lygis susijes su padidéjusia mikrovaskuliniy komplikacijy
rizika ir didesniu pacienty mirStamumu [261,390].

Daugelyje tyrimy taip pat nustatyta, kad CD pacientams, palyginus su
CD neserganciais asmenimis, budingas didesnis citogenetiniais tyrimais
nustatomy DNR pazaidy kiekis, t. y. didesnis chromosomy aberacijy,
seseriniy chromatidziy mainy ir mikrobranduoliy daznis [32,42,391,392].
Ryskesni DNR pazaidy kiekio poky¢iai taip pat siejami su didesne diabeto
komplikacijy rizika [44, 45, 329].

Oksidacinio streso reikSmé diabeto ir diabeto komplikacijy i$sivystymui
sukelé susidoméjimg antioksidantais, kaip terapine priemone Siy bukliy
gydymui. Deja, daug Zadantys eksperimentiniy tyrimy su antioksidantais
rezultatai, klinikiniuose tyrimuose neatsikartojo. Vienintelis antioksidantas su
irodytu klinikiniu efektyvumu ir naudojamas klinikingje praktikoje DSPN
gydymui yra a-lipoiné rigstis (ALR) [56]. Mazindama oksidacinj stresa, ALR
ne tik sumazina DSPN simptomus ir pozymius, bet ir pagerina jautruma
insulinui, taip pat turi teigiama poveikj lydin¢ioms ligoms, tokioms kaip
nutukimas, hipertenzija, dislipidemija[212,218,397]. ALR pasizZymi dvigubu
antioksidaciniu poveikiu: veikdama tiesiogiai jungiasi prie deguonies ir azoto
radikaly ir juos $alina, o netiesioginis poveikis pasireiSkia regeneruojant kitus
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antioksidantus [394]. ALR taip pat sumazina SCM ir MB daznj zmogaus
limfocituose in vitro [395] ir Ziurkiy kauly Ciulpy lastelése in vivo [396].

ALR efektyvumas gydant jvairios kilmés skausmag jrodytas daugelyje
tyrimy su gyvinais [397], taciau klinikiniy tyrimy rezultatai iSlieka gana
priestaringi. Pavyzdziui, vienoje, neseniai atliktoje metaanalizéje nustatyta,
kad gydymas ALR nesumazino diabetinio neuropatinio skausmo [398], taciau
kitoje metaanalizéje padarytos prieSingos iSvados — gydymas ALR gali
sumazinti neuropatinj skausmg CD pacientams [223].

Tokie skirtumai galimi dél skirtingo ALR skyrimo btido, nes intraveniné
ALR forma yra efektyvesné nei tabletiné forma [399]. Teigiamg ALR poveik]
kuriuose nustatyta, kad ALR efetyviai sumazino Saknelinj [400], migreninj,
rieSo kanalo [223] ir nezinomos kilmés [401] skausma.

Daugumos klinikiniy ir stebimyjy tyrimy duomenimis gydymas ALR
sumazina neuropatijos simptomus ir pozymius 40—60 % ir pagerina CD
pacienty gyvenimo kokybe [207,220,222].

Kaip minéta auksc¢iau, dél trumpo veikimo pusperiodzio geriamoji forma
yra maziau efektyvi nei intraveniné [402]. Geriausias gydymo rezultatas
pasiekiamas skiriant intravening ALR bent 3 sav. ir ilgiau [207]. Tokiam
gydymui reikalinga ilgalaiké hospitalizacija arba kasdieniniai ambulatoriniai
vizitai, kurie nepatogiis tiek pacientui tiek gydanciam gydytojui. Todél
dazniausiai klinikinéje praktikoje intraveniné ALR skiriama trumpesnj
laikotarpj, viena, dvi savaites, o véliau tgsiama tabletine forma [403]. Misy
tyrimo tikslas buvo jvertinti trumpalaikés ALR infuzijos (4-9 dieny) poveikj
neuropatijos simptomams ir objektyviai iSmatuojamiems rodikliams,
susijusiems su oksidaciniu stresu ir DNR pazaidomis.

Neuropatijos simptomy vertinimui naudotas Universalus skausmo
vertinimo jrankis (angl. UPAT — Universal Pain Assessment Tool) [292].
Oksidacinio streso ir DNR pazaidy vertinimui pries ir po gydymo ALR tirtas
DNR oksidacinio zymens, 8-OHdG, kraujyje koncentracija, taip pat
citogenetiniai DNR pazaidy Zymenys — MB ir SCM dazniai.

Po gydymo ALR 8-OHdG koncentracija CD pacienty kraujo plazmoje
misy tyrime sumazéjo. 8-OHdG yra gerai zinomas oksidacinio streso Zymuo,
daznai iSmatuojamas padidéjes CD pacienty kraujo plazmoje [261, 394] ir
Slapime [404], taciau ALR poveikis 1 8-OHdG koncentracijg jvairiy autoriy
duomenimis skiriasi. Pavyzdziui, kai kuriuose tyrimuose 8-OHdG
koncentracija kraujo serume [227] ir Slapime [405] po gydymo ALR
sumazgjo, taCiau kituose tyrimuose teigiamas ALR poveikis | 8-OHdG [226]
ar kitus oksidacinio streso Zymenis [225] nenustatytas. Tyrimuose su gyvinais
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patvirtintas teigiamas ALR poveikis ir nustatytas 8-OHdG sumazéjimas
jvairiuose audiniuose [410, 411].

Yra zinoma, kad kraujo plazmos 8-OHdG koncentracija taip pat
priklauso nuo inksty funkcijos, todél ne visada tiksliai atspindi oksidacinio
streso lygj organizme [351], tadiau visy miisy tirtyjy pacienty inksty funkcija
prie§ gydyma buvo normali, ALR kursas truko 4-9 dienas, inksty funkcijos
pokyciai per tokj trumpg laikg mazai tikétini, todél 8-OHdG sumazéjimas
miisy pacientams tikétina atspindi oksidacinio streso sumaz¢jima.

Gydymas intravenine ALR infuzija miisy tyrime nesumazino SCM ir MB
daznio CD pacienty limfocituose. SCM ir MB daznis atspindi DNR pazaidas,
sukauptas per ilgesnj laika, tod¢l trumpa terapijos trukmé galimai buvo
nepakankama DNR pazaidy poky¢iams iSsivystyti. Taip pat nedidelé tyrimo
imtis galéjo biiti per maza statistiskai reikSmingiems MB ir SCM pokyc¢iams
nustatyti.

Taigi mes nustatéme, kad net trumpalaikis gydymas intravenine ALR
sumazina neuropatinio skausmo stiprumg ir oksidacinio streso Zymens, 8-
OHdJG, koncentracija, taciau reikSmingi citogenetiniy Zymeny, SCM ir MB,
daznio pokyciai nenustatyti.

Apibendrinant, misy tyrime siekéme jvertinti ir palyginti CD serganciy
pacienty ir kontrolinés grupés DNR pazaidy bioZymenis ir miRNR raiska ir
juos susieti su tiriamyjy klinikiniais rodikliais. Nustatéme, kad sergantiesiems
cukriniu diabetu biidingas didesnis DNR pazaidy daznis, palyginus su
kontroline grupe, taciau tarp diabeto tipy DNR pazaidy daznis nesiskyré. DNR
mikrovaskulinémis diabeto komplikacijomis leukocitams buidingas didesnis
jautrumas mutagenui. Sergantiesiems cukriniu diabetu buidingos miRNR
raiSkos sasajos su klinikiniais rodikliais. Trumpalaikis gydymas ALR duoda
klinikinj efektg ir sumazina oksidacinius kraujo Zymenis, ta¢iau nejtakoja
DNR pazaidy daznio.
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ISVADOS

Palyginus diabetiniy neuropatijy daznio skirtumus tarp CD1 ir CD2
pacienty, distalinés simetrinés polineuropatijos daznis nesiskyré,
ta¢iau Zzenkliai varijavo priklausomai nuo naudoto diagnostikos
metodo. Skausminé distaliné simetriné polineuropatija ir
kardiovaskuliné autonominé neuropatija dazniau nustatyta CD2
pacientams.
CD1 ir CD2 pacientams, palyginus su kontroline grupe, nustatytas
didesnis seseriniy chromatidziy mainy, auksto seseriniy chromatidziy
mainy daznio lIgsteliy, mikrobranduoliy, mutagenu indukuoty
seseriniy ~ chromatidziy  mainy, chromosomy  aberacijy,
chromosominio tipo aberacijy ir chromatidinio tipo aberacijy daznis,
o 8-hidroksi-2’-deoksiguanozino koncentracija ir mutagenu
indukuoty mikrobranduoliy daznis tarp grupiy reik§mingai nesiskyreé.
Chromosominio tipo aberacijos reikSmingai dazniau nustatytos CD2
pacientams, palyginus su CDI1 pacientais, o tiriant kitas DNR
pazaidas reikSmingo skirtumo tarp CD tipy nenustatyta.
Veiksniai, sukéle daugiausiai DNR pazaidy buvo paciento amzius ir
distaliné simetriné polineuropatija. Ligos stazas ir pacienty kiino
masés indeksas padidino chromosomy aberacijy daznj, o pirminé
arteriné hipertenzija ir 1étiné inksty liga — susije¢ su 8-hidroksi-2’-
deoksiguanozino koncentracijos padidéjimo rizika. Gydymas
metforminu, statinais ir insulinu sumazino DNR pazaidy daznj.
Be gerai zinomy klasikiniy klinikiniy rizikos veiksniy diabeto
komplikacijy iSsivystymo rizikai nustatytos papildomos sasajos:
distalinés simetrinés polineuropatijos ir mutagenu indukuoty
mikrobranduoliy daznio, kardiovaskulinés autonominés neuropatijos
ir mutagenu indukuoty seseriniy chromatidziy mainy daZnio,
retinopatijos ir mutagenu indukuoty mikrobranduoliy daznio. Sios
sasajos rodo, kad pacientai su diabetinémis mikrovaskulinémis
komplikacijomis galéty biiti jautresni mutageno poveikui.
MiRNR-16, miR-17, miR-106a ir miR223 raiskos poky¢iai pacienty
leukocituose yra susije su su kai kuriais klinikiniais rodikliais CD1
pacienty grupéje: mir-16 raiska neigiamai koreliavo su blogos
glikemijos kontrolés trukme; mir-17 raiSka neigiamai koreliavo su
liemens ir kluby apimtimi, o mir-106a ir mir-223 raiSka — su liemens
apimtimi. Logistinés regresijos modelyje miR-16 ir mir-223 raiska
gali biiti naudojama kaip CD1 prognostinis rodiklis. Mazesné mir-
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106a raiSka nustatyta CD2 pacientams, palyginus su kontroline grupe,
taCiau logistinés regresijos modelyje mir-106a nepasieké statistinio
reikSmingumo kaip CD2 prognostinis rodiklis.

Trumpalaikis intraveninis gydymas a-lipoine rugStimi (ALR)
sumazina neuropatinio skausmo stiprumg ir oksidacinio streso
zymens, 8-OHdG, koncentracijg, taCiau neturi jtakos citogenetiniy
zymeny — SCM ir MB, dazniui.
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in Clinical Practice. 10th Baltic Congress of Endocrinology, 2022
Spalio 07-08, Kaunas, Lietuva

Siauliené L., Lazutka J.R., Visockiene Z. Zodinis pranesimas
»Citogenetiniy Zymeny tyrimas diabetu serganciy pacienty
limfocituose®. Moksliné praktiné Lietuvos endokrinology draugijos
konferencija Psichoneuroendokrinologija. 2024 11 15-16, Kaunas,
Lietuva.
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El. pastas laura.siauliene@santa.lt

Darboviete Vilniaus universiteto ligoniné Santaros klinikos
Santariskiy g. 2 LT-08661, Vilnius

ISsilavinimas

Nuo 2018 Doktoranttiros studijos, Vilniaus universitetas
Gyvybés moksly centras

2008-2013 Endokrinologijos rezidentiira, Vilniaus universiteto
ligoninés Santaros klinikos

2007-2008 Internattira, Ukmergés ligonine

2000-2007 Medicinos studijos, Vilniaus universiteto Medicinos
fakultetas

1992-2000 Vidurinis i$silavinimas, Prieny ,.Ziburio®
gimnazija

Licenzija Endokrinologo licenzijos nr. MPL — 18436, isduota

2013 07 03

Klinikinio darbo patirtis

2022 V3] Traky poliklinika, gydytoja endokrinologe

2020-2021 Vs3] Vilniaus universiteto ligoninés Santaros
klinikos Covid II skyrius, medicinos gydytoja

Nuo 2016 V3] Vilniaus universiteto ligoninés Santaros
klinikos, gydytoja endokrinologé

Nuo 2013 UAB ,,Kardiolitos Klinikos*, gydytoja
endokrinologé

2013-2018 V3I Karoliniskiy poliklinika, gydytoja
endokrinologé

Kalbos Lietuviy, angly, rusy

Narysté Vilniaus endokrinology draugija (VED)

Lietuvos endokrinology draugija (LED)
Europos diabeto asociacija (EASD)
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PADEKA

Nuosirdus acit darbo vadovui prof. Juozui Rimantui Lazutkai uz jsitraukima,
konstruktyvy vadovavimo stiliy, kantrybe ir optimizmg. A¢it uZ tg Zinojima,
kad iki vidurnak¢io konsultuotis normalu, o po vidurnakcio gal ir nenormalu,
bet atsakymo sulaukti vis tiek galima.

Dékoju konsultantei doc. Zydrinei Visockienei uz pirma pazintj su
mokslu, ,,moksliniy pagrindy suklojimg“ ir pagalba derinant moksling veikla
su klinikiniu ir pedagoginiu darbu.

Dr. Veronikai Dedonytei pirmiausiai dékoju uz skleidZziama Siluma,
betarpiska bendravima, nuoS$irduma, perduotas Zinias ir netikétus skanéstus
darby citogenetikos laboratorijoje metu. A¢iti uz milziniskg darbg vadovaujant
ir atliekant citogenetinius tyrimus ir disertacijos redagavimg. Taip pat dékoju
laboratorijoje dirbusiems dr. Juratei Kazlauskaitei ir studentams Daliai
Jurkénaitei, Rokui Reventui, Ivetai Zukauskaitei, Martynai Saléiitei, Ugniui
Kliukui, Ugnei Jautzemytei, Karolinai Zukaitei ir Kornelijai Slavinskaitei.
Padéka Kasparui Veli¢keviciui uz HFC analizg.

Aciu dr. Kristinai Danifinaitei uz rasta finansavimg ir vadovavima
atlickant miRNR ir DNR pazaidy tyrimus. Dékoju studentei Bernadetai
Kaminskaitei, jaun. asist. Riitai Maleckaitei ir kitiems molekulinés genetikos
laboratorijos tyréjams - praktikantams uz atliktus miRNR tyrimus ir galimybe
susipazinti su $iy tyrimy atlikimo technika. Studentei Aistei Popandopulai
dékoju uz atliktus 8-OHAG tyrimus. Dékoju VU BTI Eukarioty geny
inzinerijos skyriui uz suteikta galimybe pasinaudoti moksline jranga ir
konsultacijas.

Dékoju dr. levai Sereikei uz neurologinj pacienty iStyrima atliekant
elektroneurografijas, nuoSirdy palaikymg ir reguliarias “sveiko proto*
injekcijas.

Taip pat dékoju dr. Gretai Burneikaitei uz pagalba raSant tyrimo
protokolg ir ilgus prasmingus pokalbius mokslo ir ne mokslo temomis.

Acii skyriaus gydytojams ir slaugytojoms uz puikia darbing atmosfera,
palaikyma ir pagalba jtraukiant ir tiriant pacientus. Atskiras aciii diabeto
slaugytojai Violetai Bickauskienei uz skirta laika.

Jekaterinai Patrovai dékoju uz besalygiska, nuosirdzia draugyste, rupestj
ir visokeriopg palaikyma. Dékoju ir savo ,,gangui“ Lijanai Kecorienei, Vitai
Zeromskienei ir Jurgitai Kemésienei uz jkurta ,tarpusavio motyvacinio
palaikymo grupg* ir uz deSimtmecius trunkancia draugyste, galimybe kartu
augti ir Svesti gyvenima.
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Aciti visiems kitiems draugams, kolegoms, buvusiems kursiokams,
doktorantams, kuriy ,,palaikymo burbulas“ padéjo mokslo metais stumtis ]
priekj.

Didziausias aciii tévams Zofijai Dagilienei ir Viktorui Dagiliui uz
jdiegtas vertybes, darbS§tuma, uZsispyrima, pasitikéjimg savimi ir zinojima,
kad, jei tik panorésiu, nieko néra nejmanomo. Acii uz tuos ,,tai Zinoma* tiek
kai viskg mesdavau, tiek kai pradédavau i$ naujo. Aciii uz pagalbg ir begaling
meile antikams, iStverme ir besalygiska palaikyma.

Ir, Zinoma, acili mano mylimiausiems, mano gyvenimo dziaugsmui ir
prasmei, vaikams Beatri¢ei, Mykolui, Povilui ir vyrui Jonui uz ripestj, laisve
rinktis ir biiti savimi.

Disertacijoje aprasyti tyrimai buvo dalinai finansuoti doktorantiiros
studijy 1éSomis ir VU GMC Studijy skyriaus 1éSomis, skirtomis studenty
baigiamyjy darby rengimui. MiRNR tyrimai taip pat dalinai finansuoti VU
Mokslo skatinimo fondo projekto Nr. MSF-JM-10 ir doc. dr. K. Danifinaités
vadovaujamos moksliniy tyrimy grupés nuosavomis léSomis.
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PRIEDAI

Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto leidimas.
Informuoto asmens sutikimo forma diabetu sergantiems

Informuoto sutikimo formo diabetu nesergantiesiems

Tiriamyjy iStyrimo planas

Paciento apklausos anketa

Neuropatijos simptomy skalés klausimynas

Objektyvaus iStyrimo forma

Neurometrijos protokolas

Neurografijos protokolas

. Autonominiy kardiovaskuliniy refleksy tyrimo (AKRT) atlikimo

technika ir vertinimas

. Autonominés $irdies neuropatijos protokolas
12.

Cukriniu diabetu serganc¢iy pacienty, gydyty o-lipoine ragstimi,
klinikiniai ir citogenetiniai duomenys
Kontroliniy asmeny, palyginty su a-lipoine riigstimi gydytais,
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Priedas 1. Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto leidimas

€ Bkl

VILNIAUS UNIVERSITETO
VILNIALUS REGIONINIS BIOMEDICININIL TYRIMU ETIKOS KOMITETAS

LEIDIMAS
ATLIKTI BIOMEDICININ] TYRIMA

2019-06-25 Nr.2019/6-1146-635
Tyrimo pavadinimas:

Genetiniy, epigenetiniy veiksniy ir gyvenimo bido jaka komplikacijy iSsivystym ui
cukriniu diabetu sergantiems pacientams

Protokolo Nr.: 1
Versija: 1.4
[Data: 20190702
Informuoto asmens sulikimo forma: 1.3 {sergantiems diabetu)
201907 02
1.3 (nesergantiems diabetu)
201907 02
Pagrindinis tyréjas: Zydring Visockiené
[staigos pavadinimas: V| Vilniaus universitelo ligoniné Santaros klinikos
Adresas: Santari$kiy g. 2, Vilnius
Leidimas galioja iki: 2032 06

Leidimas isduotas Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto posédzio
{protokolas Nr. 2019/6). vykusio 2019 m, birzelio 25 d. sprendimu,

prof. dr. (HP) Saulius Vosylius

Pirmininkas E _D é ”“‘”1

200



Priedas 2. Informuoto asmens sutikimo forma diabetu sergantiesiems

INFORMUOTO ASMENS SUTIKIMO FORMA DIABETU
SERGANTIESIEMS

Biomedicininio tyrimo pavadinimas: Genetiniy, epigenetiniy veiksniy ir gyvenimo
budo jtaka komplikacijy iSsivystymui cukriniu diabetu sergantiems pacientams.

Protokolo Nr.: 1.5

Uzsakovas: VieSoji istaiga Vilniaus universitetas

Adresas: Universiteto g. 3, Vilnius

Tel.: 868723382

El. pastas: mokslas@cr.vu.lt

Uzsakovo atstovas: mokslo prorektorius prof. Rimantas Jankauskas
Atsakingas tyréjas: doc. Dr. Zydriiné Visockiené

Tyrimo centro pavadinimas: Jungtinis kompetencijy ir biomedicininiy tyrimy
centras, Vilniaus universiteto ligoniné Santaros Klinikos.

Adresas: Santariskiy g. 2, 08661 Vilnius

Tel.: (+370) 5 236 5000

El pastas: info@santa.lt

Gerbiamas paciente,

Jums nustatyta cukrinis diabetas ir Jiis esate kvieCiamas dalyvauti biomediciniame
tyrime. Sio tyrimo tikslas — surinkti klinikinius duomenis apie cukriniu diabetu
serganCius asmenis. Surinkti duomenys tarnauty moksliniais tikslais ir galbiit
ateityje pagerinty cukriniu diabetu serganciy asmeny prieziiirg ir gydyma.

1. Kokia §io dokumento paskirtis?

Sioje formoje pateikiama Jums skirta informacija apie biomedicininj tyrima,
aptariamos tyrimo atlikimo priezastys, mokslinio tyrimo procediros, nauda, rizika,
galimi nepatogumai ir kita svarbi informacija. Tam, kad galétuméme jtraukti Jus j
mokslinj tyrima, turite Zinoti, jog Jums reikés pateikti tyrimui reikalingus asmens
duomenis. Jei nuspregsite dalyvauti, praSysime Jiisy pasirasyti $ig sutikimo forma,
kuria sutinkate tyrimo metu vykdyti gydytojo tyréjo ir tyrimo komandos nurodymus.
PasiraSydami §j dokuments, sutinkate dalyvauti moksliniame tyrime. Neskubékite ir
atidziai perskaitykite §j dokumenta, jei nesupratote kokio nors Zodzio ar teiginio, visus
i8kilusius klausimus biitinai uzduokite tyrimo gydytojui ar kitiems tyrimo komandos
nariams. Prie§ priimdami sprendima, galite pasitarti su Seimos nariais, draugais ar
savo gydytoju.

2. Kodél atliekami biomedicininiai tyrimai?
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Svarbu suprasti, kad nors biomedicininio tyrimo metu Jums bus atlickami sveikatos
patikrinimai ar medicininés procediiros, biomedicininis tyrimas i§ esmés skiriasi nuo
iprastos (kasdienés) klinikinés praktikos. Iprastos (kasdienés) klinikinés praktikos
tikslas yra Jus (t. y. konkrety asmenj, pacientg) iSgydyti ir/ar pagerinti Jiisy sveikatos
bukle. Pagrindinis biomedicininio (mokslinio) tyrimo tikslas — gauti naujy medicinos
mokslo ziniy, kurios ateityje padéty kity Sia liga serganciy pacienty sveikatai. Kitaip
tariant, pagrindinis §io tyrimo tikslas néra tiesioginé nauda Jasy sveikatai.

3. Kodél atliekamas §is tyrimas?

Cukrinis diabetas (CD) grésmingas sukeliamomis komplikacijomis, kurios pasireiskia
tiek pirmo (CD1), tiek antro (CD2) cukrinio diabeto tipo atveju. Diabetinés
komplikacijos yra vienos daZniausiy pacienty aklumo, inksty funkcijos
nepakankamumo ir dializés, kojy opy ir netrauminiy kojy amputacijy, infarkto, insulto
priezaséiy. Sios komplikacijos Zenkliai pablogina pacienty gyvenimo kokybe,
padidina sergamuma, mir§tamumg ir sveikatos priezitiros kastus.

Siuo metu klinikingje praktikoje naudojami diabeto biozymenys (glikozilintas
hemoglobinas, glikemija) ne visada atspindi diabeto komplikacijy iSsivystymo rizika.
Tyrimy duomenys rodo, kad diabeto komplikacijos daliai pacienty gali i$sivystyti
esant santykinai zemai glikemijai (sergant prediabetu) arba, prieSingai, tam tikrai
daliai ilgai diabetu serganciy pacienty komplikacijos nei$sivysto, nepriklausomai nuo
glikemijos kontrolés. Manoma, kad diabeto komplikacijy i$sivystymas i§ dalies
priklauso nuo genetiniy veiksniy. Sio tyrimy tikslas yra jvertinti tam tikrus diabeto
komplikacijy vystymosi mechanizmus ir nustatyti genetinius, epigenetinius ir
gyvenimo budo veiksnius, jtakojancius diabeto komplikacijy i$sivystyma, klinikinj
pasireiskima ir progresavima. Nustatyti rizikos veiksniai ir gyvenimo biido korekcija
galéty pristabdyti diabeto komplikacijy iSsivystymg. Taikant genetinius tyrimus
klinikinéje praktikoje biity galima anksti nustatyti didelés rizikos pacientus, kuriems
ypa¢ naudingas intensyvus gydymas ir griezta ligos kontrolé. Sios Zinios leisty
prognozuoti diabeto komplikacijy vystymosi tikimybe¢ ir atsakg j gydyma ir taip
igalinty personalizuota diabetu serganéiy pacienty prieZitira.

4. Kokie asmenys pasirenkami dalyvauti Siame tyrime?

Tyrime dalyvauti bus kvieciami nuo 18 iki 89 mety amziaus pacientai, sergantys
pirmo ir antro tipo cukriniu diabetu gydomi VUL SK ir sveiki asmenys (kontroliné
grupé), gydomi VULSK ar kitoje gydymo jstaigoje. Jus biituméte jtrauktas j tiriamyjy
grupe. Visiems pacientams tyrimai bus atliekami pagal protokole aprasSyta tvarka.

5. Kas atlieka / uZsako §i biomedicininj?

Sio biomedicininio tyrimo uzsakovas yra Vilniaus universitetas.

Tyrimy centras — Vilniaus universiteto Santaros kliniky Jungtinis kompetencijy ir
biomedicininiy tyrimy centras.

6. Tikimybé patekti i skirtingas tiriamyju grupes ir dalyvavimo Siose grupése
ypatybés.

Asmenys, kuriems nustatytas cukrinis diabetas pateks j tiriamyjy grupe, o nesergantys
bus priskiriami kontrolinei grupei. Visiems tiriamiesiems bus papildomai atliekami
genetiniai kraujo tyrimai, epigenetiniai Slapimo ir kraujo tyrimai, pédy odos pasélis.
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Tiriamyjy grupei papildomai bus atlickami biocheminiai ir instrumentiniai tyrimai —
Sirdies echoskopija, tyrimai nustatantys Sirdies nervy ir kojy periferiniy nervy
pakenkima, akiy dugno vertinimas.

7. Kiek truks Jusy dalyvavimas Siame tyrime?

Dalyvavimo tyrime trukmé — deSimt mety.

Nuo pirmo vizito, kai pasiraSysite informuoto asmens sutikimo forma, turésite
apsilankyti pas gydytoja tyréja 1 kartg kas 2 metus, i§ viso — 6 vizitai.

8. Kokiose $alyse bus vykdomas §is tyrimas?

Lietuvoje

9. Kiek tiriamyju dalyvaus numatyta Siame tyrime?

Tikimasi, kad Siame biomedicininiame tyrime dalyvaus apie 600 Zmoniy, i jy 300
sergantieji diabetu ir 300 sveiki asmenys.

10. Ka Jums reikés daryti?

Sutikus dalyvauti biomedicininiame tyrime ir pasirasius sutikimo forma, §io tyrimo
tikslu pirmojo vizito metu prasysime leisti:

— naudotis medicinos dokumentais, esanéiais jtaigoje. IS medicinos dokumenty
rinksime duomenis apie Juasy sveikatg, gretutinius susirgimus, atlikty tyrimy
duomenis;

— atlikti objektyvig apzitirg (igis, svoris, AKS, pulsas, liemens apimtis, pédy biiklé)
— paimti kraujo i$ venos papildomiems tyrimams iki 16 ml (3 arbatiniai Sauksteliai);
Jei sutiksite, hospitalizacijos pabaigoje pakartotinai bus paimta 7,5 ml (1,5 arbatinio
Saukstelio) veninio kraujo.

— taip pat praSysime atsakyti j klausimyny klausimus:

e kiekvieno vizito metu, t.y. kas 2 metus visy pacienty prasysime uzpildyti
klausimyna apie diabeto sukeliamus kojy simptomus. Sio klausimyno
uzpildymas uztrunka iki 5 minuciy.

e jei Jums nustatytas pirmo tipo cukrinis diabetas pirmo vizito metu ir
pakartotinai po 4 mety ir 8 mety papildomai prasysime atsakyti j klausimus
apie Jusy patiriamus ligos simptomus, ligy ir Seiming anamneze, kasdieng
mityba, fizinj aktyvuma, i§simokslinima, socialing padétj, gyvenimo kokybe.
Klausimyny pildymas uztruks apie 1,5 val.

e jei Jums nustatytas antro tipo diabetas pirmo vizito metu ir pakartotinai po 4
mety ir 8 mety prasysime atsakyti | papildomus klausimus apie diabeto
sukeliamus kojy simptomus. Sios anketos pildymas uztruks iki 10 min.

Jei sutiksite dalyvauti tyrime, gydytojas papildomai Jums atliks neurometrija (pédy
jautrumo tyrima), neurografijg (nervy laidumo tyrima), pédy odos pasélj, Sirdies
echoskopija, Sirdies autonominius méginius, kuriy metu, atlickant kvépavimo ir
fizinio kriivio méginius vertinimas Sirdies susitraukimy daznis ir arterinis
kraujosptudis. Atliekant §iuos tyrimus, galite patirti nemaloniy pojiciy.

Iprastai kiekviena procediira trunka apie 20-30 min.

Pakartotiniy vizity metu bus renkama informacija apie jusy sveikata, atlickama
objektyvi apzilira, imamas kraujas i§ venos papildomiems tyrimams (10,5 ml — 2

203



arbatiniai Sauksteliai), atlickamas §lapimo tyrimas, pédy odos pasélis, instrumentiniai
tyrimai (neurometrija, neurografija, Sirdies echoskopija, Sirdies autonominiai
méginiai).

11. Ar dalyvavimas biomedicininiame tyrime Jums bus naudingas? / Kokios
naudos galite tikétis dalyvaudami Siame tyrime?

Sio tyrimo metu Jiis biisite istirtas dél diabeto komplikacijy, o reguliariis kasmetiniai
tyrimai ir gydymo koregavimas leis atitolinti diabeto komplikacijy i§sivystyma.

Jiisy genomo ir epigenomo tyrimai leis nustatyti genetinius Zymenis ir asociacijas,
susijusias diabeti komplikacijy iSsivystymu ir pasitarnaus mokslo vystymui.

12. Kokia su dalyvavimu Siame tyrime susijusi rizika ir nepatogumai?
Dalyvaudami Siame tyrime galite patirti tokiy nepatogumy kaip sugaiStas laikas
pildant sutikimo forma ir tyrimo klausimynus, jauciamas diskomfortas atlickant
instrumentinius tyrimus — kai ultragarsinis daviklis yra spaudziamas prie kritinés
lastos sienos Sirdies echoskopijos metu, uzdedami elektrodai elektrokardiogramos,
Sirdies inervacijos ir neurometrijos uzregistravimo metu. Taciau atlickami
instrumentiniai tyrimai yra saugis ir rizikos sveikatai nesukels.

Kraujo méginius imsime rutininio tyrimo metu, kuomet kraujas i§ venos imamas
visiems diabetu sergantiems pacientams.

Dél nenumatyty aplinkybiy konfidenciali informacija gali tapti prieinama tretiesiems
asmenims, kuriems jg suteikti nebuvote daves sutikimo, taciau tyréjai dés visas
pastangas, kad taip nenutikty.

13. Jei atsitikty kas nors negero?

Jus turite teis¢ | zalos sveikatai ir su tuo susijusios neturtinés zalos, patirtos
dalyvaujant Siame tyrime, atlyginima.

Sveikatos prieziiiros jstaiga yra sudariusi draudimo sutartj, kurioje numatytas Zalos,
galincios atsirasti §io biomedicininio tyrimo metu, atlyginimas.

Tyrimo pagrindinis tyréjas apdraustas biomedicininio tyrimo civilinés atsakomybés
privalomuoju draudimu. Vadinasi, Jis turite teis¢ i zalos sveikatai ir su tuo susijusios
neturtinés Zzalos, patirtos dalyvaujant Siame tyrime, atlyginimg. Su draudimo
taisyklémis galite susipazinti tyrimo vietoje, kreipdamiesi | gydytoja tyréja.

14. Ar galésite nutraukti dalyvavimg tyrime?

Dalyvavimas tyrime yra savanoriSkas. Jiis turite teis¢ atsisakyti dalyvauti tyrime, o
pradéjus dalyvauti tyrime, galite bet kada pasitraukti i§ tyrimo.

Jusy sprendimas atsisakyti dalyvauti ar nutraukti dalyvavima tyrime nedarys jokios
jtakos Jusy sveikatos priezidirai. Jei nuspresite pasitraukti i§ tyrimo jam nepasibaigus,
tyréjai Jusy paprasys paraSyti laisvos formos atsisakymo prasyma nenurodant
priezasciy ar motyvy arba uzpildyti atsisakymo forma, kurig Jums pateiks tyréjas.
15. Jusu dalyvavimo tyrime nutraukimo aplinkybés ir kriterijai

Jei nesilaikysite gydytojo tyréjo nurodymy Jiis daugiau nebegalésite dalyvauti tyrime.
Tyrimo gydytojas ar uzsakovas turi teis¢ bet kuriuo metu sustabdyti tyrimg ar Jiisy
dalyvavimg jame, jei neatvyksite j suplanuotus vizitus.

16. Kokias pasirinkimo galimybes turésite, jeigu nesutiksite dalyvauti Siame
tyrime arba at§auksite sutikimg jame dalyvauti?
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Tyrime dalyvaujate savanoriskai, todél turite teis¢ atsisakyti, o pradéjes galite bet kada
i§ jo pasitraukti.

Jasy sprendimas atsisakyti dalyvauti ar nutraukti dalyvavima tyrime nedarys jokios
jtakos teikiamai jprastinei sveikatos priezitrai.

17. Ar dalyvaudami Siame tyrime patirsite kokiy nors islaidy?

D¢l dalyvavimo tyrime nepatirsite i$laidy.

18. Ar Jiasy asmens duomenys bus konfidencialiis?

Biomedicininj tyrima atliekant gauta sveikatos informacija, leidzianti nustatyti
asmens tapatybe, yra konfidenciali ir gali biiti teikiama tik pacienty teises ir asmens
duomeny apsaugg reglamentuojanciy jstatymy nustatyta tvarka.

Duomeny valdytojas yra Vilniaus universiteto ligoninés Santaros klinikos.

Siekiant apsaugoti duomeny konfidencialuma, Jums bus suteiktas specialus kodas,
kuris bus nurodomas visuose dokumentuose, i§skyrus sutikimo formg ir tiriamyjy
kodavimo formga (Siuose dokumentuose bus nurodyti Jiisy asmeniniai duomenys).
Kompiuteriai, kuriuose saugomi elektroniniai tyrimo dokumentai ir duomenys,
apsaugoti

slaptazodziu. Prisijungimo kodus zino tik tyréjai.

Dokumentai saugomi rakinamoje spintoje, kurios raktg turi tik tyréjai.

19. Kas ir kokiu tikslu galés susipaZinti su Jiisy asmens duomenimis?
PasiraSydami §ig formg sutinkate, kad tyrimo centro tyréjai, tyrimus kontroliuojancios
galés susipazinti su visa $io tyrimo tikslais apie Jus surinkta informacija. Kitiems
asmenims ar jmonéms bus teikiami tik uzkoduoti sveikatos duomenys, neleidziantys
tiesiogiai nustatyti Jusy tapatybés.

Surinktus duomenis tyrimo gydytojai naudos tik Sio klinikinio tyrimo tikslais vieSojo
intereso labui.

Turite teis¢ prasyti, kad duomeny valdytojas leisty susipazinti su savo asmens
duomenimis, juos iStaisyti, iStrinti arba apriboti ar sustabdyti duomeny tvarkyma,
turite teis¢ nesutikti, kad duomenys bty tvarkomi bei teis¢ | duomeny perkeliamuma.
20. Kiek laiko bus saugomi tyrimo metu surinkti duomenys ir kas uz tai bus
atsakingas?

Visa informacija bus renkama specialiai klinikiniam tyrimui sudaromuose
elektroniniuose ir

popieriniuose dokumentuose tiek, kiek wuztruks biomedicininis tyrimas. Uz
dokumenty saugojimg tyrimo centre bus atsakingas sveikatos priezitiros jstaiga kartu
su pagrindiniu tyréju. Baigus tyrimg asmeniniai duomenys bus sunaikinti per metus
nuo tyrimo pabaigos. Kita dokumentacija susijusi su tyrimu bus saugoma 5 metus
Vilniaus universiteto ligoninés Santaros klinikos centralizuotame archyve pagal
Vilniaus universiteto ligoninés Santaros klinikos Generalinio direktoriaus patvirtinta
jsakyma, po to dokumentacija yra sunaikinama pagal teisés aktais reglamentuotg
tvarkg archyve.

21. Kas jvertino §j biomedicininj tyrimg? / I ka Kreiptis, jeigu iSkilty klausimy?
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Dél savo kaip tyrimo dalyvio teisiy galite kreiptis j leidimg atlikti §] biomedicininj
tyrima iSdavusj Vilniaus regioninj biomedicininiy tyrimy etikos komitetg, M. K.
Ciurlionio g. 21/27 (231 kab.), LT-03101, Vilnius, tel. (8-5) 2686998, el. pastas:
rbtek@mf.vu.lt.

Jei Jums kils bet kokiy klausimy ar neaiskumy dél Jisy asmens duomeny naudojimo
ir saugojimo, galésite susisiekti su tyrimg atliekanc¢iu gydytoju, kuris savo ruoztu
susisieks su tyrimo uzsakovu. Jiis taip pat galésite susisiekti su atsakinguoju duomeny
apsaugos pareigiinu tyrimo centre duomenu.sauga@santa.lt.

Skundg dél duomeny valdytojo veiksmy (neveikimo), kuriais pazeidziamos teisés
akty, reglamentuojan¢iy asmens duomeny apsaugg, nuostatos galite pateikti
Valstybinei duomeny apsaugos inspekcijai L. Sapiegos g. 17, 10312, Vilnius tel. +
370 5 279 14 45, faks. +370 5 261 94 94, el. Pastas: ada@ada.lt, interneto
svetainé http://www.ada.lt/

Tyrimo centras: Vilniaus universiteto ligoninés Santaros klinikos, Santariskiy g. 2,
Vilnius, tel.: (8-5) 236 5000, el. pastas: info@santa.lt.

Pagrindinis tyréjas:

Doc. Dr. Zydriné  Visockieng, tel.:+37052365309, el.  pastas:
zydrune,visockiene@santa.lt

Tyréjai:

Laura Siauliené, gydytoja endokrinologé

Dr. Ieva Sereiké, gydytoja neurologé
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SUTIKIMAS DALYVAUTI BIOMEDICININIAME TYRIME ,,GENETINIU,
EPIGENETINIU VEIKSNIU IR GYVENIMO BUDO [TAKA
KOMPLIKACIJU ISSIVYSTYMUI CUKRINIU DIABETU SERGANTIEMS
PACIENTAMS*

o

AS perskaiCiau Sig Informuoto asmens sutikimo forma ir supratau man
pateikta informacija.

Man buvo suteikta galimybé uzduoti klausimus ir gavau mane tenkinancius
atsakymus.

Supratau, kad galiu bet kada pasitraukti i§ tyrimo, nenurodydamaf(s)
priezaséiy.

Supratau, kad norédama(s) atSaukti sutikimg dalyvauti biomedicininiame
tyrime, rastu turiu apie tai informuoti tyréja / kita jo igaliota biomedicininj
tyrimg atliekantj asmenj.

Patvirtinu, kad turéjau uztektinai laiko apsvarstyti man suteikta informacija
apie biomedicininj tyrima.

Supratau, kad dalyvavimas Siame tyrime yra savanoriskas.

Patvirtinu, kad sutikima dalyvauti $iame biomedicininiame tyrime duodu
laisva valia.

Leidziu naudoti asmens duomenis ta apimtimi ir biidu, kaip nurodyta
Informuoto asmens sutikimo formoje.

Patvirtinu, kad gavau Informuoto asmens sutikimo formos egzemplioriy,
pasirasyta tyréjo / kito jo jgalioto biomedicininj tyrimg atliekan¢io asmens.

0] Sutinku dalyvauti biomedicininiame tyrime ir kad duomenys apie sveikata
bty tvarkomi kaip aprasyta Sioje sutikimo formoje Sio biomedicininio
tyrimo tikslu

Asmuo (ar kitas sutikimg turintis teis¢ duoti asmuo)

vardas pavardé atstovavimo pagrindas

parasas pasiraSymo data pasiraSymo laikas

Patvirtinu, kad suteikiau informacija apie biomedicininj tyrimg auksciau
nurodytam asmeniui.

Patvirtinu, kad asmeniui (ar kitam sutikimg duoti turin¢iam teis¢ asmeniui)
buvo skirta pakankamai laiko apsispresti dalyvauti biomedicininiame tyrime,
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atsizvelgiant | biomedicininio tyrimo pobiidj, taip pat jvertinus kitas
aplinkybes, galincias daryti jtaka priilmamam sprendimui.

o AS skatinau asmenj (ar kita sutikima turintj teis¢ duoti asmenj) uzduoti
klausimus ir j juos atsakiau.

Tyréjas ar kitas jo jgaliota biomedicininj tyrimg atliekantis asmuo

vardas pavardé

parasas pasiraSymo data pasiraSymo laikas
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Priedas 3. Informuoto asmens sutikimo forma diabetu nesergantiems
tiriamiesiems

INFORMUOTO ASMENS SUTIKIMO FORMA DIABETU
NESERGANTIEMS

Biomedicininio tyrimo pavadinimas: Genetiniy, epigenetiniy veiksniy ir gyvenimo
budo jtaka komplikacijy iSsivystymui cukriniu diabetu sergantiems pacientams.

Protokolo Nr.: 1.5

Uzsakovas: VieSoji istaiga Vilniaus Universitetas

Adresas: Universiteto g. 3, Vilnius

Tel.: 868723382

El. pastas: mokslas@cr.vu.lt

Uzsakovo atstovas: mokslo prorektorius prof. Rimantas Jankauskas
Atsakingas tyréjas: doc. Dr. Zydriiné Visockiené

Tyrimo centro pavadinimas: Jungtinis kompetencijy ir biomedicininiy tyrimy
centras, Vilniaus universiteto ligoniné Santaros Klinikos.

Adresas: Santariskiy g. 2, 08661 Vilnius

Tel.: (+370) 5 236 5000

El pastas: info@santa.lt

Gerbiamas paciente,

Jas esate kvie¢iamas dalyvauti biomediciniame tyrime. Sio tyrimo tikslas —
surinkti klinikinius duomenis apie cukriniu diabetu sergancius ir sveikus asmentis.
Surinkti duomenys tarnauty moksliniais tikslais ir galbiit ateityje pagerinty
cukriniu diabetu serganciy asmeny priezitrg ir gydyma.

1. Kokia §io dokumento paskirtis?

Sioje formoje pateikiama Jums skirta informacija apie biomedicininj tyrima,
aptariamos tyrimo atlikimo priezastys, mokslinio tyrimo procediros, nauda, rizika,
galimi nepatogumai ir kita svarbi informacija. Tam, kad galétuméme jtraukti Jus j
mokslinj tyrima, turite Zinoti, jog Jums reikés pateikti tyrimui reikalingus asmens
duomenis. Jei nuspresite dalyvauti, praSysime Jiisy pasirasyti $ig sutikimo forma,
kuria sutinkate tyrimo metu vykdyti gydytojo tyréjo ir tyrimo komandos nurodymus.
PasiraSydami §j dokuments, sutinkate dalyvauti moksliniame tyrime. Neskubékite ir
atidziai perskaitykite §j dokumenta, jei nesupratote kokio nors Zodzio ar teiginio, visus
i8kilusius klausimus biitinai uzduokite tyrimo gydytojui ar kitiems tyrimo komandos
nariams. Prie§ priimdami sprendima, galite pasitarti su Seimos nariais, draugais ar
savo gydytoju.

2. Kodél atliekami biomedicininiai tyrimai?
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Svarbu suprasti, kad nors biomedicininio tyrimo metu Jums bus atlickami sveikatos
patikrinimai ar medicininés procediiros, biomedicininis tyrimas i§ esmés skiriasi nuo
iprastos (kasdienés) klinikinés praktikos. Iprastos (kasdienés) klinikinés praktikos
tikslas yra Jus (t. y. konkrety asmenj, pacientg) iSgydyti ir/ar pagerinti Jiisy sveikatos
bukle. Pagrindinis biomedicininio (mokslinio) tyrimo tikslas — gauti naujy medicinos
mokslo ziniy, kurios ateityje padéty cukriniu diabetu serganciy pacienty sveikatai.
Kitaip tariant, pagrindinis $io tyrimo tikslas néra tiesioginé nauda Jisy sveikatai.

3. Kodél atliekamas §is tyrimas?

Cukrinis diabetas (CD) grésmingas sukeliamomis komplikacijomis, kurios pasireiskia
tiek pirmo (CD1), tiek antro (CD2) cukrinio diabeto tipo atveju. Diabetinés
komplikacijos yra vienos daZniausiy pacienty aklumo, inksty funkcijos
nepakankamumo ir dializés, kojy opy ir netrauminiy kojy amputacijy, infarkto, insulto
priezaséiy. Sios komplikacijos Zenkliai pablogina pacienty gyvenimo kokybe,
padidina sergamuma, mirStamumg ir sveikatos priezitiros kastus.

Siuo metu klinikingje praktikoje naudojami diabeto biozymenys (glikozilintas
hemoglobinas, glikemija) ne visada atspindi diabeto komplikacijy iSsivystymo rizika.
Tyrimy duomenys rodo, kad diabeto komplikacijos daliai pacienty gali i$sivystyti
esant santykinai zemai glikemijai (sergant prediabetu) arba, prieSingai, tam tikrai
daliai ilgai diabetu serganciy pacienty komplikacijos nei$sivysto, nepriklausomai nuo
glikemijos kontrolés. Manoma, kad diabeto komplikacijy i$sivystymas i§ dalies
priklauso nuo genetiniy veiksniy. Sio tyrimy tikslas yra jvertinti tam tikrus diabeto
komplikacijy vystymosi mechanizmus ir nustatyti genetinius, epigenetinius ir
gyvenimo budo veiksnius, jtakojancius diabeto komplikacijy i$sivystyma, klinikinj
pasireiskima ir progresavima. Nustatyti rizikos veiksniai ir gyvenimo biido korekcija
galéty pristabdyti diabeto komplikacijy iSsivystymg. Taikant genetinius tyrimus
klinikinéje praktikoje biity galima anksti nustatyti didelés rizikos pacientus, kuriems
ypa¢ naudingas intensyvus gydymas ir griezta ligos kontrolé. Sios Zinios leisty
prognozuoti diabeto komplikacijy vystymosi tikimybe¢ ir atsakg j gydyma ir taip
igalinty personalizuota diabetu serganéiy pacienty prieZitirg.

4. Kokie asmenys pasirenkami dalyvauti Siame tyrime?

Tyrime dalyvauti bus kvieCiami pacientai, sergantys pirmo ir antro tipo cukriniu
diabetu ir sveiki asmenys (kontroliné grupé) nuo 18 iki 89 mety amziaus, gydomi
VUL SK ar kitose gydymo jstaigose. Jus butuméte jtrauktas i kontroling grupe.
Visiems pacientams tyrimai bus atliekami pagal protokole aprasSyta tvarka.

5. Kas atlieka / uZsako §i biomedicininj?

Sio biomedicininio tyrimo uzsakovas yra Vilniaus universitetas.

Tyrimy centras — Vilniaus universiteto Santaros kliniky Jungtinis kompetencijy ir
biomedicininiy tyrimy centras.

6. Tikimybé patekti i skirtingas tiriamyju grupes ir dalyvavimo Siose grupése
ypatybés.

Asmenys, kuriems nustatytas cukrinis diabetas pateks j tiriamyjy grupe, o nesergantys
bus priskiriami kontrolinei grupei. Visiems tiriamiesiems bus atlieckami biocheminiai
ir genetiniai kraujo tyrimai, epigenetiniai Slapimo ir kraujo tyrimai, pédy odos pasélis.
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7. Kiek truks Jusy dalyvavimas Siame tyrime?

Kontrolinés grupés tiriamyjy iStyrimas bus vienkartinis — turésite apsilankyti pas
gydytoja tyréja 1 karta.8. Kokiose Salyse bus vykdomas Sis tyrimas?

Lietuvoje

9. Kiek tiriamyjuy dalyvaus numatyta Siame tyrime?

Tikimasi, kad Siame biomedicininiame tyrime dalyvaus apie 600 Zmoniy, i$ jy — 300
sveiki asmenys ir 300 sergantieji diabetu.

10. Ka Jums reikés daryti?

Sutikus dalyvauti biomedicininiame tyrime ir pasirasius sutikimo forma, §io tyrimo
tikslu apsilankymo metu prasysime leisti:

— naudotis medicinos dokumentais, esanciais jtaigoje. IS medicinos dokumenty
rinksime duomenis apie Jusy sveikata, gretutinius susirgimus, atlikty tyrimy
duomenis;

— atlikti objektyvia apziiira (figis, svoris, AKS, pulsas, liemens apimtis, pédy bikl¢)
— paimti kraujo i$ venos papildomiems tyrimams iki 9 ml (2 arbatiniai Sauksteliai);

— paimti pédy odos pasélj.

11. Ar dalyvavimas biomedicininiame tyrime Jums bus naudingas? / Kokios
naudos galite tikétis dalyvaudami Siame tyrime?

Jusy genomo ir epigenomo tyrimai leis nustatyti genetinius Zymenis ir asociacijas,
susijusias diabeto komplikacijy i§sivystymu ir pasitarnaus mokslo vystymui.

12. Kokia su dalyvavimu Siame tyrime susijusi rizika ir nepatogumai?
Dalyvaudami Siame tyrime galite patirti tokiy nepatogumy kaip sugaiStas laikas
pildant sutikimo forma, priduodant kraujo papildomiems kraujo méginiams.

Dél nenumatyty aplinkybiy konfidenciali informacija gali tapti prieinama tretiesiems
asmenims, kuriems jg suteikti nebuvote daves sutikimo, tadiau tyréjai dés visas
pastangas, kad taip nenutikty.

13. Jei atsitikty kas nors negero?

Jus turite teis¢ ] zalos sveikatai ir su tuo susijusios neturtinés Zzalos, patirtos
dalyvaujant Siame tyrime, atlyginima.

Sveikatos priezifiros jstaiga yra sudariusi draudimo sutartj, kurioje numatytas zalos,
galinCios atsirasti §io biomedicininio tyrimo metu, atlyginimas.

Tyrimo pagrindinis tyréjas apdraustas biomedicininio tyrimo civilinés atsakomybés
privalomuoju draudimu. Vadinasi, JUs turite teis¢ j zalos sveikatai ir su tuo susijusios
neturtinés Zzalos, patirtos dalyvaujant Siame tyrime, atlyginimg. Su draudimo
taisyklémis galite susipazinti tyrimo vietoje, kreipdamiesi i gydytoja tyréja.

14. Ar galésite nutraukti dalyvavima tyrime?

Dalyvavimas tyrime yra savanoriskas. JUs turite teis¢ atsisakyti dalyvauti tyrime ir
Jusy sprendimas nedarys jokios jtakos Jusy sveikatos priezitirai.

15. Jusu dalyvavimo tyrime nutraukimo aplinkybés ir kriterijai

Jei nesilaikysite gydytojo tyréjo nurodymy, Jis negalésite dalyvauti tyrime.

16. Kokias pasirinkimo galimybes turésite, jeigu nesutiksite dalyvauti Siame
tyrime arba at§auksite sutikimg jame dalyvauti?

Tyrime dalyvaujate savanoriskai, todél turite teise atsisakyti.
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Jasy sprendimas atsisakyti dalyvauti tyrime nedarys jokios jtakos teikiamai jprastinei
sveikatos priezitirai.

17. Ar dalyvaudami Siame tyrime patirsite kokiy nors iSlaidy?

D¢l dalyvavimo tyrime nepatirsite islaidy.

18. Ar Jisy asmens duomenys bus konfidencialis?

Biomedicininj tyrima atliekant gauta sveikatos informacija, leidzianti nustatyti
asmens tapatybe, yra konfidenciali ir gali biiti teikiama tik pacienty teises ir asmens
duomeny apsaugg reglamentuojanciy jstatymy nustatyta tvarka.

Duomeny valdytojas yra Vilniaus universiteto ligoninés Santaros klinikos.

Siekiant apsaugoti duomeny konfidencialuma, Jums bus suteiktas specialus kodas,
kuris bus nurodomas visuose dokumentuose, i$skyrus sutikimo forma ir tiriamyjy
kodavimo forma (Siuose dokumentuose bus nurodyti Jisy asmeniniai duomenys).
Kompiuteriai, kuriuose saugomi elektroniniai tyrimo dokumentai ir duomenys,
apsaugoti

slaptazodziu. Prisijungimo kodus zino tik tyréjai.

Dokumentai saugomi rakinamoje spintoje, kurios rakta turi tik tyréjai.

19. Kas ir kokiu tikslu galés susipaZinti su Jiisy asmens duomenimis?
PasiraSydami $ig formg sutinkate, kad tyrimo centro tyréjai, tyrimus kontroliuojancios
galés susipazinti su visa $io tyrimo tikslais apie Jus surinkta informacija. Kitiems
asmenims ar jmonéms bus teikiami tik uzkoduoti sveikatos duomenys, neleidziantys
tiesiogiai nustatyti Jusy tapatybés.

Surinktus duomenis tyrimo gydytojai naudos tik §io klinikinio tyrimo tikslais viesojo
intereso labui.

Turite teis¢ prasyti, kad duomeny valdytojas leisty susipazinti su savo asmens
duomenimis, juos iStaisyti, iStrinti arba apriboti ar sustabdyti duomeny tvarkyma,
turite teis¢ nesutikti, kad duomenys biity tvarkomi bei teis¢ | duomeny perkeliamuma.
20. Kiek laiko bus saugomi tyrimo metu surinkti duomenys ir kas uZ tai bus
atsakingas?

Visa informacija bus renkama specialiai klinikiniam tyrimui sudaromuose
elektroniniuose ir

popieriniuose dokumentuose tiek, kiek wuztruks biomedicininis tyrimas. Uz
dokumenty saugojimga tyrimo centre bus atsakingas sveikatos prieziiiros jstaiga kartu
su pagrindiniu tyréju. Baigus tyrimg asmeniniai duomenys bus sunaikinti per metus
nuo tyrimo pabaigos. Kita dokumentacija susijusi su tyrimu bus saugoma 5 metus
Vilniaus universiteto ligoninés Santaros klinikos centralizuotame archyve pagal
Vilniaus universiteto ligoninés Santaros klinikos Generalinio direktoriaus patvirtinta
jsakyma, po to dokumentacija yra sunaikinama pagal teisés aktais reglamentuota
tvarka archyve.

21. Kas jvertino $j biomedicininj tyrima? / I kg Kkreiptis, jeigu iskilty klausimy?
Dél savo kaip tyrimo dalyvio teisiy galite kreiptis j leidimg atlikti §j biomedicininj
tyrimg iSdavusj Vilniaus regioninj biomedicininiy tyrimy etikos komitetg, M. K.
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Ciurlionio g. 21/27 (231 kab.), LT-03101, Vilnius, tel. (8-5) 2686998, el. patas:
rbtek@mf.vu.lt.

Jei Jums kils bet kokiy klausimy ar neaiskumy dél Jisy asmens duomeny naudojimo
ir saugojimo, galésite susisiekti su tyrima atliekanciu gydytoju, kuris savo ruoztu
susisieks su tyrimo uzsakovu. Jiis taip pat galésite susisiekti su atsakinguoju duomeny
apsaugos pareigiinu tyrimo centre duomenu.sauga@santa.lt.

Skundg dél duomeny valdytojo veiksmy (neveikimo), kuriais pazeidziamos teisés
akty, reglamentuojanciy asmens duomeny apsauga, nuostatos galite pateikti
Valstybinei duomeny apsaugos inspekcijai L. Sapiegos g. 17, 10312, Vilnius tel. +
370 5 279 14 45, faks. +370 5 261 94 94, el. paStas ada@ada.lt, interneto
svetainé http://www.ada.lt/

Tyrimo centras: Vilniaus universiteto ligoninés Santaros klinikos, Santariskiy g. 2,
Vilnius, tel.: (8-5) 236 5000, el. pastas: info@santa.lt.
Pagrindinis tyréjas:

Doc. Dr. Zydriné  Visockiené, tel.:+37052365309, el.  pastas:
zydrune,visockiene@santa.lt
Tyréjai:

Laura Siauliené, gydytoja endokrinologé
Dr. Ieva Sereiké, gydytoja neurologé
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SUTIKIMAS DALYVAUTI BIOMEDICININIAME TYRIME ,,GENETINIU,
EPIGENETINIU VEIKSNIU IR GYVENIMO BUDO JTAKA
KOMPLIKACIJU ISSIVYSTYMUI CUKRINIU DIABETU SERGANTIEMS
PACIENTAMS*

o

AS perskaiCiau §ig Informuoto asmens sutikimo formg ir supratau man
pateikta informacija.

Man buvo suteikta galimybé uzduoti klausimus ir gavau mane tenkinancius
atsakymus.

Supratau, kad galiu bet kada pasitraukti i§ tyrimo, nenurodydamaf(s)
priezasciy.

Supratau, kad norédama(s) atSaukti sutikimg dalyvauti biomedicininiame
tyrime, rastu turiu apie tai informuoti tyréja / kita jo jgaliota biomedicininj
tyrimg atliekantj asmenj.

Patvirtinu, kad turéjau uztektinai laiko apsvarstyti man suteikta informacija
apie biomedicininj tyrima.

Supratau, kad dalyvavimas Siame tyrime yra savanoriskas.

Patvirtinu, kad sutikimg dalyvauti §iame biomedicininiame tyrime duodu
laisva valia.

Leidziu naudoti asmens duomenis ta apimtimi ir biidu, kaip nurodyta
Informuoto asmens sutikimo formoje.

Patvirtinu, kad gavau Informuoto asmens sutikimo formos egzemplioriy,
pasirasyta tyréjo / kito jo jgalioto biomedicininj tyrimg atliekan¢io asmens.

[J Sutinku dalyvauti biomedicininiame tyrime ir kad duomenys apie
sveikatg biity tvarkomi kaip aprasyta Sioje sutikimo formoje Sio
biomedicininio tyrimo tikslu

Asmuo (ar kitas sutikima turintis teis¢ duoti asmuo)

o

Vardas Pavarde atstovavimo
pagrindas
ParaSas pasiraSymo data pasirasymo laikas

Patvirtinu, kad suteikiau informacija apie biomedicininj tyrima auksc¢iau
nurodytam asmeniui.
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o Patvirtinu, kad asmeniui (ar kitam sutikimg duoti turiniam teis¢ asmeniui)
buvo skirta pakankamai laiko apsispresti dalyvauti biomedicininiame tyrime,
atsizvelgiant | biomedicininio tyrimo pobiidj, taip pat jvertinus kitas
aplinkybes, galincias daryti jtaka priilmamam sprendimui.

o AS skatinau asmenj (ar kitg sutikimg turintj teis¢ duoti asmenj) uzduoti
klausimus ir i juos atsakiau.

Tyréjas ar kitas jo jgaliota biomedicininj tyrima atliekantis asmuo

Vardas Pavardé

Parasas pasiraSymo data pasiraSymo laikas
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Priedas 4. Tiriamyjy iStyrimo planas.

Tiriamyjy grupé Kontroliné grupé

Informuoto asmens sutikimo forma X X
Anamneziniai duomenys X X
Klausimynas (NSS) X

Objektyvi apzitira X X
Diabetinés pédos iStyrimas (NDS) X

Neurometrija X

Elektroneurografija X

Autonominiy kardiovaskuliniy X

refleksy tyrimas (AKRT)

Biocheminiai kraujo tyrimai X X
Epigenetiniai tyrimai X X
Genetiniai tyrimai X irpo 5-7d. X

Keturiasdesimciai hospitalizuoty CD pacienty genetiniai tyrimai bus pakartoti 5-tg —
7-ta hospitalizacijos diena.
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Priedas 5. Paciento apklausos anketa

Vizitas 1

Vizito data

Gimimo metai

m.

Lytis

Mot. O vyr. O

Diabeto nustatymo
data

m.

Diabeto tipas

cb1 O cb2 O

Naujai diagnozuotas

TAIP O NE O

Diabetiné ketoacidozé

TAIP O NE O

AK

NETIRTA O
NE O
TAIP [0 (GADA, pries$ insuling, prie$ kasos B-last.)

Paskutinis HbAlc

Bloga ilgalaiké kontrolé  NE O

TAIP O metai:
HbAlc O 7-8%
O 8-9%
O 9-10%
O >10%
Retinopatija TAIP O metais NE O NETIRTA O
Preproliferaciné O m.
Proliferaciné O m.
Makulopatija O m.
Lazerioterapija TAIP O NE O
lakis O metais
abiakys [ metais
Aklumas TAIP O NE O
Létiné inksty liga TAIP O metai NE O NETIRTA O
Kreatininas mcmol/I
GFG
Stadija

Dializ¢ TAIP O NE O
Inksty transplantacija TAIP O NE 0O

Nefropatija

TAIP O metais NE O NETIRTA O
Albumino kreatinino santykis
Mikroalbuminurija

angioplastika

Neuropatija Polineuropatija TAIP O metais NE O
Greitai progresuojanti TAIP O metais NE O
hiperglikeminé neuropatija
KAN TAIP O metais NE O
Gl autonominé neuropatija  TAIP O metais NE O
Urogenitaliné neuropatija TAIP O metais NE O

Angiopatija TAIP O metais, nustatyta po
NE O

Periferiniy kraujag.

Suntavimas ar TAIP O metai NE O
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Amputacijos: pirsto/

pédos/ kojos TAIP O metai NE O
1SL TAIP O metai NE O
M TAIP O metai NE O
Sirdies vainikiniy

kraujagysliy

Suntavimas, TAIP O metai NE O
angioplastika ar

stentavimas

Insultas (iSeminis ar

hemoraginis) TAIP O metai NE O
PAH TAIP O metai NE O
SN TAIP O metai NE O
Dislipidemija TAIP O metai NE O
Kitos ligos TAIP O NE O

O skydliaukés,

O autoimuninés: O alergija

O vitiligo

O bronchiné astma

O reumatoidinis artritas

O kita

O podagra/hiperurikemija
O onkologinés

Seiminé anamnezé TAIP| NE| NEZINAU|AMZIUS (kai susirgo)
Teévas
Mama
Vaikai
Seneliai i$ mamos pusés
Seneliai i$ tévo pusés
Dédés/tetos i§ mamos pusés
Dédés/tetos iS tévo pusés
Pusbroliai is mamos pusés
Pusbroliai i$ tévo pusés
Brolis/sesuo
Néstumai NE O TAIP O
Naujagimiy svoris
Rakymas Riko NE O TAIP O cig./d metai
Roké NE O TAIP O cig./d metai
Alkoholio vartojimas NE O TAIP O metai
Pédy prieZilra:
Laikas po paskutinio
plovimo val.
Emolienty vartojimas | NE O TAIP O k./sav.
Gydomasis pedikiaras | NE [ TAIP O k./m.
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Priedas 6. Neuropatijos simptomy skalés klausimynas

NEUROPATIJOS SIMPTOMU SKALES KLAUSIMYNAS
PILDYMO DATA: PACIENTO KODAS:

1. Ar jauciate (pasirenkamas 1 i§ 2):

- kojy deginima, tirpima, dilg€iojima (2).
- nuovargj, méslungj, skausma (1)

2. Skausmus jauciate:
- pédose (2 balas)

- blauzdose (1 balas)
- kitur (0)

3. Skausmas patiméja:

- nakties metu (2)

- skauda vienodai nakties ir dienos metu (1)
- skauda tik dienos metu (0)

- ar buvote pabudes dél skausmo (1)

4. Skausmas sumazéja:
- einant (2)
- stovint (1)
- sédint arba gulint (0)
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Priedas 7. Objektyvaus istyrimo forma

Vizito numeris

Data

Ugis (cm)

Svoris (kg)

KMI (kg/m?)

Liemens apimtis

(cm)

Kluby apimtis (cm)

Kaklo apimtis (cm)

AKS (mm/Hg)

Pulsas (k/min)
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Priedas 8. Neurometrijos protokolas

Pacientas:

Tyrimo data:_

Vardas, pavardé

Tyrimo sritis:

LIN

gimimo metai

| 1: kojos pirstas

|2:

|3:

N
rodm
uo

Sritisl - K

Sritis2 - | Sritis3 - K
K

Sritis] - D

Sritis2 - D

Sritis3 -
D

H{M|L

H

ML|H|M|L

H M| L

H{M|L

H

M L

25

24

23

22

21

20

19

18

HIPOESTEZIJA

17

16

15

14

13

12

—_
—_

—_
(=]

NORMA

Nfw|khl]laa|[2 || O

HIPERESTEZIJA

—_

Sritis1 - K

Sritis2 - | Sritis3 - K
K

Sritisl - D

Sritis2 - D

Sritis3 -
D

H: 2000Hz stambios
mielinizuotos (AB)*

M: 250Hz smulkios
mielinizuotos (AJ)**

L: 5Hz smulkios
nemielinizuotos (C)**
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A-beta(p) sensorinés nervinés skaidulos(H)* — stambios mielinizuotos skaidulos, perduodancios
lietimo, spaudimo, vibracijos, kiino padéties suvokimo pojucius. Laidumo greitis (LG) = 50 m/s.
A-delta(d) sensorinés nervinés skaidulos(M)** — smulkios mielinizuotos skaidulos, perduodancios
greito skausmo, vibracijos, temperatiros (3al¢io) pojtucius. LG =20 m/s.

C sensorinés nervinés skaidulos(L)*** — smulkios nemielinizuotos skaidulos, perduodancios
temperatiiros (Silumos), léto skausmo pojtcius. LG =1 m/s

Tyrimo sritis:

(apibraukti)

kaire desing define kaire

ISVADOS:
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Priedas 9. Neurografijos protokolas

il

NEUROLOGIJOS CENT RAS

//%”m\\ VILNIAUS UNIVERSITETO LIGONINESANTAROS KLINIKOS
i

NEUROLOGINIY FUNKCINIU T YRIMU
KABINETAS

Santariskiy 2, LT-2021 Vilnius tel:85~2365000 faks: 85~2365111 http://santa.lt el.p.:info@santa.lt

LIN:
Siuntimo nr.:
Siuntimo data:

PACIENTAS
Gimimo data:

Siunté: Vilniaus universiteto ligoninés Santaros klinikos V3] (Vilniaus m., Santariskiy

g.2),

Siuntimo tekstas:
Nusiustas i: Neurologijos centro diagnostiniai tyrimai
INSTRUMENTINIS TYRIMAS Nr.

Elektroneurografija (ENG)

Paslaugos kodas: 43045, Elektroneurografija > 6 nervy tyrimas arba nervy tyrimas su

spec. metodais
ApraSymo data:

Paciento uigis: cm

1. Impulso laidumas motorinémis nervy skaidulomis (NCVm)

[Desine Kairé
Nervas Amp. |L(ms) | NCV INCV |Amp. |L(ms) |[NCV [NCV
(mV) dist |proks. |(mV) dist [proks.
N. medianus
N. peroneus
N. tibialis
2. Impulso sensorinémis nervy skaidulomis (NCVs)
Desiné Kairé
Nervas Amp. | L(ms) | NCV |[NCV  |Amp. |L(ms) |NCV |[NCV
(mV) dist |proks. |(mV) dist proks
N. medianus
N. suralis
ISvados:

Tyrima atliko: IEVA SEREIKE
Tyrima aprasé: IEVA SEREIKE
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Priedas 10. Autonominiy kardiovaskuliniy refleksy tyrimo (AKRT) atlikimo technika ir vertinimas [57].

MEGINYS ATLIKIMO TECHNIKA REZULTATAS
SSD atsakas j gily Pacientas gulédamas ar sédédamas Norma: SSD padidéja jkvépimo ir sumazéja iskvéepimo metu. SSD
kvépavima (vertinama | giliai kvépuoja 6 k./min. dazniu. ikvépimo/iskvépimo skirtumas >15 k./min.
parasimpatiné Registruojama EKG. Patologija: SSD jkvépimo/iskvépimo skirtumas <10 k./min.
inervacija) Ikvépimo/iskvépimo R-R santykis su amziumi mazéja:
20-24 metai: >1.17; 25-29: >1.15;
30-34:>1.13; 35-39: >1.12;
40-44: >1.10; 45-49: >1.08; 50-54: >1.07; 55-59: >1.06; 60-64: >1.04;
65-69: >1.03; 70-75: >1.02
SSD atsakas Nuolat monitoruojant EKG pacientas | Normali reakcija j atsistojimg — tachikardija lydima SSD retéjimo.
stovéjima i§ sédimos pozicijos atsistoja. Normalus R-R santykis 30:15 > 1.03.
(vertinama Matuojamas 15-to ir 30-to R-R
parasimpatiné intervaly (po atsistojimo) santykis
inervacija)
SSD atsakas Pacientas sédédamas 15 s pucia org j | Fiziologinis atsakas j piitimg — tachikardija ir vazokonstrikcija;
Valsalvos méginj manometra 40 mmHg spaudimu. atsipalaidavus — bradikardija.
(vertinama Matuojamas trumpiausias R-R Normalus santykis: ilgiausias R-R/ trumpiausias R-R intervalas > 1.12

parasimpatiné ir
simpatiné inervacija)

intervalas piitimo metu ir ilgiausias
R-R intervalas atsipalaidavimo metu.

Sistolinio AKS (sAKS)
atsakas | stovéjima
(vertinama simpatiné
inervacija)

Pacientas guli 5 min. ISmatuojamas
AKS. Pacientas atsistoja. Po 3 min.
pakartotinai iSmatuojamas AKS.

Fiziologinis atsakas: SAKS sumaz¢jimas stovint < 10 mmHg. Testas
teigiamas, jei SAKS sumazéja > 30 mmHg.
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Priedas 11. Autonominés Sirdies neuropatijos protokolas

AUTONOMINES SIRDIES NEUROPATIJOS TYRIMAS

Name SSN code:

Date of birth : Mother's name :
Weight Height:

Date

Doctor

Autonom cardialis neuropathia
(Based on the cardiovascular reflex test determined by Ewing)

Normal Limit Abnormal Score
Result
SIGNS OF PARASYMPATHETIC DAMAGES
Resting Heart Rate
QTcb avareged ECG cycle:
QTcb RRmin ECG cycle:
QTcb RRmax ECG cycle:
HR min:
HR max:
Deep breath test: 015 11-14 010
Valsalva-maneuver: 01,21 01,10
1,11-1,20
Lying-to-standing (30:15): (11,04 11,00
1,01-1,03
SIGNS OF SYMPATHETIC DAMAGES
Orthostatic BP <10 11-29 11
changes: 30
Handgrip: > 16 11-15 0
10
Total SCORE value: <3 3-5 >6 0
HRYVi triangular index:
Therapeutic proposals:
City, date
Signature
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Priedas 12. Cukriniu diabetu serganc¢iy pacienty, gydyty a-lipoine riig§timi, klinikiniai ir citogenetiniai duomenys.

Paciento  Diagnozé Amzius, Lytis HbAlc, Kreatininas, ALR Skausmo SCM/lasteléje MB, %o 8-OHdG, ng/ml
nr. metai % pmol/L mL/min/1.73m? gydymas intensyvumas
(mg x
dienos)
Pries  Po Pries  Po Pries  Po Pries Po

123 CD1 23 M >T7* 62 134 600 x 6 0 0 8.44 8.06 1.79 2.14 12.30 n.d.
145 CD2 61 F 8.9 41 108 600 x 5 8 5 10.74 848 4.35 4.69 n.d. n.d.
146 CDl1 56 F 8.8 63 95 600 x 5 8 2 13.18 1022  8.03 6.81 23.34 n.d.
150 CD1 37 F 7.2 61 112 600 x 5 8 3 9.42 8.16 n.d. n.d. 11.78 n.d.
151 CD2 48 M 114 78 101 600 x 5 7 4 10.38 1094 4.02 5.35 n.d. n.d.
161 CD2 69 M 8 83 82 600 x 9 6 3 10.52 8.8 2.73 2.63 10.46 n.d.
162 CD2 53 M 7.3 77 99 600 x 4 10 5 9.88 9.58 2.55 2.56 11.90 n.d.
167 CD2 60 F 8 77 73 600 x 4 10 5 8.90 8.06 6.16 4.20 13.21 9.93
169 CD2 61 M 12.6 82 94 600 x 4 3 3 8.80 8.82 3.30 2.78 9.85 7.63
170 CDl1 49 M 11.3 60 113 600 x 5 0 0 7.82 9.34 3.33 4.17 12.35 9.11
171 CD2 60 F <7* 78 71 600 x 5 6 4 10.2 11.72 321 2.62 20.73 16.63
172 CDlI 43 F >T7* 55 111 600 x 5 4 3 920 1142 539 3.61 13.67 10.88
173 CD2 81 F 7.2 62 82 600 x 7 7 6 8.76 7.42 5.07 4.87 11.52 10.54
175 CD2 66 F 8.5 67 86 600 x 6 0 0 7.92 9.24 4.92 5.84 14.06 12.61
176 CD2 60 F 9.2 54 103 600 x 6 6 0 8.48 7.92 4.11 4.97 13.67 13.04
183 CDlI 25 M 6.2 100 90 600 x 9 4 2 7.40 7.34 n.d. n.d. 10.01 8.63
Vidurkis 53.2 9.38 9.08 4.21 4.09 13.49 11.00
SD 154 1.43 1.37 1.63 1.42 3.89 2.75

ALR - o-lipoiné riigstis, eGFR — glomeruly filtracijos greitis, HbAlc — glikozilintas hemoglobinas, MB — mikrobranduoliai, SCM — seseriniy chromatidziy mainai, 8-OHdG — 8-
hidroksi-2’-deoksiguanozinas.
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Priedas 13. Kontroliniy asmeny, palyginty su a-lipoine riigstimi gydytais,

Paciento Amzius, Lytis Alkio SCM/lasteléje  MB, %o  8-OHAG,
nr. metai glikemija, ng/ml
mmol/l

137 32 F 52 7.28 2.95 8.05
178 32 M 4.5 9.20 1.27 n.d.
142 36 M 4.5 6.32 2.18 14.02
138 38 M 4.9 10.42 1.81 13.10
117 41 F 4.5 7.86 3.72 11.36
127 41 M 5.7 6.88 4.06 14.86
129 41 F 4.8 7.72 6.64 12.51
130 41 F 4.8 8.68 5.61 8.34
131 41 F 4.6 6.58 6.73 9.66
189 41 F 53 8.28 2.18 n.d.
143 43 M 54 8.62 2.51 14.65
120 45 F 5.5 4.92 2.19 10.01
118 53 F 5.8 5.62 5.06 13.27
139 56 M 6.0 8.50 4.59 7.29
132 62 F 5.3 10.10 4.82 11.01
128 70 F 5.1 8.10 4.23 17.13
Vidurkis 44.6 7.82 3.78 11.80
SD 10.5 1.51 1.71 2.91

MB — mikrobranduoliai, SCM — seseriniy chromatidziy mainai, 8-OHdG — 8-hidroksi-2’-
deoksiguanozinas
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SANTRAUKA
INTRODUCTION

The incidence of diabetes mellitus (DM) is rising rapidly, with one in 10 adults
worldwide currently suffering from DM [1]. DM is particularly dangerous in
terms of complications. Diabetic microvascular complications rank among the
most common causes of blindness, renal failure, dialysis, leg ulcers, and non-
traumatic lower extremity amputations [2—4].

The World Health Organisation has recognized DM as a leading cause of
morbidity and mortality and has listed it as a priority non-communicable
disease with the aim of reducing the incidence of DM and its complications
through evidence-based guidelines [9].

Despite many studies, there are still gaps in the understanding of the risk
factors and pathogenesis of DM complications. For example, while the role of
classical risk factors (hyperglycemia, diabetes duration) in the developing of
diabetic complications is well established, the data on some other risk factors,
such as obesity, dyslipidemia, and primary arterial hypertension, are either
limited or contradictory [408].

The above-mentioned risk factors together with hyperglycemia increase
the number of free radicals (FR) in the body, and oxidative stress (OS)
damages mitochondria, the endoplasmic reticulum, and proteins, causing
oxidative DNA damage and genome instability [32]. However, the data on the
frequency of different types of DNA damage (sister chromatid exchange
(SCE), chromosomal aberrations (CA), micronuclei (MN)) in DM patients
compared to healthy controls, and the association of the frequency of DNA
damage with clinical data, are contradictory: some studies have reported a
higher frequency of sister chromatid exchange in DM patients compared to
controls [33,33,34], but others have found no such difference [35]; a positive
association between SCE and glycosylated hemoglobin (HbAlc) has been
observed in some studies [36], but not in others [33]; some studies have found
a higher frequency of CA in DM patients compared to controls [37-39], but
no such difference has been observed in others [33,35,40]. Clinical studies
evaluating the association of SCE and CA with clinical indicators of DM are
limited, and there are no studies assessing the association of such damage with
microvascular complications of diabetes [41]. The MN frequency has been
studied most extensively in the DM patient population, with higher MN
frequency in T2DM patients compared to healthy controls [32,42], and a
positive association between MN frequency and DM progression [43], DM
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duration [44,45] and poor glycaemic control [42,44,46,47], diabetic
nephropathy [45] and DSPN [44]. However, the majority of studies on MN
have focused on T2DM patients, while studies supporting the association of
MN frequency and T1DM, as well as broader studies on microvascular
complications of diabetes, are lacking [32,48].

Growing evidence suggests that epigenetic factors play a role in the
development of DM and diabetic complications. Studies have linked specific
miRNAs to residual pancreatic B-cell function, prediabetes, DM risk [49-53],
diabetes management [54], and diabetic complications [55]. MiRNAs could
be used as biomarkers for early diagnosis of diabetes, assessment of disease
control, risk of diabetes complications, and treatment evaluation, but further
research is needed.

Despite DSPN representing the most common microvascular
complication of diabetes, data on the association of DSPN with DNA damage
in DM patients are limited compared to other complications [44], as there is
no standardized evaluation for diagnosing this complication to date [56].
Studies on the association of cardiovascular autonomic neuropathy (CAN)
with DNA damage in DM patients have not been conducted because of the
time-consuming nature of patient testing, and the need for dedicated
equipment and trained personnel [57].

The success rate of symptomatic treatment of DSPN is low, and the
effectiveness of alpha-lipoic acid (ALA) for pathogenetic treatment varies
between studies. There are also no explicit guidelines on the duration of
treatment with ALA.

This study aims to provide a detailed assessment of clinical condition,
DSPN, and CAN in DM patients and to correlate obtained clinical data with
genetic and epigenetic findings, as well also to evaluate the effect of ALA IV
therapy on pain sensation and DNA damage in DM patients.

Aim of the Study

To assess and compare the biomarkers of DNA damage in DM patients and
non-diabetic control subjects (control group) and relate them to the subjects’
clinical data.

229



Objectives of the Study

- To examine DM patients for diabetic distal symmetric
polyneuropathy and cardiovascular autonomic neuropathy;

- To analyze DNA damage in DM patients and controls — the frequency
of chromosomal aberrations (CA), micronuclei (MN), and sister
chromatid exchange (SCE), as well as markers of oxidative damage;

- To analyze the expression of four miRNAs — miR-16, miR-17, miR-
106a and miR-223 — in DM patients;

- To correlate patients’ anamnestic data, clinical indicators, and
diabetic neuropathy test results with cytogenetic and epigenetic test
results;

- To evaluate changes in clinical status and cytogenetic and oxidative
markers after treatment with IV antioxidant alpha-lipoic acid (ALA).

Novelty of the Study

This study examined DM patients for the least studied microvascular
complications of diabetes, diabetic neuropathy (DN), using several different
methods. It also compared these methods with each other and between the two
types of DM. For the first time in Lithuania, cytogenetic testing of CA, SCE,
and MN frequency was performed in DM patients, and a subset of patients
were tested for the complete set of genetic parameters — oxidative markers,
cytogenetic testing, and miRNAs. Genetic and epigenetic test results were
linked to clinical data, generating new and previously unreported correlations.
Our study was the first to test for mutagen sensitivity in DM patients and to
assess correlations with clinical data.

Some subjects were also assessed for the effects of short-term ALA
treatment on cytogenetic damage and oxidative stress markers.

METHODS

The study was conducted at the Endocrinology Centre of Vilnius University
Hospital Santaros Klinikos. The biomedical research was approved by the
Vilnius Regional Bioethics Committee (No 2019/6-1146-635, Annex 1). The
study included two participant groups: patients with type 1 or type 2 diabetes
mellitus and a control group.
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Clinical testing

Demographic, epidemiological, and clinical patient data were collected using
the subject’s medical records and a questionnaire.

The subjective symptoms of neuropathy were assessed using the
Neuropathy Symptom Score (NSS) questionnaire [312]. The Universal Pain
Assessment Tool (UPAT) was used to determine the severity of pain in painful
polyneuropathy: 0 — no pain, 1-3 — mild, 4-6 — moderate, 7-8 — severe, 9-10
— worst pain possible [291,292].

An objective examination of the subjects was performed to determine
height, weight, BMI and blood pressure; an objective foot evaluation was
performed using the Neuropathy Disability Scale (NDS) [312], neurometry
(NM) was performed with a neurometer (NervScan3000), and
electroneurography (ENG) with the Neuropack X1 MEB-2300 device by
Nihon Kohden, according to the recommended methodologies of the
International Federation of Clinical Neurophysiology (ICFN).

Cardiovascular autonomic reflex tests (CARTs) were performed using
the Cardiosys Extra machine.

Blood plasma concentration of 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OhdG)
was tested using an ELISA DNA damage kit according to the manufacturer’s
test protocol (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, Frederick, MD, USA).
Using the manufacturer’s 8-OhdG solution, a standard curve was generated
with 2x dilutions in the range of 0-8000 pg/mL. The oxG level was measured
for each patient in two 50 uL plasma samples diluted 8-fold. Absorbance
readings were taken within 10 minutes of sample preparation at 450 nm using
a microplate reader Infinite M200 (Tecan, Mannedorf, Switzerland).

Cytogenetic testing

Cytogenetic assays were performed using sister chromatid exchange (SCE),
chromosome aberration (CA), and micronucleus in binucleated lymphocytes
(CBMN) methods.

Blood samples were drawn from the donor’s ulnar vein into disposable
vacuum blood collection tubes with lithium heparin (Vacutainer®). For
peripheral blood lymphocyte culture, a mixture of RPMI 1640 medium
(Sigma Aldrich, USA), 12% heat-inactivated fetal calf serum (Sigma Aldrich,
USA), and heparinized blood (12:3:1) was prepared. Phytohaemagglutinin
(PHA-M) 7.8 mcg/mL (Biological Industries, Israel) was added to stimulate
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lymphocytes, while 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) 10 pg/mL (Sigma
Aldrich, USA) and gentamicin 50 pg/mL were added for differential
expression of sister chromatids. The mixture was decanted into vials of 10 mL
each and capped with sterile stoppers. For CBMN and SCE methods, four
vials were prepared for each variant per patient. The blood was cultured at
37°C in a 5% CO2 atmosphere in a thermostat for 48 hours (CA assay) or 72
hours (SCE and MN methods).

For the CBMN assay, cytochalasin B (Sigma Aldrich, USA) was added
at hour 44; For the SCE and CA assays, colchicine (Sigma Aldrich, USA) was
added 3 hours before fixation, with a final concentration of 0.6 pg/mL.

Cultures were harvested with centrifugation for 10 minutes at 600 x g
(Eppendorf 5702 centrifuge) for the SCE and CA methods and for 8§ minutes
at 400 x g for the CBMN method. The supernatant layer was aspirated and
approximately 0.5-1.0 ml of suspension was left. The subsequent fixation
process differs between the CA, SCE, and CBMN methods.

For CA and SCE methods, the precipitate was resuspended and treated
with 10-12 ml of hypotonic solution (0.55% KCI 40°C). The culture was held
for 30 minutes in a thermostat at 37°C. A fixative was prepared from a mixture
of methanol and glacial acetic acid (Sigma Chemical Co., USA) in a ratio of
3:1 and then cooled in a freezer. The culture was centrifuged (600 x g for 10
min) and the supernatant was aspirated. The cells were resuspended in the
residual hypotonic solution (~0,5 mL), a small amount of fixative was added,
shaken well and the entire centrifuge tube was filled to 8-10 mL with fixative.
After the first fixation, the cell culture was stored in a cold chamber (-20°C)
for 25 minutes and then centrifuged (600 x g for 10 min).

For the CBMN method, cells were treated with the cold hypotonic
solution at 4°C (0.55% KCl), then centrifugated immediately at 400 x g for 8
minutes, and the supernatant was obtained. The fixative ratio is 5:1. The
fixative is diluted 1:1 with 0.9% NaCl solution for the first fixation. As with
the SCE and CA methods, the cells were resuspended in the residual hypotonic
solution (~0.5 mL), a small amount of fixative was added, the cell culture was
again shaken and the centrifuge tube was filled with fixative. The culture was
kept at room temperature for 20 minutes, centrifuged for 8 minutes at 400 x g
and the cells were harvested.

The fixation process was repeated twice for all methods, with a full dose
of undiluted fixative added at once. Following the last fixation, the cell culture
was stored in a cold chamber (-20°C) until the slides were preparated.

The slides were prepared by thoroughly rinsing them under running
water, then immersing them in a container of distilled water and keeping them
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in a freezing chamber until a layer of ice crystals formed on the water’s
surface. The culture was centrifuged (600 x g for 10 minutes), and the
supernatant layer was then aspirated. 4-5 preparations were made for each
variant. The precipitate was gently shaken in the residual fixative using a glass
Pasteur pipette. For the SCE and CA methods, the cell suspension (4-5 drops)
was applied with a Pasteur pipette to a chilled slide inclined at an angle of 20-
30° (45%) from a height of 50 cm and carefully dried over an alcohol burner
flame. For the CBMN method, the suspension was likewise applied to a glass
slide inclined at an angle of 20-30° from a 3-5 cm height, and the slides were
allowed to air dry.

The quality of the unstained slides was checked under a microscope. The
slides were aged for one day before the staining procedure. The day after
aging, the slides were stained with a Giemsa stain diluted in distilled water
(1:9 for the CBMN and SCE methods, 1:20 for the CA method).

For the SCE method, prior to the Giemsa stain, the slides were
additionally stained with fluorescent Hoechst 33258 (Sigma Aldrich, USA) in
phosphate Sorensen buffer (Sigma Aldrich, USA), pH 6.8. The Hoechst 33258
solution (10 pg/mL) was poured over the entire surface of the slide and kept
in the dark for 10-15 minutes. The slide was then rinsed in distilled water and
dried. The citrate (Mcllven's) buffer (pH 8.5) was prepared from 0.1 M citric
acid (Merck KgaA, Germany) and 0.2 M Na2HPO4 (Merck KgaA, Germany)
(0.55 mL and 19.45 mL respectively). The citrate buffer was applied to the
slides and covered with a coverslip, covering the entire surface area of the
slide. The slides were irradiated with a 400 W UV lamp at a distance of 20 cm
for approximately 6-7 minutes. 4 min into the irradiation, the citrate buffer
was dripped at the coverslips’ joints and repeated every 4 min. At the end of
the irradiation interval, the slides were rinsed in distilled water and dried at
room temperature.

The stained slides were analyzed on a Nikon ECLIPSE E 200 microscope
using LUCIA's automated image analysis system. The analysis was performed
on cells containing 44-47 well-stained, moderately spiralized chromosomes,
evenly distributed in the metaphase plate. For the SCE assessment, the average
number of SCEs was calculated, and the minimum and maximum number of
SCEs of the variant tested was assessed. For SCE, 50 metaphase plates from
the second division cycle were analyzed for each variant in the patient sample.
High frequency cells (HFCs), which influence the distribution of SCE
between cells, were also investigated. HFCs were identified according to the
method of Carrano and Moore (1982) [293], whereby the SCE frequencies of
all cells in the control group are added together in a single sample, and an HFC
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is defined as a cell with an SCE frequency above the 95" percentile of the
pooled sample of the control group. Based on the calculations, HFCs in our
study were defined as cells with an SCE frequency above 14.

The CA method, 200 metaphase plates were analyzed and classified into
chromatid and chromosomal types according to the International System for
Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN, 1985).

A mutagen sensitivity assay was also performed for MN and SCE. The
mutagen sensitivity assay assessed in vitro DNA repair efficiency [295]. It
was calculated by the difference between SCEs or MNs found in the mutagen-
exposed cultures and SCEs or MNs found in the unaffected cultures.
Differences were denoted as SCE-IND or MN-IND, respectively. Higher
levels of induced damage indicated greater sensitivity to the mutagen and a
possible decline in repair efficiency [295]. 4-nitroquinoline-1-oxide (4NQO)
was used as a mutagen in the assay.

4NQO (Sigma Aldrich, USA) was added to the cell culture at hour 24 for
the CBMN assay and hour 48 for the SCE assay, with a final concentration of
0.1 pg/mL.

MicroRNA

The miRNAs were analyzed by quantitative polymerase chain reaction
(qPCR). The following microRNAs were identified in the literature as
associated with the risk of developing DM and diabetic complications: miR-
16-5p, miR-17-5p, miR-106a-5p, and miR-223-3p. The PCR test involves
RNA extraction, complementary DNA (cDNA) synthesis and amplification,
and real-time PCR.

RNA was extracted from frozen leucocyte samples using TRIzol™ LS
reagent following the manufacturer’s protocol (Invitrogen™, Thermo Fisher
Scientific). 4.88 pmol/L of exogenous miRNA ath-miR159a (Metabion) was
added to 250 pL of thawed leucocyte sample and gently mixed. Then 750 pl
of TRIzol™ LS reagent was added, and the sample was mixed gently by
rolling and incubated for 6 minutes at room temperature. After incubation, 200
pL of 96% chloroform (Carl ROTH) was added to the sample, gently mixed
by rolling, and incubated at room temperature for 3 minutes. After incubation,
the sample was centrifuged at 12 000 % g for 15 minutes at 4°C. The top
aqueous layer containing the RNA fraction was transferred to a new 1.5 mL
microcentrifuge tube. 500 uL. of 100% isopropanol (Fisher Bioreagents) was
added to the RNA fraction and mixed. The sample was incubated for 10
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minutes at room temperature and centrifuged at 12 000 % g for 10 minutes at
4°C, the supernatant was removed, leaving the RNA pellet. The RNA pellet
was washed with 1 ml of 75% ethanol (Honeywell) and centrifuged at 7500 X
g for 5 min at 4°C. The supernatant was removed and the remaining ethanol
was dried (10 minutes at room temperature). The purified RNA was dissolved
in 40 uL of nuclease-free water (Thermo Scientific™, Thermo Fisher
Scientific) and incubated for 10 minutes at 58°C. The concentration and purity
of the isolated RNA were assessed using a NanoDrop™ 2000
spectrophotometer (Thermo Scientific™, Thermo Fisher Scientific). The
isolated RNA was used immediately for complementary DNA (cDNA)
synthesis or stored for a short time at -20°C.

Complementary DNA (cDNA) synthesis was achieved using the TagMan
Advanced miRNA Synthesis Kit (Applied BiosystemsTM, Thermo Fisher
Scientific) by the manufacturer’s instructions. For the miRNA expression
assay, cDNA was synthesized for all miRNAs in the sample through four
reactions: polyadenylation, adapter ligation, reverse transcription (RT), and
primary amplification — preamplification.

The pre-amplified cDNA samples were either used immediately for
miRNA expression assays by quantitative PCR (qPCR) or stored for a short
time at -20°C until assayed.

The levels of 4 miRNAs — miR-16-5p, miR-17-5p, miR-106a-5p, and
miR-223-3p — were estimated by qPCR. The qPCR was performed in
MicroAmp™ Optical 8-Tube Strips with MicroAmp™ Optical 8-Cap Strips
or in MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction Plates, 0.1 mL (all by
Applied Biosystems™, Thermo Fisher Scientific) with adhesive optical
sealing films for qPCR, 50 um (Nerbeplus). The composition of the reaction
mixture per sample was autoclaved distilled water (final
concentration/volume up to 20 uL), TaqPath 1-Step Multiplex Master Mix
(1x), TagMan Advanced MicroRNA Assay Primer and Hydrolysis Probe Set
(FAM) (0.4x), ROX (0.1 pM), cDNA (5 pL), as shown in Table 2.6 (final
volume 20 uL). For amplification, a ¢cDNA sample diluted 10-fold with
nuclease-free water was used. Samples were centrifuged at 4000 rpm for 2
minutes (Universal 320 centrifuge). QuantStudioTM 7 Pro Real-Time PCR
system (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific) was used for
amplification. Two technical PCR replicates were performed for each sample.
A no-template control (NTC) water reaction was prepared for each miRNA
tested. The temperature regime of the qPCR reaction was 95°C for 2 min, 50
cycles at 95°C for 3 seconds, and 60°C for 30 seconds. A fluorescence reading
was taken at the end of each cycle.
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The data were processed with QuantStudio Software v1.3 (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific). The fluorescence signal was
normalized against the ROX fluorescent passive reference dye, and the
quantification cycle (Cq) was set to a threshold of 0.2 relative fluorescence
units (RFU). The expression of the tested miRNAs was normalized against the
exogenous control ath-miR159a and converted to relative values on a linear
scale using the GenEx v7.0 software (MultiD Analyses AB, Gothenburg,
Sweden).

Statistical analysis

The categorical data are presented as numerical and percentage frequencies.
The difference between the nominal variable groups was assessed using the
Chi-square (x2) test. For continuous (quantitative) variables, the mean with
standard deviation was used. The Mann-Whitney U test was applied to
compare the means of two independent groups and the Kruskal-Wallis test
was applied to compare the means of three independent groups.

For the multivariate regression analysis, chromosome aberration data
were transformed through average square root transformation:
Y=0.5[(X)0.5+(X+1)0.5], where X is the number of chromosome aberrations
per 100 cells, and Y is the transformed variable. This transformation was
shown to be effective in stabilizing dispersion [298]. SCE and MN were
analyzed without transformation. The initial multivariate regression model
included all independent variables used for the demographic and clinical
characterization of the subjects. The most suitable independent variables were
selected using stepwise multivariate regression by estimating the p-value and
the variance inflation factor. The final models were selected based on the best
values of R-square, multiple correlation coefficient, and goodness of fit, then
validated by assessing the normality of residuals, exclusion of
multicollinearity, and a priori power >0.8. The dependence of binary variables
on the different covariates was evaluated using logistic regression and the
independent variables were selected using stepwise regression.

Statistical calculations were performed using IBM SPSS Statistics v. 26.0
software and the online statistical spreadsheets Statistics Kingdom [299] and
Stats.Blue [300].
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RESULTS

Clinical evaluation

The study included 176 subjects: 66 TIDM patients, 80 T2DM patients and
30 controls. Demographic and clinical data for the DM patients and controls
are presented in Table 3.1.

More women were recruited in the control and T2DM groups, and more
men were recruited in the TIDM group, but no significant difference was
found between the study groups. The largest proportion of smokers was in the
T1DM group, and the smallest was in the control group. T2DM patients were
significantly older and had higher BMI than T1DM patients and controls and
T1DM patients had lower BMI than controls and T2DM patients. Family
history of diabetes was more frequent in T1DM and T2DM patients compared
to controls, but a significant difference was found between T2DM and
controls. The history of diabetes and the frequency of microvascular
complications such as diabetic retinopathy, nephropathy, and polyneuropathy
did not differ between the TIDM and T2DM. CAN was the only
microvascular complication more often diagnosed in T2DM than in TIDM
patients. In T2DM patients, a significantly higher frequency of comorbidities
such as dyslipidemia, PAH, and IHD were observed compared to TIDM
patients and the control group. These comorbidities were also more frequent
in T1IDM patients compared to the control group, but statistical significance
was observed only when comparing PAH and dyslipidemia, but not IHD.
More than 2/3 of T2DM patients were taking insulin and metformin. At the
time of study enrollment, a small proportion of TIDM patients were taking
oral antidiabetic drugs due to misdiagnosis prior to hospitalization.

Neuropathy, cytogenetic, and epigenetic testing was not available for all
patients due to: limited staff resources (a single neurologist performed),
patient comorbidities (for instance, CARTSs testing was not administered for
patients with a pacemaker or significant thoracic deformities), accidental loss
of blood samples, challenges of coordination of sampling and testing time, cell
culture failure and failed testing.

All DM patients — 66 TIDM and 80 T2DM cases — were screened for
DN.

The incidence of DSPN did not show differences between T1DM and
T2DM patients. Still, the incidence of DSPN did vary according to the
diagnostic method used, being highest with NM (T1DM — 53.0%, T2DM —
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46.8%) and lowest in clinical neuropathy testing (T1DM — 25.8%, T2DM —
32.5%) (Figure 3.1).

Clinical testing with a tuning fork, Tip-Therm device, hypodermic needle
and Achilles tendon reflexes demonstrated that the only test showing a
difference between T1DM and T2DM patients was the vibration perception
measured with a tuning fork, with a significantly higher incidence of vibration
perception impairment in the T2DM group (71.3% vs 48.5%, p=0.05). ENG
test revealed that TIDM patients, compared to T2DM patients, were more
prone to have lower peroneal nerve amplitude (41.2% vs 19.2%, p=0.027),
latency prolongation (23.5% vs 5.8%, p=0.016) and lower nerve conduction
velocity (32.4% vs 11.5%, p=0.018). NM parameters showed no difference
between T1DM and T1DM patients (p>0.05) (Table 3.2).

Painful DSPN (SAS 1-10) was more frequent in T2DM patients
compared to TIDM patients, 42 (52.5%) vs 18 (27.3%), respectively,
p=0.002, but the pain severity in patients with painful DSPN did not differ,
with an average score of 4.5 in both groups (p=0.852).

The overlap between the positive results of the methods was calculated
in order to select the DSPN testing method for further analysis. Compared
with the other two methods, positive results were most commonly repeated
with ENG and less frequently with clinical testing and NM. The same
tendency was observed when comparing the methods for TIDM and T2DM
groups separately (Table 3.3). However, ENG was performed for the smallest
number of patients (86 patients (58.9%)). Therefore, the clinical testing
method was chosen for further statistical analysis (conducted in all 146
patients (100%)).

CAN was more common in T2DM patients compared to T1DM patients,
45 (60.0%) vs 20 (32.3%), respectively (Figure 3.1). All CARTs were more
often impaired in T2DM patients than T1DM, and the heart rate response to
deep the breathing test reached statistical significance (19.4% vs 46.7%,
p=0.001) (Table 3.2).

Cytogenetic tests results

8-OHdG concentration was measured in 97 subjects, the clinical and
demographic data of the subjects are presented in Table 3.6.

Gender distribution did not differ significantly between the groups.
T2DM compared to TIDM patients and controls were significantly older,
more often had DM family history and comorbidities such as obesity, PAH,
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CHD, and dyslipidemia, and more often were on statins. TIDM patients,
compared to the control group, were more often underweight, diagnosed with
PAH and dyslipidemia, and more often on statins. T1DM and T2DM patients
did not differ regarding diabetes duration, incidence of microvascular
complications, and thyroid disease. Most of T1DM patients were treated with
insulin, and over 2/3 of T2DM patients were treated with insulin and/or
metformin. Smoking habits did not differ between the studied groups.

The distribution of 8-OHdG concentration according to demographic and
clinical data is presented in Table 3.7. There was no significant difference in
8-OHdG concentrations between T1DM patients, T2DM patients, and the
control group. A higher concentration of 8-OHdG was found in the blood of
the control group of men compared to women, while no difference was found
in the DM groups. Significantly higher 8-OHdG concentration was found in
T1DM patients with chronic kidney disease and PAH compared to T1DM
patients without these diseases. A higher concentration of 8-OHdG was
detected in TIDM and T2DM polymorbid patients compared to non-
polymorbid patients, but only in TIDM patients was the difference
statistically significant. No correlations between 8-OHdG concentration and
other clinical and demographic indicators were observed.

SCEs were tested in 123 subjects; their demographic and clinical data are
presented in Table 3.8.

Although SCE analyses were performed on a larger number of subjects
than 8-OHdG, the characteristics of the subjects did not differ significantly,
except for a substantially higher proportion of smoking TIDM patients
compared to the control group.

Table 3.9 presents the distribution of SCEs and HFCs in the subject
groups according to their demographic and clinical characteristics. SCEs and
HFCs did not differ between TIDM and T2DM patients, but higher
frequencies of SCEs and HFCs were found in both DM patients compared to
controls. Also, no significant difference in SCE and HFC was observed
between men and women in TIDM, T2DM, and control groups. Higher SCE
and HFC frequencies were detected in DM men and women compared to the
control, but only the difference in TIDM women reached statistical
significance. Smoking, family history of DM, comorbidities such as CHD,
dyslipidemia, and thyroid diseases did not significantly affect SCE and HFC,
but TIDM and T2DM patients with PAH had a higher frequency of HFC than
patients without PAH. TIDM patients with DSPN had significantly higher
SCE and HFC than patients without this complication. Still, no significant
difference in SCE was found when comparing patients with and without
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nephropathy and retinopathy. A significantly lower frequency of HFCs was
seen in patients treated with metformin and other oral antidiabetic agents
compared with drug-naive patients. Still SCE frequency did not differ
significantly between treatment groups. SCE and HFC did not differ between
insulin-treated and non-insulin-treated DM patients.

MNs were tested in 111 subjects, their demographic and clinical data are
presented in Table 3.10. T2DM patients compared to T1DM patients and the
control group were significantly older, more often had a family history of DM
and comorbidities such as obesity, PAH, IHD, and dyslipidemia, and more
often were on statins. TIDM patients, compared to the control group, were
more likely to smoke, were more often underweight, suffered from PAH
dyslipidemia, and were treated with statins. T1DM and T2DM patients did not
differ in terms of smoking habits, DM duration, frequency of microvascular
complications, and thyroid disease. Most TI1DM patients (77.5%) and T2DM
(63.4%) were on insulin, and 80% of T2DM patients were using metformin.

Table 3.11 shows the distribution of MNs in the subject groups according
to their demographic and clinical characteristics. T1IDM and T2DM patients
had higher levels of MN than controls, but a statistically significant difference
was reached only between T2DM patients and the control group. A
significantly higher MN frequency was found in women than men in the
T1DM and T2DM groups. Smoking a family history of DM, PAH, and IHD
had no significant effect on the frequency of MN. T2DM patients with DSPN,
dyslipidemia, and thyroid disease had higher MN levels compared to those
without these complications or comorbidities. The diagnosis of nephropathy
or CAN had no significant effect on MN frequency. T1DM patients taking
statins had higher MN levels than untreated patients. No other significant
associations were found between CD treatment and MN rates.

Table 3.12 shows the distribution of SCE-IND by clinical and
demographic characteristics. A significantly higher frequency of SCE-IND
was observed in both types of DM patients compared to the control group, and
the same tendency was observed between DM females and females of
the control groups. DM men also had higher SCE-IND than control men, but
the difference did not reach statistical significance. Higher SCE-IND was also
found in T1DM patients not taking statins compared to those receiving the
treatment and in patients without DSPN compared to those diagnosed with
this complication. Higher SCE-IND was detected in T2DM patients with CAN
than those without CAN, and in non-smokers compared to smokers of the
control group.
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According to clinical and demographic data, TIDM patients with
retinopathy had higher MN-IND frequency compared to those without
retinopathy. No other significant differences were found in MN-IND (Table
3.13).

Chromosomal aberrations were analyzed in the peripheral blood
lymphocytes of 33 T1DM patients, 22 T2DM patients, and 21 controls; their
demographic and clinical data are given in Table 3.14. More men were
recruited in the TIDM group compared to the control group. T2DM patients
were significantly older, more often had family history of DM and
comorbidities such as obesity, dyslipidemia, and PAH, and more frequently
used antihypertensive drugs compared to TIDM and controls. However,
T1DM and T2DM patients did not differ in the disease duration and the
incidence of microvascular complications. Seventy-nine percent of T1DM
patients and 68% of TDM2 patients were on insulin and 82% of T2DM
patients were on metformin.

Due to the imbalance in demographic and clinical characteristics of the
subject sample, a multivariate statistical analysis was performed using
variables selected by univariate tests.

For further analysis, we used the CTA (chromatid-type aberration)
variable combining CTB and CTE and the CSA (chromosomal-type
aberration) variable combining CSB and CSE (table 3.15).

Figure 3.7 shows the frequencies of CTA and CSA in the subject groups.
T1DM and T2DM patients showed higher CTA frequencies compared to
controls (p=0.0053 and p=0.0133, respectively, Mann-Whitney U test), but
there was no significant difference between TIDM and T2DM (p=0.9347).
The CSA frequencies were higher in TIDM and T1DM patients than controls
(p=0.0203 and p=0.00002, respectively) and in T2DM patients compared with
T1DM patients (p=0.0173).

Table 3.16 shows the distribution of CTA, CSA, and total aberrations in
the subject groups according to demographic and clinical characteristics. No
statistically significant associations were found, and the standardized effect
sizes were small. On the contrary, such variables as body mass index (BMI),
disease duration, and age evidently influenced some categories of
chromosome aberrations. For CTA, there was a statistically significant
positive correlation with duration of disease (1:=0.29, p=0.001), but no
significant correlation was found with age (r=0.18, p=0.129) and BMI (r=
0.04, p=0.737). For CSA, there was a statistically significant positive
correlation with all three variables — duration of disease (r:=0.43, p=0.000),
age (1=0.39, p=0.000), and BMI (rs~0.35, p=0.002). However, it is evident

241



that the subject's age and disease duration are highly correlated variables
(r=0.43, p=0.000), so we should consider this during further calculations.

The calculations indicated that many of the demographic and clinical
characteristics of the study sample were correlated (Table 3.17). Some
correlations were clinically and biologically relevant (e.g., BMI and
comorbidities such as PAH, dyslipidemia, and multimorbidity), but others
were spurious (e.g., gender and age). The spurious correlations may be due to
an insufficient sample balance, as it is impossible to balance some of the
variables (e.g., T1DM patients are expected to be younger, have a lower BMI,
and be less likely to have comorbidities than T2DM patients). Multivariate
statistical calculations using stepwise multivariate and logistic regression
analyses were conducted to assess the associations between the different
variables and select the truly significant ones.

Stepwise multivariate regression analysis was applied to assess the
association of genetic markers with clinical and demographic variables, which
included selection of independent variables in the whole sample and certain
variables (SCE, HFC, MN, SCE-IND, MN-IND) within the group of DM
patients separately.

When evaluating the effect on 8-OHdG concentrations, the best model
for the entire study sample, with the highest R-squared, goodness of fit, and
coefficient of multiple correlation values, was calculated by including
variables such as chronic kidney disease (CKD) and PAH (Table 3.18).

For the effect on SCE frequency, the best model for the whole study
sample was calculated by including variables such as age, DSPN, and CAN,
while for the DM-only sample, it included age and the use of metformin (Table
3.19).

For the effect on HFCs, the best model for the whole patient sample was
calculated by including variables such as age, the use of metformin, DSPN,
and PAH, and for the DM-only patient sample by including variables such as
age, the use of metformin and DSPN (Table 3.20).

For the effect on MN frequency, the best model was calculated by
including variables such as age, sex, and nephropathy for the whole patient
sample and age, sex, and DSPN for the DM-only patient sample (Table 3.21).

The best model for assessing the effect on the frequency of SCE-IND was
calculated by including variables such as the use of statins and DSPN in the
whole sample of subjects, and age and the use of statins in the DM-only
sample (Table 3.22).

The best model for assessing the effect on the frequency of MN-IND was
calculated by including variables such as gender, insulin use, retinopathy, and
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DSPN in the whole sample of subjects, and age and retinopathy in the DM-
only patient sample (Table 3.23).

Due to the small number of subjects, the chromosomal aberration
analysis was performed in the total subject sample (DM patients and controls).
Given that the mean chromosome aberrations were not distributed normally
(Figure 3.2 and Figure 3.3), the frequency of aberrations (CTA, CSA, and total
CA) per 100 cells was transformed using the formula Y=0.5[(X)**+(X+1)%3],
where X is the frequency of chromosomal aberrations per 100 cells, Y is the
transformed variable, prior to the multivariate regression analyses. The results
of the D'Agostino-Pearson test demonstrated that the distribution of the three
transformed variables, CTA;, CSA,, and CA,, was not significantly different
from the normal distribution (p=0.6010, p=0.3571, and p=0.4813
respectively). Stepwise multivariate regression analysis was applied to select
the independent variables. The best/most fitting model for the transformed
CSA frequency, with the highest R-squared, goodness of fit, and coefficient
of multiple correlation values, was calculated by including variables such as
BMLI, length of disease, and the use of statins (Table 3.24).

In the DM subject group, logistic regression analysis was applied to
assess the association of diabetic complications with clinical characteristics
and genetic markers, and independent variables were selected.

When evaluating the impact on distal symmetric polyneuropathy, the best
model was calculated by including variables such as the duration of diabetes,
HbAlc, dyslipidemia, and MN-IND; for autonomic cardiac neuropathy poor
diabetes control, PAH, and SCE-IND were included; for retinopathy - the
duration of diabetes, poor diabetes control, and MN-IND; and for nephropathy
- chronic kidney disease (Table 3.25).

MiRNA test results

Because of the high discrepancy between patients who had cytogenetic
indicators, 8-OHdG and miRNA, miRNA analysis was performed separately.
MiRNAs were tested in 99 subjectsv- 40 T1DM patients, 38 T2DM patients,
and 21 controls. Clinical and biochemical data of the patients are presented in
Table 3.26.

The expression of four miRNAs - miR-16-5p, miR-17-5p, miR-106a-5p
and miR-223-3p - was analyzed in leukocytes all subjects. Statistical analysis
of the data, was performed using Kruskal-Wallis and Dunn's multiple
comparisons tests, and did not show statistically significant differences
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between the analyzed groups, except for miR-106a expression, which was
statistically significantly (p = 0.0188) decreased in the leukocytes of T2DM
patients compared to the control group ( Figure 3.9).

Associations between changes in miRNA expression and demographic,
clinical, biochemical and anthropometric parameters of CD1 patients were
investigated using correlation analysis. As the duration of poor glycemic
control increased, the expression of miR-16 decreased (r=-0.42, p=0.0116).
The expression of MiR-17 (r =-0,32, p = 0,0451), miR-106a ( =-0,38, p =
0,0179) and miR-223 (r =—0,44, p = 0,0048) decreased with increasing waist
circumference, and expression of miR-17 decreased as the hip circumference
increased ((r =-0.35, p = 0.0325). Also, miR-106a expression was negatively
correlated with the age of the patients (r =-0.32, p =0 .0384).

However, in this type of analysis, the potential for false positive results
due to multiple comparisons must always be considered. In our case, even the
strongest correlation between miR-223 expression and patients' waist
circumference (r=- 0.44, p = 0.0048) has a false discovery rate (FDR) of 25%,
while for other established correlations it is even bigger. Therefore, it is likely
that all these associations listed above are coincidental and do not reflect the
real situation. Also, no correlation was found between changes in miRNA
expression and microvascular complications and other accompanying
diseases in T1DM patients.

Same analysis in T2DM group also did not show an association
between miRNA expression and patient demographic, clinical,
biochemical and anthropometric parameters, or such an analysis was not
possible due to the very small number of patients (< 5) in some compared
categories.

The above mentioned inter-group miRNA expression analyses
showed that the expression of at least one miRNA, miR-106a, is decreased
in the T2DM patient group compared to controls. However, it has been
previously described that demographic and anthropometric indicators
differ between controls and T2DM patients - T2D being older and having
a higher body mass. Therefore, logistic (logit) regression analysis was
further used to investigate whether miRNA expression could be a marker
to distinguish between control and diabetic subjects. Indicators such as the
subjects' age and body mass index were also included in the logistic
regression models. The results of the analysis are shown in table 3.27.

A more reliable model was obtained for T2DM, however, miR-
106a did not appear to be a predictor of type 2 diabetes (p = 0.3187),
despite the previously observed reduced expression of this miRNA in
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T2DM patients' leukocytes. In this model, older age and increased body
mass were the most important risk factors.

Although no statistically significant differences were found when
comparing miRNA expression between control group and T1DM patients, even
two miRNAs, miR-16 and miR-223, were assigned in to the best logistic
regression model, but their predictive value, like the model itself, is quite small.

Effect of alpha-lipoic acid IV therapy on clinical parameters, genetic
and epigenetic markers

Sixteen patients (6 TIDM and 10 T2DM patients) were treated with ALA
infusions of 600 mg once a day for 4 to 9 days. Blood samples were taken in
the morning before treatment and a few hours after the last infusion. 8-OHdG
concentrations were tested in 14 DM patients before ALA therapy, 9 DM
patients after ALA therapy, and 14 control subjects. MN was tested in 14 DM
patients and SCE in all 16 DM patients before and after ALA treatment. The
subjects' tests and demographic and clinical characteristics are presented in
Annex 12 (DM patients) and Annex 13 (control subjects).

Figure 3.14 shows the results of pain severity before and after ALA IV
therapy. Three patients had no pain before receiving ALA (pain severity score
0), so their pain severity did not change after treatment. One patient had a pain
severity score of 3 before ALA and experienced no change after treatment.
The remaining 12 patients reduced pain severity after ALA treatment, some
quite significantly, i.e., from 10 to 5, from 8 to 2, and from 6 to 0, and others
moderately, i.e., from 7 to 6 or 4 to 2. The overall pain severity in the whole
sample was significantly lower after ALA IV therapy than before treatment
(p=0.0024, Wilcoxon Signed Rank test).

DM patients had slightly higher plasma 8-OHdG concentrations before ALA
IV therapy than controls, mainly due to two exclusions (Figure 3.15a). After ALA
therapy, the 8-OHdG concentration decreased significantly (Figure 3.15b;
p=0.0039, Wilcoxon Signed Rank test). Notably, 8-OHdG concentrations
decreased in all 9 patients tested for 8-OHdG levels after ALA therapy.

The results of the SCE and MN analysis are presented in Figure 3.16. DM
patients had a higher SCE frequency than controls (p=0.0075, Mann-Whitney
U test), but MN frequency did not differ significantly between groups (p=0.5).
There was a significant positive correlation of SCE with pain severity
(Spearman's rank correlation coefficient rs = 0.6543, p=0.006). There were no
statistically significant cytogenetic changes (SCE and MN) occurred after
ALA therapy.
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DISCUSSION

This study aimed to assess and compare the frequency of DNA damage, blood
oxidative stress markers, and miRNA expression in patients with diabetes
mellitus and a control group and to correlate these data with the subjects'
clinical data. The study examined cytogenetic markers such as chromosomal
aberrations (CA), frequency of micronuclei (MN), and sister chromatid
exchange (SCE), as well as blood 8-OHdG concentration and the miRNAs
associated with diabetes and diabetic complications, namely miR-16-5p, miR-
17-5p, miR-106a-5p, and miR-223-3p. Clinical testing of the patients included
collecting their medical history and examining the DM patients thoroughly for
diabetic neuropathy. The study also broadly explored and compared the
differences in diabetic neuropathy, i.e., distal symmetric polyneuropathy and
cardiovascular autonomic neuropathy, in TIDM and T2DM patients.

In epidemiological studies, DSPN is more often identified in T2DM
patients than TIDM patients, and T2DM patients develop DSPN at earlier
stages of the disease, even in prediabetes [200]. This study did not find a
difference in DSPN incidence between T1DM and T2DM, possibly due to the
specific population of hospitalized subjects presenting with severe and
advanced DM. However, the incidence of DSPN in the TIDM and T2DM
groups did vary according to the diagnostic method used, possibly due to the
differences in the sensitivity and specificity of the methods. The most common
method used in clinical practice to assess damage to small and large fiber
nerves is the clinical testing of patients using the Neuropathy Symptom Score
(NSS) questionnaire and the Neuropathy Disability Score (NDS). However,
due to its relatively low sensitivity (NNS ranges up to 68%), only advanced
nerve damage can be detected by this method [301], which would explain why
the incidence of DSPN in our study was the lowest using this method.
Electroneurography (ENG) is an objective and sensitive testing method
commonly used in clinical trials. However, this method only detects damage
to large fiber nerves, and in most cases, the earlier damage to small fiber
nerves remains undetected [301], therefore, this method showed a moderate
incidence of DSPN in our study when compared with neurometry (NM). The
NM method detects early damage to small and large fiber nerves. Still like
other tests that require patient cooperation, NM results are subject to variation
depending on patient ability, researcher experience, and other contributing
factors. In our study, the NM method demonstrated the highest incidence of
DSPN, and these results are consistent with those of other researchers
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[302,303]. Accordingly, this test method could be applied for early diagnosis
of DSPN or for monitoring DSPN progression.

Looking at the separate DSPN test components, T2DM patients were
more likely to have impaired vibration perception using a tuning fork than
T1DM patients, indicating damage to large fiber nerves. These findings
correlate with those of other researchers who have assessed large fiber nerve
damage using a biothesiometer [304] or a vibration perception analyzer [305].
Although vibration perception may decline with age, previous studies have
observed a more pronounced impairment of vibration perception in T2DM
patients compared to TIDM patients across different age groups. However,
not all studies have specified whether age-dependent testing rates were used
[304-306]. Other methods in our study did not show a difference in small
(temperature and pain perception) or large (Achilles reflex) fiber damage
between TIDM and T2DM patients, and other authors have reported
conflicting findings [305,307]. The frequency of damage to sensory nerves,
such as the sural and tibial nerves, was not different when comparing T1DM
and T2DM patients using ENG, but motor nerve dysfunction, such as the
peroneal nerve, was observed more frequently in T1DM patients. Motor nerve
damage indicates of more advanced and severe nerve fiber damage,
suggesting that T1DM patients in our study have more advanced DSPN than
T2DM patients. However, other authors have found no difference in motor
nerve damage between the DM types [304], and the results were the opposite,
with more significant motor nerve damage in T2DM patients [307]; further
studies are needed to evaluate these results.

The NM testing showed no significant difference in the frequency of
large and small fiber sensory nerve damage between T1DM and T2DM
patients, contrary to clinical testing with a tuning fork that found a higher
prevalence of large fiber damage in T2DM patients. Literature suggests that
the sensitivity of the tuning fork is 62.5%-84.6% [308-310], which is
significantly lower than the sensitivity of the NM at 94% [311], indicating that
advanced damage to large-fibre sensory nerves may be more common in
T2DM patients.

Our study found that painful DSPN was significantly more common in
T2DM patients compared to TIDM patients. Similar results have been
reported in other studies [312,313]. The exact reason why T2DM patients are
more likely to develop painful DSPN is unknown; it is possible that the
presence of comorbidities, which are more common in T2DM patients, causes
additional damage to the small fiber nerves responsible for pain sensation
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[154]. Our study also found that pain severity did not differ between the DM
types, although painful DSPN was more common in T2DM patients.

Studies comparing the prevalence of CAN in T1DM and T2DM patients
have produced conflicting results: one study found a higher prevalence of
CAN in T2DM patients [127], and another in T1DM patients [314]. In
contrast, others did not find a significant difference in the prevalence of CAN
between the DM types [137,315]. In our study, the prevalence of CAN was
twice as high in T2DM patients compared to T1DM patients due to the greater
prevalence of parasympathetic dysfunction, as shown by tests of the heart rate
response to deep breathing and to standing and by the Valsalva maneuver. The
test of heart rate response to deep breathing was the most common
pathological test in T2DM patients, and these results are consistent with the
findings of Pan et al. [316], suggesting that this test is the most sensitive for
diagnosing CAN in T2DM patients. Obesity can impair deep breathing test
performance due to impaired thoracic reflexes. Still, although most of T2DM
patients in our study were obese, no significant association between obesity
and poor deep breathing test performance was found.

T1DM patients had a higher incidence of impaired arterial blood pressure
response to standing, indicating sympathetic dysfunction and advanced CAN,
but the difference did not reach statistical significance compared to T2DM
patients. This trend could indicate that T1DM patients have more severe CAN,
but further studies with a larger sample size should confirm this hypothesis.

Our study found links between poor long-term glycaemic control and the
risk of developing DSPN and CAN in T1DM patients, but not in T2DM
patients. These results are in line with the existing knowledge that
hyperglycemia is a significant risk factor for neuropathy in TIDM patients,
but that hyperglycemia has a lesser if any, effect on nerve damage in T2DM
patients [101]. In our study, the length of diabetes, which together with
hyperglycemia causes cumulative glycaemic toxicity, also had a stronger
association with the risk of DN in T1DM patients than in T2DM patients. The
HbA 1c test, which shows glycaemic control in the last 3 months, showed no
association with DN in TIDM and T2DM patients, and may be of limited
relevance in cross-sectional studies.

Other established risk factors, such as advanced age, other microvascular
complications, and comorbidities, were more prevalent in T1DM and T2DM
patients with DSPN and CAN compared to patients without these
complications. Still, significant associations were observed more often in
T1DM than in T2DM patients. The above-mentioned risk factors were
positively associated with DSPN and CAN in T1DM patients in the

248



EURODIAB IDDM (European Insulin Dependent Diabetes Mellitus
Prospective Complications Study) [122], and only with DSPN in T1DM
patients in the T1D Exchange and the Scottish Register studies [317]. The
association of DN with other microvascular complications observed in our
study was due to common pathogenetic pathways caused by hyperglycemia.
Still, different authors have observed a stronger association of CAN with other
microvascular complications in T2DM than in T1DM patients [314].

In our study, lower glomerular filtration rate (GFR) was significantly
associated with CAN and DSPN in T1DM but not in T2DM patients. CAN is
associated with increased glomerular filtration pressure, glomerular
endothelial cell damage, and erythropoietin secretion [316], and a positive
association between CAN and worsening renal function has been
demonstrated in previous studies both with TIDM [318] and T2DM patients
[319]. Other authors have also described uremic DSPN occurring with
deteriorating renal function due to large-fibre peripheral nerve damage [320].

Surprisingly, our study showed a stronger association of DSPN and CAN
with comorbidities in T1DM patients compared with T2DM patients.
Recommendations for DM management to prevent DM complications
highlight the importance of glycaemic control in TIDM patients and more
holistic care in T2DM patients, which should include PAH, dyslipidemia
correction, and weight loss [98,101]. However, this attitude has emerged due
to the higher incidence of comorbidities observed in T2DM patients than
in T1DM patients, as reported in epidemiological studies [321,322]. Our study
included hospitalized TIDM patients with advanced disease and common
comorbidities (dyslipidemia, PAH), which may have influenced the stronger
association between microvascular complications and comorbidities.

Therefore, for patients with T1DM, comprehensive care may be just as
crucial, if not more so, than for those with T2DM.

The associations of clinical and demographic characteristics with genetic
markers were first assessed using bivariate analyses. This was followed by
multivariate statistical calculations using stepwise multivariate and logistic
regression analyses.

In our study, bivariate comparisons with controls showed a higher SCE,
HFCs, MN, and SCE-IND frequency in TIDM and T2DM patients. At the
same time, 8-OHdG and MN-IND were not significantly different between
the groups. Other studies have also found an increase in SCE frequency in
treated T2DM [36] and T1DM patients [33,34], but no increase in SCE
frequency in patients with a newly diagnosed T2DM who are not yet receiving
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antidiabetic treatment [35] and in DM patients on dialysis [40] compared with
controls. The findings of MN studies are also inconsistent: while some studies
report a higher MN frequency in TIDM and T2DM patients [36,37,43—
45,323-326], other studies did not confirm this association [33,34,46].
However, a recent meta-analysis of eight studies confirmed that DM patients
exhibit a significantly higher frequency of MN than controls [42]. Higher MN
frequency is also observed in obese patients [270,271] and in patients with
metabolic syndrome [272] — these comorbidities are prevalent in T2DM
patients (up to 90%).

The overall frequency of CA in lymphocytes in our control group
(1.83/100 cells) is consistent with previous studies (1.68 to 2.11/100 cells)
[327,328]. We found a higher frequency of all types of chromosomal
aberrations in T1DM and T2DM patients compared with controls, which is in
agreement with the results of other authors for T2DM patients [37,38,329].
However, other studies comparing TIDM patients [33] and recently
diagnosed, mostly untreated T2DM patients [35] with control subjects did not
find differences in the frequency of CA. Our study also found that the
frequency of CTA and CSA varies according to the length of the disease.
Another CA study also observed an association with disease duration in
T2DM patients [37]. Several MN studies [44,45,323] found no association
between MN frequency and disease duration was found in other studies on
T2DM patients [36,330]. TIDM patient studies have also failed to show an
association of MN with the length of disease [268,323]. However, diabetes
duration in the latter studies was significantly shorter compared to our study,
which on average was 13 years. Therefore, the shorter disease duration may
have been insufficient to produce damage. In our study, T2DM patients had a
higher frequency of CA and CSA compared with TIDM patients. Another
study found a higher frequency of CA in T2DM patients compared with
T1DM patients, without reporting statistical significance [39]. The higher
frequency of CA and CSA in T2DM patients may be related to comorbidities
such as obesity, arterial hypertension, and dyslipidemia, which are more
common in T2DM patients than in TIDM patients. These comorbidities,
especially obesity, have been linked to chronic inflammation and an increase
in oxidative stress, leading to DNA damage and a higher oncological risk
[331-333]. Multivariate analysis in our study also identified BMI as a
significant risk factor for chromosomal aberrations. The same trend was
observed in MN studies conducted with obese individuals [43,270,272].
Impaired DNA repair [334,335] and increased DNA damage [331] in obese
patients have also been observed in other studies. Therefore, correlation
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between CSA and BMI in DM patients detected in our study is consistent with
previous research. One study found a paradoxical decline in the risk of MN
and lung cancer in men with a BMI > 25 kg/m2 compared with men
with normal weight [336]. However, most of the subjects in that study were
exposed to occupation-related polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), and
the authors attributed the lower frequency of MN and the lower risk of lung
cancer in these patients to their improved metabolism of PAHs, which is
characteristic of obese individuals. Some previous studies have reported an
increased frequency of CA or MN in DM patients with diabetic neuropathy
[44,329] or nephropathy [45]. This association of CA with diabetic
complications was not found in our study, possibly because of the small study
sample. CA was also not associated with DM treatment (metformin or insulin
therapy). Still in a multivariate analysis, we found that statin use could be
associated with a lower frequency of CA, especially chromosomal-type CA.
Although the association found is of marginal significance (p=0.0763), results
of other authors [259, 350-353] support the protective effect of statins on
DNA, and this association deserves further investigation.

In a study by Boehm et al., which used the FISH technique, unusually
high frequencies of stable chromosomal aberrations (translocations and
inversions) were identified in diabetic patients and were associated with an
elevated mortality risk [38]. This association was not observed in our study,
possibly due to using another technique, the Giemsa stain. However, our study
showed a stronger association of CSA with diabetes duration and BMI when
compared with CTA. CSA is known to occur in vivo in peripheral
lymphocytes, whereas CTA only forms in vitro from pre-existing DNA
damage [337]; therefore, the higher frequency of CSA in patients with DM,
especially with longer DM duration, could be a better reflection of the
cumulative DNA damage not only in patients’ lymphocytes but also in other
cells. The higher frequency of CSA in DM patients could also relate to the
higher cancer risk found in epidemiological studies in these patients
[338,339]. Other studies also support this association and report a higher
cancer risk in patients with higher CSA frequencies [337,340]. This
association is unlikely to be causal, but the two associations may share a
common pathogenetic mechanism, with chronic inflammation as one of the
most plausible links between these pathologies. On the other hand, the
increase in CTA frequency may also represent an accumulation of primary
DNA damage in lymphocytes, resulting from increased oxidative stress and
impaired excision of DNA damage [331,335]. This damage may be associated
with diabetes complications and comorbidities.
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In conclusion, TIDM and T2DM patients in our study had a higher
frequency of all types of chromosomal aberrations compared to controls, and
this frequency increased with a longer diabetes duration. Higher body mass
index was associated with a higher frequency of CSA, and statin use may have
a role in reducing chromosomal aberrations, but further research is needed to
confirm this link.

The literature describes an increase in the oxidative stress marker 8-
OHAG in DM patients, which was not found in our study, possibly due to the
small sample size, while HFCs, MN-IND, and SCE-IND in DM patients have
not been studied by other authors. In our study a bivariate comparison was
followed by a stepwise multivariate regression, which did not demonstrate a
significant effect of diabetes on DNA damage. At the same time, other clinical
and demographic characteristics showed significant differences.

The effect of clinical and demographic characteristics on the prevalence
of DNA damage by multivariate regression is summarised in Table 4.1.

Age was the most recurrent variable when assessing the effect of clinical
and demographic characteristics on the frequency of DNA damage.
Multivariate regression calculations showed that age impacted the frequency
of SCE, HFCs, and MN in the whole sample of patients and the DM group,
and the frequency of SCE-IND and MN-IND in the DM-only group.

The effect of age on DNA damage is well-known. It has been described
extensively by other authors: with age, the impact of external factors,
metabolic processes, oxidative stress, and DNA replication errors accumulate,
and the DNA repair system’s capacity declines [341]. These factors contribute
to increased DNA breaks and progressive DNA and chromosomal damage,
leading to genomic instability, associated with the body's aging process and
associated diseases such as cancer [341]. The correlation of MN, SCE, and
CA frequency with age has been confirmed in general population studies
[342], and the correlation of MN and age in studies on T2DM patients [46]
and women with gestational diabetes [324].

Our study also found that disease duration, another clinical indicator, was
significantly associated with the frequency of MN and CA in bivariate
analyses. Other authors have also found a positive association between MN
frequency and DM duration [44,45]. Still the multivariate analysis of MN in
our study found that disease duration was strongly associated with age and
was therefore excluded from the analysis. The effect of disease duration on
chromosomal aberrations (CTA, CSA, and CA) was also significant in the
stepwise multivariate regression analysis. BMI was also associated with
higher frequency of MN and all types of CA in the total subject sample. Still
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only the association between BMI and CA remained statistically significant in
the multivariate regression analysis. The consistent effect of disease duration
and BMI on the frequency of CA may be because CA reflects cumulative
genomic damage [343]. In contrast, SCE and MN represent relatively transient
damage [344]. The association of SCE with disease duration was not observed
in our study, nor in other authors’ studies of TIDM [33] and T2DM [35,36]
patients.

Due to data limitations, HbAlc was not included in our study's
multivariate analyses. Still other studies have found an association between
MN [42,44,46,47], SCE [36] and poor glycaemic control in T2DM but not in
T1DM [33] patients.

Distal symmetric polyneuropathy (DSPN) was the most extensively
investigated microvascular complication of diabetes in our study (in 3
modalities), and had the highest number of associations with DNA damage
compared to other complications — SCE and SCE-IND in the total sample of
subjects, HFCs in the DM group and in the total sample of subjects, MN in
the DM group, and MN-IND in the total subject sample. Studies on the
association between DSPN and DNA damage are lacking. One small study
published by Prasad et al. [44] found a higher frequency of MN in patients
with DSPN compared to patients without DSPN. To the best of our
knowledge, the association of DSPN with the other measures of DNA damage
has not been investigated, making it impossible to compare the results. Still,
the presence of this complication could indicate of an advanced disease
characterized by a more severe metabolic impairment, oxidative stress, and
therefore more extensive DNA damage and higher susceptibility to the
mutagens identified in the induced DNA damage assay.

In patients with cardiovascular autonomic neuropathy (CAN), another
diabetic neuropathy, we found a higher frequency of SCE in the whole sample
of subjects. Although other athors have not previously describe this
association, shared pathogenetic mechanisms with DSPN, such as oxidative
stress and chronic inflammation, could explain the increased DNA damage
and SCE frequency in patients with CAN. In our study, patients with diabetic
nephropathy had a significantly higher frequency of MN when considering the
whole sample. In contrats patients with diabetic retinopathy had a higher
frequency of MN-IND when considering the entire sample and DM-only
sample. The association of diabetic nephropathy and chronic kidney disease
(CKD) with DNA damage has been described by other authors. For example,
in mixed cohort studies (diabetic and non-diabetic patients), an increase in
MN has been found in patients with CKD [345] and dialysis patients [40]. In
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contrast, in the DM cohort, it was found in patients with diabetic nephropathy
[45]. Another mixed cohort study found a significantly higher frequency of
SCE in the lymphocytes of dialysis patients than in healthy control subjects
[41]. The higher frequency of SCE in lymphocytes of dialysis patients was
also associated with macrovascular damage, such as more extensive
atherosclerotic lesions in the carotid artery [41]. There are no clinical studies
investigating the association of diabetic retinopathy with DNA damage.

The association of DNA damage with macrovascular complications
(coronary heart disease (CHD), myocardial infarction, stroke) was not found
in our study due to the low prevalence of macrovascular complications. Still
data from other authors suggest that a higher frequency of SCE in lymphocytes
of dialysis patients is associated with more extensive atherosclerotic lesions
in the carotid artery [41], and studies in non-DM patients have shown a
positive association between the frequency of MN and the risk [346—348] and
severity of CHD [346,349].

The effects of PAH and CKD on 8-OHdG found in our study are well-
established and described in the literature. Oxidative stress, marked by an
increase in 8-OHdG, is a key factor in the pathogenesis of PAH, exacerbating
vascular endothelial inflammation, dysfunction, remodeling, and elevation of
BP. As such, there is a close relationship exist between PAH and 8-OHdG, as
described in a review by A. Di Minno [350]. Poulsen et al. also described a
positive association between CKD and 8-OHdG.[351].

Our study found that statin treatment reduced SCE-IND in the whole
sample and in the DM group as well as CSA in the entire sample; metformin
treatment reduced SCE in the DM group and HFCs in the DM group and in
the whole sample; insulin treatment reduced MN-IND in the entire sample.

In addition to their well-known anti-lipid action used in clinical practice,
statins also offer antioxidant properties. Statins inhibit the oxidative stress-
inducing enzymes 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA)
reductase and nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH)
oxidase and increase the levels of the antioxidant enzymes glutathione
peroxidase (GPx) and superoxide dismutase (SOD), thus reducing the
formation of LR [352]. The positive effect of statins on DNA damage has been
demonstrated in in vitro studies. Long-term treatment with simvastatin, for
example, reduced the frequency of DNA damage measured by the comet assay
in lymphocytes of T2DM patients with dyslipidemia [353]. Another study
found a negative correlation between statin use and the frequency of comet
and MN in lymphocytes of heart failure patients in a bivariate statistical
analysis. Still, this association did not survive further multivariate statistical
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analysis [354]. A decrease in SCE was observed in the lymphocytes of
hemodialysis patients treated with simvastatin in vitro [41]. Similarly,
treatment with atorvastatin, rosuvastatin [355] and simvastatin [356] reduced
the frequency of somatic mutations in Drosophila induced by doxorubicin, an
antineoplastic drug that increases ROS levels.

Metformin also exhibits pleiotropic antioxidant properties by reducing
LR formation in mitochondria, increasing the levels of the antioxidant
enzymes SOD, catalase, and GPx, inhibiting advanced glycation end-product
(AGE) formation, activating AMP-activated protein kinase (AMPK), etc.
[357]. In vitro studies have shown that premedication with metformin reduced
methotrexate-induced increases in SCE and CA in human lymphocyte cultures
[358]. In vivo, treatment with metformin also reduced the increase in comets
and MN induced by insulin excess in kidney cells of Zucker Diabetic Fatty
(ZDF) rats [359] and the cisplatin-induced increase in MN frequency in bone
marrow cells of rats [360]. Interestingly, while in vitro metformin improves
mitochondrial function and reduces oxidative stress, higher doses of
metformin have been shown to have the opposite effect, i.e. increasing
oxidative stress [357] and DNA damage [269].

Insulin treatment can also improve cellular metabolism, reduce glucose
toxicity, chronic inflammation, oxidative stress, and lymphocyte DNA
susceptibility to mutagens [361,362]. This effect may account for the lower
frequency of MN-IND in our study’s lymphocytes in insulin-treated patients
in our study. Still more extensive and comprehensive research with a parallel
assessment of glycemia, inflammation, oxidative stress, and other clinical
parameters in insulin-treated and untreated patients is necessary to understand
this effect.

Overall, the frequency of DNA damage was higher in DM patients than
controls in our bivariate comparisons. Still there was no significant difference
in the frequency of DNA damage between the DM types. In the multivariate
analyses, the influence of DM on DNA damage was not evident, and age
emerged as the factor contributing most to DNA damage. Disease duration
and patient BMI are factors associated with an increase in the frequency of
chromosomal aberrations that reflect cumulative damage. In contrast PAH and
CKD are associated with the risk of an increase in 8-OHdG. The strongest
association with DNA damage was observed with distal symmetric
polyneuropathy, which is the most clinically studied complication of diabetes
in our study. Treatment with metformin, statins, and insulin reduced the
prevalence of DNA damage.
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We performed a logistic regression analysis to assess the impact of
clinical and demographic characteristics on the development of diabetic
microvascular complications and the associations with cytogenetic markers.
Well-known clinical risk factors for microvascular complications, such as DM
duration, elevated HbAlc, and poor disease control, influenced at least one of
the three complications, i.e., DSPN, CAN, or retinopathy. The association
between CAN and PAH, dyslipidemia and DSPN, nephropathy, and CKD was
also clinically significant and has been described by other authors [12,14,19—
21,135,136,363]. Our study’s novel associations between DSPN and MN-
IND, CAN and SCE-IND, and retinopathy and MN-IND suggest that patients
with diabetic microvascular complications may be more susceptible to
mutagenic exposure. Further research is needed to assess the association of
increased susceptibility of patients’ lymphocyte DNA to mutagens with the
risk of diabetic complications and its potential application in clinical practice.

Although our calculations found only weak and unreliable correlations
and associations of miRNAs with DM and other clinical indicators, possibly
due to too small study sample, data from other authors support our preliminary
results. We found decreased expression of mir-16 in TIDM patients and a
negative correlation of miR-16 with duration of poor glycemic control in
T1DM group. MiR-16 is one of the most important molecules regulating the
insulin signaling pathway [364]. MiR-16 target genes that encode proteins
such as insulin receptor substrate (IRS), protein 1 and 2, and the insulin
receptor, which are essential for the insulin signaling pathway, and decreased
expression of mir-16 results in impaired insulin secretion, insulin resistance,
and hyperglycemia [365,366]. Furthermore, mir-16 target genes that are
responsible for pancreatic B-cell proliferation and apoptosis. Other authors
also describe a decrease in mir-16 expression in TIDM [367] and T2DM [368]
patients compared to controls. The toxic effect of hyperglycemia on pancreatic
beta cells could explain the negative correlation of mir-16 with the duration
of poor glycemic control, which is supported by other studies of DM patients
with long-term, poorly controlled DM [367,368], however studies with a
larger sample size are needed to confirm this association.

In T1DM group we also found a negative correlation of mir-17 with waist
and hip circumference. Other authors describe a decrease in mir-17 expression
in adipose tissue of T2DM patients [369] and in blood and adipose tissue of
obese patients [370]. While obesity is more common in T2DM patients, the
rising obesity rates are also leading to a larger obese population of TIDM
patients [371]. This can lead to the development of a condition termed 'double’
or 'type 3' diabetes, which in addition to absolute insulin deficiency is also
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characterized by insulin resistance [372]. This type of diabetes presents with
both T1IDM and T2DM symptoms, greater management difficulty, and higher
risk [373]. The care of such patients poses a serious challenge to the healthcare
system. A detailed understanding of the pathophysiology and further analysis
of epigenetic factors could, support the diagnosis and care. In our study
comparing miRNA expression in the blood leukocytes of TIDM, T2DM
patients, and controls, the expression of miR-106 was not significantly
different between the TIDM and T2DM groups. Still, it was considerably
lower in the T2DM group compared to the control group. Zapata et al. also
reported lower expression of miR-106a in urinary extracellular vesicles of
T2DM patients compared to controls [374]. In TIDM patients, higher waist
circumference and older age were negatively correlated with mir-106a
expression. T2DM, visceral obesity and older age are associated with an
increase in oxidative stress, which leads to a decrease in mir-106a expression
in in vitro studies by other authors [379,380]. In in vitro studies, mir-106a also
promotes adipose tissue differentiation and proliferation [379,382].

We found a negative correlation between mir-223 and waist
circumference in the TIDM group. According to literature data, mir-223 is
related to obesity, regulation of glucose homeostasis, inflammatory and
autoimmune process [382,383]. In adipose tissue, miR-223 inhibits insulin-
dependent glucose uptake by adipose cells and increases macrophage
infiltration and inflammation [378]. Increased expression of miR-223 in
adipose tissue of obese or insulin-resistant subjects has been reported by
Chuang et al. who found increased miR-223 expression in subcutaneous
adipose tissue of insulin-resistant female subjects [379], and by Deiuliis et al.
who observed an increase in miR-223 expression in visceral adipose tissue of
morbidly obese patients [380]. In contrast, Macartney-Coxson et al. found a
significant decrease in miR-223 expression in the subcutaneous and visceral
tissue of obese patients following gastric bypass surgery and weight loss
[381]. Data on miR-223 expression in the blood plasma of obese patients are
mixed: studies with obese children have shown an increase in miR-223
expression in the blood [389, 390], while studies with adults have shown the
opposite — a decrease in miR-223 expression [384].

Logistic regression analysis revealed that mir-22 could be a marker for
T1DM. Although the p value in our calculations did not reach a statistically
significant difference (p = 0.079), data from other authors support this
association. Januszewski et al. found a negative plasma mir-223 correlation
with C-peptide concentration in TIDM [385]. Swolin-Eide et al. in a review
of 400 publications confirmed increased expression of mir-223 in T1DM
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patients [386]. Some authors summarize that mir-223 could be used as a
biomarker for TIDM diagnosis and monitoring [387].

In conclusion, our study identified miRNA associations with clinical
indicators in TIDM group: mir-16 was significantly negatively correlated
with the duration of poor glycemic control; mir-17 was negatively correlated
with waist and hip circumference, and mir-106a and mir-223 with waist
circumference; mir-106 was also negatively correlated with patient age.
Lower expression of mir-106a was found in T2DM patients compared to
controls, but mir-106 did not reach statistical significance as a T2DM
prognostic indicator in the logistic regression model (p = 0.319). MiR-16 and
mir-223 were included in the logistic regression model as prognostic
indicators for TIDM, but both have borderline p value, p = 0.043 and p =
0.079, respectively.

One of the significant pathogenetic mechanisms underlying the
development and progression of distal symmetric polyneuropathy (DSPN) is
oxidative stress [388]. Increased levels of free radicals in the body cause
damage to various neural structures, such as lipids, proteins, and DNA,
thereby impairing neural function.

DNA damage can be identified by testing for DNA oxidation markers in
blood and urine or by cytogenetic testing. It has been shown that DM patients
have higher levels of 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG), a marker of
DNA oxidative damage, compared to healthy controls [389], and that higher
levels of this marker are associated with an increased risk of microvascular
complications and higher mortality rates in patients [261,390].

Several studies comparing patients with and without diabetes have also
shown a higher incidence of cytogenetically detectable DNA damage in those
with diabetes, i.e. higher rates of chromosomal aberrations, sister chromatid
exchange, and micronuclei [32,42,391,392]. More marked changes in DNA
damage levels have also been associated with a higher risk of diabetes
complications [44,45,329].

The contribution of oxidative stress to the development of diabetes and
diabetic complications has generated interest in antioxidants as a therapeutic
intervention for these conditions. Unfortunately, the promising results of
experimental studies with antioxidants have not been replicated in clinical
trials. The only antioxidant with proven clinical efficacy and indicated for the
treatment of DSPN in clinical practice is a-lipoic acid (ALA) [56]. By
reducing oxidative stress, ALA not only reduces the symptoms and signs of
DSPN but also improves insulin sensitivity and has a positively affects
comorbidities such as obesity, hypertension, and dyslipidemia [212,218,393].
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ALA exhibits a two-fold antioxidant effect: it acts directly by binding to and
removing oxygen and nitrogen radicals, and indirectly by regenerating other
antioxidants [394]. ALA also reduces the frequency of SCE and MN in human
lymphocytes in vitro [395] and rat bone marrow cells in vivo [396].

The effectiveness of ALA in treating all types of pain has been
demonstrated in numerous animal studies [397], but clinical trial results still
need to be revised. For example, one recent meta-analysis found that ALA
therapy did not reduce diabetic neuropathic pain [398]. Still another meta-
analysis reached the opposite conclusion, finding that ALA therapy may
reduce neuropathic pain in DM patients [223].

These differences may result from differences in the route of
administration of ALA, with intravenous ALA appearing to be more effective
than the tablet form [399]. The beneficial effects of ALA are further supported
by clinical trials for other (non-diabetic) pain, in which ALA was found to be
effective in reducing nerve root pain [400], migraines, carpal tunnel pain [223]
and pain of unknown origin [401].

Most clinical and observational studies have shown that ALA therapy
reduces the symptoms and signs of neuropathy by 40-60% and offers an
improved quality of life for DM patients [207,220,222].

As noted above, the short half-life of the medication makes its oral route
less effective than intravenous therapy [402]. The best treatment outcome has
been achieved with intravenous ALA for as least 3 weeks or longer [207].
Such treatment requires extended hospitalization or daily outpatient
appointments, which are inconvenient for the patient and the attending
physician. Therefore, in clinical practice, intravenous ALA is generally
administered for a shorter period of time, one to two weeks, and then
continued in tablet form [403]. Our study aimed to evaluate the effects of
short-term ALA IV therapy (4-9 days) on neuropathic symptoms and
objectively quantifiable parameters related to oxidative stress and DNA
damage.

The Universal Pain Assessment Tool (UPAT) was used to evaluate
neuropathy symptoms [292]. Oxidative stress and DNA damage were
assessed before and after ALA therapy by analyzing the blood levels of 8-
OHJdG, a marker of oxidative DNA damage, as well as cytogenetic markers
of DNA damage, and the MN and SCE frequencies.

Our study showed decreased blood plasma 8-OHdG levels in DM
patients following ALA therapy. As a well-known marker of oxidative stress,
8-OHdG is often measured at elevated levels in the blood plasma [261,390]
and urine [404] of DM patients, but the results on the effect of ALA on 8-

259



OHAJG levels vary between authors. For example, some studies have shown a
decrease in serum [227] and urine [405] 8-OHdG levels after ALA therapy,
but others have not found a positive effect of ALA on 8-OHdG [226] or other
oxidative stress markers [225]. Animal studies have verified the beneficial
effects of ALA and demonstrated decreased levels of 8-OHdG in various
tissues [406,407].

8-OHdG levels in blood plasma are also known to depend on renal
function and therefore might not always accurately reflect the level of
oxidative stress in the body [351]. However, all patients in our study presented
with normal pre-treatment renal function, the duration of the ALA treatment
was 4-9 days, and it is unlikely that renal function would change in such a
short time. Therefore, the reduced levels of 8-OHdG in our patients likely
reflect the reduction in oxidative stress.

ALA 1V therapy did not reduce the frequency of SCE and MN in our
study's lymphocytes in DM patients. The frequency of SCE and MN
represents DNA damage accumulated over an extended period, so the short
therapy may not have been adequate to produce changes in DNA damage. The
small study sample size may also limit detecting of statistically significant
changes in MN and SCE frequency.

In conclusion, our study found that even short-term ALA IV therapy
reduces in the severity of neuropathic pain and in levels of the oxidative stress
marker, 8-OHdG. Still, no significant changes in the frequencies of the
cytogenetic markers, SCE and MN, could be observed.

In summary, our study aimed to assess and compare DNA damage and
miRNA expression biomarkers in DM patients and controls and to correlate
genetic and epigenetic data with clinical data. We found that diabetic patients
had a higher frequency of DNA damage than controls, but the frequency did
not differ between the types of DM. The frequency of DNA damage was
associated with clinical parameters of diabetes, and patients with diabetic
microvascular complications were more susceptible to the effect of mutagen.
MiRNA expression in diabetic patients was associated with clinical
parameters. Short-term ALA therapy showed clinical effects in reducing
oxidative blood markers but did not influence the frequency of DNA damage.
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CONCLUSIONS

When comparing the incidence of diabetic neuropathy between
T1DM and T2DM patients, no difference was found in the incidence
of distal symmetrical polyneuropathy (DSPN). Still it varied
significantly depending on the diagnostic method used. Painful DSPN
and cardiovascular autonomic neuropathy (CAN) were more common
in T2DM patients.

Compared with controls, TIDM and T2DM patients had higher levels
of sister chromatid exchange (SCE), high SCE frequency cells
(HFCs), micronuclei (MN), mutagen-induced sister chromatid
exchange (SCE-IND), chromosome aberrations (CA), chromosome-
type aberrations (CSA) and chromatid-type aberrations (CTA). In
contrast, 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG) levels and the
frequency of mutagen-induced micronuclei (MN-IND) were not
significantly different between the groups. Chromosome-type
aberrations (CSA) were significantly more frequent in T2DM patients
compared to TIDM patients; no significant differences between
diabetes types were found when comparing other types of DNA
damage.

Age and DSPN emerged as the main contributors to DNA damage.
Disease duration and patients' body mass index (BMI) increased the
frequency of chromosomal aberrations (CA). Primary arterial
hypertension (PAH) and chronic kidney disease (CKD) were
associated with a risk of higher 8-OHdG levels. Treatment with
metformin, statins and insulin reduced the frequency of DNA damage.
In addition to the well-established classical clinical risk factors for
developing diabetic complications, further associations were
identified between DSPN and MN-IND, CAN and SCE-IND,
retinopathy and MN-IND. These associations suggest that patients
with diabetic microvascular complications may be more susceptible
to mutagenic effects.

Changes in the expression of miRNA-16, miR-17, miR-106a and
miR223 are associated with some clinical indicators in the TIDM
patient group: mir-16 expression was negatively correlated with the
duration of poor glycemic control; mir-17 expression was negatively
correlated with waist and hip circumference, while mir-106a and mir-
223 expression was negatively correlated with waist circumference.
In a logistic regression model, the expression of miR-16 and mir-223
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can be used as a prognostic indicator of TIDM. Lower expression of
mir-106a was found in T2DM patients compared to controls, but mir-
106a did not reach statistical significance as a T2DM prognostic
indicator in the logistic regression model.

Short-term alpha-lipoic acid (ALA) intravenous therapy reduced the
severity of neuropathic pain and the levels of the oxidative stress
marker, 8-OHdG.
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