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Wykaz skréotéw

1,5-AG - 1,5-anhydroglucitol

ABTS - kwas 2,2’-azyno-di (3-etylobenztiazolino-6-sulfonowy)

ACR - wspotczynnik albumina/kreatynina (ang. albumin/creatynine ratio)

ADP - adenozynodwufosforan (ang. adenosine 5’-diphosphate)

ADA - Amerykanskie Towarzystwo Diabetologiczne (ang. American Diabetes Association)
APCI - jonizacja pod ci$nieniem atmosferycznym (ang. Atmospheric-pressure chemical
ionization)

ATP - adenozynotrojfosforan (ang. adenosine triphosphate)

CGMS - system ciagltego monitorowania glikemii (ang. continuous glucose monitoring system)
CV - wspotczynnik zmiennosci (ang. coefficient of variation)

CSIl - metoda ciagtego podskornego wlewu insuliny (ang. Continuos Subcutaneus Insulin
Infusion)

DCCT - (ang. Diabetes Control and Complications Trial Study)

GC-MS - chromatografia gazowa w sprzgzeniu ze spektrometrem mas (ang. gas
chromatography—mass spectrometry)

GDM - cukrzyca ciazowa (ang. Gestational Diabetes Mellitus)

EDTA - kwas etylenodiaminoczterooctowy (ang. ethylenediaminetetracetic acid)

El - jonizacja w strumieniu elektronéw (ang. electron ionisation)

ELISA - enzymatyczny test immunosorpcyjny (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)

ESI — jonizacja w elektrospreju (ang. electrosprey ionisation)

GK - glukokinaza (ang. glucokinase)

G3DH - dehydrogenaza glukozy (ang. glucose-3-dehydrogenase)

HAPO - (ang. Hyperglycemia and Adverse Pregnancy Outcomes Study)

HbA. - hemoglobina glikowana

HILIC — technika oddziatywan hydrofilowych (ang. Hydrofilic interaction chromatography)
HPLC - wysokorozdzielcza chromatografia cieczowa (ang. high performance liquid
chromatography)

FA - fruktozamina

FDA - Administracja Do Spraw Lekow i Zywienia (ang. Food and Drug Administration)
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FID - detektor ptomieniowo-jonizacyjny (ang. flame ionisation detector)

HNF - hepatocytowy czynnik jadrowy (ang. hepatocyte nuclear factor)

IGT - uposledzona tolerancja glukozy (ang. impaired glucose tolerance)

IL-6 - interleukina 6

LGA - wyzsza od naleznej masa urodzeniowa (ang. Large for Gestational Age)

LPS - lipopolisacharyd

MBG - $rednie stezenie glukozy we krwi (ang. Mean Blood Glycemia)

MMBG - srednie maksymalna glikemia (ang. Mean Maximal Blood Glucose)

MCP-1 - biatko stymulujace monocyty (ang. Monocythe chemoatractant protein)

NF-KB - transkrypcyjny czynnik jadrowy KB (ang. nuclear factor)

NCG - N-karbamoilo-B-D-glukopiranozyloamina (ang.N-carbamoyl-B-Dglucopyranosylamine)
MODY - cukrzyca mtodziezy okresu dojrzewania (ang. maturity-onset diabetes of the young)
PEP - fosfo-enolopirogronian (ang. phosphoenolopyruvate)

PGDM - cukrzyca przedciazowa (ang. pre-gestational diabetes mellitus)

PPHG — hiperglikemia popositkowa (ang. postprandial hyperglycemia)

PK - kinaza pirogronianowa (ang. pyruvate kinase)

PROD - oksydaza pyranozy (ang. pyranose oxidase)

SD - odchylenie standartowe (ang. standard deviation)

SGLT4 - sodozalezny transporter dla glukozy (ang. Sodium dependent glucose transporter)
SMBG - samodzielne monitorowanie glikemii (ang. Self Blood Monitoring)

SPE - ekstrakcja do fazy statej (ang. Solid Phase Extraction)

SRM - monitorowanie wybranych reakcji fragmentacji (ang. Selective Reaction Monitoring)
T1DM - cukrzyca typu 1 (ang. type 1 diabetes mellitus)

T2DM - cukrzyca typu 2 (ang. type 2 diabetes mellitus)

TNB - tetrabenzydyna (ang. tetrabenzidine)

TNF1a - czynnik wzrostu nowotwordow (ang. tumor necrosis factor)
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1. WSTEP

Podstawa najnowszych strategii terapeutycznych u kobiety cigzarnej z cukrzyca typu 1
(T1DM) jest dazenie do uzyskania stezen glukozy zblizonych maksymalnie do pozioméw
obserwowanych u kobiet w ciazy fizjologicznej [1]. Aby warunek ten zostat speiniony,
niezbedna jest dostepnos¢ precyzyjnych narz¢dzi monitorujacych wyréwnanie metaboliczne w
tej grupie pacjentek. Aktualnie nie dysponujemy zadnym idealnym markerem kontroli glikemii,
przez co szybka i precyzyjna identyfikacja jej zmian nie jest mozliwa [2]. Nowym,
obiecujacym markerem, ktory moglby znalez¢ potencjalne zastosowanie w monitorowaniu
glikemii w ciazy powiktanej TIDM jest 1,5-anhydroglucitol (1,5-AG), krotkoterminowy
wskaznik wyré6wnania metabolicznego. Do chwili obecnej uzyteczno$¢ 1,5-AG jako markera
kontroli glikemii w ciazy powiktanej T1DM nie zostata zweryfikowana.

1.1. Ciaza powiklana cukrzyca

1.1.1. Definicja i klasyfikacja cukrzycy w ciazy

Cukrzyca stanowi najczgstsze powiklanie metaboliczne wystgpujace w ciazy. Choroba
ta moze wystgpowacé u kobiety przed ciaza w postaci TIDM lub cukrzycy typu 2 (T2DM);
mowimy wtedy o cukrzycy przedciazowej (PGDM, pre-gestational diabetes mellitus). Czgsciej
jednak to powiktanie metaboliczne ujawnia si¢ w ciazy jako cukrzyca ciazowa (GDM,
gestational diabetes mellitus) [3].

GDM jest zwiazana z narastajaca w ciazy insulinooporno$cia. Wynika ona z przyrostu
tkanki tluszczowej oraz zwigkszenia poziomow hormondéw: wydzielanego przez tozysko
laktogenu tozyskowego oraz estrogenoéw, progesteronu i1 kortyzolu. GDM charakteryzuje si¢
najczgsciej stosunkowo niewielkim wzrostem stezenia glukozy we krwi, gldwnie po positkach.
Zalecenia dietetyczne jest u wigkszosci kobiet z GDM postepowaniem wystarczajacym, u
pozostatych dla uzyskania normoglikemii konieczna jest insulinoterapia. TIDM wystepuje

rzadziej, bo w okoto 10% przypadkow cukrzycy wiklajacej ciazg, jednakze ze wzgledu na



cigzszy przebieg kliniczny zwiazany z wyzszymi warto$ciami oraz zmiennoscia glikemii jest
bardzo trudnym problemem klinicznym. Catkowity niedobdr insuliny, dominujacy w
patogenezie tego typu cukrzycy, powoduje, ze konieczne jest leczenie insuling [3-4].
Powszechnie stosowanym podzialem cukrzycy w ciazy jest jej klasyfikacja wedtug P.
White, uwzgledniajaca czynnik czasowy trwania cukrzycy oraz wystgpowanie powiklan

naczyniowych. Klasyfikacja ta wyrdznia 10 klas choroby [Tabela 1].

Tabela 1. Klasyfikacja cukrzycy u kobiet w cigzy wedtug White.

Klasa Definicja
cukrzycy
GDM Réznego stopnia zaburzenia tolerancji weglowodanéw, ktére po raz

pierwszy zostaty rozpoznane lub wystapity w cigzy

tagodna nietolerancja glukozy rozpoznawana w cigzy

B Cukrzyca rozpoznana po 20 rz, wywiad krotszy niz 10 lat, bez zmian

w obrebie naczyn

C Cukrzyca rozpoznana miedzy 10 a 19 rz, trwajgca 10-19 lat, bez

zmian naczyniowych

D Cukrzyca rozpoznana przed 10 rz, trwajgca dtuzej niz lub zwapnienia

konczyn dolnych nadcisnienie bgdz retinopatia

Zwapnienie tetnic w obrebie miednicy

Nefropatia cukrzycowa

Retinopatia proliferacyjna

Choroba niedokrwienna serca, kardiomiopatia

—H| I| ™| M| m

Stan po transplantacji nerki

Wedtug: Sieradzki J. Cukrzyca. Kompendium. Via Medica 2009.

1.1.2. Cukrzyca typu 1 w cigzy
Ciaza powiklana TIDM cechuje si¢ wysokim ryzykiem zarowno dla matki jak i
dziecka. Ryzyko zwiazane jest z wptywem hiperglikemii na rozwdj ptodu, przebieg ciazy oraz

progresje powiktan cukrzycy u kobiety z TIDM [5].
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Wplyw cukrzycy na stan ptodu zalezy od okresu ciazy oraz wartos$ci glikemii. Obecno$¢
niewyréwnanej cukrzycy w okresie przedkoncepcyjnym i wczesnej ciazy zwigksza ryzyko
poronien [5, 6]. Hiperglikemia w czasie organogenezy, czyli w I trymetrze ciazy, jest zwiazana
ze wzrostem ryzyka wystapienia u dziecka wad wrodzonych cewy nerwowej, serca, uktadu
kostnego i innych [5,7]. Wysokie wartosci glikemii w kolejnych trymestrach takze stwarzaja
zagrozenie dla rozwijajacej si¢ ciazy. Odnosi si¢ to na przyklad do zakazen
wewnatrzmacicznych, przedwczesnego porodu oraz powiklan okresu okoloporodowego.
Hiperglikemia u cigzarnej moze by¢ takze przyczyna przedwczesnych porodéw oraz obumarcia
wewnatrzmacicznego [8]. Czeste powiktania noworodkowe to makrosomia, hipoglikemia
okresu okotoporodowego, policytemia, hipokalcemia, hiperbilirubinemia i zespdt
niewydolno$ci oddechowej [9-12]. Najczestszym z tych powiktan jest makrosomia lub wyzsza
od naleznej masa urodzeniowa noworodka (LGA, Large for Gestational Age, masa
urodzeniowa > 90 centyla). Nadmierny wzrost masy ciala plodu, a zwlaszcza tkanki
tluszczowej, zalezy w duzym stopniu od stezenia glukozy u matki w III trymestrze ciazy. U
kobiet z niewyréwnana T1DM wykazano zwigkszony poziom transportera dla glukozy GLUT1
w tozysku [13]. Wyzsze stezenie glukozy we krwi matki jest przyczyna hiperglikemii i
hiperinsulinemii u ptodu, co przeklada si¢ na zwigkszone odktadanie tluszczow w réznych
tkankach (na przyktad w migsniach, watrobie) 1 wzrost samej tkanki ttuszczowe;.

U kobiet w ciazy powiktanej TIDM wzrasta ryzyko kwasicy ketonowej, zakazen
wewnatrzmacicznych oraz progresji istniejacych powiktan cukrzycy. Jak wykazaty duze
badania kliniczne - DCCT (Diabetes Control and Complications Trial Study) oraz EURODIAB
- wysoki poziom hemoglobiny glikowanej (HbAic) i czas trwania cukrzycy stanowia u
cigzarnych z TIDM czynniki ryzyka progresji do retinopatii proliferacyjnej oraz wystapienia

mikroalbuminurii [14, 15].
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Opieka diabetologiczna w okresie przed ciaza oraz poprawa wyroéwnania
metabolicznego w ciazy zmniejszyly umieralno$¢ okotoporodowa matek chorych na T1DM,
ktéra jest obecnie prawie taka sama jak w populacji ogdlnej, oraz spowodowaly, ze cigza nie
skraca ich oczekiwanego czasu przezycia. Nawet po niemal catkowitej normalizacji glikemii
ryzyko wady wrodzonej u ptodéw matek chorujacych na cukrzyce jest wigksze niz u matek bez
cukrzycy. Rozpoznaje si¢ je u okoto 6,5-13% plodow matek z PGDM [16-18]. Czgstosc
wystepowania zgondéw okotoporodowych w ciazy powiktanej PGDM jest oceniana na 2-9%.
Do najczgstszych powiktan ciazy z TIDM zalicza si¢ makrosomi¢ plodu. Z przegladu
pismiennictwa wynika, ze stwierdza si¢ ja u 20-60% noworodkéw matek z TIDM [17, 19, 20,
21]. Gléwna przyczyna tego stanu rzeczy jest w dalszym ciagu odbiegajace od idealnego

wyrdéwnanie glikemii u wielu kobiet z TIDM.

1.1.3. Zwiazek hiperglikemii z przebiegiem cigzy

Badania dotyczace wplywu hiperglikemii matki na stan ptodu u§wiadomily naukowcom
1 klinicystom pracujacym na polu diabetologii ogromna wagg Scistego wyrdwnania
metabolicznego u ci¢zarnej z TIDM.

Zaobserwowano istotny zwiazek pomiedzy podwyzszonym stezeniem HbAj;; w
surowicy cigzarnych z TIDM w I trymestrze ciazy a wystgpowaniem wad wrodzonych u
ptodu; z kolei normoglikemia u kobiety cigzarnej w okresie przedkoncepcyjnym 1 w I
trymestrze ciazy pozwala zapobiega¢ ich rozwojowi [22].

W licznych badaniach opisano ciagla, liniowa zalezno$¢ pomigdzy glikemia matki a
wielkoscia ptodu. Uwaza sig, ze ryzyko makrosomii i LGA znamiennie wzrasta juz przy
srednim stgzeniu glukozy w profilu dobowym matki powyze; 100 mg/dl (5,5 mmol/l),
natomiast przy S$rednim dobowym stgzeniu glukozy powyze; 130 mg/dl (7,2 mmol/l)

zagrozenie rosnie ponad dwukrotnie [23, 24, 25]. Z kolei makrosomia lub LGA sa przyczyna
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wigkszej czestosci cig¢ cesarskich, dystocji barkowej oraz urazéw okotoporodowych
noworodka lub kanatlu rodnego kobiety. Istnieja takze nowe dowody, ze LGA wystepujaca
pomigdzy 20 a 40 tygodniem ciazy istotnie zwigksza ryzyko obumaré wewnatrzmacicznych
ptodow [26].

W ocenie skutecznos$ci wyréwnania metabolicznego przez dlugie lata kierowano sig
przede wszystkim glukometrycznym pomiarem stg¢zenia glukozy na czczo i przed positkami
oraz poziomem HbAj;.. Tymczasem wyniki badan z ostatnich dwoch dekad w zakresie
wyrownania metabolicznego u cigzarnej pokazaly, ze zjawiskiem co najmniej roéwnie
niebezpiecznym jak wysoki poziom glikemii na czczo czy jej Srednia warto$¢, jest
hiperglikemia popositkowa (PPHG, Postprandial Hyperglycaemia) [20, 21, 23-27, 33, 34].
Wazrost stezenia glukozy po positku powoduje przenikanie tego cukru przez barierg tozyskowa,
przyczyniajac si¢ do hiperglikemii u ptodu. W licznych badaniach obserwacyjnych
stwierdzono, ze wartosci glikemii po positku wykazuja silniejszy zwiazek niz $rednia glikemia
oraz st¢zenie glukozy na czczo z makrosomia, hipoglikemia, hipokalcemia u noworodka oraz
liczba cig¢ cesarskich [32-37]. W badaniach interwencyjnych natomiast dowiedziono, ze
zmniejszenie glikemii popositkowe;j jest skuteczng strategia obnizajaca czesto$¢ powiktan ciazy
zarowno w cukrzycy ciazowej [38] jak i przedciazowej TIDM [30, 31].

Warto zwrdci¢ uwage, ze takze u kobiet cigzarnych bez zaburzen gospodarki weglowodanowe;j
glikemia popositkowa determinuje wielko$¢ ptodu. W badaniach Parretti i wsp. oceniajacych
zaleznos¢ pomiedzy wielkoscia ptodu w badaniu ultrasonograficznym u 66 zdrowych,
cigzarnych kobiet a glikemia w profilu dobowym w III trymestrze ciazy, obserwowano
nieznaczny wzrost $redniej dobowej glikemii od 28 tygodnia (71,9 5,7 mg/dl) do 38 tyg. (78,3
15,4 mg/dl) [23]. Jednak Srednie popositkowe glikemie nie przekroczyty 105,2 mg/dl. Autorzy
stwierdzili, ze warto$¢ glikemii popositkowej dodatnio korelowata z wielkoscia obwodu

brzuszka ptodu. Kolejnym badaniem, ktore dotyczylo informacji o zwiazku pomigdzy PPHG a

13



rezultatem polozniczym ciazy bylo wieloosrodkowe, randomizowane badanie HAPO
(Hyperglycemia and Adwerse Pregnancy Outcomes) [35]. Stwierdzono, iz wzrost glikemii
popositkowej o warto$§¢ jednego odchylenia standardowego (23 mg/dl) byt zwiazany ze
wzrostem ryzyka LGA u plodu o 38%. PPHG u kobiety wiazata si¢ takze ze zwigkszonym
ryzykiem rozwoju nadci$nienia tgtniczego indukowanego ciaza, rzucawki porodowej,
przedwczesnego porodu, a takze dystocji barkowej, hyperinsulinemii i hipoglikemii u
noworodka.

Niewatpliwie najwazniejszym wnioskiem ptynacym z badania HAPO powinien by¢
postulat $cistego wyrdwnania glikemii u wszystkich kobiet z cukrzyca wiklajaca ciaze, w tym
pacjentek z T1IDM. Polskie Towarzystwo Diabetologiczne (PTD) kierujac si¢ dowodami
naukowymi, podobnie jak inne krajowe i migdzynarodowe towarzystwa diabetologiczne,
wprowadzito rygorystyczne wytyczne dotyczace kontroli glikemii w ciazy powiklanej
cukrzyca. Zalecane stezenia glukozy oraz HbAj. praktycznie odpowiadaja warto$ciom
obserwowanym u kobiet w fizjologicznej ciazy [4]. W Tabeli 2 przedstawiono aktualne

zalecenia opublikowane w 2012 roku przez PTD.
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Tabela 2. Docelowe wartosci glikemii i HbA1c u kobiet w cigzy (PGDM i GDM) -

samokontrola za pomocg glukometrow.

Rodzaj pomiaru Stezenie glukozy w osoczu

Oznaczenie glikemii na czczo

 przed positkiem 60-90 mg/d (3,3-5,0 mmol)

Srednia dobowa glikemia 95 mg/dl (5,3 mmol/l)
1 godz po positku <120 mg/dI (<6,7 mmol/l)
Miedzy 2-4 godz. w nocy >60 mg/dl (>3,3 mmol/l)
HbAlc <6,1%

Wedlug: Zalecenia kliniczne dotyczace postepowania u chorych na cukrzyce, 2012. Stanowisko PTD,
Diabetologia Kliniczna, 2012, tom 1, supl. A.

1.2. Monitorowanie wyréwnania metabolicznego w cigzy

Od wtasciwego wyrownania cukrzycy zalezy zardwno stan dziecka jak i zdrowie matki,
dlatego tez utrzymanie glikemii w ciazy powiktanej cukrzyca w granicach st¢zen typowych dla
kobiet w fizjologicznej ciazy stanowi kluczowy cel terapeutyczny. Jednym z warunkow jego
osiagnigcia jest posiadanie precyzyjnych narzedzi oceniajacych wyro6wnanie metaboliczne u
cigzarnej.
Monitorowanie zmian glikemii w ciazy powiktanej T1DM jest wyzwaniem sprawiajacym wiele
trudnosci. Wynika to gtownie z faktu, ze obecnie nie dysponujemy idealnym testem oceny
kontroli glikemii u cigzarnej z TIDM. Powinien on by¢ precyzyjny, doktadny, tani, wygodny
dla pacjenta i latwy w interpretacji. Zadne z dostepnych narzedzi monitorujacych nie
odzwierciedla gwattownych wzrostow glikemii, w tym PPHG, ktéra w $wietle nowszych
doniesien jest waznym celem terapeutycznym [37, 38, 39]. Wykonywany w codziennej
praktyce lekarskiej kilkupunktowy profil glikemii pozwala jedynie na oceng stezen glukozy w

wybranych punktach czasowych w ciagu doby. Wynik oznaczen przy uzyciu glukometru
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obarczony jest ponadto btgdami wynikajacymi ze doktadnosci pomiaru, obecno$ci substancji
interferujacych we krwi pacjentki, czy jakosci paskow testowych [40]. Z kolei stezenie HbA 1,
dhugoterminowego markera kontroli metabolicznej, odzwierciedlajacego poziomy glikemii w
czasie 2-3 miesiecy przed pomiarem (przy czym okoto 50% jej stezenia stanowi
odzwierciedlenie glikemii za okres ostatnich 4 tygodni) wskazuje na wyrdwnanie pacjentow w
stosunkowo odleglym, szczegélnie jak na okres ciazy, okresie. Ponadto, marker ten obrazuje
srednia warto$¢ glikemii we krwi w czasie przed badaniem, natomiast nie wykazuje
krotkoterminowych wzrostow stezenia glukozy, w tym hiperglikemii popositkowej [39, 41,
42]. Z tego wzgledu oznaczenie poziomu HbA;¢ nie rozrdznia grup pacjentow uzyskujacych
rekomendowane stg¢zenia tego wskaznika z czgstymi, ostrymi epizodami hiperglikemii od tych,
ktorzy maja stala nieznaczna hiperglikemig. Optymalnym i skutecznym rozwiazaniem
umozliwiajacym doktadna kontrole poziomow glukozy wydaja si¢ systemy ciaglego
monitorowania glikemii (CGMS, Continuous Glucose Monitoring System) [43]. Urzadzenie to
jest szczegodlnie przydatne do pomiaru hipo- i hiperglikemii, ktére w wielu przypadkach sa
nierozpoznawane przy pomocy glukometrycznego dobowego profilu glikemii. CGMS nie jest
jednak rutynowo wykorzystywany w opiece nad cigzarnymi z TIDM z uwagi na wysoki koszt
elektrod, inwazyjnos$¢ oraz skomplikowana obstuge techniczna.

Brak wyrdéwnania metabolicznego u cigzarnej z cukrzyca, zmusza do podejmowania
dziatan terapeutycznych, ktore wymagaja efektywnych narzedzi monitorujacych. Istnieje
potrzeba poszukiwania taniego 1 prostego do oznaczenia markera, ktoéry pozwolitby na oceng
aktualnego wyrdwnania metabolicznego cigzarnej 1 jednoczesnie efektywnosci podjetej
interwencji terapeutycznej. Potencjalnie takimi wlasciwosciami cechuje si¢ 1,5-anhydroglucitol
(1,5-AG) [44]. Oznaczenie poziomu 1,5-AG testem enzymatycznym (GlycoMark, Tomen,
USA) upowszechnito si¢ dla celow rutynowej diagnostyki hiperglikemii w ostatniej dekadzie,

w szczegolnosci w Stanach Zjednoczonych 1 Japonii, po uzyskaniu akceptacji przez FDA
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(Food and Drug Administration) jego wykorzystania dla celéw krotkoterminowej oceny
wyroéwnania metabolicznego. 1,5-AG ma wyzsza warto$¢ diagnostyczna niz HbAj, w ocenie
wahan stezenia glukozy, przede wszystkim PPHG, a potencjalna dostgpno$¢ i niski koszt
oznaczenia decyduja o jego mozliwej przewadze nad kosztownym, inwazyjnym i

czasochtonnym CGMS.

1.3. 1,5-anhydroglucitol jako marker kontroli glikemii
1.3.1. Charakterystyka biochemiczna 1,5-AG

1,5-AG (1,5-deoksyglukoza) jest jednym z glownych polioli wystepujacym w surowicy
krwi; pod wzgledem budowy strukturalnej podobny jest do D-glukozy. Zwiazek ten nie posiada
grupy hydroksylowej przy weglu C1 pierscienia i wydaje si¢ by¢ stabilny metabolicznie.
Niewielka frakcja 1,5-AG jest przeksztatcana do 1,5-AG-6-P (6-fosforanu 1,5-glucitolu), przy
czym dalsze etapy ewentualnego metabolizmu nie zostaty poznane.

Glownym zrédltem 1,5-AG w organizmie jest spozywany pokarm, przede wszystkim
migso 1 zboza. Ponadto, okoto 10% 1,5-AG pochodzi z procesow endogennej syntezy alkoholi
z glukozy. Ostatnio opisano alternatywna Sciezke, w ktorej bezposrednim zrodlem 1,5-AG jest
szlak metaboliczny zwiazany z rozpadem glikogenu [45, 46].

Jak wspomniano wcze$niej, 1,5-AG nie jest metabolizowany 1 u 0s6b zdrowych osiaga
staly poziom, ktory odzwierciedla rownowage migdzy jego spozyciem i1 endogenna synteza a
wydalaniem z moczem. Warto podkresli¢, ze poziom 1,5-AG nie ulega krotkotrwatym
wahaniom poposilkowym tak jak glukoza, co wynika z jego stosunkowo matego stezenia w
pokarmach 1 duzej puli w organizmie oraz dystrybucji w obregbie wszystkich plynow
ustrojowych. Wartosci 1,5-AG w surowicy zdrowych osob rasy kaukaskiej bez cukrzycy
mieszcza si¢ w zakresie 6 do 34 pg/ml [47], natomiast u pacjentéw z niewyroOwnana cukrzyca

sa one kilkakrotnie nizsze [48, 49]. Obnizone wartosci 1,5-AG stwierdzano takze w
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schorzeniach metabolicznych (np. niedoczynnosci tarczycy), chorobach nowotworowych i

przewlektej niewydolnoSci watroby. Odnotowano istotny spadek 1,5-AG w surowicy przy

GFR<30ml/min/1,73m?,

co wyklucza zastosowanie

niewydolno$cia nerek w stadiach 4 i 5 przewleklej choroby nerek [50].

Tabela 3. Stezenie 1,5-AG w populacji ogolne;j.

tego markera u pacjentow z

Autorzy 1,5-AG (ug/ml) Metoda

Badan oznaczenia
Mezczyzni Kobiety Ogoétem

Nowatzke et al.,

2004 10,2-33,8 6-31,8 - enzymatyczna

Yamanouchi et al.,

1992 - - 18,7 - 35,3 enzymatyczna

Yamanouchi et al., .

1987 - - 9,6 - 38,8 chromatograficzna

Shi et al., 1999 30+/- 6,5 26+/- 8,5 15,1-48,2 enzymatyczna

Lu et al., 2003 29,5+/-11,7 22,9+/- 10,5 26,7+/-11,33 enzymatyczna

Dane przedstawiono jako zakres wartosci (min-max) lub $rednia i odchylenie standardowe.
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1,5-AG jest reabsorbowany w cewkach nerkowych przez sodozalezny transporter
glukozy 4 (Sodium dependent glucose transporter 4, SGLT4), wspdlny rowniez dla D-fruktozy
I D-mannozy, natomiast odrgbny od gléwnego systemu transportowego glukozy [51]. W
warunkach hiperglikemii nadmiar glukozy jest reabsorbowany nie tylko przez jej wilasny
system transportowy, ale takze przez transporter dla 1,5-AG/fruktozy/mannozy, co wynika z
podobienstwa strukturalnego miedzy oboma czasteczkami. Dochodzi wigec do konkurencji
miegdzy 1,5-AG a dominujacy ilosciowo glukoza o system transportowy. W efekcie obnizenia
wydajnosci reabsorbcji nerkowej wynikajacego z dziatania nadmiaru glukozy, wydalanie 1,5-
AG w moczu w warunkach hiperglikemii jest zwigkszone, co powoduje obnizenie jego stezenia
w surowicy krwi. [52, 53]. Wyjasnia to jego niski poziom u pacjentdw ze zle kontrolowana
metabolicznie cukrzyca. Obnizone st¢zenie 1,5-AG w surowicy w odpowiedzi na zaistniaty
epizod hiperglikemii mozna stwierdzi¢ juz po okolo 24 godzinach od jego wystapienia. Jego
niska warto$¢ w przypadku wielokrotnych nast¢pujacych po sobie epizodow utrzymuje si¢
przecigtnie do 2-4 tygodni, ulegajac wzrostowi srednio o 0,3 pg/ml na dzien [53].

Biologiczna rola 1,5-AG w organizmie ludzkim jest dopiero poznawana.
Przeprowadzone dotychczas badania sugeruja, ze odgrywa on rolg¢ zaréwno wskaznika jak i
mediatora stanu zapalnego w cukrzycy [54, 55]. 1,5-AG hamuje ekspresje cytokin
prozapalnych - TNF-1a, IL-6, MCP-1, IL-1pB, a takze aktywacj¢ czynnika transkrypcyjnego
NF-xB. W stymulowanych przez lipopolisacharyd (LPS) makrofagach 1,5-AG hamuje
aktywno$¢ NF-kB a takze syntezg NO. Wykazano, ze hamowanie syntezy cytokin przez 1,5-
AG polega na hamowaniu niektorych kinaz, na przyktad Akt 1 MAPKs, ktore sa niezbedne do
zapoczatkowania syntezy cytokin jak i do ich postranslacyjnej obrdobki [55]. Inna opisana

funkcja 1,5-AG jest regulacja wydzielania insuliny [56].
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1.3.2. Znaczenie 1,5-AG jako markera wyréwnania metabolicznego w cukrzycy
Oznaczenie st¢zenia 1,5-AG budzi ostatnio duze zainteresowanie szczegélnie ze
wzgledu na realna mozliwo$¢ zastosowania klinicznego w monitorowaniu glikemii, gtownie
popositkowej, a takze do celow oceny skutecznosci leczenia hipoglikemizujacego.
Obnizone stgzenie 1,5-AG w surowicy $wiadczy albo o wystapieniu pojedynczego epizodu
hiperglikemii w ciagu 2 dni przed badaniem lub o wielokrotnych takich epizodach, ktore miaty
miejsce w okresie 3-4 tygodni przed oznaczeniem [53]. Wykazano, ze 1,5-AG jest najbardziej
czutym z aktualnie dostgpnych markerow krotkotrwatych epizodéow hiperglikemii (zwtaszcza
hiperglikemii popositkowej) w grupach pacjentow z cukrzyca T2DM, TIDM i oséb z
nieprawidlowa tolerancja glukozy [57-62]. Wartosci czutoéci i swoistosci diagnostycznej
wyznaczone przez Kawaskai i wsp. [58] dla warto$ci odcigcia rownej 7,0 pg/ml wynosity 86%
1 78%.
W licznych badaniach dowiedziono istnienia odwrotnej korelacji pomigdzy stezeniem 1,5-AG
a maksymalna glikemia w profilu dobowym [58-61]. Stwierdzono, ze korelacja 1,5-AG z
PPHG wykazuje r6zng warto§¢ w zaleznosci od momentu, w ktorym dokonano pomiaru. Na
przyktad, w badaniu Stettler i wsp. [61] wspdtczynnik korelacji wynosit odpowiednio: r= -0,34
(p<0,05) dla oznaczenia po uptywie 3 dni, r= -0,38 (p<0,05) dla oznaczenia po uptywie 7 dni
oraz r=-0,4 (p<0,05) w pomiarze po 2 tygodniach, po czym jego warto$¢ nast¢pnie obnizata si¢
w miarg uptywu czasu. Przekonywujacych dowodow na uzyteczno$¢ kliniczng pomiarow 1,5-
AG dostarczylo badanie Dungan 1 wsp. [62] odnoszace warto$¢ stgzen poszczegdlnych
markerow wyrodwnania metabolicznego do glikemii mierzonej przy zastosowaniu CGMS.
Badanie przeprowadzono w grupie 34 pacjentow z cukrzyca (TIDM i T2DM), u ktorych
stezenie HbA 1. miescito si¢ w zakresie 6,5-8,0%. Obliczono $rednia maksymalna glikemig oraz
pole pod krzywa glikemii powyzej 180 mg/dl 1 160 mg/dl i oceniono korelacje pomigdzy

warto$cia tych parametrow a 1,5-AG, FA i HbA.. W porownaniu do pozostatych markerow
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stezenie 1,5-AG szczegolnie silnie korelowalo z AUC i PPHG. Zaobserwowano rowniez, ze
osoby charakteryzujace si¢ podobnymi stgzeniami HbA 1. mozna zakwalifikowaé na podstawie
poziomu 1,5-AG jako chorych z prawidtowa lub podwyzszona PPHG. Na podstawie tych
danych International Diabetes Federation (IDF) w swoich wytycznych zatozyla schemat
diagnostyczny, w ktérym 1,5-AG odgrywa szczegoélna rol¢ w identyfikacji pacjentow z
epizodami krotkotrwajacej hiperglikemii i prawidlowym wynikiem HbA;. [63].

Szybka zmienno$¢ stezenia 1,5-AG czyni go informatywnym narzedziem w ocenie
krotkoterminowych zmian glikemii u chorych z cukrzyca. Konsekwencja tego faktu jest
mozliwo$¢ wykorzystania informacji na temat dynamiki zmian 1,5-AG w surowicy do oceny
skuteczno$ci leczenia wdrozonego u pacjentow. Wyjatkiem jest terapia inhibitorami alfa-
glukozydaz, ktore hamujac wchianianie jelitowe 1,5-AG zaburzaja jego poziom w surowicy
[64]. Szczegodlnie przydatna kwestia jest monitorowanie leczenia poprzez kolejne oznaczenia
1,5-AG u tego samego pacjenta.

Nalezy ponownie podkresli¢, ze na poziom 1,5-AG w surowicy wptywa, oprocz diety i
poziomu glikemii, takze prog nerkowy dla glukozy [65]. Tak wigc jego zastosowanie kliniczne
w niektorych grupach pacjentéw, u ktorych wystepuje obnizony prog nerkowy dla glukozy,
wymaga poglebionych badan. Te grupy pacjentow to przede wszystkim kobiety cig¢zarne,
pacjenci z niewydolnoscia nerek oraz osoby z genetycznie zmieniona funkcja cewek
nerkowych. Do tych ostatnich nalezy monogenowa posta¢ cukrzycy MODY (Maturity Onset
Diabetes of The Young) zwiazana z mutacjami czynnika transkrypcyjnego HNF1A

(Hepatocytowy Czynnik Jadrowy 1 Alfa, Hepatic Nuclear Factor 1 Alpha) [66].

1.3.3. Metodologia oznaczen 1,5-AG
1,5-AG wystgpuje w surowicy u ludzi w zakresie stgzen 1-40 pg/ml. Zostal on

zidentyfikowany najpierw w plynie mézgowo-rdzeniowym przez Pitkdnen’ a i wsp. [67], a

21



nastgpnie W surowicy metoda chromatografii gazowej w sprzg¢zeniu ze spektrometrem mas

(GC-MS, Gas chromatography—mass spectrometry) [68].

1.3.3.1. Metody enzymatyczne

Wigkszo$¢ metod enzymatycznego oznaczania 1,5-AG opiera si¢ na jego utlenieniu w
reakcji katalizowanej przez oksydaze¢ pyranozy (PROD, pyranose oxidase, EC 1.1.3.10) a
nastgpnie spektrofotometrycznym pomiarze absorbancji barwnego produktu, powstajacego w

reakcji utlenienia chromogenu ABTS z nadtlenkiem wodoru:

OH OH
OHO PROD 0 ABTS, HRP . )
HO + 0, ——>  HO—OH + HO, — pomiar absorbancji
565nm, 700nm
OH e}
lub
OH OH
0]
OH PROD O
HO + 0, ——  HO—OH + H,0,
OH I
HRP utleniona forma ABTS
HO, + ABTS ——

pomiar absorbanciji
565nm, 700nm

Enzym ten wykazuje szeroka specyficzno§¢ wobec wielu cukréw i polioli ze struktura
piranozowa, katalizuje utlenianie grupy OH w pozycji 2C pierécienia piranozowego m.in. D-
glukozy, 1,5-AG, L-sorbozy, D-xylozy, D-galaktozy, D-mannozy, glukono-é-laktonu. Ze
wzgledu na fakt, Ze ma on najwyzsza aktywno$¢ wobec glukozy (kilkukrotnie wyzsza niz
wobec 1,5-AG) oraz zZe stezenie glukozy w surowicy moze by¢ 10* razy wieksze od stezenia

1,5-AG, konieczne jest jej catkowite usunigcie z badanej probki. Poszczegdlne metody
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wykorzystujace PROD do enzymatycznego utleniania 1,5-AG r6znia si¢ sposobem eliminacji
glukozy. W najstarszej z nich, zaproponowanej przez Yabuuchi i wsp. [69] wykorzystuje si¢ w
tym celu ekstrakcje do fazy statej (SPE, Solid Phase Extraction), ktérej podstawa jest
selektywna retencja glukozy i innych cukréw na zywicy anionowymiennej, na ktorej nie
adsorbuja si¢ poliole, w tym 1,5-AG. O skutecznosci rozdziatu 1,5-AG od glukozy decyduja
konkurencyjne, fizyczne oddziatywania mi¢dzyczasteczkowe z faza stata (wypelnieniem) w
kolumience. Stad sposob przygotowania dwuwarstwowego wypelnienia oraz przeprowadzenia
procedury ekstrakcji determinuje specyficzno$¢ oznaczenia. Skuteczno$¢ izolacji 1,5-AG ta
metoda zostata potwierdzona w chromatograficznej analizie eluatu po ekstrakcji SPE [70].
Probka byla wczes$niej poddana derywatyzacji trojmetylochlorosilanem w celu otrzymania
lotnej pochodnej, odpowiedniej dla analizy metoda chromatografii gazowej. Pomiar
prowadzono w warunkach gradientu temperatury na kolumnie BP-1 o wymiarach 10 m x 0.5
mm. W ekstrakcie w poczatkowej objetosci 0,8 ml nie stwierdzono ani 1,5-AG ani tez myo-
inozytolu, natomiast obydwa te anality byly obecne po zebraniu kolejnej frakcji 1 ml ekstraktu
z kolumienki SPE. Granica pomiaru metody wynosita 1,7 pg/ml (10 umol/l), precyzja CV=
9,9% przy stezeniu 1,5-AG réwnym 1,7 pg/ml oraz 3,4-2,6% w zakresie stgzen powyzej 5
pg/ml. Yabuuchi 1 wsp. oszacowali granice detekcji na 1 pg/ml (6 pmol/L), z CV<10% [53].
Dla poréwnania metody HPLC umozliwiaja oznaczenie 1,5-AG na poziomie st¢zen ponizej 0,2
pg/ml (1 pmol/L) [71].

Innym sposobem eliminacji glukozy z probki surowicy jest jej fosforylacja wobec
glukokinazy (GK, glucokinase, EC 2.7.1.2) prowadzaca do niereaktywnego w reakcjach z
PROD glukozo-6-fosforanu (G6P) [Rycina 1]. Reakcja ta wykorzystywana jest w metodzie
enzymatycznego oznaczania 1,5-AG pod nazwa Lana-AG Kit (Nihon-Kayaku, Japan) a takze
GlycoMark (Tomen, USA) [72, 73, 74]. Do mieszaniny reakcyjnej wprowadza si¢ dodatkowo

uktad sktadajacy si¢ z adenozyno trojfosforanu (ATP, adenosine triphosphate) oraz kinazy
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pirogronianowej (PK, pyruvate kinase) i fosfo-enolopirogronianu (PEP, phosphoenolo
pyruvate), ktore dodaje si¢ w celu zwigkszenia szybkos$ci reakcji fosforylacji. Ograniczeniem
metody jest koszt wynikajacy ze stosowania serii enzymow i wielu innych odczynnikow.
Czulos¢ analityczna metody wynosi 0,3-0,49 pg/ml, zakres liniowosci krzywej kalibracyjnej do
110 pg/ml, precyzja (CV) i odzysk (dla stezenia 5 pg/ml) wynosza odpowiednio: 3,83% i
102,2%. Stwierdzono nastgpujacy wplyw substancji interferujacych: triglicerydy- w st¢zeniu

12,1 mmol/l, hemoglobina — 12,1 mmol/l, bilirubina — 911,4 umol/1 [73,74].

Rycina 1. Etapy reakcji enzymatycznych wykorzystywanych w rutynowych metodach
oznaczenia 1,5-AG w surowicy. Wg Fukumura Y et al. Fully enzymatic method for
determining 1,5-anhydroglucitol in serum. Clin Chem (1994); 40: 2013-2016.
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Jing i wspolpracownicy [74] zaproponowali modyfikacj¢ powyzszej metody w celu
jednoczesnego (w jednej kuwecie) oznaczenia glukozy i 1,5-AG [Rycina 2]. Glukozg, po
fosforylacji wobec glukokinazy do Go6P, przeksztalca si¢ w kolejnym etapie, z udzialem
dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu (G-6PD) do 6-PGA w celu spektrofotometrycznego
oznaczenia st¢zenia glukozy (pomiar absorbancji przy dtugosci fali 340/450 nm). Nastgpnie do
mieszaniny reakcyjnej wprowadza si¢ PROD (pozostajaca w mieszaninie 6-PGA nie reaguje z
PROD) i na podstawie pomiaru absorbancji (po 5 min przy 540/700 nm) wyznacza si¢ st¢zenie
1,5-AG (Rycina 2). Precyzja dla glukozy (dla stezenia 40 mg/dl) i 1,5-AG (dla stezenia 2,5

pg/ml) wynosita odpowiednio: CV=1,8% oraz CV=2,7%, odzysk 100,2% i 101,6% [74].
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Rycina 2. Etapy reakcji enzymatycznych wykorzystywanych w zmodyfikowanej
metodzie oznaczenia 1,5-AG i glukozy w surowicy. Wg Jing et al et al: A novel fully
enzymatic method for determining glucose and 1,5-Anhydro-D-glucitol in serum of one
cuvette. Appl Biochem Biotechnol 2008, 150: 327-335.
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Inna propozycja enzymatycznego oznaczenia 1,5-AG jest metoda Hamafuji i wsp. [75].
Wiasciwe oznaczenie polega rowniez na utlenieniu 1,5-AG, lecz zamiast oksydazy pyranozy
wykorzystuje si¢ dehydrogenaze glukozy (G3DH, glucose-3-dehydrogenase). Enzym ten
katalizuje utlenianie grupy hydroksylowej przy weglu C3 wielu cukrow, w tym 1,5-AG,
glukozy, maltozy, cukrozy i innych. Jednakze wigksza aktywnos$¢ tego enzymu wobec 1,5-AG,
wynoszaca 72% aktywnosci wobec glukozy, pozwala na wigksza czuto$¢ 1 uzycie mniejszej
ilosci enzymu w oznaczeniu. Etapem poprzedzajacym jest eliminacja cukréw bedacych

substratami G3DH, w tym glukozy, maltozy, i cukrozy w reakcjach z seria enzyméw. Glukoza
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jest przeksztatcana w glukozo-6-fosforan przy pomocy heksokinazy (HK, heksokinase) oraz
kinazy pirogronianowej; maltoza i cukroza ulegaja degradacji pod wptywem a-glukozydazy i
B-fruktozydazy. Wykazano jednak, ze metoda ta prowadzi do otrzymania wyzszych warto$ci
stezen 1,5-AG w pordwnaniu z oznaczeniem za pomoca metody Lana (Nippon-Kayachu) i
aktualnie nie nadaje si¢ do wdrozenia diagnostycznego. Autorzy jako przyczyng wskazuja na
szeroka specyficzno$¢ substratowa G3DH, a w szczegdlno$ci na obecna w surowicy N-
karbamoilo-B-D-glukopiranozyloaming ~ (NCG,  N-carbamoyl-B-D-glucopyranosylamine).
Problem specyficznosci wielosubstratowej dotyczy wielu innych badanych oksydaz i
dehydrogenaz utleniajacych 1,5-AG, stad tez trwaja prace nad poszukiwaniem enzymow o

wigkszej regio- i stereospecyficznosci oraz charakteryzujacych si¢ wigksza aktywno$cia wobec

1,5-AG.

Stosunkowo niedawno do oznaczen 1,5-AG w surowicy oraz moczu zostala
wprowadzona metoda ELISA (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) [76]. Zastosowanie
metody ELISA nie wymaga selektywnego wyodregbniania 1,5-AG z surowicy, a opiera si¢
wytacznie na reakcji immunochemicznej ze specyficznym przeciwciatem. Generalng zaleta w
konteks$cie zastosowania w diagnostyce medycznej jest stosunkowo krotki czas analizy oraz
niski koszt pojedynczego oznaczenia, ktory z reguty ksztattuje si¢ na poziomie kilku PLN.
Granica pomiaru metody wynosi 1,2 ng/ml-1 pug/ml (dla réznych zestawow odczynnikowych),

zakres liniowos$ci do 50 pg/ml [77].

1.3.3.2. Metody chromatograficzne

Pierwsze badania nad identyfikacja i oznaczeniem 1,5-AG przeprowadzono z
wykorzystaniem  chromatografii  gazowej, poczatkowo z detektorem plomieniowo-
jonizacyjnym FID (Flame lonization Detector). W celu potwierdzenia identyfikacji 1,5-AG

zastosowano spektrometr mas z jonizacja w strumieniu elektronow EI (Electron Jonistation)
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oraz z jonizacja chemiczna i NHj3 jako gazem reakcyjnym [78]. Metody chromatografii
gazowej (GC) wyrdzniaja si¢ wysoka rozdzielczoscia, jednakze umozliwiaja one rozdziat i
analiz¢ takich substancji, ktore w warunkach chromatograficznych (tj. odpowiednio wysokiej
temperaturze dozownika i kolumny) maja posta¢ gazow lub par. Ze wzgledu na liczne grupy
polarne, cukry i poliole sa mato lotne i nie odporne termicznie, stad tez do ich oznaczania
metoda GC wymagane jest upochodnienie probki. Procedura ta polega na zablokowaniu
polarnych grup wodorotlenowych, np. w reakcjach metylacji, sililacji, acetylacji lub tworzenia
octanéow alditoli. W wyniku derywatyzacji uzyskuje si¢ zwigkszenie rozdzielczo$ci
pochodnych cukrow, zwigkszenie czutosci i selektywno$ci oznaczen. Z drugiej strony,
znacznie wydluza si¢ czas analizy co ogranicza zastosowanie metody w rutynowej
diagnostyce medycznej. Najbardziej powszechna metoda derywatyzacji jest przeksztalcenie
cukrow w pochodne trimetylosililowe (TMS; -OH -> OTMS). Taki sposob przygotowania
probki surowicy zastosowatl Yoshioka i wsp. [68] w procedurze identyfikacji i oznaczenia 1,5-
AG w grupie 342 zdrowych osoéb. W analizie chromatograficznej na kolumnie kapilarnej
(20mx0,25mm) [Tabela 4] uzyskal on dobry rozdziat obecnych w prébcee trimetylosililowych
pochodnych cukréw, jednak sam czas przygotowania probki zajmowat kilka godzin. W
analogicznej technice chromatograficznej (GC z detektorem FID) do oznaczenia 1,5-AG w
znacznie wigkszej niz poprzednio grupie 535 pacjentow (108 chorych na cukrzyce, 200 z
zaburzeniami metabolicznymi takimi jak np. marsko$¢ watroby, endokrynopatie, choroby
przewodu pokarmowego oraz 227 osdéb w grupie kontrolnej) Yamanouchi i wsp. [78]
zastosowali prostsza i1 szybsza acetylacjg¢, uzywajac bezwodnika kwasu octowego. Dodatkowo,
w celu skrocenia czasu analizy, zmienili warunki rozdziatu chromatograficznego [Tabela 4].
Precyzja oznaczen ta metoda wynosita CV = 1,4% [78,79]. Z kolei Tetsuo i wsp. [80]
oznaczajac 1,5-AG podobna metoda chromatograficzna (GC-FID) w grupie o duzej liczebnosci

(543 kobiet w fizjologicznej ciazy, 75 cigzarnych z GDM lub PGDM) zastosowali parametry
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rozdzialu chromatograficznego oraz sposob przygotowania probki, ktore wydluzaty czas
analizy, lecz gwarantowaly osiagnigcie wigkszej selektywnosci i czutosci [80]. Poniewaz
wysokie stezenie glukozy w stosunku do 1,5-AG utrudnia rozdziat chromatograficzny po
deproteinizacji dodatkowo izolowano glukoze. Wykorzystano w tym celu ekstrakcje do fazy
statej (SPE) z zywica kationowymienna, nastgpnie przeprowadzano derywatyzacjg TMS i
ekstrakcje produktow derywatyzacji heksanem. Czutos¢ metody wynosita 1 ug/ml przy CV=
5,5%.

Potaczenie chromatografii ze spektrometria mas (GC-MS) stosowano réwniez do
jednoczesnej identyfikacji i analizy profilu cukrow i polioli, majace na celu wyjasnienie
metabolizmu oraz ich fizjologicznego i klinicznego znaczenia. Badania tego typu w
soczewkach z za¢ma pacjentow z TIDM i w grupie kontrolnej bez cukrzycy przeprowadzili
Yoshioka i wsp. [81]. Stwierdzili oni wyzsze stezenie glukozy, sorbitolu, fruktozy, mannitolu
oraz adonitolu u chorych z cukrzyca w porownaniu do grupy kontrolnej, natomiast obnizone
bylo stezenie 1,5-AG i myo-inozytolu. Jednocze$nie wykazali oni obecno$¢ w probee innych
stereoizomeréw cukrow, ktorych pikéw nie udalo si¢ zidentyfikowaé. Szereg nowych
markerow (4-deoksyyerytritol, 5-deoksy ksylitol, 5-deoksyarabitol, 5-deoksyrybitol, 6-
deoksymannitol, 6-deoksygalacitol) zidentyfikowal metoda GC-MS Niwa [82], w 0znaczeniach
surowicy 1 moczu pacjentdw z niewydolnos$cia nerek.

Podstawowa trudnoscia w analizie profilu monosacharydow metoda GC-MS jest
powstanie podczas derywatyzacji dla kazdego ze sktadnikow, szeregu pikéw reprezentujacych
ich a-, B- piranozowe oraz a-, B- furanozowe struktury. Komplikuje to ich identyfikacj¢ na
podstawie widma mas. W celu ominigcia tego problemu Pitkanen i wsp. [83] oznaczajac
stezenia mannozy, fruktozy, mannitolu oraz 1,5-AG przeprowadzili w pierwszym etapie
redukcj¢ grupy aldehydowej mannozy 1 fruktozy, stosujac jako czynnik redukujacy

borodeuterek sodu. Podczas tej reakcji zachodzi selektywne znakowanie atomu wegla
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pierwotnego ugrupowania aldehydowego. Nastepnie zastosowali acetylacje otrzymanych
alditoli, tj., 1-D-mannitolu, 2-D-mannitolu oraz wystepujacych w probce nieznakowanego
izotopowo mannitolu i 1,5-AG [83, 84]. Precyzja oznaczen (CV) wynosita odpowiednio - dla
mannozy 2,4%, fruktozy — 10,6%, 1,5-AG — 5,3%.

W ostatnim okresie coraz czg$ciej w oznaczeniach roznych cukréw i polioli wykorzystywana
jest wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC, High-performance liquid
chromatography) z réznymi sposobami pomiaru, a gtdwnie spektrofotometrycznym (UV-VIS),
fluorescencyjnym oraz w sprzgzeniu ze spektrometria mas (LC-MS) i tandemowa
spektrometria mas (LC-MS/MS). Metoda ta jest bardziej uniwersalna ze wzgledu na
mozliwos$ci analizy substancji o wigkszej masie czasteczkowej, wigkszej polarnosci, mniejszej
stabilnos$ci termicznej. Ponadto jest ona szybsza, gdyz nie jest konieczna derywatyzacja probki.
Wyjatek stanowi wariant z detekcja spektrofotometryczna lub fluoroscencyjna, gdzie nalezy
zmodyfikowaé struktur¢ cukrow przez utworzenie ugrupowania chromoforowego lub
fluoroforowego warunkujacego detekcje tych zwiazkéw. W rozdziale chromatograficznym
polarnych 1 hydrofilowych zwiazkéw do jakich naleza monosacharydy najczesciej stosuje sig
polarne fazy stacjonarne w technice normalnych faz lub oddziatywan hydrofilowych (HILIC,
Hydrophilic Interaction Chromatography). W coraz czg$ciej stosowanych potaczeniach
chromatografii cieczowej z detektorem mas, stosuje si¢ rejestracje widm w trybie jondéw
ujemnych w jonizacji pod cisnieniem atmosferycznym (APCI, Atmospheric-pressure chemical
ionization) lub przez elektrorozpylanie (ESI, Electrospray ionization). Na przyktad Niwa [85]
zaproponowal szybka metode oznaczenia polioli (1,5-AG, myo-inozytolu, erytritolu,
mannitolu, sorbitolu) u pacjentow z cukrzyca z wykorzystaniem LC-MS-APCI, poprzez
monitorowanie jonu 1,5-AG w postaci jego adduktu chlorkowego. Z probki surowicy po
odbiatczeniu etanolem izolowano glukoz¢ metoda ekstrakcji do fazy statej, stosujac

dwuwarstwowe wypetnienie kolumienki ekstrakcyjnej z zywicy kationo- i anionowymiennej
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[Tabela 4]. Réwnolegle oznaczono 1,5-AG metoda enzymatyczna [69]. Stwierdzono zgodnos¢
wynikéw obu metod u chorych z cukrzyca i prawidtowa funkcja nerek, natomiast u chorych z
niewydolno$cia nerek wyniki oznaczenia 1,5-AG metoda enzymatyczna byly zawyzone w
porownaniu do LC-MS z powodu duzego st¢zenia myo-inositolu w probce, bedacego w tej
metodzie substancja interferujaca. Z tego tez wzgledu u chorych z uposledzona funkcja nerek
preferowane jest bardziej specyficzne oznaczenie metoda chromatograficzna. Limit detekcji
metody wynosit 0,2 ug/ml (1 umol/l), precyzja CV=7,2% 1 9,2% (przy st¢zeniach 1,5-AG
odpowiednio 2,6 pg/ml oraz 30 pg/ml).

Katayama i wsp. [86] oznaczali cukry (D-glukoza, D-galaktoza, D-mannoza, sukroza,
arabinoza, 1,5-AG, ksylitol, sorbitol, mannitol, myo-inozytol, erytritol) w surowicy prostsza
metoda HPLC z detekcja fluorescencyjna, osiagajac zblizona czutos¢ do oznaczen metoda GC-
MS [86]. Limit detekcji dla cukréw wynosit odpowiednio: arabinoza i D-galaktoza — 10 pg/ml;
D-glukoza i D-mannoza — 20 pg/ml, sukroza - 80 pg/ml, (nie pojawity si¢ na chromatogramie
piki fukozy, fruktozy, D-laktozy), natomiast dla polioli: 1,5-AG, ksylitol, sorbitol i erytritol —10
ng/ml, mannitol — 800 ng/ml, myo-inozytol — 1000 ng/ml. Metoda wymaga jedynie
przeksztalcenia oznaczanych skladnikow w pochodne fluorescencyjne w prostej do
przeprowadzenia reakcji z kwasem benzoesowym.

W oznaczeniach stgzenia 1,5-AG na poziome ponizej 100 ng/ml stosowana jest
chromatografia cieczcowa w sprzezeniu z tandemowa spektrometria mas (LC-MS/MS).
Zapewnia ona 20-100 razy wigksza czuto$§¢ w poréwnaniu do LC-MS i dodatkowo dostarcza
informacji o strukturze analizowanych zwiazkoéw. Przyktadem oznaczenia st¢zenia 1,5-AG ta
metoda jest procedura przedstawiona przez Ornato 1 wsp. [88]. Analizg ilosciowa wykonywano
w eksperymencie monitorowania wybranych reakcji fragmentacji (SRM, Selective Reaction
Monitoring) przy pomocy spektrometru masowego z jonizacja chemiczna pod ci$nieniem

atmosferycznym. Precyzja metody wynosita 3,4 - 16% (przy stgzeniach 1,5-AG 2500 ng/ml
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oraz 150 ng/ml), natomiast granica oznaczalnosci 50 ng/ml. Innym przyktadem zastosowania
metody LC-MS/ MS sa badania st¢zenia 1,5-AG w surowicy krwi u chorych na cukrzycg [89].
W zaproponowanej, szybkiej procedurze stosowano spektrometr mas z potrojnym
kwadrupolem, pracujacy w trybie ujemnej jonizacji w elektrospreju (ESI) oraz rejestrowania
wybranej fragmentacji SRM [89]. Rozdzial chromatograficzny realizowano na kolumnie
(150mmx2.0mm, ID 5um) z wypehlieniem amidowym oraz z faz¢ ruchoma acetonitryl-woda.
Czas analizy ta metoda wynosit 5 min. Precyzja oznaczen (CV) wynosita 9,8% dla stgzenia

1,5-AG ponizej 2 pg/ml (10 pmol/L).
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Tabela 4. Warunki rozdziatu chromatograficznego stosowane dla 1,5-AG i innych

cukréw oraz polioli.

Nazwa techniki i skrét | Autorzy metody, | Parametry metody Procedura
stosowany w rok przygotowania
literaturze prébki
Chromatografia Yoshioka, 1982, | detektor: ptomieniowo-jonizacyjny (FID), 1.deproteinizacja
gazowa (GC) z 1983 kolumna kapilarna: 20mx0.25mm, etanolem

detektorem [68] faza stacjonarna: OV-101, 2.derywatyzacja TMS
ptomieniowo- gaz nosny: azot, 50ml/min,

jonizacyjnym (FID)

program temperaturowy kolumny: 120°C,
0.5°C/min, 195°C/min

Chromatografia Yoshioka,1982 sposob jonizacji: strumien elektronéw El | 1.deproteinizacja
gazowa ze [78] oraz chemiczna z NHs, etanolem
spektrometrig mas analizator: kwadrupolowy 2.derywatyzacja TMS
(GC-MS) kolumna: 1mx2mm,

faza stacjonarna: 15% JXR (metylosilikon),

temperatura kolumny: 160°C,

gaz nosny: hel, 15ml/min

Chromatografia Yamanouchi, kolumna: 2mx2,2mm, 1.deproteinizacja
gazowa (GC) 1987, 1988 faza stacjonarna: SP 2340 Chromosorb W | metanolem
[78, 79] temperatura kolumny: 203°C, 2. ekstrakcja w

IS - ksylitol uktadzie
woda/chloroform
2.derywatyzacja
(acetylacja)
3.ekstrakcja eterem

Chromatografia Tetsuo, 1990 Kolumna kapilarna: 25mx 0.24mm 1.deproteinizacja
gazowa (GC) z | [80] faza stacjonarna: SE-30, etanolem,

detektorem gaz nosny: azot, 2.ekstrakcja do fazy
ptomieniowo- program temperaturowy: 130°- 160C, |statej SPE (zywica
jonizacyjnym (FID) 2°C/min, 160°C/min kationowymienna)

IS adonitol 3.derywatyzacja TMS
4.ekstrakcja
heksanem

GC/MS Yoshioka, 1991 Brak informacji w publikacji
[81]
GC-MS-El Pitkanen, 1994 Brak informacji w publikacji 1.redukcja
1996 borowodorkiem sodu
[83, 84] 2.acylacja
bezwodnikiem
octowym
GC-MS/MS Katavama, 2008 kolumna 4.6x 250 mm, 5um, 1.derywatyzacja
[86] faza stacjonarna amidowa kwasem
benzoesowym
LC-MS-APCI Niwa,1994 kolumna 150x6mm, 1.deproteinizacja
[85] faza stacjonarna: styren-dwuwinylobenzen | etanolem
z jonami cynku, 2.eliminacja glukozy,
80°C SPE
HPLC- MS/MS Onorato, 2008 rozdziat chromatograficzny w technice
[88] oddziatywan hydrofilowych HILC;
spektrometr  tandemowy  MS/MS  z

kolizyjnie indukowang dysocjacjg CID
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1.4. Potencjalne znaczenie kliniczne oznaczen 1,5-AG w cigzy
Pomimo licznych potencjalnych zalet zastosowania 1,5-AG w monitorowaniu T1DM u
cigzarnych - krotkoterminowy charakter oceny glikemii, wysoka czuto$§¢ wzgledem glikemii
popositkowej, szybka zmienno$¢ pod wplywem leczenia - istnieja rozbiezne opinie w tej
kwestii.
W przypadku ciazy powiktanej TIDM mozna wskaza¢ dodatkowe czynniki wptywajace na
stezenie 1,5-AG. Po pierwsze, jak juz wspomniano, cigza nalezy do tych sytuacji klinicznych,
w ktorych préog nerkowy dla glukozy jest obnizony, co nasila stopien glikozurii i obniza
poziom 1,5-AG w surowicy krwi [65]. W opinii ekspertow i zaleceniach FDA, zastosowanie
1,5-AG jako markera wyréwnania metabolicznego w takiej sytuacji wymaga ostroznosci,
definitywnie tez dyskwalifikuje go jako narzedzie w procesie diagnostycznym cukrzycy w
ciazy [87]. Z drugiej strony, docelowe rekomendowane poziomy glukozy w ciazy powiktanej
cukrzyca sa znacznie ostrzejsze niz u innych chorych na cukrzyce, co powinno skutkowaé
wzrostem poziomu omawianego markera we krwi w poréwnaniu do innych pacjentow.
Stezenie 1,5-AG w fizjologicznej ciazy spada adekwatnie do obnizajacych si¢ wartosci
progu nerkowego dla glukozy. Prog ten jest najczesciej wymienianym w literaturze istotnym
predyktorem stezen 1,5-AG w ciazy niepowiklanej cukrzyca. Najwyzsze wartosci 1,5-AG
obserwowano w [ trymestrze ciazy (18 png/ml), od 9 tygodnia ciazy obnizaty si¢ one osiagajac
najnizsza warto$¢ pod koniec III trymestru (10,2 pg/ml) [80]. Z drugiej strony, wartosci
stezenia 1,5-AG w ciazy powiklanej cukrzyca byty dwukrotnie nizsze w poréwnaniu do grupy
bez cukrzycy i wynosity 4,6 pg/ml w PGDM i 5,5 pg/ml w GDM [80]. Obnizone stgzenie 1,5-
AG ponizej 10 pg/ml wystgpowato u 30% cigzarnych w fizjologicznej ciazy 1 90% cigzarnych
z cukrzyca. Nalezy podkresli¢, ze w przeciwienstwie do grupy kontrolnej, w ciazy powiklanej
cukrzyca nie wykazano wpltywu czasu trwania ciagzy na warto$¢ stezenia 1,5-AG w surowicy

[80].
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Stosunkowo szybka zmienno$¢ poziomu 1,5-AG pod wplywem leczenia jest
dodatkowym czynnikiem, ktéry moze czyni¢ go warto$ciowym narzedziem w monitorowaniu
wyrownania metabolicznego w ciazy, dostarczajacym biezacej informacji o skutecznos$ci
podjetej interwencji terapeutycznej. Do chwili obecnej przeprowadzono tylko jedno badanie,
ktoére oceniato mozliwos¢ zastosowania 1,5-AG u cigzarnych z GDM i PDGM [90]. Przyniosto
ono zachgcajace wyniki wykazujac, ze 1,5-AG koreluje z warto$ciami glikemi mierzonej w
SMBG - $rednim poziomem glukozy i maksymalnym poziomem glukozy (wyrazonym za
pomoca wskaznika M). Dla stgzen w zakresie od 3 pg/ml do 27 pg/ml, zalezno$¢ pomigdzy
1,5-AG a $rednia glikemia w profilu dobowym wynosita r=-0,3 (p<0,05) oraz r=-0,36 (p<0,05)
dla maksymalnej glikemii estymowanej na podstawie wskaznika M (wg. Schlichtkrulla).
Opisana zalezno$¢ pozostata znamienna po uwzglednieniu dodatkowych czynnikow - glikemii
rejestrowanej glukometrem, wieku cigzarnej, a takze czasu trwania cigzy. We wspomnianym
badaniu nie rozrézniano jednak typu cukrzycy przedciazowej (T1DM, T2DM), analizowana
grupa byla nieliczna (55 cigzarnych), a korelowane z 1,5-AG parametry (maksymalna i $rednia
glikemia) byly prostymi wskaznikami glikemii, nie za§ parametrami uwzgledniajacymi
najnowsze osiagnigcia technologiczne, na przyktad CGMS.

Mozna wigc formutowac hipotezg, ze 1,5-AG stanowi potencjalnie uzyteczny marker
glikemii w ciazy powiktanej TIDM. Waznym uzasadnieniem niniejszej pracy doktorskiej jest
potencjalna mozliwos¢ zastosowania jej wynikow w praktyce klinicznej. W tym kontekscie
warto jeszcze raz podkresli¢ potencjalne korzysci wynikajace z zastosowania 1,5-AG jako
markera wyrownania metabolicznego u cigzarnych z TIDM. Po pierwsze, mozliwos¢ oceny
poprawy lub pogorszenia wyréwnania metabolicznego w okresie ostatnich 1-2 tygodni przed
badaniem. Po drugie, odzwierciedlenie glikemii popositkowej wynikajace z jej szczegodlnego

wptywu na poziom 1,5-AG. W koncu, dostepno$¢ szybkiej i taniej metody oznaczenia. Kwestia
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przydatnosci tego markera w ciazy powikltanej TIDM jest wigc waznym problemem

badawczym.
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2. CELE PRACY

Celem niniejszej pracy jest ocena przydatnosci 1,5-AG jako markera wyréwnania

metabolicznego w ciazy powiklanej TIDM.

Cele szczegdtowe pracy obejmowaty:

1. Oceng stezenia 1,5-AG u cigzarnych z TIDM oraz w ciazy fizjologicznej

2. Analizg¢ korelacji migdzy stezeniem 1,5-AG oraz HbA;; a parametrami wyrdéwnania
metabolicznego uzyskanymi na podstawie dobowego profilu glikemii oraz CGMS

3. Oceng uzytecznosci klinicznej 1,5-AG jako markera glikemii popositkowe;j

4. Poszukiwanie zwiazku pomigdzy poziomem 1,5-AG a masa urodzeniowa dziecka w
poréownaniu z innymi metodami monitorowania glikemii

5. Oceng wartosci klinicznej 1,5-AG jako markera ryzyka makrosomii i LGA
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3. METODYKA

3.1. Badana grupa

Dla badan kwalifikowano cigzarne z TIDM leczone w Poradni Diabetologicznej Kliniki
Choréb Metabolicznych Szpitala Uniwersyteckiego (SU) w Krakowie. Kryterium wilaczenia
cigzarnej stanowila T1DM zdiagnozowana przynajmniej rok przed zajsciem w ciazg. Z badania
wykluczono kobiety z ciaza mnoga, przewleklymi chorobami watroby, a takze w przypadku
wystapienia poronienia. Zadna z kobiet wiaczonych do badania nie miata III lub wyzszego
stopnia niewydolno$ci nerek. Do grupy kontrolnej wtaczono ci¢zarne bez zaburzen gospodarki
weglowodanowej, u ktorych wykluczono GDM zgodnie z algorytmem i kryteriami Polskiego
Towarzystwa Diabetologicznego [4]. Grupa kontrolna byla rekrutowana wsrod pacjentek
Kliniki Ginekologii i Potoznictwa SU oraz pacjentek Szpitala im. Babinskiego w Krakowie.

Na podstawie zdefiniowanych powyzej kryteriow do badania zakwalifikowano 212
kobiet cigzarnych, w tym 110 pacjentek w ciazy powiklanej T1IDM oraz 102 osoby z grupy
kontrolnej. Dla badanej grupy kobiet z T1DM, zebrano informacje odno$nie wyréwnania
glikemii w okresie poprzedzajacym pobranie probki. Ponadto w oparciu o dokumentacj¢
medyczna uzyskano dane dotyczace ich podstawowej charakterystyki klinicznej. U wszystkich
ciezarnych z TIDM zostaly zebrane informacje co do sposobu rozwigzania cigzy oraz dane
dotyczace stanu noworodka. Odnotowywano takze obecnos¢ wad wrodzonych u ptodu.

Charakterystyke kliniczna kobiet z TIDM oraz grupy kontrolnej przedstawia Tabela 5.
W grupie z TIDM $redni wiek w momencie wiaczenia do badania wynosit 29 lat, sredni czas
trwania cukrzycy wynosit okoto 12 lat. Pacjentki z TIDM charakteryzowaty sig¢ zroznicowana
klasa cukrzycy w chwili badania, ponad potowa z nich nalezata do klasy B. Uzycie osobistych
pomp insulinowych i metody ciagltego podskornego wlewu insuliny (Continuos Subcutaneus
Insulin Infusion - CSII) u wigkszosci oséb wynikato z aktualnie przyjetych standardow w

leczeniu TIDM w ciazy oraz praktyki klinicznej w Klinice Choréb Metabolicznych. Pacjentki
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charakteryzowaty sie prawidlowa masa ciala przed ciaza (rednie BMI - 24,9 kg/m?). U 10 %
kobiet wystgpowalo przed ciaza nadciénienie tetnicze. Srednia urodzeniowa masa ciata
noworodkow matek z TIDM wynosita 3506 g. LGA stwierdzono u 27 noworodkow (33%
badanej grupy) matek z TIDM, z czego u 21 plodéw wystapita makrosomia. Dane kliniczne
dla grupy kontrolnej uzyskano na podstawie przeprowadzonych badan ankietowych. Wsréd
kobiet bez cukrzycy, u 5 wystgpowato nadcisnienie tetnicze przed ciaza. Sredni wiek kobiet z
grupy kontrolnej w momencie zaj$cia w ciaz¢ wynosit 27,7 lat, sredniec BMI przed ciaza

wynosito 25,4 kg/m?.
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Tabela 5. Charakterystyka kliniczna ciezarnych z T1DM oraz grupy kontrolne;j.

Cecha

T1DM (n=110)

Ciezarne bez
cukrzycy (n=102)

Wiek w momencie badania [lata]: srednia;

SD 29,4; 4,2 27,7, 51
\sl;véek rozpoznania cukrzycy [lata]: srednia; 18: 3.3 Nie dotyczy
Czas trwania cukrzycy [lata]: sSrednia; SD 11,5; 4,5 Nie dotyczy
BMI przed ciaza [kg/m?]: $rednia; SD 24,9; 3,9 25,4; 4,1
Masa przed cigzg [kg]: $rednia; SD 65,9; 13,3 69,1; 15
Wozrost [m], srednia, SD 165; 6,2 166; 7
Nadcisnienie tetnicze [%)] 10 4,5
Planowanie cigzy [%] 65 Brak danych
Makrosomia [%] 25 Brak danych
Leczenie CSII [%] 96 Nie dotyczy
Sredni tydzien porodu: $rednia; SD 40,9; 4,1 Brak danych
Klasa cukrzycy [%] Nie dotyczy
B 65 Nie dotyczy
C 17 Nie dotyczy
14 Nie dotyczy
RF 3 Nie dotyczy
Masa potoznicza [g]: Srednia, SD 3506; 655,8 Brak danych

40




3.2. Ocena wyréwnania metabolicznego
W grupie pacjentek z TIDM oceniano nastgpujace parametry wyréwnania metabolicznego:
- pomiar poziomu 1,5-AG w surowicy krwi: u 80 pacjentek po jednym oznaczeniu w
kazdym trymestrze
- poziom HbA;. oznaczany w tym samym okresie co 1,5-AG
- 8-puntkowy profil dobowy wykonany za pomoca glukometru w okresie 1 tygodnia
przed wizyta, na ktorej zostal pobrany materiat do oceny 1,5-AG
- u 58 pacjentek z T1DM wykonano zapis za pomoca CGMS obejmujacy okres 7 dni

bezposrednio poprzedzajacych pobranie krwi do oznaczen 1,5-AG i HbA.

3.2.1. Metodyka oznaczen stezenia 1,5-AG

Stezenie 1,5-AG oznaczano metoda ELISA przy zastosowaniu komercyjnych zestawow firmy
Cusabio Biotechnology przeznaczonych do oznaczen w ludzkiej surowicy i osoczu. Metoda
wykorzystuje monoklonalne przeciwciata przeciwko 1,5-AG.

Probka surowicy o objgtosci 50 pl zostata umieszczona na ptytce optaszczonej przeciwcialem
wychwytujacym, natomiast roztwory standardow 1,5-AG zostaly umieszczone w dwoch
powtorzeniach. Probki nastepnie inkubowano przez 2 godziny w temperaturze 37 stopni z
roztworem odczynnika zawierajacego przeciwciata detekcyjne sprzezone z biotyna. 1,5-AG
obecny w probkach badanych 1 standardach wiazat si¢ z przeciwcialami oplaszczonymi na
plytce oraz z przeciwciatami znakowanymi tworzac kompleks typu “’sandwich’’. Po tym czasie
ptytke przemywano dwukrotnie 0,5 ml roztworu phluczacego celem usunigcia z roztworu
niezwigzanych przeciwcial. Nastepnie przeprowadzono inkubacj¢ ze streptawidyna oraz
substratem dla peroksydazy - tetrabenzydyna (TNB, tetrabeznzidine). Po godzinie inkubacji
przerywano reakcj¢ enzymatyczng 2M roztworem kwasu siarkowego. Wielkos¢ absorbancji w

kazdej studzience byla proporcjonalna do stezenia 1,5-AG w roztworach standardéw i
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probkach badanych. Absorbancj¢ mierzono przy pomocy urzadzenia Benchmark Microplate
Reader firmy Bio-Rad przy dlugosci fali 450 nm. Wartosci stezen 1,5-AG w probkach
obliczano na podstawie krzywej kalibracyjnej uzyskanej dla odpowiednich wzorcow. Precyzje
wewnatrz- | miedzy- seriami (intra i inter assay variability) oceniano odpowiednio na
podstawie 10 powtdrzonych pomiaréw dla probek surowicy o stezeniach 2,5 i 4,3 ug/ml.
Wspoétczynnik zmienno$ci wewnatrz seryjnej wynosit ponizej 2% (CV<2%), natomiast
wspotczynnik zmienno$ci miedzy seriami byt nizszy niz 5% (CV<5%). Kontrolowano rowniez
stabilnos¢ 1,5-AG w surowicy, w zalezno$ci od warunkow przechowywania materiatu do

badan (temperatura, czas przechowywania).

3.2.2. Metodyka oznaczen HbA;.

Oznaczenie stezenia HbA;; wykonano we krwi pelnej pobranej do probowki z
antykoagulantem (EDTA). Poziom HbAlc oznaczano w Pracowni Biochemicznej Kliniki
Choréb Metabolicznych SU przy zastosowaniu metody HPLC, na analizatorze Variant II
(BioRad Laboratories, USA). Zastosowana metoda jest certyfikowana przez Krajowy Program

Certyfikacji Glikohemoglobiny.

3.2.3. Pomiar dobowych profili glikemii

W ramach samokontroli glikemii wszystkim pacjentkom z T1DM zalecono pomiar i
zapisywanie dobowych profili glikemii wykonywanych za pomoca glukometru. Ponadto u 58
pacjentek z T1DM uzyto referencyjnej metody zapisu glikemii za pomoca CGMS urzadzeniem
rejestrujacym st¢zenie glukozy w czasie rzeczywistym - GuardianRT (Medtronic, MiniMed,
USA). System ten umozliwia ciagla, doktadna rejestracje glikemii z uwzglednieniem oceny
dhugosci i nasilenia hipo- i hiperglikemii. Pozwala to na obliczenie bardziej precyzyjnych
wspolczynnikow charakteryzujacych $rednia glikemig, maksymalna glikemi¢ a takze

zmienno$¢ w stezeniu glukozy.
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W sktad urzadzenia CGMS wchodzi sonda z elektroda platynowa pokryta oksydaza glukozy,
rejestrujaca stezenie glukozy w ptynie $rodtkankowym. Sygnal z elektrody wysylany jest z
detektora co 10 sekund, dokonujac zapisu usrednionych wartosci glikemii co 5 minut przez
okres 7 dni. Po tym czasie dane zapisane w pamigci aparatu przenosi si¢ do komputera celem
ich przetworzenia w posta¢ graficzna. Wyniki przedstawiane sa w postaci krzywej obrazujacej
poziomy glikemii i dawki insuliny w funkcji czasu wyrazonego w minutach. Na wykresie
zaznaczony jest rowniez poziom docelowy glikemii (w mg/dl) zdefiniowany za pomoca
poziomych linii wraz z dopuszczalnym zakresem wahan.

W takiej formie dane poddawano analizie za pomoca oprogramowania firmy Medtronic
(Medtronic Solutions Software), ktora obejmowata oceng:

- $rednich dobowych glikemi (MBG, mean blood glucose)

- $Srednich maksymalnych glikemii (MMBG, mean maximal blood glucose)

- odchylenia standardowego glikemii (SD)

- pola nad krzywa dla glikemii wynoszacej 140 mg/dl (140-AUC)

- pola pod krzywa dla glikemii ponizej 56 mg/dl (56-AUC)

- czasu trwania hiperglikemii
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Rycina 3. Przyktadowy zapis CGMS.
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Dobowy profil glikemii zostal przeprowadzony samodzielnie przez wszystkie cigzarne w
oparciu o codzienny pomiar glukozy we krwi wlosniczkowej dokonywany glukometrem.
Zgodnie z zaleceniami PTD pacjentki oznaczaly glikemig na czczo, 2 godziny po positku oraz
w nocy. Kalibracj¢ pomiaréw glukometrem przeprowadzono w odniesieniu do stgzen glukozy
oznaczanych metoda laboratoryjna. Stezenie glukozy w warunkach laboratoryjnych oznaczano
metoda enzymatyczng GOD-PAP (Glucose Oxidase-Phenol 4-Aminophenazone Peroxidase) z
materialu pobranego do probowki zawierajacej fluorek sodu - inhibitor glikolizy. Oznaczenia
wykonano w Zakladzie Biochemii Klinicznej Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie na

aparacie Hitachi 917.

3.3. Ocena danych potozniczych u ciezarnych z T1IDM.

U 86 cigzarnych z TIDM zostaly zebrane informacje co sposobu rozwiazania i tygodnia
zakonczenia cigzy, masy noworodka oraz jego skali Apgar. Z analizy wykluczono kobiety w
ciazy blizniacze;.

LGA zdefiniowano jako masa urodzeniowa powyzej 90 percentyla dla danego tygodnia

porodu. Okreslono ja na podstawie siatek centylowych dla populacji polskiej
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wystandaryzowanych wzgledem ptci dziecka i tygodnia porodu [91]. Makrosomig definiowano

jako maseg urodzeniowa noworodka przekraczajaca 4000g.

3.4. Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej. Zmienne ilo$ciowe o rozkladzie normalnym
poréwnywano za pomoca testu t-Studenta oraz wieloczynnikowej analizy wariancji (ANOVA).
W  odniesieniu do zmiennych nie wykazujacych rozkladu normalnego zastosowano
nieparametryczny test U Manna-Whitney’a. Zaleznos¢ pomigdzy 1,5-AG a pozostatymi
wskaznikami wyréwnania metabolicznego wyrazono za pomoca wspolczynnikow korelacji
Pearsona. Zmienne o rozktadzie odmiennym od normalnego logarytmowano. Wyliczono
parametry regresji liniowej dla 1,5-AG i wartosci glikemii uzyskanych w zapisie CGMS oraz
rejestrowanych przy uzyciu standardowych metod monitorowania (HbAj., profil dobowy
glikemii).

Do celéw analizy zwiazku z wynikiem potozniczym ciazy dokonano analiz
wieloczynnikowych za pomoca regresji liniowej oraz regresji logistycznej. Obliczenia
statystyczne wykonano w programie Statistica 9.0 (StatSoft). Oceng przydatnosci klinicznej
1,5-AG w ocenia ryzyka makrosomii i LGA przeprowadzono przy uzyciu modutu ROC curve
analysis (Register Operating Curve Analysis) za pomoca oprogramowania MedCalc ver 12.1.2.

Wartos$¢ p<0.05 stanowila przyjety prog statystycznej znamiennosci.

Badanie zostalo przeprowadzone zgodnie z zasadami Deklaracji Helsinskiej. Wszystkie
pacjentki zostaty pisemnie poinformowane o celach i protokole badania. Uzyskano ich pisemna
zgode na udziat w projekcie. Zgode na przeprowadzenie badania wyrazita Komisja Bioetyczna

UJ (numer opinii KBET/70/B/2008).
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4. WYNIKI BADAN

4.1. Poziom 1,5-AG w badanych grupach kobiet

Srednie stezenie 1,5-AG w badanej grupie pacjentek z TIDM wynosito 5,1 pg/ml (mediana
4,23 pg/ml, zakres: 2,4 — 10,8 pg/ml). Srednie stezenie tego markera w ciazy fizjologicznej
(grupa kontrolna) wynosito 12,79 pug/ml (mediana: 10,9 pg/ml, zakres: 4,2-18,8 pg/ml) i byto
istotnie wyzsze niz u pacjentek z TLDM (p<0,000001). Srednie stezenie 1,5-AG u kobiet bez
cukrzycy obnizato si¢ w miar¢ rozwoju ciazy a jego $rednia warto§¢ wynosita 14 pg/ml w 1,
11,9 ug/ml w1 11,3 pug/ml w III trymestrze.

W Tabeli 6 przedstawiono kontrolg glikemii w badanej grupie kobiet z TIDM w czasie ciazy.
Nie stwierdzono istotnych roznic w stezeniu 1,5-AG w surowicy w poszczegdlnych
trymestrach ciazy w badanej grupie kobiet z T1DM. Sredni poziom 1,5-AG wynosit
odpowiednio 5,2 + 2,34 ug/ml w | trymestrze, 5 + 2,2 pg/ml w Il trymestrze oraz 5,4 + 2,3
pg/ml w I trymestrze ciazy (p=0,43) [Rycina 4]. Podobnie, nie stwierdzono istotnych
statystycznie réznic pomigdzy I, I1 1 III trymestrem ciazy w zakresie §redniej glikemii (109,9 +
24,9 mg/dl vs. 106,2 +15,8 mg/dl vs. 105,5 14,5 mg/dl; p=0,82) i $redniej maksymalnej
glikemii (172,1 + 41,2 mg/dl vs. 164,5 + 34,1 mg/dl vs. 160 + 33,2 mg/dl; p=0,13).
Stwierdzono istotne statystycznie obnizenie wartosci stgzenia HbAjc w 11 i 11l trymestrze ciazy

w poroéwnaniu z wartoscia tego wskaznika w I trymestrze (p=0,001) (Tabela 6).
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Tabela 6. Wartoéci wskaznikéw glikemii u ciezarnych z T1DM w poszczegdlnych

trymestrach cigzy.

1.5-AG [ug/ml] H[lg/,:]\lc Sred?ri;lgg/;(ljﬁemia Srzcllirllieamr?;t(r?g/rgﬁlna
| trymestr
SredniazSD 516 £ 2,34 5,97 £ 0,92 109,9 £ 24,9 172,1+ 41,2
Mediana 4,2 5,9 105,3 169
Min-Max 2,95-13,2 4,4-9,2 71,7-293,8 102-310
Il trymestr
Srednia+SD 4,96 + 2,17 5,45 + 0,64 106,21 + 15,8 164,5+ 34,1
Mediana 4,04 5,4 103 160
Min-Max 2,2-12,2 4,3-6,9 83-143,6 110,3-242,7
I trymestr
Srednia+SD 539+2,3 5,48 + 0,68 105,5 + 14,47 160 + 33,24
Mediana 4,54 5,5 105 154
Min-Max 2,8-15,1 3,9-8,0 72,6-150 108-260

W tabeli przedstawiono Srednig glikemie i Srednig maksymalng glikemie w SMBG.
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Rycina 4. Srednie stezenie 1,5-AG w poszczegdlnych trymestrach cigzy u kobiet z

T1DM.
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ANOVA: df= 2; F-ratio= 0,85; p=0,43

Zaobserwowano réwniez, ze $rednie st¢zenie 1,5-AG w surowicy cigzarnych chorujacych na

cukrzycg z HbAic > 6,1% byto istotnie nizsze niz u cigzarnych uzyskujacych to kryterium

wyrownania metabolicznego (4,5 = 1,9 pg/ml vs. 5,4 £ 2.5 pg/ml; p=0,02).
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4.2. Analiza korelacji 1,5-AG oraz HbAlc ze wskaznikami uzyskanymi na

podstawie SMBG i CGMS

4.2.1. Ocena zaleznosci pomiedzy 1,5-AG i HbA;. a parametrami SMBG

Tabela 7. Korelacja pomiedzy poziomem 1,5-AG oraz HbA;; a parametrami SMBG.

Srednia glikemia[mg/dl] Srednia maksymalna Odchylenie standardowe

glikemia [mg/dl] glikemii [mg/dl]

I trymestr

1,5-AG -0,51 (0,000001) -0,72 (0,000001) -0,63 (0,000001)

HbA. 0,61 (0,000001) 0,43 (0,0002) 0,43 (0,003)

Il trymestr

1,5-AG -0,47 (0,00001) -0,63 (0,000001) -0,43 (0,00002)

HbA . 0,43 (0,0001) 0,23 (0,044) NS

Il trymestr

1,5-AG -0,41 (0,00002) -0,65 (0,000001) -0,63 (0,000001)

HbA . 0,34 (0,0013) 0,2 (0,05) NS

tacznie

1,5-AG -0,45 (0,000001) -0,77 (0,000001) -0,6 (0,000001)

HhA 0,46 (0,000001) 0,3 (0,0001) 0,18 (0,01)

W tabeli wyniki przedstawiono jako r (wspétczynnik korelacji), w nawiasie podano poziom istotnosci.

Stezenie 1,5-AG korelowalo istotnie z indeksami glikemii w SMBG podczas catego okresu
ciazy. Korelacja ta wynosita — dla $redniego stezenia glukozy r=-0,45; p=0,000001, dla srednie;j
maksymalnej glikemii r=-0,77; p=0,000001 oraz dla odchylenia standardowego glikemii r=-

0,6; p=0,000001.
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Dodatkowo zalezno$¢ pomigdzy stgzeniem 1,5-AG w badanej grupie cigzarnych z TLDM oraz
parametrami SMBG analizowano odrgbnie dla kazdego z trymestrow ciazy. Wielko$¢
wspoOtczynnikéw korelacji pomigdzy 1,5.AG oraz HbA;;. a S$rednia glikemia, $rednia
maksymalng glikemia oraz odchyleniem standardowym glikemii przedstawiono w Tabeli 7.
Zaobserwowano znamienng statystycznie, ujemna korelacj¢ pomig¢dzy 1,5-AG a S$rednim
stgzeniem glukozy w 1 (r=-0,51; p<0,000001), Il (r=-0,47; p<0,000001) i I (r=-0,41,
p=0,000002) trymestrze ciazy. Stwierdzono silna, ujemna korelacj¢ pomiedzy 1,5-AG a
zmiennymi charakteryzujacymi maksymalng warto$¢ glikemii — $rednim maksymalnym
stezeniem glukozy oraz $rednim odchyleniem standardowym glikemii. Warto$¢ wspotczynnika
korelacji 1,5-AG z maksymalna glikemia wynosita r=-0,72; p<0,000001 w | trymestrze oraz
r=—0,63; p<0,000001 w Il i r=-0,65; p<0,000001 w III trymestrze ciazy. Korelacja z
odchyleniem standardowym glikemii wyniosta r=—0,63; p<0,000001 w I, r=-0,43; p=0,000017
w Il oraz r=-0,63; p<0,000001 w III trymestrze ciazy. Nie stwierdzono istotnych réznic we
wspolczynnikach korelacji 1,5-AG z maksymalng i $rednia glikemia pomigdzy poszczegdlnymi
trymestrami ciazy.

W kolejnym etapie oceniono roéznice we wspotczynnikach korelacji 1,5-AG z glikemia w
SMBG i HbA¢ z glikemia w SMBG. Stwierdzono statystycznie silniejsza korelacj¢ pomiedzy
stezeniem 1,5-AG 1 maksymalng glikemia niz korelacja HbAi. z maksymalna glikemia w
SMBG (p<0,0001) dla wszystkich trymestréw ciazy tacznie, a takze w odrgbnej analizie dla I-
go (p=0,006), I1-go (p=0,001) i I1-go (p=0,0002) trymestru ciazy. Nie zaobserwowano istotnej
statystycznie réznicy we wspotczynnikach korelacji 1,5-AG oraz HbA;¢ ze $rednim stezeniem

glukozy w SMBG (p=0,56).
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4.2.2. Ocena zaleznosci pomiedzy poziomem 1,5-AG oraz HbAlc a parametrami
CGMS

Do oceny korelacji pomigdzy 1,5-AG a parametrami glikemii wykorzystano zapis CGMS
przeprowadzony u 58 cigzarnych z TIDM. W tej podgrupie w czasie zapisu 10 kobiet bylo w I,
28 w II a 20 kobiet w III trymestrze ciazy. Wartos$ci wspotczynnikow glikemii ocenianych na
podstawie pomiaru CGMS w opisywanej grupie pacjentek z T1DM wynosity: $rednia glikemia
— 104,5 + 14,9 mg/dl, $rednia maksymalna glikemia — 177,7 + 28,6 mg/dl, odchylenie
standardowe glikemii - 35 + 9,2 mg/dl, pole pod krzywa glikemii rownej 140 mg/dl (AUC-140)
— 4,7 + 3,9 mg/dl™/dzien™, pole pod krzywa glikemii 56 mg/dl — 2,5+ 7,9 mg/dl™/dzien™.
Wartos$ci $redniej 1 maksymalnej glikemii uzyskane na podstawie pomiarow dokonywanych
glukometrem w badanej grupie pacjentek wynosity 109,9 + 13,9 mg/dl oraz 171,27 + 28,3
mg/dl. W tej podgrupie pacjentek z TIDM $rednie st¢zenie 1,5-AG wynosito 4,81 £ 1, 92
ng/ml, $redni poziom HbA 1 wynosit 5,42 + 0,62 %.

Odnotowano istotna statystycznie, ujemna korelacje pomiedzy stezeniem 1,5-AG a indeksami
glikemii w zapisie CGMS - $rednim maksymalnym stezeniem glukozy (r=-0,58; p=0,000004),
odchyleniem standardowym glikemii (r=-0,6; p=0,00002), AUC-140 mg/dl (r=-0,65;
p<0,000001) oraz $rednim stezeniem glukozy (r=-0,54; p=0,00003).

Poréwnanie korelacji pomigdzy 1,5-AG i HbA;. a parametrami CGMS zestawiono w Tabeli 8.
W analizowanej grupie st¢zenie HbAj. korelowalo istotnie ze sSrednia glikemia (r=0,33;
p=0,014). Nie odnotowano istotnej zaleznosci pomiedzy stezeniem HbA;. oraz parametrami
charakteryzujacymi maksymalna glikemig. Zaobserwowano natomiast istotng ujemna korelacj¢
tego markera z wartoscia AUC-56 mg/dl w ciagu 24 godzin poprzedzajacych pomiar (= -0,41;

p=0,008).
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Rycina 5. Korelacja pomiedzy stezeniem 1,5-AG a polem nad krzywg glikemii 140

mg/dl uzyskanym na podstawie zapisu CGMS.
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Rycina 6. Korelacja pomiedzy stezeniem 1,5-AG a srednig glikemig na podstawie

zapisu CGMS.
11

10 t © Ry

Stezenie 1,5-AG [ug/ml]

=
.

60 80 100 120 140
Srednia Glikemia [mag/dl]

52

160

180

|0.95 PrzUfn.



Rycina 7. Korelacja pomiedzy stezeniem 1,5-AG a srednim maksymalnym stezeniem

glukozy na podstawie zapisu CGMS.
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Tabela 8. Korelacja pomiedzy 1,5-AG oraz HbAlc a indeksami glikemii w zapisie

CGMS.
1,5-AG [pg/ml] HBA:c [%]
AUC-140 [mgxdixdzien™]
R -0,65 0,22
5 <0,000001 01
AUC-56 [mgxdIxdzien™]
R 0,05 -0,23
5 0,79 0,09
MMBG' [mg/dl]
R -0,58 0,2
0,000004 0,15
SD [mg/dl]
R 0.6 0,18
0,00002 0,22
MBG** [mg/dl]
= -0,54 0,33
0,000031 0,014
AUC-140 [mgxdixdzien™]
R -0,53 0.1
0,0003 0,5
AUC-56 [mgxdIixdzien™]”
R 0,22 -0,41
0,16 0,008

W tabeli przedstawiono **$rednig glikemie oraz *$rednig maksymalna glikemie w zapisie CGMS.
# dane dotyczace okresu 1 dnia poprzedzajacego pobranie krwi do oznaczen laboratoryjnych.
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4.2.3. Analiza wieloczynnikowa zwigzku 1,5-AG, HbA;. i glikemii w SMBG z AUC-
140 w zapisie CGMS

W dodatkowej analizie metoda regresji liniowej przeprowadzono oceng zaleznosci z AUC-140
w modelu wieloczynnikowym uwzgledniajac nast¢pujace zmienne - stezenie 1,5-AG, stezenie
HbA;., Srednia glikemia i $rednia maksymalna glikemia w profilu dobowym. Opisany model
dodatkowo wystandaryzowano wzgledem tygodnia ciazy, w ktorym pobierano krew do analiz
laboratoryjnych. W tak scharakteryzowanym modelu (R=0,8; R*=0,6; p<0,000001) stezenie
1,5-AG stanowilo najsilniejszy predyktor 140-AUC (p=-0,61; p<0,000001) w poréwnaniu do
pozostatych, standardowych metod monitorowania (Tabela 9). Zwiazek z AUC-140 dla
stezenia HbA;. wynosit p=0,2; p=0,04. Maksymalna glikemia w profilu dobowym byta

predyktorem zaleznym od 1,5-AG.

Tabela 9. Wyniki regresji wieloczynnikowej dla AUC-140 w CGMS.

AUC-140  |MBG [mg/dI] '[\:'n'\g/Bdﬁ Tydzien ciazy | HbAgc [%] %“Z/ﬁ]ﬁ
B 20,08 0.19 0,22 0.2 0,61
5% Cl | -033016 | -004-033 | 042002 | 001-04 | -0,83--0,38
0 05 0,09 0,03 0,04 <0,000001
5% Cl | -001-001 | -0,001-001 | -0,03--001 | 001034 | -0,23--0,11

R=0,8, R°=0,6; p<0,000001
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4.3. Ocena 1,5-AG jako markera hiperglikemii popositkowej.

4.3.1. Ocena 1,5-AG jako markera PPHG w SMBG przy uzyciu metody ROC

Oceng stgzenia 1,5-AG jako markera hiperglikemii uzyskanej na podstawie dobowego profilu
glikemii przeprowadzono przy uzyciu analizy ROC. Hiperglikemig popositkowa zdefiniowano
jako $rednia warto$¢ maksymalnej glikemii w ciagu jednego tygodnia przed pomiarem
przekraczajaca 140 mg/dl (tj. kryterium glikemii popositkowej u cigzarnych wg. PTD do roku
2008 oraz $rednia warto$¢ progu nerkowego dla glukozy u cigzarnych) lub 120 mg/dl (4.
kryterium glikemii popositkowej u ci¢zarnych z cukrzyca wedlug zalecen PTD na rok 2012).

U wszystkich pacjentek z TIDM poziom glikemii w profilu dobowym, w badanym okresie byt
co najmniej 1 raz wyzszy niz 120 mg/dl i 140 mg/dl. Kryterium $redniej glikemii popositkowe;j
réwnej lub mniejszej niz 140 mg/dl spetniato 35% kobiet, za§ kryterium 120 mg/dl spetniato
jedynie 16% badanych. Stgzenie 1,5-AG byto nizsze u cigzarnych z hiperglikemia wyzsza niz
140 mg/dl (5,1 £9,2 ug/ml vs. 7,3 £ 2,8 pg/ml; p<0,000001) oraz 120 mg/dl (4,92 +2,07 pug/ml
vs. 7,67 £2,98 pg/ml; p=0,000002) w poréwnaniu do pozostatych kobiet.

Wyznaczone na podstawie krzywej ROC stgzenie 1,5-AG rozrdozniato cigzarne pacjentki z
istniejaca hiperglikemia powyzej 140 mg/dl 1 120 mg/dl od cigzarnych z dobra kontrola
glikemii popositkowej. Pole pod krzywa ROC dla hiperglikemii popositkowej 140 mg/dl jako
funkcji stezenia 1,5-AG wynosito 0,84 (95% CI: 0,78-0,89; p<0,0001) dla kryterium stezenia
1,5-AG rownego 4,79 ng/ml. Czuto$¢ wynosita 82,4% (95%CI: 71,8-90,3), swoistos¢ - 81,3%
(95% CI: 74,6-86,8), PPV — 70,35%, NPV — 89,56%. Pole pod krzywa ROC dla przyjetego
kryterium hiperglikemii popositkowej 120 mg/dl jako funkcji st¢zenia 1,5-AG wynosito 0,8
(95% CI: 0,74-0,84; p<0,0001) dla punktu odcigcia stezenia 1,5-AG roéwnego 4,89 pg/ml.
Czutos$¢ wynosita 88% (95% CI: 68,8-97,6), swoistos¢ — 68,3% (95% CI: 61,8-74,9). Wartos¢
predykcyjna dodatnia (PPV, Positive Predictive Value) wynosita 35%, warto$¢ predykcyjna

ujemna (NPV, Negative Predictive Value) - 96,8 %.
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Rycina 8. Stezenie 1,5-AG w podgrupach ciezarnych z T1DM zdefiniowanych na

podstawie kryterium hiperglikemii 140 mg/dl dla punktu odciecia réwnego 4,79 pg/ml.
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Rycina 9. Stezenie 1,5-AG w podgrupach ciezarnych z T1DM zdefiniowanych na

podstawie kryterium hiperglikemii 120 mg/dl dla punktu odciecia réwnego 4,89 ug/ml.
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4.3.2. Poréwnanie wartosci klinicznej 1,5-AG i HbA1c jako markeréw PPHG w
SMBG

W kolejnym etapie warto$¢ diagnostyczna 1,5-AG jako markera hiperglikemii popositkowej
poréwnano wzgledem HbA1.. W tym celu oceniono réznice w polach pod krzywymi ROC dla
hiperglikemii jako funkcji obu markeréow. Dla hiperglikemii powyzej 140 mg/dl AUC 1,5-AG
byto o 0,22 wigksze w porownaniu do AUC HbAj; (95% CI: 0,13-0,32; p<0,0001). Dla
kryterium hiperglikemii 120 mg/dl AUC dla 1,5-AG byto wyzsze o 0,11 niz AUC HbA;. (95%

Cl: -0,03-0,23; p=0,12). Krzywe ROC 1,5-AG oraz HbA;. zestawiono na Rycinie 10.
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Rycina 10. Poréwnanie krzywych ROC dla 1,5-AG oraz HbA;;. jako markeréw
hiperglikemii a) powyzej 140 mg/dl i b) powyzej 120 mg/dl.
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4.3.3. Ocena 1,5-AG jako markera PPHG na podstawie pomiaru CGMS.

W kolejnym etapie wykonano analogiczna analiz¢ ROC dla PPHG w zapisie CGMS.
Stwierdzono, ze 9 badanych kobiet speliato kryterium PPHG 140 mg/dl,. Srednia wartos¢
PPHG ponizej 120 mg/dl uzyskano jedynie u 2 oséb z badanej grupy co Uniemozliwilo
przeprowadzenie oceny 1,5-AG jako kryterium wyrdéwnania na tym poziomie glikemii.
Uzyskane wyniki w odniesieniu do PPHG w CGMS byly lepsze niz dla SMBG - Pole pod
krzywa ROC dla hiperglikemii popositkowej 140 mg/dl jako funkcji stezenia 1,5-AG wynosito
0,88 (95% CI: 0,76-0,86; p<0,0001) dla kryterium stg¢zenia 1,5-AG réwnego 4,66 pg/ml, przy
wyzszej warto$ci czutosci - 88,9% (95%Cl: 51,8-99,7-90,3). Swoisto$¢ wynosita 80% (95%CI:
65,4 — 90,4). Poréwnujac AUC 1,5-AG dla PPHG>140 mg/dl z AUC dla HbA;. dla PPHG>140
mg/dl stwierdzono, ze AUC 1,5-AG byto o 0,25 wigksze w poréwnaniu do AUC HbA . (95%
Cl: 0,03-0,47; p<0,0001). Porownanie krzywych ROC dla 1,5-AG oraz HbA;. jako markeréw

hiperglikemii powyzej 140mg/dl na podstawie CGMS przedstawia Rycina 13.

Rycina 11. Stezenie 1,5-AG w podgrupach ciezarnych z T1DM zdefiniowanych na
podstawie kryterium hiperglikemii 140 mg/dlI.
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Rycina 12. Krzywa ROC dla 1,5-AG jako markera PPHG powyzej 140mg/dl w CGMS.
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Rycina 13. Poréwnanie krzywych ROC 1,5-AG i HbA;; jako markeréw glikemii powyzej
140 mg/dl uzyskanej w CGMS.
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4.4. Ocena zaleznosci pomiedzy stezeniem 1,5-AG u matki a masa urodzeniowa
noworodka

4.4.1. Charakterystyka kliniczna badanej grupy

Zwiazek pomiedzy stezeniem 1,5-AG a masa urodzeniowa noworodka oceniono U 81 pacjentek
z TIDM. Sredni wiek badanej grupy wynosit 29,8 + 4,6 lat, éredni czas trwania cukrzycy 12,3
+ 7,5 lat, $rednie BMI przed ciaza 23,8 + 4,4 kg/mz. Srednie stezenie 1,5-AG w |l trymestrze
ciazy wynosito 4,8 + 1,99 pg/ml, w III trymestrze za$§ 4,9 + 1,8 pg/ml. Srednie stezenie HbA 1
wynosito 5,46 = 0,7 % w Il 1 5,41 £ 0,7% w III trymestrze. Zaobserwowano, ze 73 kobiety
(92% badanej grupy ciezarnych) mialy prawidlowy poziom HbAi. (<6,1%). Srednia
urodzeniowa masa ciata noworodkéw wynosita 3503,6 + 654g. Sredni termin porodu przypadt
w 40,9 £ 4,1 tygodniu ciazy. U 27 (33%) noworodkéw wystapita LGA, zas u 21 (27%)
stwierdzono makrosomig. Srednie stezenie 1,5-AG w II oraz w III trymestrze ciazy réznilo si¢
istotnie pomiedzy grupami z LGA 1 prawidlowa masa urodzeniowa (Rycina 14). Wyréwnanie

glikemii w zaleznos$ci od masy urodzeniowej noworodkoéw zestawiono w Tabeli 10.

Rycina 14. Srednie stezenie 1,5-AG u ciezarnych w a) Il oraz b) Ill trymestrze ciazy w

grupach z LGA oraz prawidtowg masg urodzeniowg noworodka.
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Tabela 10. Charakterystyka kliniczna pacjentek z T1DM w zaleznosci od masy

urodzeniowej noworodka.

Masa urodzeniowa
<90 centyla > 90 centyla
Cecha p
(N=54) (N=27)
MBG [mg/dl]
I 101,2; 10,5 114,4; 17,5 0,0002
11 102,3, 13,1 110,4; 14,9 0,024
MMBG [mg/dl]
[l 153,4; 33,5 177,9; 25,6 0,001
11 156,4; 35,8 168,9; 37,1 0,02
HbAlC [%]
[l 5,26; 0,65 5,8; 0,66 0,001
11 5,23: 0,6 5,79; 0,72 0,003
1,5-AG [pg/mi]
[l 5,39; 2,2 3,85; 0,94 0,001
11 5,58; 1,88 3,84; 0,92 0,00001
Wiek [lata] 29,48: 4,6 30;4,4 0,62
BMI [kg/m?] 23,72, 4,6 24,04; 3,7 0,75
Masa urodzeniowa
[a] 3148,9; 463,5 4205; 280,8 0,000001
Masa urodzeniowa
[centyl] 46,5;: 25,1 97,2:25 0,000001
APGAR [n]
Nie
[10/9/8/7-6/5-3] 47/3/3/0/1 20/5/0/0/1 dotyczy

W tabeli dane dotyczace punktacji w skali Apgar przedstawiono jako ilo$¢ noworodkéw. Dla pozostatych
danych przedstawiono $rednig i odchylenie standardowe.
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4.4.2. Analiza korelacji pomiedzy 1,5-AG oraz innymi wskaznikami wyréwnania
metabolicznego a masa urodzeniowa noworodka

Zaobserwowano znamienna, ujemng korelacj¢ pomigdzy stezeniem 1,5-AG w 1l (r=-0,44; 95%
Cl: -0,6—0,22; p<0,0001) i III trymestrze ciazy (r=-0,58; 95% CI: -0,71 - - 0,48; p<0,0001) a

masg urodzeniowa noworodka.

Rycina 15. Korelacja pomiedzy stezeniem 1,5-AG u matki w Il trymestrze cigzy a

masg urodzeniowg noworodka.
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W analizie korelacji stwierdzono takze dodatnia znamienna zalezno$¢ pomigdzy masa
urodzeniowa noworodka a st¢zeniem HbAj. oraz Srednim st¢zeniem glukozy i1 $rednim
maksymalnym stgzeniem glukozy w profilu dobowym wykonanym za pomoca glukometru.
Wspotczynniki  korelacji pomigdzy masa urodzeniowa noworodka oraz st¢zeniem
poszczego6lnych markeréw glikemii w Il oraz w III trymestrze ciazy przedstawiono w Tabeli
11. Korelacja pomigdzy masa urodzeniowa dziecka a tygodniem porodu wynosita r=0,25 (95%
Cl: 0,03-0,44; p=0,028).
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Tabela 11. Korelacja poszczegolnych wskaznikow glikemii z masg urodzeniowg

noworodka.

inicza LSAGL  Honpy  Sraghemia  Sredhia maeymane
Il trymestr

r -0,44 0,26 0,37 0,28
95%Cl -0,6- -0,22 0,04-0,46 0,17-0,57 0,1-0,48
P 0,0001 0,03 0,0009 0,019
n 75 75 71 71
Il trymestr

r -0,58 0,29 0,29 0,37
95%Cl -0,71- -0,48 0,07-0,48 0,07-0,48 0,2-0,56
P 0,0001 0,01 0,01 0,001
n 80 78 79 78

W tabeli przedstawiono $rednig glikemie i Srednig maksymalng glikemie na podstawie SMBG.
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4.4.3. Analiza zwigzku stezenia 1,5-AG z masa urodzeniowg noworodka

Celem oceny zwiazku 1,5-AG z masa urodzeniowa, skorygowanego wzgledem pozostatych,
standardowych predyktoréw, kolejno utworzono modele wieloczynnikowe (GLM, General
Linear Model).

W pierwszym modelu, stgzenie 1,5-AG u matki w III trymestrze ciazy byto istotnie zwiazane z
masa urodzeniowa noworodka po standaryzacji wzgledem potencjalnych predyktoréw
klinicznych: tygodnia porodu, BMI przed ciaza oraz wieku w momencie zaj$cia w ciazg (p=-

0,6; p<0,000001) (Tabela 12).

Tabela 12. Wyniki regresji liniowej zmiennej zaleznej masa urodzeniowa.

lI\J/Ir?)Sdazeniowa [0] Wi?ll;trg]atki BMI [kg/m’] -I|<-)3(/)(:cz)l(jlel:1 1,5-AG [ug/ml]
B 0,25 -0,009 0,28 -0,6
95%ClI 0,07-0,45 - 0,1-0,46 -0,78--0,42
P 0,008 0,33 0,0027 <0,000001
95% ClI 9,6-63,98 - 39,9-183,01 -281,7--152,2

R=0,64; R”= 0,38 df=4; F=13,59; p=0,0000001

Po wprowadzeniu do modelu HbA;. stezenie 1,5-AG (p=-0,57; p<0,000001), tydzien porodu
(B=0,26; p=0,005) oraz wiek matki ($=0,23; p=0,016) pozostaly znamiennymi predyktorami
masy potozniczej (Tabela 13). Natomiast stezenie HbAj nie bylo istotnym predyktorem masy

urodzeniowej w modelu uwzgledniajacym stezenie 1,5-AG (p=0,18).
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Tabela 13. Wyniki regresji liniowej zmiennej zaleznej masa urodzeniowa.

M e | Wiekliata] | BMI kg/m? Lﬁ?ﬁfg HbALc [%] ﬁ;gﬁf]‘
B 0,23 20,009 0,26 0,12 0,57
95% Cl 0,05-0,43 : 0,08-0,44 : :0,75- 0,38
0 0,016 0,33 0,005 0.18 <0,000001
95% Cl 6,561,6 : 32,3-177,5 : 271,0- -136,9

R=0,67; R°=0,44; df=5; F=11,11; p=0,000001

W kolejnej analizie uwzgledniono taczny wptyw standardowych wskaznikéw wyréwnania
metabolicznego ($rednia oraz maksymalna glikemia w profilu dobowym wykonywanym za
pomoca glukometru, st¢zenie HbAj;) oraz poziom 1,5-AG, tydzien porodu, wiek, BMI
(R2=0,45; R=0,67; p<0,000001). Rowniez w tak zdefiniowanym modelu st¢zenie 1,5-AG
pozostalo najsilniejszym predyktorem masy urodzeniowej. Dodanie do modelu glikemii w
SMBG nie wptyneto na warto$§¢ wspodtczynnika regresji dla 1,5-AG (p=-0,55; p<0,000001).
Zwiazek taki stwierdzono rowniez dla wieku oraz tygodnia ciazy. Pozostale zmienne - HbA;.
(p=0,25), $rednia glikemia (p=0,95) oraz maksymalna glikemia (p=0,73), nie byly
niezaleznymi predyktorami masy urodzeniowej noworodka.

Ponadto, w analizie regresji liniowej wykazano, ze stezenie 1,5-AG w III trymestrze ciazy

ttumaczyto 31% wariancji zmiennej zaleznej (masa urodzeniowa) oraz 37% wariancji tej

zmiennej po standaryzacji wzglgdem tygodnia porodu.
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4.5. Ocena poziomu 1,5-AG jako predyktora noworodkowej LGA i makrosomii
4.5.1. Wyniki jednoczynnikowej regresji logistycznej

W analizie jednoczynnikowej regresji logistycznej st¢zenie 1,5-AG w Il oraz Ill trymestrze
ciazy bylo istotnym predyktorem noworodkowej LGA (OR= 0,46; 95% CI: 0,26-0,81; p=0,006
dla 11 trymestru i OR= 0,34; 95% CI: 0,17-0,65; p=0,0001 dla Il trymestru) oraz makrosomii
(OR=0,5; 95% CI: 0,3-0,94; p=0,03 dla Il trymestru i OR=0,17; 95% CI: 0,06-0,47; p=0,0001
dla Il trymestru).

Zwiazek taki stwierdzono takze dla pozostatych markerow wyréwnania metabolicznego -
stezenia HbAjc, $redniej glikemii w profilu dobowym i maksymalnej glikemii w profilu
dobowym. llorazy szans (OR) dla wystapienia LGA 1 makrosomii oraz zdolnos¢

dyskryminacyjna (AUC) tych parametrow przedstawiono w Tabeli 14,
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Tabela 14. Wyniki jednoczynnikowej regresiji logistycznej dla LGA oraz makrosomii.

LGA 15-AG [ug/ml]  HbA,, [%] Sred?:gg/;(ljiﬁemia Srzcliirlli:mr?;l[(;ér/r:jell]lna
Il trymestr

OR 0,46 3,03 1,07 1,02
95%Cl 0,26-0,81 1,4-6,5 1,03-1,1 1-1,03

P 0,006 0,005 0,001 0,05
AUC 0,76 0,71 0,72 0,63

Il trymestr

OR 0,34 3,6 1,04 1,01
95%ClI 0,17-0,65 1,6-8,7 1,01-1,08 0,99-1,03
P 0,0001 0,003 0,02 0,09
AUC 0,81 0,71 0,65 0,66

makrosomia

1,5-AG [ug/ml]

HbA. [%]

Srednia glikemia

Srednia maksymalna

[mg/di] glikemia [mg/di]
Il trymestr

OR 0,5 2,9 1,06 1,02
95%Cl 0,3-0,94 1,4-6,7 1,02-1,1 1,01-1,04
P 0,03 0,01 0,004 0,04
AUC 0,7 0,7 0,7 0,69

Il trymestr

OR 0,17 3,3 1,05 1,02
95%Cl 0,06-0,47 1,38-7,7 1,01-1,09 1,01-1,04
P 0,0001 0,007 0,02 0,04
AUC 0,84 0,7 0,66 0,69




4.5.2. Wyniki wieloczynnikowej regresiji logistycznej

Warto$ci ilorazow szans oraz AUC dla utworzonych kolejno modeli wieloczynnikowych dla
LGA i makrosomii przedstawiono w Tabelach 15 i 16. Poniewaz wartosci 1,5-AG, HbA i
glikemii w II trymestrze nie wptywaty istotnie na wyniki analizy, nie zostalty umieszczone w
ostatecznym modelu wieloczynnikowym.

Wzrost st¢zenia 1,5-AG o 1 pg/ml wiazal sig¢ z trzykrotnym zmniejszeniem ryzyka LGA oraz
ponad pigciokrotnym spadkiem ryzyka makrosomii, niezaleznie od wujecia w modelu
wieloczynnikowym. W modelu regresji logistycznej uwzgledniajacym nastepujace zmienne -
stezenie 1,5-AG, wiek matki, BMI przed ciaza - stezenie 1,5-AG bylo niezaleznym
predyktorem LGA (OR=0,32; 95% CI: 0,16-0,63; p=0,0012) i makrosomii u (OR=0,17; 95%
Cl: 0,06-0,46; p=0,0006). Wiek matki oraz BMI nie byly istotnie zwiazane z wystapieniem
nieprawidlowej wagi u noworodka.

1,5-AG pozostat silnym predyktorem LGA (OR=0,34; 95% CI: 0,17-0,69, p=0,0027) i
makrosomii (OR=0,18; 95% CI: 0,06-0,55; p=0,0025) takze po standaryzacji opisanego
modelu wzgledem HbAj.. Wystapienie LGA przewidywalo réwniez stezenie HbA;. (OR =
3,71, 95% CI: 1,26-11,0; p=0,02). W ramach wspolnego modelu dla makrosomii HbA;; nie
byta istotnym niezaleznym predyktorem (p=0,06). Uwzglednienie 1,5-AG w modelu
wieloczynnikowym zwigkszato jego site predykcyjna. Warto$¢ pola pod krzywa ROC dla
opisanego modelu dla LGA wynosita 0,86 (95% CI: 0,76-0,92) w poréwnaniu do AUC
rownego 0,71 (95% CI: 0,59-0,81) w przypadku, gdy w model nie uwzglednial wptywu
1,5.AG. Warto$¢ pola pod krzywa ROC dla opisanego modelu wieloczynnikowego dla
makrosomii wynosita 0,88 (95% CI: 0,78-0,94) w poroéwnaniu do 0,68 (95% CI: 0,57-0,78) po
wylaczeniu 1,5-AG.

W kolejnym modelu uwzgledniono standardowe predyktory masy urodzeniowej dziecka

wyodrebnione w analizie jednoczynnikowej - HbA;., glikemie¢ w SMBG, stezenie 1,5-AG,
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wiek i BMI. Niezaleznymi predyktorami LGA i makrosomii w tacznym modelu byly 1,5-AG
oraz HbA;.. AUC powyzszego modelu wieloczynnikowego wynosita 0,86 (95% CI: 0,76-0,93)
dla LGA oraz 0,88 (95% CI: 0,79-0,94) dla makrosomii w porownaniu z 0,74 (95% CI: 0,63-

0,83) oraz 0,76 (95% ClI: 0,65-0,86) dla modelu uwzgledniajacego tradycyjne czynniki ryzyka.

Tabela 15. AUC oraz ilorazy szans wystgpienia LGA skorygowane wzgledem BMI i

wieku dla 1,5-AG, HbA;. oraz wybranych parametréw glikemii w SMBG.

LGA Model 1 Model 2 Model 3 Model 4 Model 5
1,5-AG
OR 0,32 0,34 0,28
95%Cl 0,16-0,64 0,17-0,69 0,11-0,64
HbA1c
OR 3,75 3,71 3,4 3,5
95%Cl 1,57-8,9 1,26-11 1,35-8,72 1,2-10,6
MBG®
OR 1,03 1,02
95%Cl 0,97-1,1 0,96-1,09
MMMG™
OR 1,01 0,99
95%Cl 0,98-1,03 1,94-1,0
AUC 0,82 0,7 0,86 0,76 0,86

W tabeli przedstawiono *Srednig glikemie w profilu dobowym oraz *maksymalng glikemie w profilu

dobowym.
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Tabela 16. AUC oraz ilorazy szans wystgpienia makrosomii skorygowane wzgledem

BMI i wieku dla 1,5-AG, HbA;. oraz glikemii w SMBG.

makrosomia Model 1 Model 2 Model 3 Model 4 Model 5
1,5-AG

OR 0,17 0,18 0,15
95%Cl 0,06-0,46 0,06-0,55 0,04-0,5
HbA1c

OR 3,29 2,85 2,9 2,8
95%Cl 1,39-7,79 0,95-8,6 1,15-7,3 0,9-8,57
MBG’

OR 1,02 1,01
95%Cl 0,96-1,08 0,94-1,08
MMMG**

OR 1,01 0,98
95%Cl 0,99-1,03 0,95-1,02
AUC 0,85 0,68 0,88 0,74 0,88

W tabeli przedstawiono *$rednig glikemie w profilu dobowym oraz *maksymalng glikemie w profilu
dobowym (SMBG).
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4.5.3. Analiza uzytecznosci klinicznej 1,5-AG jako predyktora makrosomi i LGA
metoda ROC

W analizie z wykorzystaniem krzywej ROC stgzenie 1,5-AG w III trymestrze ciazy w badane;j
grupie cigzarnych z TIDM byto istotnym wskaznikiem ryzyka noworodkowej LGA (AUC =
0,81; 95% CI: 0,7-0,89; p<0,0001) oraz makrosomii (AUC=0,84; 95% CI: 0,74-0,91;
p<0,0001).

Wyniki analizy ROC — zalezno$¢ pomigdzy czutoscia i swoistoscia 1,5-AG oraz krzywa ROC
dla stezenia 1,5-AG w III trymestrze ciazy jako markera LGA przedstawia Rycina 16.
Najwyzsza warto§¢ AUC uzyskano dla stezenia 1,5-AG réwnego 4,76 pg/ml. Czulos¢ wynosita
96,3% (95% CI: 81,0 — 99,9), swoistos¢ 55% (95%Cl: 40,3-68,9). PPV wynosita 53,7% (95%
Cl: 38,1-67,6), NPV za$ 96,6% (95%CI: 82,2- 99,9).

Krzywa ROC dla makrosomii przedstawiono na Rycinie 17. Najwyzsza wartos¢ AUC
oszacowano dla stezenia 1,5-AG rownego 4,28 pg/ml. Czutos¢ wynosita 95,2% (95% CI: 76,2
—99,9), swoistos¢ 65% (95% CI: 51,1-77,1), PPV wynosita 51% (95% CI: 33,8-66,2), NPV za$

97,4% (95% ClI: 86,2-99,9).
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Rycina 16. Wyniki analizy ROC dla 1,5-AG jako markera LGA.

a) Relacja pomiedzy czutoscig i swoistoscig 1,5-AG w ocenie ryzyka LGA
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Rycina 17. Wyniki analizy ROC dla 1,5-AG jako markera makrosomii.

a) relacja pomiedzy czutoscig i swoistoscig 1,5-AG
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5. DYSKUSJA

Niniejsza praca stanowi pierwsze systematyczne badaniec majace na celu oceng 1,5-AG jako
markera wyréwnania metabolicznego w ciazy powiktanej TIDM.

Pierwszy etap projektu stanowita ocena stezenia 1,5-AG u cigzarnych z TIDM oraz grupy
kontrolnej, ktéra przeprowadzono dla kazdego z trymestréw cigzy. Nastgpnym celem byta
ocena 1,5-AG jako markera wyréwnania glikemii u pacjentek z TIDM, obejmujaca miedzy
innymi jego porOéwnanic z innymi parametrami 0ceny kontroli metabolicznej. Powyzsze
zasadnicze cele uzupelnialo oznaczenie korelacji pomigdzy 1,5-AG a masa urodzeniowa
noworodka w badanej grupie z T1DM oraz ocena jego przydatnosci jako predyktora
makrosomii w ciazy powiktanej TIDM.

1,5-AG jest krotkoterminowym wskaznikiem wyrdwnania metabolicznego, oceniajacym
glikemi¢ w okresie 1-2 tygodni poprzedzajacych pomiar [44]. W odrdznieniu od innych
markerow biochemicznych kontroli glikemii (cho¢by HbA ., FA) stezenie 1,5-AG identyfikuje
obecnos¢ pojedynczych, krotkotrwatych epizodow hiperglikemii, na przyktad PPHG, a nie
tylko warto$¢ Sredniego stezenia glukozy we krwi [57-62]. Biorac pod uwage wymienione
wlasciwosci 1,5-AG, wydawat si¢ on bardzo interesujacym potencjalnym narzedziem oceny
wyrownania metabolicznego w ciazy powiktanej TIDM, ktora wymaga szczegolnie
precyzyjnej kontroli glikemii. Z drugiej strony wiadomo bylo, ze szybko$¢ wydalania 1,5-AG
zalezy od warto$ci progu nerkowego dla glukozy, ktory w ciazy jest obnizony i wynosi okoto
140 mg/dl [65]. Wobec powyzszego warto$¢ 1,5-AG jako markera wyrdwnania glikemii w tej
grupic wymagala odrebnych badan. W sytuacji, w ktorej nie dysponujemy idealnym
narzedziem oceny glikemii u cigzarnej, celowos¢ badan majacych na celu udzielenie
jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, co do mozliwosci praktycznego wdrozenia 1,5-AG do
praktyki klinicznej w tej grupie pacjentek miata pelne uzasadnienie. Uprzednio

przeprowadzono jedynie jedno niewielkie badanie sugerujace mozliwos$¢ zastosowania 1,5-AG
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do oceny kontroli metabolicznej w heterogennej klinicznie pod wzglgdem typu choroby grupie
kobiet cigzarnych z cukrzyca [90]. Niniejsza rozprawa doktorska stanowi pierwsze szerokie

naukowe opracowanie tego zagadnienia.

Cel 1. Ocena stezenia 1,5-AG u ciezarnych z T1DM oraz w cigzy fizjologicznej
Stgzenie 1,5-AG oznaczono u 110 kobiet w ciazy powiktanej TIDM oraz 102 kobiet z
grupy kontrolnej, ktora stanowily ci¢zarne bez zaburzen gospodarki weglowodanowej. Na
etapie planowania badania rozwazano oznaczenie stgzenia 1,5-AG w obydwu grupach przy
uzyciu proponowanej w pismiennictwie techniki Yabuuchi i wsp. [69]. W tym celu, wykonano
analizy majace na celu optymalizacje oznaczen, opierajac si¢ na procedurze
spektrofotometrycznej detekcji  produktow reakcji enzymatycznej 1,5-AG, po jego
wezesniejszym wyodregbnieniu (wyizolowaniu) z probek surowicy metoda ekstrakcji do fazy
statej (SPE) z dwuwarstwowym wypelieniem jonitowym. Nastgpnie wykonywano pomiar
spektrofotometryczny nadtlenku wodoru bgdacego koproduktem reakcji utleniania 1,5-AG.
Procedurg oznaczen 1,5-AG ta metoda scharakteryzowano szczegdétowo we wstepie niniejszej
rozprawy doktorskiej. Biorac pod uwage fakt, ze najnizsze stgzenie 1,5-AG wyznaczone w
grupie cigzarnych z T1DM bylo bliskie limitu pomiaru tej metody przy niezadowalajacej
precyzji, celowym wydalo si¢ przeprowadzenie oznaczen i potwierdzenie uzyskanych wynikow
zmodyfikowana lub catkowicie odmienna metoda. W celu udoskonalenia tej metody
nalezatoby zmieni¢ zar6wno warunki ekstrakcji SPE w celu zwigkszenia selektywnosci
ekstrakcji i wzbogacenia 1,5-AG w probkach (rodzaj ztoza w kolumience SPE, rodzaj i
objetos¢ wymywajacego rozpuszczalnika, czas suszenia ztoza i1 czas ekstrakcji), jak tez by¢
moze parametry reakcji enzymatycznej, np. czas reakcji wymagany do ustalenia si¢ rOwnowagi
reakcji. Jednakze ze wzgledu na ztozonos¢ procedury (ekstrakcja - reakcja enzymatyczna -

oznaczenie spektrofotometryczne) i dlugi czas pojedynczego oznaczenia (ok. 2-3 godzin),
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korzystniejszym rozwiazaniem wydawalo si¢ zastosowanie innej metody analitycznej. Na
podstawie dostgpnej literatury za wartosciowa pod wzgledem selektywnosci i czuto$ci metode
dla oznaczen 1,5-AG mozna uwaza¢ analiz¢ chromatograficzna GC/MS lub HPLC/MS,
pozwalajaca na rozdzial i jednoczesne oznaczenie stgzenia cukréw obecnych w surowicy w
stezeniach rzedu ng/ml. Inna metoda, niedawno wprowadzona dla oznaczania 1,5-AG,
cechujaca si¢ niskimi kosztami, jest metoda immunochemiczna (ELISA) [76, 77]. Nie wymaga
ona selektywnego wyodregbniania 1,5-AG z surowicy, a opiera si¢ na reakcji
immunochemicznej z zastosowaniem swoistego dla tej substancji przeciwciala oraz cechuje si¢
wysoka czulo$cia detekcji 1 powtarzalnoscia oznaczen. Te cechy zadecydowaty o jej wyborze
do niniejszej rozprawy doktorskiej.

Stezenie 1,5-AG w surowicy krwi u kobiet bedacych w fizjologicznej ciazy wynosito okoto 13
ug/ml i byto prawie trzykrotnie wyzsze w porownaniu do grupy z TIDM. Potwierdza to wyniki
uzyskane przez Tetsuo i wsp, ktérzy w badaniach w populacji finskiej obserwowali
statystycznie istotna rdznic¢ pomiedzy stezeniem 1,5-AG u pacjentek z PGDM w poréwnaniu
do cigezarnych w fizjologicznej ciazy [80]. Stezenie 1,5-AG w surowicy cigzarnych z TIDM
oznaczone za pomoca techniki immunoenzymatycznej wyniosto w niniejszym badaniu 5,1
pug/ml (mediana 4,2 ug/ml), co jest zblizone do $redniego stezenia 1,5-AG w grupie z PGDM
(n=54 osoby) w badaniach Tetsuo i wsp. ($redni poziom 4,6 pug/ml) przeprowadzonych metoda
chromatografii gazowej w polaczeniu z detektorem FID [80]. Stezenie 1,5-AG w badanej
grupie z T1DM bylo nizsze od $redniego poziomu 1,5-AG wykazanego metoda SPE przez
Dworacka 1 wsp. ($redni poziom 12 pg/ml, przy CV=7,9%), jednakze uzyskiwane w cytowane;j
pracy warto$ci opieraja si¢ glownie na wynikach oznaczen w cukrzycy ciazowej [90]. Biorac
pod uwage fakt, Zze stopien hiperglikemii w wigkszos$ci przypadkow GDM jest mniejszy niz w
T1DM, to obserwowana roznica stezen 1,5-AG wydaje si¢ by¢ zgodna z oczekiwana. Zgodnie

z wczesniejszymi doniesieniami, nie zaobserwowano takze - w przeciwienstwie do grupy
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kontrolnej - zalezno$ci pomigdzy stezeniem 1,5-AG a czasem trwania cigzy powiktanej T1DM,
co moze by¢ zwiazane z duza iloscia epizodéw hiperglikemii powyzej progu nerkowego dla
glukozy i generalnie niskim poziomem badanego markera. Analiza statystyczna nie wykazala
takze istotnej roznicy w warto$ciach wskaznikow wyrdwnania metabolicznego w SMBG w

trakcie przebiegu ciazy u pacjentek z TIDM.

Cel 2. Analiza korelacji miedzy 1,5-AG oraz HbA;; a parametrami wyréwnania
metabolicznego uzyskanymi na podstawie dobowego profilu glikemii oraz CGMS
Waznym celem niniejszego projektu byla ocena zalezno$ci pomigdzy 1,5-AG oraz
HbA1. a wybranymi indeksami wyrownania glikemii w ciazy powiklanej TIDM. Byly to
parametry uzyskane na podstawie pomiaréw glikemii w okresie 7 dni poprzedzajacych pomiar
1,5-AG na podstawie 8-punktowego profilu glikemii wykonywanego samodzielnie przez
pacjentki za pomoca glukometru (SMBG) oraz — u czegsci pacjentek - CGMS. Ta ostatnia
metoda jest wykorzystywana w praktyce klinicznej w szczegdlnych przypadkach i nie ma
jeszcze charakteru rutynowego.
Na podstawie uzyskanych wynikéw poziom 1,5-AG lepiej niz HbA;. odzwierciedlat
uzyskiwane usrednione warto$ci $redniej i maksymalnej glikemii mierzonej glukometrem w
ciagu 7 dni bezposrednio poprzedzajacych pomiar badanego markera. Zgodnie z
oczekiwaniami st¢zenie 1,5-AG bylo nizsze w grupie ze stgzeniem HbAlc wyzszym od 6,1%
oraz wyzszymi wartosciami S$redniej glikemii oraz maksymalnej glikemii. Na postawie
uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze kobiety nie uzyskujace kryteriow wyrdwnania
metabolicznego HbA;. mialy nizszy poziom 1,5-AG w pordéwnaniu z grupa kobiet z
rekomendowana wartoscia hemoglobiny glikowanej. Nalezy jednak zauwazy¢, ze kobiety z
prawidtowym stgzeniem HbA;. charakteryzowata duza réznorodnos¢ w zakresie stezen 1,5-

AG. Ta obserwacja pozwala przypuszczac, ze pacjentki wykazujace podobna wartos¢ HbA 1.
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wykazuja znaczace roznice w zakresie wystgpowania krotkich epizodow hiperglikemii, ktore
wplywaja znaczaco na poziom 1,5-AG, ale w znacznie mniejszym stopniu na poziom HbA.
Zgodnie z oczekiwaniami, zaobserwowano istotng statystycznie korelacj¢ pomigdzy stgzeniem
1,5-AG a pozostatymi wskaznikami kontroli glikemii. Uzyskano znamienne warto$ci
wspotczynnika korelacji pomigdzy 1,5-AG a parametrami uzyskanymi w SMBG - $rednia
maksymalna glikemia, $rednia glikemia oraz jej odchyleniem standardowym. Wykazano takze,
ze warto$¢ poszczegolnych wspolczynnikéw korelacji byta podobna dla wszystkich trzech
trymestrow ciazy. Miato to miejsce pomimo zmieniajacego si¢ progu nerkowego dla glukozy.
Sugeruje to, ze poziom glikemii miat znaczaco wigkszy wptyw na poziom 1,5-AG niz zmiany
w progu nerkowym. W koncu, poréwnujac wspotczynniki korelacji 1,5-AG z glikemia w
SMBG oraz HbA;; z glikemia w SMBG wykazano, ze korelacja pomigdzy 1,5-AG a
maksymalnym stezeniem glukozy w profilu dobowym byla istotnie wyzsza niz zalezno$¢
HbA; z glikemia. Obserwacja ta jest zgodna z wynikami uprzednich badan przeprowadzonych
w TIDM i T2DM oraz 0s6b z nieprawidlowa tolerancja glukozy, w ktorych poziom 1,5-AG
obnizat si¢ w przypadku pogorszenia wyroOwnania metabolicznego wykazujac silng korelacje z
wartosciami maksymalnej glikemii w profilu dobowym u pacjentdéw z optymalnym poziomem
HbA;. [57-61].

Wyniki uzyskane na podstawie SMBG potwierdzono 1 rozszerzono dokonujac oceny zaleznosci
15-AG z warto$ciami uzyskanymi z wykorzystaniem systemu CGMS GuardianRT
rejestrujacego stezenie glukozy w czasie rzeczywistym. Metoda ta jest aktualnie uznawana za
‘ztoty standard’ stanowiac punkt odniesienia stosowany w wielu badaniach naukowych,
miedzy innymi dla oceny testow oceniajacych wyrdéwnanie glikemii [2, 37, 62, 92-94].
Szczegblna wartos¢ pomiarow CGMS wynika z faktu, ze uwzgledniaja one dodatkowe
informacje na temat czasu trwania epizodéw hiperglikemii, ich amplitudy oraz umozliwiaja

rejestracje hipoglikemii. Trzeba doda¢, ze w kilku poprzednich badaniach przeprowadzonych
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przy uzyciu technologii CGMS wykazywano obecno$¢ krotkotrwatej hiperglikemii,
nieuchwytnej przy uzyciu rutynowych metod monitorowania u ci¢zarnych z T1DM [2, 92-94].
W niniejszej pracy, pomiar CGMS przeprowadzono dla okolo potowy badanej grupy
cigzarnych z TIDM, w tym u 12 os6éb w I, po okoto 20 w II i III trymestrze cigzy. Obecnie jest
to najwigksze badanie oceniajace zalezno$¢ 1,5-AG z parametrami CGMS oraz pierwsze
badanie tego rodzaju w ciazy.

Obserwowane zaleznosci pomigdzy 1,5-AG a CGMS pozostawaly w zgodnosci z wynikami
uzyskanymi na podstawie SMBG. Po pierwsze, potwierdzono korelacje 1,5-AG ze
standardowymi parametrami uzyskanymi na podstawie CGMS - $rednia maksymalna glikemia,
srednig glikemia oraz odchyleniem standardowym glikemii. Zaobserwowano istotna ujemna
korelacje 1,5-AG z wartosciami $redniej i maksymalnej glikemii rejestrowanej za pomoca
CGMS. Stezenie HbAj. korelowato istotnie jedynie ze $rednim st¢zeniem glukozy w CGMS
oraz polem pod krzywa dla hipoglikemii, co jest zapewne powodowane faktem, ze
hemoglobina glikowana odzwierciedla poziom glukozy w dtugim okresie czasu oraz wptywem
hipoglikemii na jej stgzenie. Nalezy takze zauwazy¢, ze we wczeSniejszych badaniach
oceniajacych glikemi¢ w ciazy nie odnotowano zwiazku HbAj. z PPHG rejestrowanych za
pomoca CGMS; autorzy jako przyczyng takiego stanu rzeczy wskazuja dodatkowo liczebnosé
badanych przez nich grup oraz krotki okres monitorowania [92-94].

Nowa jakoscia w niniejszej rozprawie byta ocena zwiazku 1,5-AG z polem pod krzywa dla
glikemii. Za warto$¢ graniczna glikemii przyjeto poziom 140 mg/dl, a wigc nieco wyzszy niz
aktualnie przyjmowane w Polsce kryterium maksymalnej glikemii dla cigzarnych z cukrzyca
[4]. Nalezy w tym miejscu przytoczy¢ argumenty przemawiajace za wyborem powyzszej
wartos$ci granicznej. Po pierwsze, w momencie rozpoczynania niniejszego projektu zalecenia
PTD wskazywaly wartos¢ 140 mg/dl, jako kryterium wyrdéwnania glikemii popositkowej w

ciazy powiklanej cukrzyca. Po drugie, w aktualnie obowiazujacych wytycznych przyjgto
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warto$¢ 120 mg/dl, ktora dotyczy 8-punktowego pomiaru przeprowadzanego glukometrem,
natomiast nie okreslono w nich docelowych wartosci glikemii na podstawie CGMS. Po trzecie,
warto$¢ 140 mg/dl odpowiada wartosci progu nerkowego dla glukozy u cigzarnych. Obnizone
wartos$ci progu nerkowego dla glukozy w ciazy wiasnie do 140 mg/dl powoduje, ze 1,5-AG jest
wydalany z organizmu przy relatywnie nizszym st¢zeniu glukozy we krwi. Po czwarte, kierujac
si¢ jako$cia zycia pacjentek urzadzenie CGMS programuje si¢ w praktyce klinicznej w sposéb,
ktéry sprawia, ze system alarmujacy nie utrudnia istotnie ich codziennego funkcjonowania przy
sygnalizowaniu przekroczenia warto$ci progowe;.

Stwierdzono istotna korelacje stezenia 1,5-AG z AUC-140. Ponadto w modelu
wieloczynnikowym wykazano, ze 1,5-AG jest silniejszym niz HbA;. oraz maksymalna
glikemia w SMBG predyktorem AUC-140, co dowodzi, ze jego stezenie najefektywniej
obrazuje wystepowanie 1 nasilenie epizodow hiperglikemii. HbA;. wykazywala staby zwiazek
z AUC-140, bliski granicy znamiennosci statystycznej, natomiast maksymalna warto$¢
glikemii w SMBG nie byla niezaleznym predyktorem AUC-140 w analizowanej grupie. Takze
we  wczesniejszych  badaniach z  wykorzystaniem CGMS  wykazano  obecno$¢
krotkoterminowych epizodow hiperglikemii u cigzarnych z TIDM z prawidlowym wynikiem
HbA1. [92-94]. Ponadto wykazano, ze krotkoterminowe zwyzki glikemii moga pozosta¢
niewykryte w rutynowym 8-punktowym pomiarze glukometrem w ramach SMBG [2, 92].
Wyniki niniejszej czgéci rozprawy wydaja si¢ by¢ potencjalnie uzyteczne ze wzgledu na
mozliwo$¢ zastosowania 1,5-AG jako laboratoryjnego markera kontroli glikemii w praktyce
klinicznej w ciazy powiklanej] TIDM. Dotyczy to identyfikacji pacjentek z nieprawidtowym
wyrownaniem glikemii w ciagu 1 tygodnia przed wizyta lekarska oraz oceny skutecznosci
leczenia hipoglikemizujacego. W kilku uprzednich publikacjach analizujacych kobiety cigzarne
z TIDM nie udalo si¢ znalez¢ zwiazku miedzy aktualnie stosowanymi metodami

monitorowania a epizodami hiperglikemii widocznymi w CGMS [2, 92-94]. Takze na
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podstawie wynikow niniejszej analizy zaden z uwzglgdnionych markeréw, poza 1,5-AG, nie
wykazywal zadowalajacego zwiazku z parametrami CGMS. Wobec braku wystarczajaco
skutecznych narzedzi analitycznych ocena wyrdwnania metabolicznego za pomoca 1,5-AG

moze okazac¢ si¢ w grupie cigzarnych pacjentek z TI1DM szczegdlnie przydatna.

Cel 3. Ocena uzytecznosci klinicznej 1,5-AG jako markera hiperglikemii
popositkowej

Uzyskane wyniki wykazaty silny zwiazek 1,5-AG z profilami glikemii, co stworzyto
podstawe do przeprowadzenia oceny jego zdolno$ci dyskryminacyjnej jako markera PPHG. W
zwiazku z tym przeprowadzono kolejne analizy statystyczne przy uzyciu metody ROC, majace
na celu odpowiedz na pytanie, czy 1,5-AG moze stanowi¢ uzyteczny klinicznie marker ostrej
PPHG, jakie sa warto$ci odcigcia stezen 1,5-AG w badanej populacji cigzarnych i ewentualnie
mozliwos$ci interpretacji w oparciu o wynik 1,5-AG w indywidualnym przypadku.
Punkt odniesienia w analizie ROC stanowita warto$¢ sredniej maksymalnej glikemii uzyskana
na podstawie pomiaréw glukometrycznych w okresie 1 tygodnia. Odnoszac si¢ do
sformutowania ,,hiperglikemia popositkowa” uzytego w niniejszej rozprawie nalezy stwierdzic,
ze zdecydowana wigkszo$¢ obserwowanych zwyzek glikemii w TIDM ma miejsce po positku.
Powszechnie cytowane badania przeprowadzone przez Monier 1 wsp. wykazaty, ze przy bardzo
dobrym wyréwnaniu metabolicznym mierzonym poziomem HbA . hiperglikemie dotycza w
zasadzie jedynie okresu popositkowego [95]. W ocenie uwzgledniono warto$¢ odcigcia
hiperglikemii na poziome 140 oraz 120 mg/dl. Pierwsze kryterium zatoZzone jeszcze na etapie
planowania badan odpowiadato wartoscia progowi nerkowemu dla glukozy, a wigc wartosci
glikemii przy ktorej 1,5-AG jest eliminowany z organizmu, oraz obowiazujacym do roku 2008
krytertum PTD wyréwnania cukrzycy w ciazy. Druga warto$¢ odcigcia dodano po

opublikowaniu nowych, obowiazujacych od 2010 roku, kryteriéw wyrownania metabolicznego
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dotyczacych PPHG u cigzarnych z cukrzyca dla pomiarow glukometrycznych w 1 godzing po
positku.

Analiza pola pod krzywa ROC 1,5-AG potwierdzita jego uzyteczno$¢ diagnostyczna w
wykrywaniu hiperglikemii dla obu wybranych kryteriow PPHG. Najwyzsza wartos¢ AUC dla
glikemii powyzej 140 mg/dl uzyskano dla punktu odcigcia st¢zenia 1,5-AG w surowicy na
poziomie 4,8 pg/ml. Dla tak przyjetej wartosci, ocena poziomu 1,5-AG u chorej z TIDM
pozwolita na stwierdzenie PPHG z 82,4% czutoscia 1 81,3% swoistoscia. Dla oceny PPHG
powyzej 120 mg/dl uzyskane AUC bylo nieco nizsze niz 140 mg/dl i wynosito 0,8 przy nizszej
swoistosci (okoto 70%). Nalezy tez odnie$¢ si¢ do kwestii zastosowania $redniej wartosci
maksymalnej warto$ci glikemii, podczas gdy zalecenia PTD odnosza si¢ do pojedynczych
warto$ci maksymalnej glikemii popositkowej (w aktualnych zaleceniach na poziomie 120
mg/dl) [4]. Trzeba wyjasni¢, ze w realiach praktyki klinicznej, mimo ze opisywana grupa
pacjentek z T1IDM byla znakomicie wyrownana metabolicznie w odniesieniu do poziomu
HbAc, szczegdlnie na tle doniesien z innych osrodkow, wszystkie pacjentki doswiadczaty
choc¢by pojedynczych epizodow glikemii powyzej rekomendowanego progu.

Uzupelnieniem przeprowadzonych analiz byla ocena 1,5-AG w odniesieniu do wartosci
glikemii na podstawie pomiaru CGMS. Dla kryterium PPHG 140 mg/dl w CGMS, uzyskane
wartosci AUC oraz czutosci byly nieco wyzsze niz dla krytertum glikemii w SMBG. W
analizowanej grupie odsetek chorych osiagajacych kryterium, 120 mg/dl wynosit 4% (2
0soby). Taka sytuacja uniemozliwia probe zastosowania powyzszego Kryterium w niniejSzej
rozprawie doktorskiej.

Uzyskane w tej czesSci wyniki sugeruja skuteczno$¢ monitorowania ci¢zarnych z TIDM w
oparciu o stgzenie 1,5-AG. Trzeba jednak zwroci¢ uwage na stosunkowo niska swoistos$¢

diagnostyczna 1,5-AG jako markera PPHG powyzej 120 mg/dl.
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Cel 4. Poszukiwanie zwigzku pomiedzy poziomem 1,5-AG a wybranymi wynikami
potozniczymi cigzy w proéwnaniu z innymi metodami monitorowania glikemii
Kolejnym celem niniejszego badania byta ocena zwiazku pomigdzy st¢zeniem 1,5-AG a masa
urodzeniowa noworodka w ciazy powiktanej TIDM. W minionych dekadach ponad wszelka
watpliwo$¢ wykazano wpltyw wyréwnania metabolicznego na rozwoj plodu oraz wynik
polozniczy ciazy powiktanej T1DM [20-22, 28-36]. Wiele kwestii pozostalo wciaz
nierozwiazanych, na przyktad problem opracowania odpowiednio czutych 1 swoistych
markeréw prognostycznych dla niepozadanych zdarzen potozniczych.

Najczestszym powiklaniem ciazy z TIDM jest noworodkowa makrosomia i LGA [20-22].
Uprzednio publikowane badania dotyczace relacji HbAj. z przebiegiem ciazy w T1DM
dowiodly, ze nawet kiedy jej poziom utrzymywal si¢ w granicach przyjetych
migdzynarodowych kryteribw wyrownania metabolicznego, to ryzyko niepowodzen
polozniczych u cigzarnych z T1DM pozostawato znaczaco wyzsze niz w populacji ogdlnej. Na
przyktad, w wieloosrodkowym badaniu Evers i wsp. w grupie cigzarnych z TIDM 90%
badanych kobiet miata prawidtowy wynik HbA 1., tymczasem odsetek noworodkow, u ktorych
stwierdzono makrosomig siggal blisko 50% [20]. W kilku innych wczes$niejszych badaniach
dotyczacych oceny glikemii w TIDM nie wykazano zwiazku pomigdzy HbAi. a ryzykiem
wyzsze] masy urodzeniowej [96, 98, 99, 100, 101]. Wynika z tego jasno, ze ocena poziomu
HbA;. nie jest wystarczajaca strategia monitorujaca w ocenie ryzyka nieprawidlowej masy
noworodka. Najbardziej prawdopodobna z przyczyn moze by¢ wspomniany wczesniej staby
zwiazek tego markera z istniejacymi krotkoterminowymi zwyzkami glikemii, w tym PPHG,
ktore moga w sposob istotny przyczynia¢ si¢ do utrzymujacego si¢ ciagle wysokiego ryzyka
niepowodzen potozniczych u pacjentek z TIDM pomimo uzyskiwania obowiazujacych
kryteriow wyrdwnania metabolicznego. Nalezy zauwazyC, ze takze w wynikach niniejszej

pracy wyrownanie HbA;; na rekomendowanym poziomie nie eliminowato ryzyka makrosomii i
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LGA w badanej grupie. Natomiast w dotychczasowych badaniach przeprowadzonych nad
ocena 1,5-AG wykazano, ze jest on najbardziej czulym markerem ostrej hiperglikemii [57-62].
Pozwala to przypuszczaé, ze stezenie 1,5-AG moze stanowi¢ marker ryzyka niepowodzen
polozniczych w ciazy powiktanej cukrzyca.

W niniejszej pracy oceniano zwigzek pomigdzy 1,5-AG a masa urodzeniowa noworodka oraz
porownywano go do innych metod oceny glikemii. W tym celu przeanalizowano stgzenia
poszczeg6lnych markeréw w II 1 III trymestrze ciazy w grupach matek noworodkéw z LGA
oraz prawidtowa masa ciata. W tych okresach udowodniono wptyw wyréwnania glikemii w
ciazy powiktanej cukrzyca na masg urodzeniowa ptodu. Trzeba zwrdci¢ uwage, ze w Polsce
brak jest aktualnej siatki percentylowej dla masy urodzeniowej noworodkow; tego narzedzia
brakuje takze dla regionu Matopolski. Dlatego tez w niniejszej rozprawie uzyto siatki z regionu
todzkiego z roku 2008 [91]. Wydaje si¢ jednak, ze brak jest przestanek, aby zakladac, ze
migdzy regionem t6dzkim a matopolskim istnieja istotne roznice, ktére moglyby wptyna¢ na
uzyskane wyniki

Po pierwsze, zaobserwowano, ze stezenie 1,5-AG w 11 1 III trymestrze ciazy r6znito sig istotnie
pomigdzy badanymi grupami z LGA oraz ci¢zarnymi, ktore urodzity dziecko z prawidtowa
masa ciata. Po drugie, stwierdzono silna, ujemna korelacj¢ pomigedzy stezeniem 1,5-AG u
matki w II 1 III trymestrze a masa noworodka. Ponadto, wyniki przeprowadzonych analiz
statystycznych w modelach wieloczynnikowych pozwalaja wnioskowaé, ze poziom 1,5-AG
Moze stanowi¢ najsilniejszy wskaznik masy urodzeniowej w badanej grupie. W poréwnaniu do
pozostatych uwzglednionych czynnikéw, takich jak BMI przed ciaza, st¢zenia HbAj. oraz
glikemii w SMBG, tylko poziom 1,5-AG w III trymestrze ciazy byt niezaleznym wskaznikiem
masy urodzeniowej. Srednie i maksymalne stezenie glukozy w SMBG oraz stezenie HbA 1.
korelowaly istotnie z masa urodzeniowa dziecka, nie byty jednak niezaleznymi predyktorami

masy urodzeniowej. Analiza metoda regresji logistycznej wykazata istotne zmniejszenie ryzyka
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makrosomii i LGA przy wzroscie 1,5-AG o 1 ug/ml. W modelu wieloczynnikowym, wzrost
stezenia 1,5-AG o 1 pg/ml powodowat okoto 3-krotny spadek ryzyka LGA oraz ponad 5-
krotny spadek ryzyka makrosomii, niezaleznie od pozostatych czynnikow. Poréwnujac kolejno
utworzone modele wieloczynnikowe, zaobserwowano, ze uwzglednienie 1,5-AG zwigkszalo
skuteczno$¢ przewidywania ryzyka tych powikltan w poréwnaniu do modeli opartych o poziom
wskaznikow uzyskanych na podstawie standardowych metod oceny wyréwnania glikemii
(HbA1., glikemia w SMBG). Najwyzsza warto$¢ predykcyjna dla makrosomii i LGA
(AUC=0,88 i AUC=0,86) uzyskano dla modelu uwzgledniajacego zarowno HbA;. jak i 1,5-
AG.

Przedstawione wyniki potwierdzaja zalozenie, ze st¢zenie 1,5-AG u matki z TIDM w Il
trymestrze ciazy moze by¢ istotnym predyktorem masy noworodka. Niniejsza praca stanowi
pierwsze na $wiecie badanie oceniajace zwiazek stezenia 1,5-AG u cigzarnej z masa
urodzeniowa ptodu. Potrzebne sa jednak dalsze badania w tym zakresie, w tym migdzy innymi
badania interwencyjne, ktore ocenityby potencjalng  skuteczno$¢ monitorowania

ukierunkowanego na poziom 1,5-AG w odniesieniu do masy potoznicze;j.

Cel 5. Ocena wartosci klinicznej 1,5-AG jako markera makrosomii i LGA

Badania majace na celu identyfikacje czynnikow prognostycznych masy urodzeniowej ptodu
moga by¢ pomocne do oceny zagrozenia makrosomig oraz w konsekwencji umozliwiac
szybsze 1 skuteczniejsze jej zapobieganie. Jak dotychczas nie udalo zidentyfikowac takiego
markera, ktory z wystarczajaca czuto$cia 1 swoistoscia identyfikowatby ryzyko noworodkowe;j
makrosomii w ciazy powiktanej T1DM.

Przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej wyniki analiz metoda ROC potwierdzaja
zalozenie, ze stezenie 1,5-AG u matki w IIl trymestrze ciazy moze by¢ potencjalnie

uzytecznym wskaznikiem prognostycznym nieprawidlowej masy urodzeniowej noworodka.
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Przemawia to za potencjalng przewaga monitorowania w praktyce klinicznej poziomu 1,5-AG i
modyfikowaniem terapii na tej podstawie w stosunku do opierania si¢ na poziomie HbAlc,
ktory jest odzwierciedleniem dlugoterminowej kontroli $redniej glikemii ulegajacym
powolnym zmianom. Uzyskany wynik pola pod krzywa ROC (AUC>0,8) wskazuje na dobra
zdolnos¢ dyskryminacyjna 1,5-AG w ocenie ryzyka noworodkowej LGA oraz makrosomii.
Ocena stgzenia 1,5-AG u cigzarnej w III trymestrze pozwolita na stwierdzenie ryzyka
noworodkowej makrosomii z 95% czuloscia i 65% swoistoscia przy wartosciach stgzenia
ponizej 4,28 pg/ml. Dla oceny ryzyka LGA uzyskano warto$ci czuto$ci rownej 96% przy nieco
nizszej swoistosci. Dokonujac oceny zdolnoséci dyskryminacyjnej HbAj. oraz glikemii w
SMBG stwierdzono, ze ich st¢zenia w II i III trymestrze ciazy nie rozrdznialy istotnie grup
pacjentek, ktore urodzily dziecko z LGA od matek dzieci z prawidlowa masa urodzeniowa
(AUC=0,6-0,7). Warto odnie$¢ si¢ do wynikow uprzednich badan oceniajacych warto$¢
kliniczna tych metod monitorowania glikemii w prognozowaniu masy urodzeniowej ptodu.
Podobnie jak w wynikach niniejszej pracy, obserwowano wyzsze stezenia HbAj. i glikemii w
SMBG u matek noworodkow z LGA lub makrosomia, nie wykazywaly one jednak
zadowalajacej uzytecznosci klinicznej jako marker ryzyka LGA, co wiaze si¢ by¢ moze z ich
niska czutos$cia w stosunku do hiperglikemii popositkowej. Na przyktad, przeprowadzona przez
Evers 1 wsp. ocena w grupie 300 cigzarnych z TIDM uwzgledniajaca stezenie HbAj. oraz
maksymalna glikemi¢ w SMBG w II i IIl trymestrze ciazy wykazata, ze w oparciu o te
parametry nie mozna skutecznie przewidzie¢ ryzyka rozwoju makrosomii u cigzarnej [20].
Takze we wczesniejszych badaniach przeprowadzonych w populacji polskiej stezenie HbA1¢
nie wykazywato ryzyka makrosomii u cigzarnych z TIDM - jej zdolno$¢ dyskryminacyjna
(AUC) wyniosta zaledwie 0,66 przy niskiej czuto$ci rownej 23%, i specyficznosci 91%. [101].
Biorac pod uwage wczesniejsze publikacje oraz wyniki niniejszej pracy, 1,5-AG wydaje sig

by¢ skuteczniejszym narzedziem oceny ryzyka makrosomii i LGA w poréwnaniu do innych
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metod. Dlatego celowym wydaje si¢ przeprowadzenie dalszych badan nad jego zastosowaniem
jako wskaznika wyzszej masy urodzeniowej oraz innych powiktan ciazy powiktanej cukrzyca.
Po pierwsze, nalezaloby potwierdzi¢ uzyskane wyniki w wigkszych populacjach, co bedzie by¢
moze wymagaé badan wieloosrodkowych. Ponadto, konieczne jest potwierdzenie kryterium
odcigcia 1,5-AG dla LGA 1 makrosomii. W dalszym etapie nalezaloby réwniez ocenié
ewentualng efektywno$¢ terapii opartej na monitorowaniu kontroli glikemii za pomoca 1,5-AG
w poprawie rokowania w odniesieniu do wystapienia tych powiktan u dziecka. W koncu trzeba
stwierdzi¢, ze na ewentualne wej$cie do praktyki klinicznej zastosowania 1,5-AG jako markera
biochemicznego makrosomii moze mie¢ jedynie znaczenie pomocnicze i uzupelniajace w
stosunku do bedacych w uzyciu metod oceny masy potozniczej, gtownie ultrasonograficznych
[103]. Nie budzi watpliwoséci, ze oznaczenie st¢zenia 1,5-AG moze natomiast znalezé
zastosowanie w dostosowywaniu terapii celem redukcji powiktan potozniczych.

Wobec wejscia na rynek tanich zestawow ELISA do oznaczania 1,5-AG nalezy przewidywac
upowszechnienie wykonywania tego pomiaru. Wyniki niniejszej pracy doktorskiej by¢ moze
pozwola przyspieszy¢ jego wprowadzenie do codziennej praktyki klinicznej zwiazanej z opieka
nad cigzarng z T1DM. Przemawiaja one za uzytecznoscia 1,5-AG jako narzedzia oceniajacego
kontrolg glikemii u cigzarnej z TIDM oraz wartoSciowego markera oceniajacego ryzyko

makrosomii i LGA.
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6. WNIOSKI

1.

Stezenie 1,5-AG u cigzarnych z TIDM jest znamiennie nizsze w poréwnaniu do grupy
kontrolnej bez cukrzycy. W poszczegdlnych trymestrach ciazy powiktanej T1DM stgzenie
1,5-AG nie wykazuje znamiennych roznic. Stgzenie 1,5-AG u pacjentek z T1DM
uzyskujacych kryteria wyrdOwnania metabolicznego wyrazone poziomem HbA ;. jest istotnie

wyzsze niz u kobiet, ktore tych kryteridow nie spetniaja.

Stezenie 1,5-AG jest silniejszym wskaznikiem parametrow kontroli glikemii opartych na

SMBG i CGMS niz HbA 1.

1,5-AG jest uzytecznym markerem hiperglikemii popositkowej u ci¢zarnych z T1IDM.

Stezenie 1,5-AG w 11 1T trymestrze ciazy powiktanej T1DM koreluje z masa urodzeniowa
noworodka 1 jest nizsze w cigzach zakonczonych urodzeniem dziecka o prawidlowej masie
ciatla. 1,5-AG wykazuje najsilniejszy zwiazek z masa urodzeniowa noworodka w

porownaniu do innych metod oceny kontroli metabolicznej.

Obnizone stgzenie 1,5-AG w surowicy w III trymestrze ciazy powiktanej TIDM moze by¢

uznawane za istotny czynnik prognostyczny noworodkowej LGA oraz makrosomii.

1,5-AG wydaje si¢ by¢ wartosciowym markerem wyréwnania metabolicznego u cigzarnych

z TIDM.
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8. STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Ciaza powikltana TIDM nalezy do sytuacji wymagajacych szczegdlnie precyzyjnej
kontroli glikemii. Cel ten jest trudny do osiagniecia przy uzyciu aktualnie stosowanych metod
oceny wyrownania metabolicznego. HbA;¢, dlugoterminowy marker $redniej kontroli glikemii,
nie odzwierciedla krotkoterminowych zwyzek jest stgzenia. Ponadto ostra hiperglikemia bywa
czgsto nieuchwytna przy uzyciu konwencjonalnie wykonywanego pomiaru glukometrycznego.
Stosowane metody monitorowania glikemii nie sa wigc wystarczajace do oceny stopnia
kontroli metabolicznej u matki i zapobiegania powiktaniom ciazy u kobiet z TIDM. 1,5-AG
jest krotkoterminowym markerem oceny wyréwnania metabolicznego w okresie 1-2 tygodni.
Jego pomiar jest szczegoélnie przydatny do celow oceny ostrej hiperglikemii, w tym
popositkowej. Jednakze wykazano, ze poziom 1,5-AG jest uzalezniony od warto$ci progu
nerkowego dla glukozy, ktory w ciazy jest obnizony. Tak wigc, zastosowanie tego markera do
celéw oceny wyrdwnania glikemii u cigzarnych z T1DM wymagato odrebnych badan.

Niniejsza praca doktorska dotyczy charakterystyki 1,5-AG jako markera wyréwnania
metabolicznego w ciazy powiktanej TIDM. Celem pracy bylo oznaczenie stezenia 1,5-AG u
ciezarnych z T1DM oraz w grupie kontrolnej, ocena tego parametru jako markera wyrownania
glikemii u pacjentek z TIDM w poréwnaniu z innymi metodami oceny kontroli metabolicznej,
poszukiwanie zwiazku pomigdzy stezeniem 1,5-AG u cigzarne] a masa urodzeniowa
noworodka i ocena przydatnosci oznaczania poziomu 1,5-AG jako predyktora makrosomii i
LGA.

Do badania wiaczono 110 kobiet w ciazy powiklanej TIDM oraz 102 cigzarnych bez
stwierdzonych zaburzen gospodarki weglowodanowej. Oznaczenie 1,5-AG w obu badanych
grupach wykonano metoda ELISA. U 80 kobiet z TIDM wykonano oznaczenia w kazdym z
trymestréw ciazy. Rownoczesnie oceniono poziom HbAj;. metoda HPLC. Dobowe profile

glikemii rejestrowano za pomoca 8-punktowego pomiaru glukometrem, ponadto u 58 kobiet
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wykonano zapis CGMS. U kobiet z TIDM zebrano informacje dotyczace rozpoznania, leczenia
i powiktan T1DM, ciazy i danych klinicznych noworodka.

Srednie stezenie 1,5-AG u cigzarnych z TIDM wynosito 5,1 pg/ml (mediana: 4,5
pug/ml) i bylo prawie trzykrotnie nizsze w porownaniu do fizjologicznej ciazy. U cigzarnych z
T1DM nie stwierdzono wplywu tygodnia ciazy na poziom 1,5-AG oraz jego zwiazek z
glikemia w SMBG i CGMS. U cigzarnych z TIDM wykazano, ze poziom 1,5-AG lepiej niz
HbA. odzwierciedlat uzyskiwane usrednione warto$ci $redniej i maksymalnej glikemii
mierzonej glukometrem w ciagu 7 dni poprzedzajacych pomiar. Ponadto stwierdzono silna,
ujemna korelacjg st¢zenia 1,5-AG z parametrami glikemii w CGMS - $rednig glikemia, $rednia
maksymalna glikemia oraz §rednim AUC-140. Analiza wieloczynnikowa wykazata, ze 1,5-AG
jest najmocniejszym z dostgpnych markeréw wyrdéwnania glikemii wskaznikiem AUC-140, a
jego stezenie najefektywniej obrazuje wystgpowanie i nasilenie epizoddéw hiperglikemii.
Wyniki analizy ROC wykazaty, ze 1,5-AG charakteryzuje zadowalajaca zdolno$¢
dyskryminacyjna (AUC>0,8) w wykrywaniu pacjentek z obecna PPHG powyzej 140 mg/dl
oraz 120 mg/dl. U 85 kobiet z TIDM przeprowadzono oceng zaleznosci 1,5-AG w Il i 11l
trymestrze ciazy z masa urodzeniowa noworodka. Stwierdzono, ze jego $redni poziom w Il i I11
trymestrze korelowal z masa urodzeniowa noworodka. W modelu regresji wieloczynnikowe;j
uwzgledniajacym HbA;. oraz glikemig¢ w SMBG, po standaryzacji wzgledem wieku matki 1
BMI, wzrost stezenia 1,5-AG o 1 pg/ml byl zwigzany z okoto 3 krotnie nizszym ryzykiem
LGA oraz okoto 5-krotnie nizszym ryzykiem makrosomii. Wyniki przeprowadzonej analizy
ROC sugerowaty, ze 1,5-AG wydaje si¢ uzytecznym klinicznie predyktorem masy
urodzeniowej.

Niniejsza praca doktorska jest pierwszym badaniem dotyczacym oceny 1,5-AG w ciazy

powiktanej TIDM. Badanie wykazato, ze poziom 1,5-AG stanowi warto$ciowy wskaznik
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oceniajacy wyrownanie glikemii u cigzarnej z TIDM. Wykazano rdwniez po raz pierwszy

zwiazek 1,5-AG z masa urodzeniowa noworodka.
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9. STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

Pregnancy complicated by T1DM requires a very precise monitoring of glycemic
control. This target is difficult to reach with the currently used methods of glycemic control.
HbA1., a long-term marker of glycemic control, does not reflect glycemic variability.
Moreover, short-term hyperglycemic episodes are frequently missed by a routine daily 8-point
glucose profile performed with glucose meters. Therefore, the currently used methods of
glycemic assessment appear to be unreliable for the assessment of glycemic profiles in
pregnancy complicated by T1DM and prevention of adverse outcomes. 1,5-AG is a novel
marker of short-term glycemic control reflecting a period of the last 1-2 weeks. It is currently
used as a marker of acute hyperglycemia, including PPHG. However, it has been previously
shown, that 1,5-AG serum level depends on the renal glucose threshold which is decreased
during pregnancy. Thus, 1,5-AG utility as a marker of glycemia in this particular group of
patients warrants new studies.

This dissertation concerns the evaluation of the applicability of 1,5-AG as a marker of
glycemic control in pregnancy complicated by T1DM. The specific aims included: to assess
1,5-AG concentration in pregnant women with TIDM and physiological pregnancy, to analize
the associations between 1,5-AG and other methods of metabolic control, to evaluate 1,5-AG
discriminative accuracy in detecting PPHG, to search for the association between 1,5-AG and
neonate birth weight, and to evaluate 1,5-AG as a biochemical predictor for LGA and
macrosomia.

There were 110 pregnant women with T1DM and 102 women in physiological pregnancy
included into the study. Their serum 1,5-AG was measured with an ELISA assay. In most
women with TIDM 1,5-AG level was measured in each trimester of pregnancy Subsequently,
HbA. level was assessed with HPLC. The data from SMBG and CGMS were analyzed for a 1

week period before blood collection for the laboratory measurements. In 85 women, birth
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weight data were collected. Characteristics involved clinical data concerning T1DM patients,
pregnancy and newborns.

Mean 1,5-AG serum concentration in TIDM group was 4,5 pg/ml which was threefold lower in
comparison to physiological pregnancy. 1,5-AG was a better predictor of mean and mean
maximal glycemias as measured by glucose meters than HbA;.. Glycemic profiles were
recorded with CGMS in 58 pregnancies. 1.5-AG correlated significantly with the glycemic
indices recorded by CGMS - area under the curve at 140 mg/dl, average maximal glucose and
mean glucose while HbA1c correlated significantly only with mean glucose. Additionally, 1,5-
AG concentration remained the strongest predictor of AUC-140 after adjusting in the
multivariate model for HbA;. level, indices of SMBG and week of gestation. Birth weight was
collected in 84 newborns. Of these neonates 27 were classified with LGA. In 92% of
pregnancies, maternal HbA;c level was less than 6,1%. Mean 2nd and 3rd trimester 1,5-AG
concentration was significantly lower in women with LGA in comparison with pregnancies
with normal-weight newborns, and correlated significantly with birth weight. In a multivariate
linear regression, 3rd trimester 1,5-AG was the strongest predictor independently associated
with the newborn weight after adjusting for the possible confounders - week of birth, pre-
pregnancy BMI and maternal age (p<1x107®), and other glycemic control assessment methods:
HbA;. and SMBG indices. The unadjusted risk of 1,5-AG for LGA was OR=0.34 [95%ClI:
0.17-0.65; p<10™, the risk of macrosomia was OR=0.17 [95%ClI: 0.07-0.47; p=6x10"]. When
controlled for potential confounders, these findings persisted in the multivariate logistic
regression as 3rd trimester 1,5-AG appeared as a strong predictor for neonate birth weight - its
1 pwg/ml increase was associated with a threefold decrease in the risk of LGA and more than
fivefold decrease of macrosomia. Additional ROC analysis revealed a sufficient AUC and high

sensitivity of this marker as a clinical predictor of neonate LGA and macrosomia.

107



This dissertation project is the first large scale, systematic analysis of 1,5-AG performance in
monitoring metabolic control in pregnancy complicated by T1DM. It was found that 1,5-AG
level is an excellent biomarker of glycemic profiles in pregnancy complicated by T1DM.
Additionally, its serum 3 trimester level is a very good predictor of LGA and macrosomia.
Thus, 1,5-AG clinical use should be considered in pregnancies complicated by T1IDM for the

assessment of glycemic control and the prediction of neonate birth weight.
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