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SANTRUMPU SARASAS

BrdU — 5-brom-2-deoksiuridinas.

CA — chromosomy aberacija.

CAT — katalazé

CBMN - (cytokinesis-bolck micronucleus assay) sustabdytos citokinezés MB tyrimas.
DBL — dvibranduolé¢ lgstelé.

DM — dekstrano apvalkalg turincios magnetinés nanodalelés.

FPG - (angl.) Fluorescent plus Giemsa

GLUT-4 — gliukozés transporteris

GLP-1 - j gliukagong panasus peptidas-1

MB — mikrobranduolys.

PKCS - baltymo kinazés C B izoforma

PKL — periferinio kraujo limfocitai.

ROS- reaktyvios deguonies formos (angl. reactive oxygen species).
SCM - seseriniy chromatidziy mainai.

TCF7L2 - Transkripcijos faktorius 7

4ANQO - 4-nitrochinolino 1-oksidas



IVADAS

Cukrinis diabetas yra metaboliné liga, turinti didele itaka pasaulio visuomenés
sveikatai, ja serga daugiau nei 425 milijonai Zmoniy visame pasaulyje. Sergan¢iy Zmoniy
skaicius paprastai didé¢ja, daugiausia dé¢l nutukimo, rizikos veiksnio, glaudziai susijusio su Il
tipo cukriniu diabetu, daZniausiai pasitaikanc¢ia diabeto forma. Hiperglikemija yra rySkiausias
ligos poZymis, tai yra padidéjes gliukozés kiekis kraujyje, palyginti su sveikais individais. Tai
gali buti pagrindiné prasto insulino sekrecijos, jautrumo insulinui taikininiuose audiniuose
stoka arba jy abiejy derinys (Taylor, 1999; DeFronzo et al., 2015).

Vienas didziausiy nuogastavimy dél blogos glikemijos kontrolés pacientams,
sergantiems diabetu, yra susijes su mikro ir makrovaskulinémis diabeto komplikacijomis.
Kadangi pradzioje, sergant II tipo diabetu, specifiniy iminiy simptomy néra, 50% serganciy
suaugusiyjy nezino, kad serga biitent Sia liga. Létiné hiperglikemija sukelia daugybe
komplikacijy, tokiy kaip retinopatija, neuropatija ir nefropatija. Ilgainiui didelis gliukozés
kiekis kraujyje taip pat gali sukelti endotelio disfunkcija, o tai padidina Sirdies ir kraujagysliy
ligy i$sivystymo rizikg (Lima et al.,2019).

Yra keletas tyrimy, naudojamy DNR pazaidoms tirti. Vienas jy — seseriniy
chromatidziy mainy (SCM) metodas. Seseriniy chromatidziy mainai (SCM), saglygoja abipusj
DNR grandiniy pasikeitimg homologiSkuose seseriniy chromatidziy lokusuose replikacijos
procese ir tam tikru dazniu vyksta spontaniskai visose lastelése. SCM reiskinys yra placiai
naudojamas kaip patikimas ir jautrus chromosomy (DNR) nestabilumo rodiklis. Yra zZinoma,
kad SCM padidéja, kai lastelés yra veikiamos jvairiy genotoksiniy kancerogeny, ir atrodo, kad
tai atspindi DNR pazaidy atstatyma (Salimi et al., 2016).

4-nitrochinolino 1-oksidas (4NQO) yra stipri kancerogeniné medziaga kurios
kancerogeninj poveikj, manoma, sukelia fermentinis nitro grupés atskilimas. 4NQO gali
natliraliai atsirasti aplinkoje, ta¢iau paprastai gaminamas moksliniy tyrimy tikslais (LaVoie et
al., 1983). Zinoma, kad 4NQO imituoja biologinj ultravioletinés §viesos poveikj jvairiems
organizmams, indukuoja oksidacines DNR pazaidas, d¢l ko lasteléje isijungia reparacinés
sistemos (lkenaga et al., 1975).

Siame darbe tyréme diabetu serganéiy pacienty limfocity jautruma 4NQO. Lastelés

buvo veikiamos. 0,1 pg/l koncentracijos 4NQO, pamatuotas susidariusiy SCM skaicius bei



atlikta statistiné duomeny analize, sgsajoms tarp 4NQO paveikty/nepaveikty Iasteliy bei
pacienty demografiniy bei klinikiniy rodikliy apzvelgti.

Darbo tikslas: naudojant seseriniy chromatidziy mainy analizés metodg, nustatyti ar

tarp tiriamyjy asmeny yra jautrumo 4-nitrochinilino 1-oksidui skirtumy.

Darbo uZdaviniai:
1. Patikrinti 4-nitrochinolino 1-oksido veikimo efektyvuma.
2. Atsirinkti pacientus tolimesniems tyrimams, kurie yra jautresni pazaidoms.

3. Ivertinti jvairiy demografiniy ir klinikiniy rodikliy poveikij jautrumui 4NQO.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Diabetas ir metabolizmo sutrikimai

1.1.1 Diabeto tipai ir patogenezé

Cukrinis diabetas gali biiti klasifikuojamas skirtingai, viena klasifikavimo formy:

1. 1tipo cukrinis diabetas - vystosi dél autoimuninés kasos beta Igsteliy
destrukcijos, dazniausiai sukeliancios absoliuty insulino stygiy.

2. 11 tipo cukrinis diabetas — vystosi dé¢l vyraujancio audiniy atsparumo
insulinui, ilgainiui salygojancio insulino trukuma dél insulino sekrecijos
sutrikimo.

3. Gestacinis diabetas - angliavandeniy apykaitos sutrikimas, pasireiSkiantis
padidéjusiu gliukozés kiekiu kraujyje, pirma karta diagnozuotas néstumo
metu.

4. Kiti specifiniai diabeto tipai — vystosi dél kity priezas¢iy: genetiniy beta-
lasteliy, insulino veikimo defekty, egzokrininiy kasos ligy, kity
endokrinopatijy, vaisty ar cheminiy medziagy toksinio poveikio (PSO, 2016).

| tipo cukrinis diabeto patogenezé. I tipo cukriniam diabetui biidinga l1étiné
hiperglikemija (gliukozés koncentracijos padidéjimas kraujyje) ir angliavandeniy, riebaly,
baltymy apykaitos sutrikimas dél kasoje gaminamo insulino sekrecijos ar veikimo sutrikimo. |
tipo cukrinis diabetas (CD) i$sivysto dé¢l absoliutaus insulino trikumo. Tai gali
buti idiopatinés kilmés (kai nezinoma ligos atsiradimo priezastis) arba dél autoimuninio

proceso sukelto kasos beta Igsteliy destrukcijos (Asmat et al., 2016 ).

Il tipo cukrinis diabeto patogenezé. II tipo cukriniam diabetui budingas insulino
sekrecijos sutrikimas ir/ar sumazéjes organizmo reagavimas j insuling (rezistentiSkumas
insulinui) bei sutrikusi angliavandeniy, riebaly, baltymy apykaita. Manoma, genetinis polinkis

ir nutukimas kartu sukelia hiperglikemijg ir diabetg (Stumvoll et al., 2005; Taylor, 2013).

Il tipo diabetas yra progresuojanti liga, kuri vystosi etapais. Jos eiga prasideda 10—20
mety iki klinikinés ligos pradzios, kaip ikiklinikinis atsparumo insulinui laikotarpis (Ferranini
et. al., 2011).



I§ pradziy, iSsivyscius hiperinsulinemijai (kenksminga organizmo biiklé, kai insulino
kiekis kraujyje virSija normaligjg vert¢) yra dar jmanoma palaikyti normaly gliukozés kiekj
kraujyje. Si stadija yra susijusi su padidéjusiu laisvyjuy riebaly riigséiy kiekiu insulinui
atsparuma jgavusiems vir§svorj turin€iais pacientais (Durruty et al., 2019).

Atsparumas insulinui nei§vengiamai sukelia insulino sekrecijos padidéjima, - taip
organizmas siekia jveikti tg pasiprieSinima. Jeigu kasos 3 1astelés sveikos, padidéja insulino
sekrecija ir pradzioje palaikomas normalus lgstelés metabolizmas. Jei B Iastelés yra pazeistos,
jos nebegali gaminti tiek insulino. Gliukozés toleravimo sutrikimas ir sutrikusi glikemija
nevalgius apibreZia prediabeto stadijg. Siuo laikotarpiu létiné hiperglikemija yra svarbus
kasos B lasteliy pazeidimo veiksnys; iSlaikant atsparumo insulinui biisena, glikemijos lygis
palaipsniui did¢ja, kol galiausiai nustatomas klinikinis diabetas.

Diabeto patogenezes etapai parodyti 1 pav. Insulino sekrecijos defektai, stebimi
diabeto metu, prisideda prie insulino atsparumo. Diabeto vystymosi metu atsparumas
insulinui i8lieka, o insulino sekrecinis pajégumas palaipsniui maz¢ja ir atsiranda insulino
hipersekrecija, kurios metu gali biiti reikalinga pradéti gydyma insulinu. Hiperglikemija
diabete apibiidina ne tik biochemin;j ligos pasireiSkima, bet taip pat yra biitinasis veiksnys

diabetinés biiklés palaikymui (Durruty et al., 2019).

GENETINTAT + APLINROS
VEIRSNIAT

N

ATSPARUMAS INSULINUT EETA LASTELI DISFUNKCIIA

~

PREDIABETAS

l

Il-o TP DIABETAS

1.1 pav. II tipo diabeto patogenezés etapai, pagal Durruty et al., 2019

Genetiniai veiksniai. Yra manoma, kad II tipo cukrinis diabetas turi stipry
paveldimumg. Net 35-50% pacienty turi giminaiciy, taip pat sergan¢iy diabetu (Durruty et al.,
2019). Framingham palikuoniy tyrime (angl. Framingham Offspring Study) buvo nustatyta,



kad jei vienas i$ tévy sirgo diabetu, santyking rizika susirgti vaikams - 3,6; jei abu tévai sirgo
Sia liga, rizika padidéja iki 6,0. Sis tyrimas rodo, kad diabetu serganéiy tévy siiny ir duktery
rizika susirgti yra panasi, nesvarbu, ar liga serga tévas, ar motina (Meigs et al., 2000).
Monozigotiniy dvyniy atveju diabeto pasireiskimo tikimyb¢ abiejuose vaikuose siekia iki
96%, dizigotiniy dvyniy atveju <50%.

Visi genai, koduojantys fermentus arba baltymy veiksnius, susijusius su insulino
sekrecija ir veikimu, yra galimi Sios ligos kandidatai. Yra nustatyta, kad insulino sekrecijos
defektui didesng jtaka turi paveldimumas negu aplinkos veiksniai. Insulino atsparumui
pasireiksti jtakos turi tiek genetiniai, tiek aplinkos veiksniai.

1 lenteléje pateikti svarbiausi genai kandidatai, susij¢ su II tipo diabetu. Visi jie susij¢
su insulino sekrecijos defektu ir insulino atsparumu. 10% tirty diabetu serganciy pacienty, Sie
genai buvo rasti pakite. Ligai iSsivystyti, asmuo turi turéti bent 10 defekty turinciy geny

(Durruty et al., 2019).

1.1 lentelé. 11 tipo diabeta sukeliantys genai kandidatai, pagal Durruty et al., 2019

Atsparumo insulinui genai
1. Tiesiogiai susijes su mazu gliukozés jsisavinimu
e insulino receptoriaus substrato genas
o fosfoinositido 3-kinazés genas
2. Aiskinantys nutukimo ir Il-o tipo diabeto rysj
e (-3 adrenerginis receptoriaus genas
e naviko nekrozés faktoriaus alfa genas
e peroksisomy proliferatoriy suaktyvintas receptoriaus genas
3. Adipocitokinai, susije su nutukimu
e leptino genas
e rezistino genas
e adiponektino genas
4. Lipidy metabolizmas
e lipoproteiny lipazés genas
e riebaly rugstis jungiantis baltymy genas
5. Aiskinantys termogenezés ir nutukimo rysj
e atskirianCiy baltymy genas

Insulino sekrecijos genai
¢ insulino receptoriaus substrato genas
e kalpaino-10 genas
e K ™vidinio lygintuvo kanalo genas

Genai, koduojantys skirtingus baltymy komponentus, kurie dalyvauja insulino sintezés
ir sekrecijos mechanizme, yra potencialtis kandidatai II tipo diabetui pasireiksti (Buraczynska
8



et al., 2013; Kimber et al., 2007). Tarp labiausiai tikétiny iSskiriamas IRS-2 genas, kurio
polimorfizmas numato anomalijas tiek insulino sekrecijoje, tiek veikime.

Pastaraisiais metais genetiniu jautrumu II tipo diabetui iSsiskyré dar vienas genas. Tai
transkripcijos faktorius (TCF7L2), kurio polimorfizmas buvo nustatytas keliose etninése
diabetu serganéiy pacienty grupése. Sis faktorius susijes su sumazéjusiu j gliukagona
panasaus peptido-1 (GLP-1) atsaku. GLP-1 ekspresija enteroendokrininése lastelése
reguliuoja TCF7L2. Pakitimai gene sukelia B 1gsteliy proliferacija ir insulino sekrecijos
nepakankamuma. Taigi, TCF7L2 geno variantai padidina II tipo diabeto rizika.

Galima sakyti, kad II tipo diabetas yra poligeniné liga, turinti daugybe jautrumo geny,
kuriy kiekvienas turi nedidelj poveikj jo patogenezei, tac¢iau deél jy genetiniy skirtumy duoda
prielaidg atsirasti keliems II tipo diabeto pogrupiams. Genetinis nevienalytiSkumas tarp
skirtingy asmeny ir etniniy grupiy lemia jvairius insulino sekrecijos ir veikimo pokycius

(Durruty et al., 2019).

Aplinkos veiksniai. Aplinkos veiksniais yra laikomos visos aplinkybés, palaikan¢ios
II tipo diabeto vystymasi, tokios kaip: nutukimas, amzius, psichologinis stresas,
gliukotoksiskumas, oksidacinis stresas, endoplazminio tinklo stresas ir endotelio disfunkcija,

mityba.

Nutukimas. Nutukimas yra viena i$§ pagrindiniy priezas¢iy, galin¢iy salygoti diabetg.
Apskaiciuota, kad 80% visy serganciyjy 2 tipo cukriniu diabetu yra nutuke. Dél padidéjusio
visceralinio (pilvo srities) riebalinio audinio, iSauges laisvyjy riebaly riigséiy (LRR) kiekis
aktyvuoja baltymo kinazés C (PKCp) B izoforma taip slopindamas gliukozés (GLUT-4)
transporterio persikélimg j lastelés membrang ir sumazindamas gliukozés patekima j audinius.
Tai sukelia oksidacinj stresg ir atsparumg insulinui. Riebaliniame audinyje vyksta létinis
uzdegiminis procesas, kurio metu iSskiriami prieSuzdegiminiai citokinai sukelia kasos f -
lasteliy disfunkcija, sumazéjusig insulino sekrecija ir hiperglikemijg. Visa tai i$8aukia Il tipo

diabeto atsiradimg (Eckel et al., 2011; Durruty et al., 2019).

Amzius. Gliukozés tolerancija blogéja senstant, kai yra prarandama raumeny masé ir
padidéja riebalinis audinys (ypac sédimo gyvenimo biido pasekmé) bei padidéja jautrumas

insulino atsparumui (Mujica et al., 2014).



Psichologinis stresas. Umus psichologinis stresas daugelj mety buvo pripazjstamas
kaip veiksnys, skatinantis diabeto atsiradimg. Taip yra todél, kad simpatinis aktyvinimas
mazina kasos B Igsteliy funkcionalumg ir sumazina insulino sekrecija. Tuo paciu metu
raumenyse maz¢ja jautrumas insulinui, gliukozés jsisavinimas ir glikogeno nusédimas - visa

tai padidina glikemijg ir skatina II tipo diabeto vystymasi (Durruty et al., 2019).

Gliukotoksiskumas. Siuo metu gliukotoksiskumas yra apibréziamas kaip neigiamas
létines hiperglikemijos poveikis lasteliy strukttiroms ir funkcijoms. Hiperglikemijos metu
sumazejes insulino iRNR kiekis sukelia hormony sintezés slopinima, todel gliukozé tampa
pajégi sukelti Zalg genetinés informacijos lygyje, kuri yra biitina teisingai insulino sintezei
uztikrinti (Durruty et al., 2001). Gliukozé, veikdama kaip laisvasis radikalas, taip pat gali
sukelti citotoksiskumg [ 1asteléms, sukeldama gausig B 1gsteliy apoptoze (Durruty et al.,
2019).

Oksidacinis stresas. ROS, atsirandantys dél hiperglikemijos ir padidéjusio laisvyjy
riebaly riig8¢iy lygio, vaidina svarbiausig vaidmen;j ligos vystymesi bei eigoje. B lastelése
ROS sukelia insulino sintezés ir sekrecijos sumazéjima; kadangi f lastelés turi maza
antioksidacinj pajéguma, dél per didelés ROS gamybos susidaro redokso buisenos disbalansas,
pusiausvyra pakreipiama link oksidacijos. Periferiniuose audiniuose, kurie yra insulino
taikiniai, ROS skatina inaktyvuoti insulino signalo perdavimg (Mancuso et al., 2016; Durruty
et al., 2019).

Endoplazminis retikulinis stresas ir endotelio disfunkcija. Endoplazminis
retikulumas aktyviai dalyvauja baltymy sintezéje; panaudodamas Saperonus, teisingai
sulanksto baltymus. Aktyvinantys signalai, tokie kaip hiperglikemija, padidina insulino
sintezés poreiki, sukeldami endoplazminj retikulinj stresg 3 1astelése; tai iSSaukia apoptoze,
kaip normaly adaptacinj metabolinj atsaka 1 metabolinj krtivi. II tipo diabeto atveju,
endoplazminis retikulinis stresas, kurj sukelia gliukotoksiskumas ir uzdegiminiai citokinai,
gali sukelti f lasteliy disfunkcijg ir mirtj (Ghemrawi et al., 2018).

B lasteliy mitochondrijos dalyvauja insulino sintezéje ir egzocitozéje. Sergant cukriniu
diabetu, pasireiSkia mitochondrijy disfunkcija: sumazeja mitochondrijy membranos baltymy
kiekis, o jy formavimosi metu vyksta transkripcijos poky¢iai. Mitochondrijy disfunkcija, kurig
sukelia gliukotoksiSkumas, sukelia B 13steliy nepakankamuma, padidéja ROS ir oksidacinis

stresas (Durruty et al., 2019).
10



Mityba. Dietiniy riebaly poveikis II tipo diabetui néra visiskai iSaiSkintas, ta¢iau
sutariama, kad riebaly kokyb¢ yra svarbesné uz bendrg jy kiekj. Dietiniai riebalai yra
energijos Saltinis, veikiantis lgsteliy metabolizma. Mononesociosios riebaly ragstys ir
transriebiosios riigStys néa siejamos su Il tipo diabeto iSaugimo rizika. Dieta, kurioje yra daug
mononesociyjy riebiyjy rugsciy (alyvuogiy aliejaus) ir jiirinés kilmés nesociyjy riebaly
rigsciy, yra susijusi su zema Il diabeto tipo rizika (Mirmiran et al., 2018). Didelis fruktozés
kiekis maiste skatina peroksizomy proliferatoriy suaktyvinto gama receptoriaus (PPAR-Y),
atsakingo uz insulino atsparuma, lipogenezg ir II tipo diabeto, aktyvacija. Be to, fruktozés
kriivis ir dél to atsirandantis kepeny stresas sukelia proinflammatoriniy citokiny, tokiy kaip
TNFa, i$siskyrima, kuris indukuoja insulino atsparumg ir skatina II tipo diabeto vystymasi
(Durruty et al., 2019). Asmenims, kuriems taikoma dieta su dideliu glitimo kiekiu 20-28 mety
laikotarpyje Il tipo diabetui biidingi rodikliai buvo stebimi mazi (Zong et al., 2018). To
priezastis ta, kad asmenys, valgantys maista, kuriame gausu glitimo, taip pat gauna padidéjusj
griidy pluosto kiekj. Mechanizmas, per kurj glitimas mazina II tipo diabeto rizikg, nezinomas,

taciau greiCiausiai susijgs su palankiais Zarnyno mikrobiotos poky¢iais (Durruty et al., 2019).

Insulino sekrecijos triikkumas. 11 tipo diabetu sergantiems pacientams insulino
sekrecijos deficitas yra jo patogenezés pagrindas. Nustatyta, kad sukelti sutrikimai yra
kiekybiniai ir kokybiniai ir pacientams biina jvairaus laipsnio. Atsiradus sekrecijos sutrikimui,
pasireiSkia hiperglikemija. Ligai besivystant mety eigoje, II tipo diabetu serganciy pacienty
insulino atsakas j gliukoze blogéja. Tai akcentuoja nuolatiné hiperglikemija
(gliukotoksiSkumas). Padidéjus glikemijai, susidaro uzburtas ratas, nes gliukoz¢ pati savaime
sukelia [ 1gsteliy pokyc¢ius, paradoksaliai sulétindama insulino sekrecijg (Stumvoll et al.,
2003; Robertson et al., 2003).

Atsparumas insulinui. Insulino atsparumas, apibidinamas kaip normalaus insulino
jautrumo nebuvimas, yra pirmasis nukrypimas, aptinkamas Il tipo diabeto vystymosi eigoje,
matomas jau ir prieSdiabetiniame biisenoje. Insulino atsparumas kartu su insulino sekrecijos
defektu vaidina pagrindinj vaidmen; II tipo diabeto vystymesi. Skirtingu intensyvumu
priklausomai nuo audinio ir individo, insulino atsparumas skirtingu intensyvumu pasireiskia
kepenyse, raumenyse ir riebaliniame audinyje. Hiperglikemija pasireiskia trimis buidais:
pertekliné kepeny gliukozés gamyba (gliukoneogeneze), sumazéjes jsisavinimas
periferiniuose audiniuose (raumenyse ir riebaliniame audinyje) ir lipolizés adipocituose
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sukeltas padidé¢jes laisvyjy riebaly kiekis. Laisvosios riebaly riigstys konkuruoja su gliukoze
kaip energijos Saltinis, padeda padidinti glikemijg ir slopinti gliukozés patekima per Igstelés
membrang (Durruty et al., 2014; 2019).

1.1.2 Mitybos jtaka, sergant diabetu

Diabetas yra visuotiné sveikatos problema. Siuo metu §i liga buvo gydoma
medikamentais, tokiais kaip metforminas, kuriais siekiama sumazinti gliukozés kiekj kraujyje,
siekiant uzkirsti kelig daugybei lasteliy metabolizmo poky¢iy, kuriuos sukelia 1étiné
hiperglikemija. Taciau gydymo sékmé yra ribota, todél reikia kitokio pobtidzio intervencijy
(daugiausia mitybos ir reguliaraus fizinio aktyvumo), susijusiy su paciento gyvenimo bidu.
Daugelio pacienty, serganciy II tipo diabetu amzius yra nuo 40 iki 59 mety, o tai yra labai
svarbu ligai. Siuo laikotarpiu, kaip ir vélesniuose etapuose, progresuojant senéjimo procesui,
baltymy homeostaze vis dazniau sutrinka, kartu su sumazéjusiu DNR reparacinés sistemos ir
antioksidanty apsaugos efektyvumu, pazaidos Igstelei kaupiasi (Kenyon, 2010; Haigis, 2010;
Hipp et al., 2014; Madabhushi et al., 2014).

Daugybé diabetu serganciy pacienty turi antsvorj ar nutukima. Jrodyta, kad gyvenimo
biido pokyciai yra biitini kontroliuojant gliukozes kiekj kraujyje. Be to, jrodyta, kad II tipo
diabetu sergantiems pacientams, kuriems buvo taikoma 7 dieny intervencija, siekiant
uztikrinti tinkamg gliukozés kiekj kraujyje, buvo pastebétas zymus DNR pazaidy lygio
sumazéjimas (Xavier et al., 2014). Taip pat, jrodyta, kad kai kurie mitybos poky¢iai, taip pat
kalorijy ar baltymy ribojimas yra labai veiksmingi veiksniai ne tik mazinant gliukozés kieki
kraujyje, bet ir teikiant teigiamg naudg prailginant gyvenimo trukme, kaip jrodyta. keliuose

modeliniuose organizmuose. Be to, tokie pokyciai sumazina su sené¢jimu susijusiy ligy daznj
(Limaetal., 2019).

1.1.3 Metabolizmo sutrikimai, sergant diabetu

Sergant diabetu, komplikacijy atsiradimo tikimybé¢ yra labai didel¢. Komplikacijos
gali biiti makrovaskulinés (koronariné Sirdies liga, periferiniy kraujagysliy ligos ir insultas),
mikrovaskulinés (neuropatija, retinopatija ir nefropatija) ir mikro-, ir makrovaskulinés
(diabetiné péda). In vivo tyrimai patvirtina hiperglikemijos vaidmenj oksidacinio streso metu,
kuris sukelia endotelio disfunkcijg diabetu serganéiy pacienty kraujagyslése (Ceriello, 2006).

Diabetu sergantiems pacientams, kurie ken¢ia nuo padidéjusio gliukozes ir insulino kiekio bei
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dislipidemijos, i$sivysto makroangiopatijos, sukeliancios oksidacio streso i§Saukiamag
ateroskleroze. Diabeto mirStamumas yra labiau susij¢s su makrovaskuline degeneracija,

palyginti su mikrovaskuliniy komplikacijy rizika vyresnio amziaus pacientuose (Asmat et al.,
2016).

Apskritai, cukrinio diabeto komplikacijas galima suskirstyti i dvi grupes:

1. Metabolinés iminés komplikacijos: Tai trumpalaikés ir apima hipoglikemija,
ketoacidoze ir hiperosmoling neketoning koma.

2. Sisteminés vélyvosios komplikacijos: tai ilgalaikés l1étinés komplikacijos,
apimancios diabeting nefropatija, mikroangiopatija, diabeting neuro- ir

retinopatija, ateroskleroze ir infekcijas. (Wallace, 2004; Mohan, 2002)

1.2 lentelé. Diabeto komplikacijos, pagal: Asmat et al., 2016

Uminés komplikacijos (metabolinés) Létinés komplikacijos (sisteminés)
Infekcijos Aklumas, retinopatija

Diabetiné ketoacidozé Neuropatija

Hiperosmoliné ne ketoniné koma Ateroskleroze

Polidipsija, poliurija, nuovargis, neryskus Periferiniy kraujagysliy liga
matymas Infekcija, amputacija

Uzdegiminés galvos smegeny kraujagysliy ligos

Makrovaskulinés komplikacijos Mikrovaskulinés komplikacijos
Insultas Retinopatija ir katarakta

Sirdies ligos ir hipertenzija inksty liga

Periferiniy kraujagysliy liga Neuropatija

Pédy skausmai Pédy skausmai

Gliukozés homeostazés pokyciai yra kritinis metaboliniy ligy vystymosi veiksnys.
Paprastai, norint palaikyti optimaly gliukozes kiekj kraujyje, kasa i$skiria du hormonus.
Reaguodamos j aukstg gliukozés kiekj kasos B 1gstelés iSskiria insuling, kuris skatina
gliukozés pasisavinimg periferiniuose audiniuose, mazina gliukoneogeneze ir mazina
glikogeno bei trigliceridy skilimg. Taciau, kai sumazeja gliukozés kiekis kraujyje, a-lastelés
i§skiria gliukagona, kuris panaikina auksciau aprasyta procesa.

Apskritai atsparumas insulinui yra viena i§ pagrindiniy gliukozés homeostazés

sutrikimy priezasciy; kai insulino receptoriai nereaguoja j pagaminto insulino kiekj,
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organizmui triksta jsisavinimo ir absorbcijos. Kaip kompensacinis mechanizmas, kasos f3
lastelés padidina insulino i$siskyrima, taciau jei gliukozés kiekis islieka didelis dél insulino
nesugebéjimo patenkinti organizmo poreikio, gali iSsivystyti diabetas. Atsparumas insulinui
pacientams stebimas ir prediabetin¢je stadijoje - kai asmeny gliukozés lygis virsija normalig
verte, taciau net toks didelis, kad biity diagnozuojama liga. Reikia paminéti, kad Siame etape
sveika mityba, fizinis aktyvymas ir svorio kontrolé gali padéti individams atgauti normaly
gliukozés kiekj kraujyje (Lima et al., 2019).

Ilgainiui didelis gliukozés kiekis kraujyje gali sukelti daugybe lasteliniy ir molekuliniy
poky¢iy organizme, ypac¢ dél laisvyjy radikaly (ROS) susidarymo (Evans et al., 2002). Gerai
zinoma, kad mitochondrijos yra pagrindinis ROS $altinis; Sios labai dinamiSki organelés
nuolat patiria struktiirinius poky¢ius, greitai reaguodamos j fiziologinius aplinkos pokyc¢ius.
Lasteliy poveikis hiperglikeminéms sglygoms yra susij¢s su keliais mitochondrijy pakitimais.
Yra duomeny, kad mitochondrijy skaicius ir morfologija yra butini palaikant 1gsteliy funkcija.
Siame kontekste hiperglikemija yra gliukozés metabolizmo induktorius, kuris gali skatinti
kelis konformacinius mitochondrijy pokycius, elektrony pernesimo grandinés perkrova,
lemianc¢ig ROS perprodukcija, ir mitochondrijy disfunkcija (Yu et al., 2006; Kauffman et al.,
2016; Connoly et al., 2017; Shah et al., 2013).

Yra jrodyta, kad prediabetinés stadijos pacientuose yra randama padidéjusi
mitochondrijy mas¢, o tai rodo, kad norint palaikyti homeostaze, pradinis gliukozés kiekio
kraujyje padidéjimas gali sukelti adaptacinj atsaka, padidindamas mitochondrijy biogenezg.
Sie rezultatai yra siejami su padidéjusia mitofagija, manant, kad prediabetinéje stadijoje,
bandant sumazinti mitochondrijy oksidacinj stresa, pazeistos mitochondrijos yra pasalinamos

(Asmat et al., 2016).

1.1.4 Laisvyjy radikaly susidarymas, sergant diabetu

Zmogaus kiinas yra nuolat veikiamas jvairiy tipy veiksniy, dél kuriy susidaro
reaktyviosios deguonies formos, vadinamos laisvaisiais radikalais (ROS / RNS) (Asmat et al.,
2016). ROS yra normaliis aerobinio kvépavimo Salutiniai produktai, susidedantys i$ radikaly,
tokiy kaip vandenilio peroksidas (H202) ir laisvieji radikalai, kaip hidroksilo radikalas (OHe)
ir superoksido anionas (O7). Iprastose situacijose antioksidanty fermentai (glutationo
peroksidazé, katalazé ir superoksido dismutazé) sugeba pasalinti ROS ir palaikyti organizmo

homeostaze¢. Taciau hiperglikemijos metu mitochondrijy elektrony perneSimo grandiné tampa
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hiperaktyvi, tokiu biidu sukeldama per didele ROS gamyba, vir§ijan¢ig antioksidacinés
gynybos sistemos pajégumus. D¢l disbalanso tarp prooksidanty ir antioksidanty gynybos
sistemos susidaro biklé, vadinama oksidaciniu stresu, kai reaktyviosios molekulés gali
pakenkti lipidams, baltymams ir nukleortigStims, duodant pradziai iSsivystyti patologinéms
bukléms, tarp kuriy yra diabetas (Lima et al., 2019).

Normaliems medziagy apykaitos procesams reikalingas tam tikras kiekis oksidacinio
streso / ROS, nes Igstelése ROS atlieka jvairius reguliacinius procesus (Gomes et al., 2012).
ROS gaminami neutrofily ir makrofagy, oksidacinio sprogimo metu (angl. oxidative burst),
siekiant paSalinti antigenus (Freitas et al., 2010). Jie taip pat stimuliuoja keliy geny signalus,
koduojancius transkripcijos veiksnius, diferenciacijg ir vystymasi, taip pat stimuliuoja
lasteliy-1asteliy adhezija, lasteliy signalizacija (angl. cell signaling), dalyvavima kraujagysliy
reguliavime, fibroblasty proliferacija ir padidéjusig antioksidanty fermenty ekspresija. Taciau
pernelyg didelé¢ ir (arba) nekontroliuojama ROS gamyba yra zalinga. D¢l oksidacinio streso
metaboliniai diabeto sutrikimai sukelia mitochondrijy superoksido pertekliy tiek dideliy, tiek

mazy kraujagysliy endotelio Igstelése, taip pat miokarde (Tiwari et al., 2013).

Laisvuosius radikalus galima suskirstyti j tris tipus:
1. Reaktyviosios deguonies formos (ROS).
2. Reaktyviosios azoto formos (RNS)

3. Reaktyviosios chloro formos (RCS)

Laisvieji radikalai yra svarbiis signaliniy keliy Iastelés viduje aktyvinimui, tokiy kaip
Mitogenu aktyvuotos baltymo kinazés (MAPK) ir tarplasteliniu signalu reguliuojamos kinazés
(ERK) keliy, keic¢ian¢iy geny ekspresija, taip pat superoksido dismutazés pagalba
prisidedanciy prie lasteliy zaties (Cho et al., 2003). Pavyzdziui, neurony gaminami RNS
veikia kaip neurotransmiteriai, o makrofagy gaminami RN - kaip imuniteto tarpininkai. Jie
taip pat atsakingi uz leukocity adhezijg, tromboze, angiogeneze ir kraujagysliy tonusg. ROS
panasiai dalyvauja geny transkripcijoje, signalo perdavime ir kitoje veikloje lastelés

reguliavime (Fang et al., 2002; Asmat et al., 2016).

Tiek egzogeninés (suvartotos), tiek endogeninés (viduje susintetintos) medziagos
gamina laisvuosius radikalus lgstelése ir uz jos riby. Jie gali biiti gaminami ne enzimatiniy
organiniy junginiy reakcijy su deguonimi metu, taip pat ty, kurie prasideda del
jonizuojanéiosios spinduliuotés (Pham-Huy et al., 2008). Sis procesas taip pat gali vykti
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mitochondrijose oksidacinio fosforilinimo budu. Ivairts Saltiniai yra radiacija, ROS, RNS,
neutrofily ir makrofagy gamyba, chemikalai, cigare¢iy, cigary ruikymas bei pramoninés
nuotekos (Sen et al., 2010). Norint pasalinti zalingg $iy laisvyjy radikaly poveikj, organizmas
turi skirtingus mechanizmus, gaminanc¢ius endogeninius ar egzogeninius antioksidantus, kurie
neutralizuoja padidéjusj laisvyjy radikaly kiekj ir iSlaiko Igsteles apsaugotas nuo jy toksinio
poveikio, sukeliant ligas (Pham-Huy et al., 2008).

Antioksidantai. Deguonis yra labai reaktyvi forma, galinti virsti potencialiai
kenksmingy ir Zalingy molekuliy (laisvyjy radikaly) dalimi. Oksidacinis stresas priverc¢ia
sveikas kiino lasteles prarasti savo funkcijas ir strukttrg. (Percival, 1996) Dél oksidacijos
sukeltos DNR, baltymy ir kity makromolekuliy pazaidos yra susijusios su jvairiy ligy, ypac
vézio ir Sirdies, patogeneze. (Halliwell, 1994) Terminas ,,antioksidantas* gali biiti suteikiamas
visoms medziagoms, kuriy buvimas bent maza koncentracija slopina arba uzdelsia substrato
oksidacija. Yra keletas endogeniniy ar egzogeniniy formy ar molekuliy, kurios vaidina svarby
vaidmenj antioksidanty gynyboje ir gali buti laikomos oksidacinio streso biomarkeriais.
Antioksidantus galima suskirstyti j granding ardancius antioksidantus ir j prevencinius
antioksidantus, atsizvelgiant j jy veikimo mechanizma. | biologinius antioksidantus
itraukiami, pavyzdziui, glutationas (oksiduotas / redukuotas), vitaminas C ir E, cistinas ir kt.
(Asmat et al., 2016).

[ Exugenous sources ]

(Radiations, Drugs, Cigarettes, Carcinogens etc
K
Oxygen Free Radicals (O7) 4’ Hydrogen peroxide —>

OH+ NO:2

Fibroblasts, NADPH oxidase, Respiratory reaction:
Inflammatory cells, Endothelial cells)

Endogenous sources
S,

1.2 pav. Laisvyjy radikaly sukeltos Iasteliy pazaidos, U. Asmat et al., 2016
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Manoma, kad oksidacinis stresas svarbus kraujagysliy komplikacijy vystymesi,
sergant cukriniu diabetu, ypa¢ II tipo diabetu (Pham-Huy et al., 2008). ROS lygio padidéjima,
sergant diabetu, gali sukelti sumazéjusi destrukcijos arba (ir) padidéjusi katalazés (CAT —
fermentinis / ne fermentinis), superoksido dismutazés (SOD) ir glutationo peroksidazés (GSH
— Px) antioksidanty gamyba. D¢l $iy fermenty lygio poky¢iy audiniai tampa jautriis
oksidaciniam stresui, todél vystosi diabetinés komplikacijos. Remiantis epidemiologiniais
tyrimais, be hiperglikemijos, mirStamumas nuo diabeto visy pirma gali biiti paaiSkintas

padidéjusiomis kraujagysliy ligomis (Lipinski et al., 2001).

1.1.5. Oksidacinio streso biologiniai Zymenys, sergant diabetu

Daugybe eksperimenty jrodymy parode rysi tarp diabeto ir oksidacinio streso,
matuojant jvairius biologinius Zymenis, kurie apima DNR paZzaidy Zymenis ir lipidy
peroksidacijos produktus. Manoma, kad laisvieji radikalai atlieka svarby vaidmenj diabetiniy
komplikacijy vystymesi ir progresijoje, dél jy gebéjimo pazeisti lipidus, baltymus ir DNR
(Ayepola, 2014).

Baltymai. ROS reaguoja su kai kuriomis aminortgstimis in vitro, prisidedant prie
modifikuoty, denattiruoty ir neveikianc¢iy baltymy gamybos, kurie gali buti atsakingi uz
oksidacinj stresg. Diabetin¢ hiperglikemija dél laisvyjy radikaly susidarymo sukelia baltymy
glikacija ir oksidacing degeneracijg. Tokio baltymo glikacijos laipsnis jvertinamas naudojant
kai kuriuos biolognius Zymenis, tokius kaip glikuotas hemoglobinas (HbALlc) ir
fruktozamino koncentracija kraujyje. Antioksidaciniy baltymy fermenty funkcijos ir
struktiiros pokycius taip pat gali lemti neenzimatiné glikacija, todél laisvyjy radikaly
detoksikacija padidina oksidacinj stresg sergant cukriniu diabetu (Maritim et al., 2003; Asmat
etal., 2016).

Lipidai. Cukrinis diabetas sutrikdo kiino lipidy profilj, todél 1gstelés tampa jautresnés
lipidy peroksidacijai (Patricia, 2009). Eksperimentiniai tyrimai rodo, kad polinesociosios
riebaly rugstys lasteliy membranoje dél daugybiniy jung€iy yra linkusios pasiduoti laisvyjy
radikaly atakoms. Lipidy hiperperoksidai (LHP) per tarpines radikaliy reakcijas sukuria tokias
riebaly rigstis, kurios generuoja labai reaktyvius ir toksiSkus lipidy radikalus, kurie sudaro
nauja LHP. Kritinis oksidacinio streso biologinis zymuo yra lipidy peroksidacija, kuri yra

labiausiai istirta su ROS susijusiy tyrimy sritis (Asmat et al., 2016).
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Vitaminai. Vitaminai yra labai svarbi biologinés sistemos dalis, nes jie vaidina svarby
vaidmen; skirtinguose biocheminiuose procesuose. Tarp tokiy vitaminy A, C ir E vitaminai
veikia kaip antioksidantai, detoksikuodami laisvuosius radikalus. Bet koks jy lygio pokytis
yra reik§mingas oksidacinio streso biologinis Zymuo. Sie vitaminai taip pat skatina
toksiSkuma, tam tikromis saglygomis gamindami prooksidantus. Yra irodyta, kad vitamino E
kiekis organizme priklauso nuo diabeto. Taip pat yra prieStaringy praneS$imy, kurie rodo
zalingg vitamino E poveikj diabeto sukeltiems kraujagysliy poky¢iams (Maritim et al., 2003;
Asmat et al., 2016).

Glutationas. Diabetas skatina fermenty glutationo peroksidazés ir glutationo
reduktazés aktyvumo poky¢ius. Sie fermentai randami lasteléje, kuri metabolizuoja peroksida
1 vandenj ir pavercia glutationo disulfidg atgal i glutationg. Bet koks jy lygio pokytis sukelia
oksidacinj stresg ir tokiu btidu suzaloja Igsteles (Maritim et al., 2003; Asmat et al., 2016).

Katalazé - reguliuoja vandenilio peroksido metabolizma, dél kurio pertekliaus gali
biti padaryta didel¢ Zala lipidams, RNR ir DNR. CAT kataliziskai pavercia perdoksidg i
vanden] ir deguonj ir tokiu biidu jj neutralizuoja. Kai yra katalazés trikumas, kasos  1astelés,
turin¢ios daug mitochondrijy, patiria oksidacinj stresa, sukurdamos perteklinj ROS, sukeliantj

b-1asteliy disfunkcijg ir galiausiai cukrinj diabetg (Asmat et al., 2016).

Superoksido dismutazé - suteikia pirmaja apsauga nuo lasteliy pazeidimy, susijusiy
su ROS, katalizuodama superoksido, pirminio ROS deguonies apykaitoje, dalj i molekulinj
deguonj ir peroksidg. Galima sakyti, kad superoksidas yra iSskaidomas j kitus junginius, kurie

yra maziau toksiski (Tiwari et al., 2013).

1.2 Laisvieji radikalai ir DNR pazaidos
1.2.1 Laisvyjy radikaly sukeliamos oksidacinés DNR pazaidos

Dazniausiai diabete sutinkamos ROS sukeltos DNR pazaidos, yra 8-oksoguaninas (8-
oksoG) ir 8-oksodezoksiguanozinas (8-oksoG), kuriose gali atsirasti tiek DNR, tiek
nukleotidy telkinyje. Pastarieji gali biti jtraukti ] DNR replikacijos ar reparacijos metu. Jas

gali generuoti kelios skirtingos ROS, jskaitant hidroksilo radikalus, pavienius deguonies,
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peroksilo radikalus ir peroksinitrita, ONOO—, galin¢ius sukelti kitas DNR baziy

modifikacijas, taip pat grandiniy pertraukas ir jvairius kitus DNR pazeidimus. Kai kurie

2004; Lima et al., 2019).

1.2.2 Oksidaciniy pazaidy reparacijos keliai

Lastelése yra keletas skirtingy DNR reparacijos sistemy, iStaisan¢iy skirtingy tipy
DNR pazaidas. Yra trys pagrindiniai reparacijy tipai: tiesioginé reparacija, eksciziné
reparacija ir rekombinaciné reparacija. Ekscizinés reparacijos atveju iSpjaunamos pazeistos
purino arba pirimidino bazés (vadinamoji BER reparacija), arba pazZeisti nukleotidai
(vadinamoji NER reparacija). Abi $ios sistemos yra aktyvios nepriklausomai nuo lastelés
ciklo fazés ir yra gyvybiskai svarbios organizmo iSgyvenimui (Slyskova et al., 2014).

Tiek 8-OHdG, tiek 8-0ksodG yra didelg zalg sukeliancios pazaidos, todél yra svarbu
jas kuo greiciau pasalinti. BER reparacijos sistema, kurig atrado Tomas Lindahl (1974), ir du
fermentai: hOGG1 (Ba et al., 2018) ir hMTH1 (zmogaus MutT homologas), yra atsakingi uz
tokiy DNR struktiiros anomalijy pasalinimg (Akiyama et al., 1989). h(MTH1 pernesa 8-0xo-
dGTP molekule j citozolj 8-0kso-dG, ja hidrolizavus, taip uzkirsdamas kelig modifikuotai
bazei jsijungti ] DNR granding (Urbaniak et al., 2020). Tada 8-okso-DNR glikozilazé
(hOGG1), atpazinusi DNR pazaidg (8-0kso-dG) pasaling ja i§ DNR struktiros (Ba et al.,
2018). Pasalinus bazg lieka atvira vieta be bazés, vadinamasis AP-saitas. APE1 endonukleazé
skelig fosfodiesterinj rys§j, taip sukurdama plyS$j DNR grandingje, prie kurio gali prieiti 3
polimeraz¢ ir susintetinti komplementary nukleotida. Plysys galutinai uzpildomas DNR

ligazés (Kremer et al., 2004).
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1.3 pav. Oksidaciniy DNR pazaidy taisymas, BER mechanizmo schema, Kremer et
al., 2004

1.2.3 Oksidaciniy pazaidy sukeliamos mutacijos

Devintojo deSimtmecio pradzioje buvo eksperimentiskai jrodyta, kad didelé gliukozés
koncentracija (30 mmol/L) gali sukelti DNR grandinés nutriikimg iSaugintose zmogaus
endotelio lastelése. Sis pastebéjimas buvo patvirtintas vélesniame tyrime, kuriame kaip
eksperimentiniai modeliai buvo panaudotos pelés ir Zzmogaus inksty lgstelés. Be DNR
grandinés nutriikimo, didelé gliukozés koncentracija gali padidinti 8-oksodG lygj endotelio ir
inksty kanaléliy lgstelése. Kadangi zinoma, kad DNR pazaidos sukelia jvairias mutacijas, ir
kad didelis gliukozés kiekis gali skatinti DNR pazaidy susidarymag, iSkyla klausimas — ,,Ar
didelis gliukozés kiekis gali sukelti ar skatinti mutageneze¢?* (Sanket Joshi et al. 2015).

Atsizvelgiant | pagrindinj glikolizés vaidmen] naviko vystymesi, galime teigti, kad
padidéjes gliukozés kiekis kraujyje uztikrina gausy gliukozés iStekliy kiekj ir koncentracijos
gradienta, kurj patogu naudoti vézio lasteléms. Be tiesioginio metabolinio vaidmens,
hiperglikemija per mitochondrijy kvépavima gali sukelti padidéjusi ROS susidaryma
navikiniy lasteliy pogrupyje, kuris iki tam tikro lygio gali sukelti DNR pazaidy susidaryma,
ne tiek auksta, kad sukelty apoptoze, taciau pakankama sukelti mutacijas protoonkogenuose,
naviko slopinimo genuose ar sukelti kitus poky¢ius, naudingus navikui. I$ tiesy, Zhang et al.
(2007) istyré padidinto gliukozés kiekio jtaka fosforibosiltransferazés ir timidinkinazés lokusy

stabilumui Zmogaus limfoblastoidy Igsteliy linijose ir pranes¢ apie reikSmingg mutacijy
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padidéjima abiejuose lokusuose esant padidintam gliukozés kiekiui. Naudojant pelés
embriong kaip eksperimentinj modelj, Lee et al. (1999) nustaté, kad didelis gliukozés kiekis
padidino Lac I mutacijg in vitro ir in vivo. Be to, kadangi didelis gliukozés kiekis gali sukelti
mutacijas, o manoma, kad DNR mutacija vaidina svarby vaidmenj kancerogenez¢je, logiska
spelioti, kad didele gliukozés koncentracija gali skatinti vézio vystymasi.

8-0ksoG, oksidacinio streso metu modifikuota DNR molekulé, gali sudaryti porg tick
su adeninu, tiek su citozinu, taip sukeldama G:C -> T:A transversijg DNR replikacijos metu.
Tokio tipo mutacijos atsiranda biitent oksidacinio streso metu. Tai patvirtino Koch et al.
(1994) paveikdamas Salmonella tryphimurium 4NQO, taip pat Ide et al. (2001) ta pat; atlikes
su vézinémis lastelemis. Sie tyrimai parod¢, kad lasteliy veikimas 4NQO skatina 8-0ksoG
gamyba, taip sukeldamas mutacijas, kurios ilgaainiui duoda pradzig kancerogenezei (Arima et
al., 2006).

Oksidacinés DNR pazaidos geriausiai apibidinamos kaip silpnai mutageniskos;
pavyzdziui, 8-OH-dG mutacijy daznis Zinduoliy Igstelése yra 2,5-4,8%, nors pazaidy
formavimasis, patvarumas ir kaupimasis in vivo galéty Sig reikSme pakelti. Sakoma, kad

oksidaciniai reiSkiniai daugiausia lemia spontaniSskg mutageneze (Marcus S. Cooke, 2003).

1.2.4. 4-nitrochinolino 1-oksidas (4NQO) ir jo savybés

4-nitrochinolino 1-oksidas (4NQO) yra stipri kancerogeniné medziaga kurios
kancerogeninj poveikij, sukelia fermentinins nitro grupés atskilimas. Keturiy elektrony
redukcijos produktas 4-hidroksiaminochinolino 1-oksidas (4HAQO) yra artimiausias
kancerogeninis 4NQO metabolitas. Metabolizuojamas j elektrofilinj reagenta selyl-4HAQO,
jis reaguoja su DNR, sudarydamas stabilius chinolino monoadduktus, kurie yra atsakingi uz jo
mutageniSkuma ir genotoksiSkuma.

8-oksoguaninas (8-oksoG) yra tam tikra oksidacinés DNR pazaidos forma, kuri gali
atsirasti spontaniskai arba yra sukeliama jvairiy veiksniy, tokiy kaip tam tikros cheminés
medziagos (Matsui et al., 1999), rentgeno spinduliuoté (Kasai et al., 1991), UV §vitinimas
(Nishigori et al., 2003), taip pat biologiniai $altiniai, pvz.: aktyvuoti polimorfonukleariniai
leukocitai (Dizdaroglu et al., 1993).

Arima et al. (2006) nustaté, kad 8-0ksoG susidarymas yra priklausomas nuo

mutageno dozés. Uztenka mazesnés negu 1,0 uM 4NQO koncentracijos sukelti pastebima
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7alg Igsteliy replikacijos proceso metu. Si koncentracija yra pakankama ir todél reik§minga
genotoksiskumui, kai 1gsteliy replikacija néra visiskai sutrikusi, tac¢iau pasiduodanti mutacijy
atsiradimui. 8-0ksoG lygis prie 0,1uM 500 uM H202 koncentracijos stebimas toks pat. Tali
rodo, kad 4NQO S$iuo atzvilgiu yra daug stipresnis mutagenas nei H2O2.

o7 ~O

1.4 pav. 4-nitrochinolino 1-oksido (4NQO) cheminé struktiira.

1.3 DNR pazaidy ir citogenetiniai tyrimai diabetu serganciy

pacienty lagstelése
1.3.1 DNR pazaidy tyrimai komety metodu

Komety metodas (comet assay) leidzia jvertinti DNR grandinés trikius
eukariotinése lagstelése. Kometos tyrimu aptinkamos DNR pazaidos gali turéti sasajy su
kancerogeneze.

J. Blasiak et al. (2004) savo tyrime nustaté DNR pazaidy mastg, DNR atstatymo
efektyvumag ir jautrumg egzogeniniams mutagenams II tipo diabeto seranciy asmeny lgstelése.
DNR pazaidos ir jy reparacija buvo jvertinti komety metodu, naudojant vandenilio peroksida
ir doksorubicing. Norédami jvertinti oksidaciniy DNR pazaidy vaidmenj diabete, autoriai
panaudojo tris fermentus: endonukleazg I1I (Endo IIT), formamidopirimidino-DNR glikozilazg
(Fpg) ir 3-metiladenino-DNR glikozilaze IT (AlkA). Pagrindinis endogeniniy DNR pazaidy
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lygis buvo reikSmingai didesnis (P <0,05) nei sveiky kontroliniy grupiy pacientams. Cukriniu
diabetu serganciy pacienty endo II ir Fpg atpazjstamas oksidaciniy DNR pazaidy lygis buvo
reikSmingai didesnis (atitinkamai <<0,05 ir 0,01) nei kontroliniy asmeny. Tarp AlkA
nustatyty alkilatiniy DNR pazaidy pacientuose ir kontrolinése grupes (P> 0,05) skirtumy
nebuvo matyti. Todél Sio tyrimo autoriai teigia, kad 11 tipo diabetas gali biiti susijes ne tik su
padidéjusiu oksidaciniy DNR pazaidy lygiu, bet ir su padidéjusiu jautrumu mutagenams bei

sumazéjusiu DNR atstatymo efektyvumu.

1.3.2 Citogenetiniai tyrimai

Seseriniy chromatidziy mainy (SCM) egzistavima pastebéjo ir 1938 m. pirmg kartg
apra$é B. McClintock, o tik 1957 m. J. H. Taylor citologiSkai jrodé jy egzitavima augaly
lastelése naudojant tri¢iu Zyméta timiding -H®. Dabar, norint i§vengti radioizotopy, vietoj
radioaktyviojo timidino yra naudojamas jo analogas - 5-bromo-2’-deoksiuridinas (BrdU).
Tokius metodo pakitimus atliko P. Perry ir S. Wolff (1974), pasitlydamas (angl.)
fluorescence plus Giemsa metoda (McClintock et al.,1938; Taylor et al., 1957).

O 0]
H,C Br
NH | NH
HO o HO /go
O (0
OH OH
Thymidine 5'-bromo-2°'-deoxyuridine (BrdU)

1.5 pav. Cheminé timidino (kairéje) ir 5-bromo-2’-deoksiuridino (desinéje) struktiira.

BrdU, savo struktiira, yra labai artimas timidinui (1.5 pav.), todél gali sékmingai
isijungti i besireplikuojancig DNR. Po dviejy replikacijos cikly, suporuotos metafazinés
seserinés chromatidés skiriasi viena nuo kitos BrdU kiekiu. Pirmoje seserin¢je chromatidéje
vienas timidinas, esantis DNR grandinéje, yra pakeistas BrdU, kitoje ne, antroje seserinéje

chromatidéje abiejuose DNR grandinése esantis timidinas pakeistas BrdU (1.6 pav.). Toliau
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DNR paveikus ultravioleting (UV) Sviesa sugerianciu interkaliuojanciu ,,Hoechst 33258 dazu
ir paveikus UV $viesa, DNR yra ,,iSbalinama*, jo intensyvumas priklausomas nuo BrdU
kiekio DNR. Pasvitintas chromosomas nudazius ,,Giemsa* dazais, mikroskopu galima stebéti
spalvinj kontrastg tarp seseriniy chromatidziy (vizualiai matoma $viesioji ir tamsioji
chromatidés), kur dvigubai BrdU pakeista DNR grandiné nusidazo Zymiai blySkiau negu
pusiau pakeista (Stults et al., 2020).

HOECHST
+
uv L‘I.GHT
GIEMSA

no sister chromatid exchange

\ sister chromatid exchange o ;".',.
" A |

1.6 pav. BrdU interkaliavimo j DNR schema seserinése chromatidése, veikiant FPG

dazymo metodu, Stults et al., 2020

Lastelés, paveiktos BrdU, yra ypac jautrios Sviesai; todél tokios lgsteliy kulttiros turéty
biti saugomos nuo $viesos ir biti inkubacijos laikotarpiu laikomos tamsoje. Be to, labai
svarbu neleisti tikrinant Iasteliy kultiiras, paveiktas BrdU, Sviesiniu mikroskopu biiti
apsviestoms ilgesniu laikotarpiu negu biti preparato kokybés jvertinimui. DNR grandiné su
jsitvirtinusiu BrdU po daZzymo Hoechst 33258 dazu ir UV apsvitos tampa labai jautri. (angl.)
Fluorescent plus Giemsa“ (FPG) metodas pagrjstas teorija, kad fluorescenciniai dazai gali
skatinti selektyvig BrdU pakeistos DNR grandinés degradacija. Paprastai SCM tiriami
siekiant nustatyti DNR pazaidas ir genotoksinj poveikj. Zinoma, kad lasteliy veikimas
kancerogeninémis ar mutageninémis cheminémis medziagomis, ultravioletine Sviesa ar
jonizuojanéia spinduliuote sukelia SCM (Sunada et al., 2019).

Sveiko zmogaus periferinio kraujo limfocituose yra aptinkama mazdaug 6-8 SCM
vienoje lastel¢je. Tyrimy duomenimis, pacientams, sergantiems kriities, prostatos, skrandzio,
kiausidziy ar gimdos kaklelio véziu, SCM kiekis gali iSaugti net tris kartus normos (Salawu et
al., 2018).

Nors patys SCM neturi Zinomo kenksmingo medicininio poveikis, didesnis mainy
daznis susijes su tam tikromis patologinémis ligomis. Kadangi pacientams, sergantiems
cukriniu diabetu padidéja jvairiy kraujagysliy ir kity komplikacijy rizika, yra tikétina, kad
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DNR pazaidy laipsnis yra daug didesnis diabetu serganciuose pacientuose, palyginti su
sveikomis kontrolémis (Sheth et al., 2006). Pavyzdziui, Binici et al. (2013) tyré SCM ir MN
daznj II tipo diabetu serganciuose pacientuose ir rezultatus palygino su sveikomis
kontrolinémis grupémis. SCM ir MN analizé parodé, kad kontrolinéje grupéje normalus
daznis (4,96 = 0,92 SCM ir 1,79 + 0,67 MN; P <0,001). Priesingai, diabetu serganciy pacienty
lastelés pasizymejo aukStesniu SCM (7,11 + 1,14; P <0,001) ir MN (3,45 + 1,01; P <0,001)
dazniu, tai rodo didelj DNR pazaidy kiekij, kurj galéjo sukelti oksidacinis stresas. Sie
rezultatai rodo, kad diabetas yra biiklé, turinti genominj nestabiluma, kuriai biidingas
padidéjes SCM ir MN lygis, ir kad hiperglikemijos sukeltas oksidacinis stresas gali biiti
padidéjusio SCM ir MN daZnio pagrindinis veiksnys.

Mikrobranduoliy dvibranduoliuose limfocituose metodas (CBMN) yra daznai
naudojamas in vitro ir in vivo genotoksiskumo tyrimams, yra jautrus genomo pazaidy Zymuo.
Mikrobranduoliai (MN) yra centriniai chromosomy fragmentai arba iStisos chromosomos,
kurios paliekamos mitozinio Igsteliy dalijimosi metu ir atsiranda interfaziniy Igsteliy
citoplazmoje kaip mazi papildomi branduoliai (Salimi et al., 2016).

M. Salimi et al. (2016) tyré MN daznj II tipo diabetu, diabetine nefropatija (DN) ir
nefropatija, sergancius pacientus ir palygino su kontroliniais méginiais. Duomenys parodé,
kad DNR pazaidy daznis, buvo Zymiai didesnis pacienty grupése, palyginti su jprastomis
kontrolinémis grupémis. Taip pat, buvo pastebimas Zymiai padidéjes MN daznis priklausomai
nuo diabetinés biiklés trukmés. Duomenys taip pat parodé didesnj MN daznj pacientams,
sergantiems nefropatija ir sergantiems cukriniu diabetu, ir nesergantiems cukriniu diabetu,

neturintiems nefropatijos komplikacijy pozymiy.

25



2.  MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Tyrimy objektas

Siame darbe buvo tirtas 4-nitrochinolino 1-oksido genotoksiskumas diabetu

serganciuose pacientuose, periferinio kraujo limfocity kultiiroje, SCM metodu. Diabetu

sergan¢iy asmeny kraujo méginiai buvo surinkti VU Santaros kliniky Endokrinologijos

skyriuje. Tyrimams atlikti buvo gautas biomedicininio tyrimo leidimas Nr. 2019/6-1146-635,

rodikliai pateikti 2.1 ir 2.2 lentelése.

2.1 lentelé. Tirty asmeny demografiniai rodikliai

Pacientas Amzius, | Lytis | KMI | Rikymas
m. (VIM) Niekada | Ankstiau | Dabar

1. 19BMT33 -2 52 M 25,15 |+
2. 19BMT33-5 |49 V 28,70 |+
3. |19BMT33-24 |56 \% 28,00 +
4. | 19BMT33-26 |75 \% 38,30 |+
5. | 19BMT33-27 |59 M 2223 | +
6. | 19BMT33-28 |55 M 29,40 +
7. | 19BMT33-29 |74 M 30,80 |+
8. | 19BMT33-36 |21 Vv 23,09 | n/d n/d n/d
9. |19BMT33-38 |61 M 3556 |+
10. | 19BMT33-39 |54 M 27,80 |+
11. | 19BMT33-40 | 78 M 35,43 |+
12. | 19BMT33-41 | 67 M 32,00 |+
13. | 19BMT33-42 | 66 M 3150 |+
14. | 19BMT33-45 | 74 M 4530 |+
15. | 19BMT33-46 | 70 Vv 3756 |+
16. | 19BMT33-48 | 64 M 2460 |+
17. | 19BMT33-49 | 56 Vv 24,50 +
18. | 19BMT33-51 | 35 \% 27,50 | n/d n/d n/d
19. | 19BMT33-52 |29 M 38,16 | +
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Pacientas Amzius, | Lytis | KMI | Rakymas
m. Niekada Anksc¢iau | Dabar

20. | 19BMT33-53 | 63 V 29,07 +

21. | 19BMT33-54 | 69 \% 22,07 +

22 | 19BMT33-55 |43 \% 38,16 +

23 | 19BMT33-62 | 25 \ 29,07 +
24. | 19BMT33-63 | 45 \ 22,70 +
25. | 19BMT33 - 67 | 48 \ 26,32 +
26. | 19BMT33-68 | 44 \ 24,69 +
27. | 19BMT33-69 | 69 \% 24,00 +

28. | 19BMT33-70 | 60 \% 31,46 +
29. | 19BMT33-72 | 75 M 21,08 | +

30. | 19BMT33-73 |57 M 28,50 |+

31. | 19BMT33-74 |71 M 22,40 |+

32. | 19BMT33-76 |71 \% 28,50 |+

33. | 19BMT33-77 |81 M 22,40 |+

34. | 19BMT33-94 | 30 M 30,72 | +

35. | 19BMT33-96 |40 \ 40,49 +

36. | 19BMT33-97 | 42 M 32,02 |+

Lenteléje: KMI — kiino masés indeksas, n/d/ - néra duomeny.

I$ viso buvo tirta — 36 (I-0 ir 11-0 tipo) diabetu sergantys pacientai. Pagal tirty asmeny

demografiniy rodikliy duomenis (Zr. 3 lentelg):

17 — moterys ir 19 — vyrai;
Amziaus vidurkis - 56+15,72 m.;
KMI - 29,49+5,95, kai vir$svoris yra skai¢iuojamas nuo >24,9;

21 nertkantys, 7 — riiké anksciau, ir 6 — yra dabar rikantys, 2 — duomeny néra gauta.

Visi tirti asmenys naudojo jvairias leidziamo insulino formas.

27



~

CD |DKA DR |LIL |DN|PDN|PAH |DS|SP | Medikamentai
tipas Statinai Nebivololis
1. |2 +
2. |2 + + |+ + +
3. |1 + + + + +
4. |2 + |+ |+ + +
5 |1 + +
6. |2 + + + + |+
7. 12 + + + |+ + +
8. |1 + +
9. |2 + + |+ +
10. |1 + + + + + |+ + +
11. | 2 + + + + |+ +
12. |2 + + + |+ +
13. |2 + + + |+ +
14. | 2 + + + + +
15. |2 + + + + + |+ +
16. | 2 + + + +
17. 12 + |+ |+ + + |+ +
18. |1 + nd |nd |n/d |n/d|n/d
19. 11 + + + + + + + |+ +
20. | 1 + + + +
21. |2 + + +
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CD |DKA |DR|LIL|DN|PDN|PAH |DS|SP | Medikamentai
tipas Statinali Nebivololis

22. 1 + [+ |+ |+ + +

23. 1

24. 11 + + + |+

25. | 1 + + + + + + |+ +

26. |1 + + +

27.12 + + + + |+ + +

28. 11 + + |+ +

29. | 1 + + + + |+ +

30. |1 + + + + +

31.|2 + + + + |+

32. 12 + + + + + +

33.2 + |+ + + + |+ +

34. |1 ¥

35. |1 + +

36. | 2 + +

Viso: 4 18 |8 9 |27 |27 |26 |23 |16 8

Lenteléje: CD tipas — cukrinio diabeto tipas (I/11), DKA — diabetiné ketoacitozé, LIL — 1étinés
inksty ligos, DN — diabetine nefropatija, PDN — poli-neuropatija, PAH — pirmin¢ arterine
hipertenzija, DS — dislipidemija, SP — Seiminis paveldéjimas, n/d — néra duomeny.

pacientai — 17, 11-o tipo diabetu sergantys — 19.
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2.2. Naudotos medZiagos

Mitybiné terpé RPMI 1640 — Sigma Chemical Co., USA;
Versiuko serumas — Sigma Chemical Co., USA,;
Fitohemagliutininas (FHA) — Sigma Chemical Co., USA;
Gentamicinas K — Sigma Chemical Co., USA,;

Kolchicinas — Aldrich Chemical Co., USA;
5-bromo-2’-deoksiuridinas (BrdU) — Sigma Chemical Co., USA;
Metanolis — Merck KgaA, Germany;

Lediné acto rugstis — Merck KgaA, Germany;

Natrio chloridas — Merck KgaA, Germany;

Kalio chloridas — Merck KgaA, Germany;

Giemsa dazai — Merck KgaA, Germany;

bisBenzimidinas (Hoechst 33258) — Sigma Chemical Co, USA;
Serenseno buferis, pH 6,8 — Riedelde Haen, Germany;

Kalio chloridas — Merck KgaA, Germany.

2.3 Zmogaus periferinio kraujo limfocity kultiiros auginimas SCM

analizei

Zmogaus periferinio kraujo limfocitai yra svarbus Igsteliy $altinis tiriant Zmogaus
chromosomas. I$ periferinio kraujo limfocity gaunamos chromosomos yra pranasios kity
lasteliy kultiiry atzvilgiu tuo, kad jas galima analizuoti praéjus vos trims dienoms po

kultivavimo. Dauguma periferinio kraujo limfocity yra interfazés stadijoje ir sudaro

sinchronizuotg populiacijg. Tam, kad Igstelés pereity j mitoze, in vitro saglygomis limfocitai

gali biiti stimuliuojami mitogenais. Si sistema gali biiti veiksmingai naudojama jvairiy
cheminiy ir fizikiniy veiksniy chromosomy pokyc¢iams jvertinti, taigi naudojama

mutageniSkumo tyrimams.

Indy paruoSimas. Lasteliy kultiiros auginimui turi biiti naudojami sterilis indai.
Stikliniai indai (menziros, flakonai kultiiros auginimui ir mitybinio misinio paruoSimui,

pipetés) turi biiti 30 minuciy virinti distiliuotame vandenyje su detergentu. Indai plaunami
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Sepetéliu, juos gerai iSskalavus tekan¢iu vandeniu, pakartotinai (8—10 karty). Tada indai 30
min. virinami distiliuotame vandenyje. Po to indai dziovinami kaitinimo krosnyje; suvyniojus
1 popieriy, kaitinami 160°C temperatiiroje 2—3 valandas. Guminiai kamstukai virinami 30 min.

distiliuotame vandenyje pries pat naudojima.

Reagenty paruoSimas

1. Mitybiné terpé. Kraujo kultiros auginimui yra naudojama RPMI 1640 mitybiné
terpé. Ji gali biiti paruosta naudojimui (skysta, sterili), arba miltuky pavidalo, kurig
reikéty paruosti pagal gamintojo rekomendacijas ir tada sterilizuoti.

2. Serumas. Embrioninis verSiuky serumas laikomas uzsaldytas mazais kiekiais (50-100
ml). Pries kraujo kultiiros auginima, serumas atitirpdomas iki kambario temperatiiros.

3. Fitohemagliutininas (FHA). Darbinis FHA tirpalas ruosiamas i$ liofilizuoto
preparato. FHA — P Lectin (5 mg, Sigma Chemical Co, USA) praskiedziamas 2ml
mitybinés RPMI 1640 terpés. Nepanaudotas tirpalo likutis uzSaldomas. Imama 0,32
ml FHA/100 ml kraujo (galutiné FHA koncentracija kultaroje — 7,8 pug/ml).

4. Antibiotikai. Gentamicino tirpalas (10 mg/ml) dedamas j $vieZiai paruo$tg mitybing
terpe RPMI 1640 (galutiné gentamicino koncentracija terpéje — 40-50 ug/ml).

5. Kolchicinas. Darbinis kolchicino tirpalas (100 pg/ml). Jis ruosiamas istirpinus 1 mg
kolchicino 10 ml distiliuoo vandens. Tirpalas gali bati laikomas 4°C temperatiiroje
(saldytuve) iki 3 ménesiy.

6. Hipototinis tirpalas. 2,75 g KCI (koncentracija - 0,075 M KCI) istirpinama 500 ml

distiliuoto vandens.

Kraujo méginiy surinkimas. Kraujo méginiai paimami i§ alkiininés venos |
vakuteinerius — tai vakuuminiai mégintuvéliai kraujo méginiy surinkimui su heparinu
(Vacutainer®). Heparinizuotas kraujas tyrimams naudojamas t3 pacig diena, o iki tyrimo
laikomas saldytuve 4°C temperatiiroje.

Mitybinio miSinio paruoSimas ir limfocity kultiiros uzséjimas. Visi mitybinio
misinio paruoSimo ir limfocity kultiiros uzséjimo etapai atlickami steriliomis sglygomis.
Hepatinizuotas kraujas sumaiSomas su mitybine terpe, santykiu 1:15. Mitybinés terpés

miSinys susideda is:

mitybinés terpés RPMI 1640 — 12 daliy;
jaucio serumas — 3 dalys;
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kraujas — 1 dalis;
FHA (galutiné koncentracija - 7,8 ng/ml);
Gentamicinas K — 0,1 ml/100 ml terpés;

5-bromo-2’-deoksiuridinas, BrdU (galutiné koncentracija 10 ug/ml).

Misinys iSpilstomas j eksperimentui reikalingg flakony kiekj po 9,3 ml kiekviename
bei jpilama 0,7 ml heparinizuoto kraujo. MiSinys uzkemsamas steriliais guminiais kamsteliais.
Flakono taris turi 2-3 kartus virSyti terpés tirj. Rekomenduotinas flakono aukséio ir dugno
skersmens santykis 2,5 : 1. Lastelés kultivuojamos steriliuose gintarinés spalvos flakonuose
termostate 37°C temperatiiroje 72 valandas, visiskoje tamsoje. Tiriamoji medziaga j kultiirg
jvedama 48 auginimo valanda. Likus trims valandoms iki fiksacijos j kulttirg jvedamas

kolchicinas (galutiné koncentracija 0,6 png/ml). Po trijy valandy kulttra fiksuojama.

Kultiiros fiksacija. Pasibaigus lgsteliy kultivavimo laikui, kultiira i§ flakony
perpilama j centrifuginius mégintuvélius ir centrifuguojama 10 min. 600 x g. Nucentrifugavus
vir§nuosédinis sluoksnis nusiurbiamas, paliekant 0,5-1,0 ml suspensijos, o nuosédos
resuspenduojamos 8—10 ml pasildytame iki 40°C hipotonininiame (0,075 M KClI) tirpale.
Tada lastelés inkubuojamos 37°C temperatiiroje 25-30 min. Po inkubacijos termostate kultiira
nucentrifuguojama, nusiurbiamas virSnuosédinis sluoksnis. Lastelés resuspenduojamos tirpalo
likutyje, o ant virSaus uZpilamas nedidelis kiekis atSaldyto fiksatoriaus — metanolio ir ledinés
acto rugsties miSinio, santykiu 3 : 1. MiSinys greitai suplakamas iki kol susidaro homogeniska
suspensija ir palenkus mégintuvélj smarkia srovele supilamas likes fiksatoriaus kiekis.
UZfiksuota kultira dedama j Saldytuva 20-25 min. Po to fiksacijos etapai kartojami dar du
kartus. Uzfiksuota Igsteliy kultiira gali biiti latkoma Saldytuve iki 30 pary, o Saldiklyje —

neribotg laikg. Po fiksacijos ruoSiami preparatai.

Preparaty paruoSimas. Preparatams naudojami objektiniai stikleliai valomi etilo
alkoholio ir eterio miSiniu (santykiu 1 : 1), juost merkiant j stikling su distiliuotu vandeniu.
Objektiniai stikleliai, kartu su stikline, dedami j Saldymo kamera, kur jie yra laikomi iki tol,
kol ant vandens pavirSiaus pasidaro matomas susiformaves ledo kristaly sluoksnis. Kultiira
centrifuguojama 10 min. 600 X g, nusiurbiamas virSnuosédinis sluoksnis. Su stikline Pastero
pipete nuosédos Svelniai suplakamos likusiame nedideliame fiksatoriaus kiekyje (0,3-0,6 ml).

Lasteliy suspensija uzlaSinama ant nuriebalinto atSaldyto objektinio stiklelio (4-5 lasai),
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palenkto 20-30° kampu i§ 60—80 cm aukscio. Preparatai dziovinami objektinj stiklelj
pervedant virs$ spiritinés lempos liepsnos 3-4 kartus, o likes vandens kiekis paliekamas

savaime i8dzitti. Preparatai ,,sendinami‘, juos 1-3 paras paliekant kambario temperatiiroje.

Preparaty daZymas. Pries dazyma, preparaty kokybé yra patikrinama mikroskopu.
Stebimas metafaziniy ploksteliy iSsibarstymas ir Igsteliy suspensijos tankis. Preparatai dazomi
standartizuotu diferenciniu seseriniy chromatidziy dazymo metodu (Lazutka et al., 1999).
Pirmiausia preparatai 15 min dazomi tamsoje Hoechst 33258 fluorescensiniu dazu
fosfatiniame Serenseno buferyje (galutiné koncentracija 10 ug/ml, pH 6,8). Po to stikleliai
nuplaunami ir dziovinami. Tada ant preparaty uzlasinami 3 lasai citratinio Mcllveno buferio
(19,45 ml 0,2 M NaHPOg ir 0,55 ml 0,1 M citrinos rugstis, pH 8,0). Laseliai uzdengiami 3
mazais dengiamaisiais stikleliais, apémus visg stiklelio plota, ir Svitinami 12:50-13:10 min.,
250 W galingumo UV lempa 20 cm atstumu. Buvo bandyta $vitinti ir su 20 W galingumo
lempa, taciau kontrastas tarp Sviesiosios ir tamsiosios chromatidziy nebuvo pakankamai
ryskus, todél eksperimentas toliau buvo tesiamas su 250 W galingumo lempa. Svitinimo
laikas priklauso nuo 13steliy tankio ir pasiskirstymo. Per trumpas $vitinimo laikas neduoda
kontrasto tarp seseriniy chromatidziy (pilnai neissiskiria BrdU), per ilgas $vitinimo laikas —
sukepina chromosomas, ko pasekoje SCM analize negalima. Tod¢l Svitinant yra labai svarbu
stebéti, kad buferis neiSgaruoty. Mazdaug kas 3 min. ties visais dengiamyjy stikleliy
sudiirimais laSinamas buferis. Po Svitinimo preparatai lengva srovele nuplaunami distiliuotu
vandeniu ir i§dziovinami (vir$ stalinés lempos, arba termostate). Tada preparatai 8 min
dazomi 10% Giemza dazais paruostais fosfatiniame Serenseno buferyje, santykiu 1 : 9.
Preparatai nuplaunami distiliuotu vandeniu, iSdziovinami ir analizuojami mikroskopu (20X ir

100x didinanciuoju objektyvu).

2.4 SCM analizés kriterijai

Seseriniy chromatidziy mainai skai¢iuojami gerai nudaZytose, praejusiose du
replikacinius ciklus Igstelése. Skai¢iuojamos mainy vietos tarp $viesiosios ir tamsiosios
chromatidziy. (7 pav.) Kiekvienam variantui dazniausiai analizuojama po 50 lasteliy, o
replikaciniui dazniui (RI) skai¢iuojamos 100-200 lgsteliy. Po to apskai¢iuojamas vidutinis

SCM daznis vienai lgstelei.
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Idealiu atveju seseriniy chromatidziy mainams aptikti analizuojamos metafazinés
plokstelés atitinka tam tikrus reikalavimus:

. Chromosomos tolygiai pasiskirsciusios per visg preparato plota,
neuzdengiancios viena kitos;

. Chromosomos yra tiesios (nesusisukusios), pailgos, bet ne ,,siiilinés®;

. Chromosomos yra sveikos, ,,neiSkepusios®;

. Pilnas chromosomy rinkinys;

. Matomas ryskus spalvinis kontrastas tarp pirmosios ir antrosios chromatidziy;
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2.1 pav. Metafazinés plokstelés, dazytos Giemza dazais. Kairéje matomas aiskus antras
lasteles dalijimosi ciklas, deSinéje — trecias.

2.5 Statistiné analizé

Tiesinei dauginei regresijai skaiciuoti naudotas Stats.Blue on-line statistiniy programy

paketas (http://stats.blue/index.html), poriniams testams (t-testui ir Wilcoxon testui) skai¢iuoti

naudotas Statistical Kingdom on-line kalkuliatorius (http://www.statskingdom.com/index.html).

Rezultaty skirtumy patikimumas buvo tikrintas Stjudento T — testu.

StatistiSkai patikimas skirtumas buvo laikomas tada, kai p < 0,05.

Lasteliu proliferacijos kinetikos apskaiciavimas. [vertintas Iasteliy dalijimosi greitis
tirtoje kultroje, kurj apibiidina replikacinis indeksas:

RI = (M1 + 2M2 + 3M3)/n,
34


http://stats.blue/index.html
http://www.statskingdom.com/index.html

kur M1 — metafazés, esancios pirmame dalijimosi cikle, M2 — antrame, M3 — tre¢iame. n —
bendras istirty metafaziy kiekis.

Taip pat buvo apskai¢iuotos SCM ir RI populiacijy vidurkiy paklaidos (SEM),
pasitelkus Excell.
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3. TYRIMU REZULTATAI

Atliekant SCM tyrimus in vitro buvo analizuojamos I ir II tipo diabetu serganciy

pacienty periferinio kraujo limfocity kulttros paveiktos ir nepaveiktos 0,1 ug/l 4NQO. SCM

ir IR reikSmés pateiktos 3.1 lenteléje.

3.1 lentelé Diabetu serganciu asmeny citogenetinio tyrimo rezultatai

Paciento SCM £+ SEM* | RI+ SRl SCM (+NQO) | RI (+NQO)

BMT kodas + SEM* + SR
1. 19BMT33 - 2 7,22+0,35 2,69+0,04 11,04+0,52 2,47+0,05
2. 19BMT33 - 5 7,40+0,40 2,36+0,05 11,74+0,58 2,27+0,05
3. 19BMT33 - 24 11,49+0,65 2,48+0,07 18,46+0,96 2,55+0,07
4, 19BMT33 - 26 7,55+0,38 2,08+0,06 17,18+1,23 1,27+0,03
5. 19BMT33 - 27 11,29+0,70 2,41+0,08 17,24+1,10 2,46+0,07
6. 19BMT33 - 28 7,54+0,48 1,65+0,06 13,16+0,83 1,80+0,06
7, 19BMT33 - 29 6,70+0,32 2,12+0,06 12,26+0,64 2,15+0,06
8. 19BMT33 - 36 9,32+0,57 2,81+0,04 14,22+1,51 2,81+0,04
9. 19BMT33 - 38 11,06+0,56 2,32+0,05 14,36+0,77 2,41+0,05
10. 19BMT33 - 39 10,48+0,66 2,62+0,05 14,40+1,07 2,56+0,05
11. 19BMT33 - 40 12,00+0,74 1,96+0,05 13,38+0,83 2,20+0,05
12, 19BMT33 - 41 10,30+0,58 1,29+0,07 14,65+0,77 2,05+0,04
13. 19BMT33 - 42 10,30+0,55 1,81+0,07 15,84+0,85 1,74+0,04
14, 19BMT33 - 45 7,18+0,57 2,04+0,05 19,70+1,81 1,96+0,07
15. 19BMT33 - 46 8,46+0,49 2,13+0,07 13,34+0,97 2,00+0,07
16. 19BMT33 - 48 9,24+0,47 1,88+0,08 18,26+1,72 2,03+0,05
17. 19BMT33 - 49 7,56+0,48 2,28+0,06 12,56+0,64 2,47+0,05
18. 19BMT33 - 51 8,48+0,44 2,46+0,07 13,00+0,64 2,63+0,07
19. 19BMT33 - 52 7,34+0,47 2,28+0,08 8,98+0,59 1,65+0,08
20. 19BMT33 - 53 8,52+0,59 2,05+0,06 16,00+0,80 1,95+0,08
21. 19BMT33 - 54 9,89+0,74 1,59+0,06 13,48+0,68 1,67+0,06
22. 19BMT33 - 55 10,28+0,53 1,47+0,06 14,86+0,88 1,44+0,06
23. 19BMT33 - 62 7,98+0,42 2,18+0,07 12,74+0,84 1,78+0,08
24, 19BMT33 - 63 8,76+0,53 2,67+0,07 12,20+0,72 2,65+0,06
25. 19BMT33 - 67 10,10+0,61 2,58+0,06 12,72+0,92 2,48+0,07
26. 19BMT33 - 68 11,24+0,60 1,82+0,08 15,18+1,05 2,09+0,08
27. 19BMT33 - 69 9,48+0,59 1,79+0,06 12,84+0,72 2,12+0,07
28. 19BMT33 - 70 8,48+0,59 2,66:0,06 12,32+0,80 2,13+0,08
29. 19BMT33 - 72 8,60+0,60 2,56+0,07 10,20+0,69 2,39+0,08
30. 19BMT33 - 73 9,424+0,53 2,49+0,07 12,30+0,78 2,65+0,06
31. 19BMT33 - 74 7,08+0,51 1,96+0,06 13,86+1,37 1,54+0,07
32. 19BMT33 - 76 9,51+0,50 1,69+0,07 16,64+1,37 1,40+0,05
33. 19BMT33 - 77 7,48+0,52 2,11+0,08 16,36+0,92 1,78+0,07
34. 19BMT33 - 94 7.90+0,38 2,82+0.03 11,76+0,58 2,72+0,04
35. 19BMT33 - 96 7,124+0,41 2,58+0,05 13,36+0,71 2,29+0,06
36. 19BMT33 - 97 8,44+0,35 2,73+0,04 11,60+0,63 2,57+0,05

*p<0,05
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Visy pacienty SCM dazniy vidurkis nepaveiktose lastelése sieke 8,92+0,25, 0 ANQO
veiktose 13,95+0,40. Matomas ryskus 4NQO poveikis lasteliy kultiiroms; tiek visy pacienty
SCM dazniy vidurkiai (3.1 pav.), tiek atskiry pacienty SCM dazniai (3.2 pav.) parodé SCM
Suolj tarp 4NQO neveikty ir 4NQO veikty lgsteliy.
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3.1 pav. SCM daznio vidurkiai 4NQO neveiktuose ir 4NQO veiktuose pacientuose
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3.2 pav. Atskiry pacienty palyginimas 4NQO veiktose ir neveiktose lasteliy kultiirose
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SCM kiekio skirtumai buvo statistiskai jvertinti, naudojant porinj t-testg ir
neparametrinj Wilcoxon testg. Pirminé duomeny analizé parodé nuokrypius nuo normaliojo
pasiskirstymo (P= 0.0227, Shapiro-Wilk testas), todél papildomai buvo naudotas
neparametrinis Wilcoxon testas. Abu testai parodé statistiSkai patikimus skirtumus tarp

SCM kiekio nepaveiktuose ir in vitro paveiktuose 4NQO limfocituose (P<0,0001).

Indukuoty SCM kiekio (SCM kiekis 4NQO paveiktuose limfocituose minus SCM
kiekis nepaveiktuose limfocituose) skirstinys buvo asimetriskas, kas rodo, kad pacienty
jautrumo 4NQO skirtumai néra atsitiktiniai (atsitiktiniy svyravimy atveju turétume
normalyjj skirstinj). Tolimesniems tyrimams (geny raiskos tyrimams) reikéty dviejy
kontrastinguojanciy grupiy: su Zemu indukuoty SCM kiekiu ir su aukstu. 3.3. pav.
Skirstinyje tai atitikty pirma (kur SCM kiekis <3,5) ir ketvirtg (kur SCM kiekis >6,2)
kvartiljus. Atrenkami zemo indukuoty SCM kiekio grupé (n=8) ir auksto indukuoty SCM
kiekio grupé (n=9)
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3.3 pav. Indukuoty SCM kiekio skirstinys

Rysiams tarp 4NQO paveikty/nepaveikty lasteliy bei pacienty demografiniy bei

klinikiniy rodikliy apzvelgti, toliau buvo atlikta i§sami statistiné duomeny analizé.
Pirmiausia buvo patikrinta, ar yra kokiy nors statistiskai patikimy rysiy tarp SCM
kiekio (nepaveiktose 4NQO kultirose) ir demografiniy pacienty rodikliy (amziaus, lyties,

KMI ir rikymo).
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{ Model: SCE = 8.1407 + 0.01 - AMZIUS + 0.2565 - Lytis — 0.0106 - KMI + 0.2924 - RUKYMAS J

s ™y
Predictor Coefficient Estimate Standard Error  {-statistic  p-value
Constant Bo 8.1407 1.9418 41923 0.0002
AMZIUS o 0.01 0.0206 0.4867 0.6299
Liytis Ba 0.2565 0.7104 0.3611 0.7205
KMI G 0.0106 0.0534 0.1981 0.8442
RUKYMAS B4 0.2924 0.4625 0.6323 0.5318

k. v

3.4 pav. SCM kiekio priklausomybés nuo demografiniy ir klinikiniy rodikliy analizés,
panaudojant dauginés regresijos modelj rezultatai. Skai¢iavimai atlikti Stats.Blue programa,
lentelés virSuje pateikiamas regresijos modelis. AmZius yra tolydus kintamasis, iSreikStas
metais; lytis — diskretus kintamasis, kur 1 — vyras, 2 — moteris; KMI (kiino masjs indeksas) —
tolydus kintamasis, isreikstas kg/m?; rilkymas — diskretus kintamasis, kur 1 — niekada neriike
asmenys, 2 — anksciau ruk¢ asmenys, 3 — dabar ritkantys asmenys.

Analiz¢ atlikta, naudojant dauginés regresijos modelj (Zr. lygti virsuje), taciau visi

regresijos koeficientai buvo nepatikimi.

patikimy sgsajy nenustatyta (duomenys neparodyti). Vienas i§ galimy paaiskinimy to, kad
pirmingé analizé neparodé jokiy s3sajy — tai tiriamyjy imties ypatybés. Pirma, imtis buvo
pakankamai maza (36 pacientai). Antra, kadangi tai yra tik pirminis tyrimo etapas, tai imtis
taip pat ir nesubalansuota, t.y., jvairiose kategorijose yra nevienodas pacienty skaicius (pvz.,
beveik visi nertikantys pacientai buvo moterisSkos lyties, o beveik visi riikantys — vyriSkos
lyties). Todé¢l sekanciame etape patys kintamieji kiek pertvarkyti (pvz., kintamasis AMZIUS
buvo pertvarkytas tokiu buidu, kad susidaryty trys amziaus grupés: 40 m. amZiaus ir jaunesni,
41-60 m. amziaus ir vyresni, nei 60 m. amziaus), o dalis pirmame etape buvusiy nereikSmingy

kintamyjy toliau nebuvo analizuoti.
Atlikus analize su modifikuotais (grupuotais) kintamaisiais, pazingsninés dauginés

regresijos metodu atrinktas optimalus modelis, rodantis neindukuoty SCM kiekio

priklausomybe nuo demografiniy ir klinikiniy pacienty rodikliy (3.5 pav.).
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Model: SCE = 7.8597 — 2.0374 - DIAGNOZE + 2.2107 - AMZIUS + 0.1221 - TRUKME — 0.0716 - AMZIUS « TRUKME

Predictor Coefficient Estimate Standard Error  t-statistic p-value
Constant By 7.8597 1.2532 6.2717 0
DIAGNOZE 31 -2.0374 0.7067 -2.8831 c.oo7
AMZIUS 3a 2.2107 0.79%4 2.7653 0.,00%4
TRUKME B3 0.1221 0.083 1.471 0151
AMZIUS +* TRUKME B23 00716 0.041 -1.7485 0.09

.

3.5 pav. SCM kiekio priklausomybés nuo demografiniy ir klinikiniy rodikliy analizés,
panaudojant dauginés regresijos modelj rezultatai. Skai¢iavimai atlikti Stats.Blue programa,
lentelés virSuje pateikiamas regresijos modelis. Diagnozé yra diskretusis kintamasis, kur 1 — I-
0jo tipo diabetu sergantys pacientai, 2 — 11-0jo tipo diabetu sergantys pacientai; amzius yra
tolydus kintamasis, iSreikStas metais; trukmé — tolydusis kintamasis, todantis laikg metais,
pra¢jusj nuo diagnozes nustatymo iki citogenetinio tyrimo.

Sie rezultatai rodo, kad maZesnis SCM kiekis biidingas pacientams, sergantiems I1-0jo
tipo diabetu (neigiamas regresijos koeficientas -2.88, P=0.007), o didesni SCM kiekiai yra
bidingi vyresniojo amzZiaus pacientams (teigiamas regresijos koeficientas 2.77, P=0.0094).
Taip pat matyti tendencija, kad didesnis SCM kiekis galéty biiti siejamas su ligos trukme,
taCiau §is rySys yra statistiSkai nepatikimas (P=0.1511). Visas modelis paaiskina apie 25 proc.

SCM kiekio variacijos tarp donory (r=0.2497, P=0.05).

Isanalizavus 4NQO indukuoty SCM kiekio (SCM kiekio 4NQO paveiktose ir
nepaveiktose limfocity kultirose skirtumas) priklausomybe nuo demografiniy ir klinikiniy
pacienty rodikliy, gautas toks optimalus modelis (3.6 pav.).

Model: SCE_IND = 3.2912 + 1.7233 - DTAGNOZE — 2.0078 - STATINAI

o

Predictor Coefficient Estimate Standard Error  i-statistic  p-value

Constant By 3.2912 1.139 2.8897 0.0068
DIAGNOZE o 1.7233 0.715 2.4102 0.0217
STATINAI B2 -2.0078 0.7183 -2.7951 0.0086

",

3.6 pav. SCM kiekio priklausomybés nuo demografiniy ir klinikiniy rodikliy analizés,
panaudojant dauginés regresijos modelj rezultatai. Skai¢iavimai atlikti Stats.Blue programa,
lentelés virSuje pateikiamas regresijos modelis. Diagnozé yra diskretusis kintamasis, kur 1 — |-
0jo tipo diabetu sergantys pacientai, 2 — 11-0jo tipo diabetu sergantys pacientai; statinai yra
diskretusis kintamasis, kur 1 — statinus vartojantys diabetu sergantys pacientai, 0 — statiny
nevartojantys diabetu sergantys pacientai.
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Modelis rodo, kad didesnius SCM kiekius 4NQO indukavo I1-ojo tipo diabetu
sergan¢iy pacienty limfocituose (P=0.0217), o statiny vartojimas mazino indukuoty SCM
kiekj (P=0.0086). Modelis paaiskina 26 proc. indukuoty SCM kiekio variacijos tarp individy
(r*=0.26, P=0.0069). Indukuoty SCM kiekis nuo kity kintamyjy nepriklausé, tai gali biiti dél
to, kad grupés buvo pakankamai homogeniskos, pvz., beveik visiems pacientams pasireiske
vienokios ar kitokios diabeto komplikacijos. Tolimesniuose tyrimuose reikéty jvairesnés

pacienty grupés ir butinai — kontroliniy, diabetu neserganciy asmeny grupés.

Panasi analizé atlikta ir (3.7 pav.). Kultiirose, nepaveiktose 4NQO, RI reiksmiy
variacija priklausé nuo diagnozés (II-ojo tipo diabetu serganciy pacienty lastelés dalinosi kiek

lé¢iau) ir amziaus (vyresniojo amziaus pacienty lgstelés dalinosi léciau):

Model: RI = 2.9685 — 0.2307 - DGN — 0.2138 - AMZ_GR + 0.1353 - STATINAI

Predictor Coefficient Estimate Standard Error  t-statistic p-value

Constant B 2.9685 0.1945 15.2604 0
DGN 3 0.2307 0.1534 1.5037 0.1428
AMZ_GR B9 -0.2138 0.1053 -2.0309 0.0509
STATINAI B3 0.1353 0.1164 11627 0.2538

"

3.7 pav. SCM kiekio priklausomybés nuo demografiniy ir klinikiniy rodikliy analizés,
panaudojant dauginés regresijos modelj rezultatai. SkaiCiavimai atlikti Stats.Blue programa,
lentelés virSuje pateikiamas regresijos modelis. Diagnozé yra diskretusis kintamasis, kur 1 — |-
0jo tipo diabetu sergantys pacientai, 2 — 11-0jo tipo diabetu sergantys pacientai; amzius yra
tolydus kintamasis, iSreikstas metais; statinai yra diskretusis kintamasis, kur 1 — statinus
vartojantys diabetu sergantys pacientai, 0 — statiny nevartojantys diabetu sergantys pacientai.

Ar 4NQO keicia Rl reikSmes po poveikio 4NQO buvo patikrinta, naudojant porinj t-
testg. StatistiSkai patikimy skirtumy neaptikta (P=0.2412). Dél Sios priezasties 4ANQO
indukuoty RI poky¢iy analizé nedaryta.
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4, REZULTATU APTARIMAS

Moksliniais eksperimentais yra jrodyta, kad oksidacinis stresas atlieka svarby
vaidmenj diabeto vystymosi metu, salygojantis insulino veikimo sutrikimy, Sirdies, kepeny,
inksty, akiy ir kity su diabetu susijusiy komplikacijy atsiradimo padidéjima (Blasiak et al.,
2004).

Siame darbe buvo tiriamas 4NQO genotoksiskumas diabetu serganéiuose pacientuose,
atskirai nagrin¢jant demografiniy bei klinikiniy rodikliy jtaka SCM rezultatams. Panasiis
tyrimai buvo atlikti ir kity autoriy. Pavyzdziui, Binici et al. (2013) tyré kontrolinius ir diabetu
serganciy pacienty méginius SCM metodu. Buvo pasirinkta 80 tiriamyjy grupé, 50 is jy — 11-0
tipo diabetu sergantys. Visa tiriamyjy grupé sudaré vien tik neruikanciyjy grupe. Pacienty
amziaus grupé - 58.12 + 13.39 m.; 32-83. Palyginus rezultatus (Binicietal. - 7.11 £1.14; P <
0.001) musy darytame tyrime SCM daznis neveiktose 4NQO limfocity kultiirose buvo Siek
tiek aukstesnis - 8,92 & 0,25, taCiau remiantis miisy gautais duomenimis SCM kiekis btidingas
pacientams, sergantiems I1-ojo tipo diabetu, yra mazesnis uz pacienty, serganéiy I-0jo tipo
diabetu, todél tai galéty paaiskinti rezultaty skirtumus. Amziaus grupé buvo panasi j misy
(56+15,72 m; 21-81), todél tai jtakos turéti neturéty. Tiksliai atsakyti ar kiti faktoriai, kaip
pavyzdziui rikymas, galéjo turéti jtakos tokiems rezultatams pasakyti negalime dél per mazos
tirlamyjy apimties (rezultatai statistiSkai nereikSmingi).

Taip pat buvo pastebéta, kad didesni SCM kiekiai yra buidingi vyresnio amziaus
pacientams. Tai patvirtina anks¢iau daryti SCM tyrimai. Pavyzdziui, Sheth et al. (2006)
atliktame SCM tyrime su kontrolinémis ir II-o tipo diabetu serganciyjy grupémis, buvo
pastebetas rySys tarp SCM kiekio ir amZiaus (40 m. < 7.44 = 0.51; 40-49 m. 7.64 + 0.67; 50-
59 m. 7.75 £ 0.64; > 60 8.19 £ 0.57).

Kultarose, nepaveiktose 4NQO, IR reikSmiy variacija priklausé nuo diagnozés (II-0jo
tipo diabetu serganciy pacienty lgstelés dalinosi kiek 1é€¢iau) ir amziaus (vyresniojo amziaus
pacienty lastelés dalinosi léciau).

4-nitrochinolino 1-oksidas pasizyméjo genotoksinémis savybémis tiriant jo poveiki
SCM metodu. Miisy tyrime buvo pastebéta, kad didesnius SCM kiekius 4NQO indukavo I1-
ojo tipo diabetu serganciy pacienty limfocituose. 4NQO veiktose lgsteliy kultirose SMC
daznio vidurkis sieké 13,95 + 0,40, o statiny (atorvastatinas, rosurvastatinas) vartojimas
mazino indukuoty SCM kiekj (P=0.0086). Literatiiros Saltiniy apie SCM poky¢ius statinais

veikiancius diabeto pacientus nebuvo rasta, taciau Hosseinimehr et al. (2015) parodé statiny
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poveikj DNR pazaidoms diabetu serganéiuose pacientuose CBMN metodu. Zmogaus
periferinio kraujo limfocituose, veiktuose jonizuojancia spinduliuote, atorvastatino poveikis
sumazino MB daznj, palyginus su kontrolinémis grupémis neveiktomis atorvastatinu.

Yra zinoma, kad SCM gali sukelti laisvieji hidroksilo radikalai (OH"). OH" radikalai —
viena pavojingiausiy reaktyviyjy deguonies formy (Mildaziené et al., 2004). Kadangi yra
moksliskai patvirtinty duomeny, kad 4NQO Igsteles pazeidzia indukuodamos ROS gamyba,
galima buty spresti, kad SCM daznio padidéjimg 1émé laisvieji radikalai.
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ISVADOS

Pazingsninés dauginés regresijos metodu apskai¢iuota neindukuoty SCM kiekio
priklausomybé nuo demografiniy ir klinikiniy pacienty rodikliy parodé, kad
mazesnis SCM Kiekis yra budingas pacientams, sergantiems I1-0jo tipo diabetu
(neigiamas regresijos koeficientas -2.88, P=0.007), o didesni SCM kiekiai yra
budingi vyresniojo amZiaus pacientams (teigiamas regresijos koeficientas 2.77,
P=0.0094). SCM kiekio ir ligos trukmés rySio nebuvo pastebéta.

. 4NQO paveikty tirty pacienty limfocity in vitro SCM kiekis buvo padidéjes.
Stebima SCM kiekio priklausomybé nuo demografiniy ir klinikiniy pacienty

rodikliy parodé didesn;j indukuoty SCM Kkiekj I1-ojo tipo diabetu serganéiy pacienty

limfocituose (P=0.0217), o statiny vartojimas mazesnj indukuoty SCM kiekj
(P=0.0086).

Stebima replikacinio indekso (RI) priklausomybé nuo diabeto tipo. Kulttirose,
nepaveiktose 4NQO, RI reik$miy variacija priklausé nuo diagnozés (I11-0jo tipo
diabetu serganciy pacienty lastelés dalinosi 1é¢iau) ir amziaus (vyresniojo amziaus
pacienty lastelés dalinosi leéCiau).

. 4NQO neturéjo jtakos replikaciniam indeksui. StatistiSkai patikimy skirtumy
neaptikta (P=0.2412).

. Tolimesniems tyrimams (su reparacija susijusiy geny raiskos) sitiloma atrinkti 8
pacienty su zemu indukuoty SCM kiekiu (<3,5) ir 9 pacienty su aukstu indukuoty
SCM kiekiu (>6,2).
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SANTRAUKA

Iveta AZelyté

Seseriniy chromatidZiy mainy analizé I-0 ir 11-o tipo diabetu serganciy
pacienty limfocituose

Cukriniu diabetu visame pasaulyje serga daugiau nei 425 milijonai. Padidéjusi
gliukozés koncentracija kraujyje (hiperglikemija) yra ryskiausias ligos pozymis (DeFronzo et
al., 2015). D¢l blogos glikemijos kontrolés pacientams, sergantiems diabetu, yra padidéjusi
rizika atsirasti jvairioms mikro ir makrovaskulinémis diabeto komplikacijoms, tokioms kaip
retinopatija, neuropatija, nefropatija ir kt. (Lima et al., 2019). Su diabetu ir jo
komplikacijomis susijusiy DNR pazaidy metody yra keletas. Vienas jy — seseriniy
chromatidziy mainy (SCM) metodas. SCM Kkiekis padidéja, kai Igstelés yra veikiamos jvairiy
genotoksiniy kancerogeny (Salimi et al., 2016). Siame darbe buvo naudojamas 4-
nitrochinolino 1-oksidas (4NQO) — stipri kancerogeniné medziaga, kuri indukuoja
oksidacines DNR pazaidas (Ikenaga et al., 1975).

Statistiné duomeny analizé parodé neindukuoty SCM kiekio priklausomybe nuo
demografiniy ir klinikiniy pacienty rodikliy. Pastebéta, kad mazesnis SCM kiekis buidingas
pacientams, sergantiems I1-0jo tipo diabetu, o didesni SCM kiekiai yra budingi vyresniojo
amziaus pacientams. Tiriant 4ANQO genotoksiskumg, SCM kiekio priklausomybé nuo
demografiniy ir klinikiniy pacienty rodikliy parodé didesnj indukuoty SCM kiekj 11-0jo tipo
diabetu serganciy pacienty limfocituose. Kulttirose, nepaveiktose 4NQO, RI reikSmiy
variacija taip pat priklausé nuo diagnozés (II-ojo tipo diabetu serganciy pacienty lastelés

dalinosi léCiau) ir amZziaus (vyresniojo amziaus pacienty lgstelés dalinosi 1€¢iau).
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SUMMARY

Iveta AZelyté

Analysis of Sister Chromatid Exchanges in Lymphocytes of Patients with
Type | and Type Il Diabetes

More than 425 million people worldwide suffer from diabetes. Elevated blood glucose
(hyperglycemia) is the most prominent symptom of the disease (DeFronzo et al., 2015). Poor
glycemic control in diabetic patients increases the risk of various micro- and macrovascular
complications of diabetes, such as retinopathy, neuropathy, nephropathy (Lima et al., 2019).
There are several methods used to evaluate DNA damage associated with diabetes and its
complications. One of them is the sister chromatid exchange (SCE) assay. SCE frequency
increases when cells are exposed to various genotoxic carcinogens (Salimi et al., 2016). 4-
Nitroquinoline 1-oxide (4NQOQO), a potent carcinogen that induces oxidative DNA damage,
was used in this work (Ikenaga et al., 1975).

Statistical analysis showed a dependence of the amount of uninduced SCE on
demographic and clinical patient parameters. It has been observed that lower SCE levels are
common in patients with type Il diabetes and higher SCE levels are common in elderly
patients. In a 4ANQO genotoxicity study, the dependence of SCE levels on demographic and
clinical patient parameters showed higher levels of induced SCE in lymphocytes from patients
with type Il diabetes. In cultures not affected by 4NQO, variation in RI values showed
dependence on diagnosis (cells in patients with type 2 diabetes divided more slowly) and age

(cells in older patients divided more slowly).
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