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SPIS SKROTOW UZYTYCH W PRACY

AGE /advanced glycation endproducts/ Aémwve produkty zaawansowanej glikaciji
ALDH2 /aldehyde dehydrogenase/ — dehydrogenazdadideva

BBB /blood brain barier/ — bariera krew—mozg

CD14 - receptor powierzchniowy makrofagow

Da — Dalton jednostka masy atomowej

ELISA /enzyme-linked immunosorbent assay/ — immuagmatyczna metoda
ilosciowego oznaczania ggteczek w ptynach ustrojowych

EMG /electromyography/ — elektromiografia

ENG /electroneurography/— elektroneurografia

G-B — zespot Guillain—Barrea

GDH /glutamate dehydrogenasedehydrogenaza glutaminianowa

GRO-o /CXCL1; growth—related oncogene-alpha/ — gany ze wzrostem onkogen
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MCP-1 /CCL2; monocyte chemoattractant protein thenocytarny chemotaktyczny
czynnik biatkowy 1; biatko chemotaktyczne dla moytGav

MMP-9 /matrix metalloproteinase 9/ — metaloprotemanacierzy zewgirzkomor-
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NAP-2 /neutrophil activating peptide 2/ — peptydpdzajcy neutrofile 2
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RAGE /receptor advanced glycation endproductstep®r produktow zaawansowanej
glikacji
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1. WSTEP

Neuropatie obwodowe - termin ten oznacza zesp@robtlowy powstaty
w wyniku zmian w nerwach obwodowych pod wpltywenmzndrodnych czynnikdw
etiologicznych. Do najestszych postaci neuropatii metabolicznych w popgulac

polskiej nalea neuropatie cukrzycowa i alkoholowa [48, 71].

1.1. Epidemiologia neuropatii cukrzycowej

Neuropatia cukrzycowa jest opisowym terminem chgronanifestujcej st
klinicznie lub podklinicznie, wyspujacej w przebiegu cukrzycy. Obok nefropatii
i retinopatii naley ona do przewlektych powikfacukrzycy [68]. W Polsce ok. 1,5%
populacji cierpi na cukrzycco stanowi 500 tys. do 600 tys. osOb. Przajsas
wigkszas¢ stanows ludzie powyej 60 roku zycia. Literaturowe dane dotygze
czestasci wystpowania neuropatii u chorych z cukray@znia sie znacznie od siebie.
Powodem tego jest stosowanie odmiennych metod bmdawgteriow diagnostycznych
oraz wysgpowanie bezobjawowego stadium choroby. Wedtugnyoh autoréw
podawane gwartasci wahagce se¢ od ponkej 10% do powyej 90% [84]. W Wielkiej
Brytanii wykazano niszy niz w Polsce procent pacjentéw z neuropati chorych
Z cukrzyg. Ponadto przedstawiono korekaojvzrostu liczby neuropatii z wiekiem
chorego oraz czasem trwania cukrzycy. W kluczowyadamiu przeprowadzonym
na 4400 chorych na cukrzy®irart stwierdzit,ze w momencie rozpoznania cukrzycy
objawy neuropatii rozpoznano u 7,5% chorych icksratly s¢ do 25% po 25 latach
obserwacji. Nowsze badanie populacyjne wykazalcotsé neuropatii u 54% chorych
na cukrzye typu | i u 45% chorych na cukrzydypu Il [51]. Ogolnie uznaje si
ze rozpowszechnienie neuropatii wynosi 10% w momeenczpoznania cukrzycy

i wzrasta do ponad 50% u pacjentéw z cukgayzpoznan od ponad 5 lat [10].

1.2.  Obraz kliniczny neuropatii cukrzycowej

Powiktania neurologiczne wygiujg z rowrg czestascia w cukrzycy typu | i ll,
atake r&nych typach cukrzycy wtérnej. Objawy neuropatii Waja z zagcia
somatycznego i autonomicznego obwodowego ukladuoveego [11].

Najpowaniejszym powiklaniem neuropatii wiokien somatyczmycest stopa



cukrzycowa [77, 82]. Neuropatia cukrzycowa obejmkijka zespotow Kklinicznych
od utajonych do jawnych klinicznie w zatesci od typu zajtych wiokien nerwowych.
Na konferencji w San Antonio w roku 1988 pray nasgpujacy podziat zaburze
neurologicznych w cukrzycy, ktory jest nadal akiydl84].
1. neuropatia utajona, rozpoznawana na podstawie avieghowasci w badaniach
elektrodiagnostycznych
2. neuropatia uogOlniona objawowa 2z symetrycznym ¢c@mn nerwéw
czuciowych i ruchowych w dystalnych gziach kaczyn oraz uktadu
autonomicznego
3. neuropatie z ucisku
Na podstawie przebiegu klinicznego wiméa st dwie postaci neuropatii:
- stopniowo posipujaca wraz z czasem trwania cukrzycy
- catkowicie ustpujaca
Do pierwszej z nich nal@ neuropatia czuciowa i autonomiczna, do drugiej
radikulopatia, ostre neuropatie bolowe i mononeatia84].
Najczstsz postaci neuropatii cukrzycowej jest dystalna symetryczna
polineuropatia /20-30%/ wg Nokleby i wsp. [10, 1&oze ona mié post& czuciows
i ruchowg oraz obejmowacienkie i/lub grube wiékna nerwowe. Dysfunkcja langch
widkien nerwowych wyspuje wczénie | czsto przebiega bez objawow
przedmiotowych i elektrofizjologicznych cech uszkedia nerwéw [85]. W obrazie
klinicznym dominug dolegliwasci i objawy czuciowe, obecne $s0wniez zaburzenia
funkcji autonomicznych i objawy ruchowe. Wyrda st dwie postaci: bezboloy
Z parestezjami, towarzygz niedoczuligq i z zaburzeniami czucia uktadaymi sk
charakterystycznie w postaci skarpetek ekawiczek. W drugiej postaci bolowej
dominup parestezje i bdl, gidbwnie w nocy, zmniejszgj Sk po wstaniu i podczas
chodzenia. W badaniu neurologicznym w obu postaciaeuropatii stwierdza i
ostabienie czucia dotyku, wibracji i wenia, ostabienie lub brak odruchéwelgbkich
poczatkowo w kaiczynach dolnych a potem takw gornych. Zdecydowanie fej
wystepuja zaburzenia ruchowe w postaci ostabienia i zanikgsmh w dystalnych
odcinkach kaczyn. Stwierdza siréwniez objawy ze strony uktadu pokarmowego,

moczowo—piciowego i sercowo—naczyniowego.



1.3. Badania diagnostyczne w neuropatii cukrzycowej

Na konferencji w San Antonio w 1988 r. oraz koaefesji American Academy
of Neurology w 1992 r. ustalono zakmia dotyczce klasyfikacji neuropatii
cukrzycowej na podstawie oceny jednego paramekaidej z nasfpujacych kategorii:
objawy podmiotowe, badanie neurologiczne,sdlowe badanie czucia, badanie
przewodnictwa nerwowego, badanie czyuio uktadu autonomicznego [88].
W ustaleniu rozpoznania pomocng goza wywiadem i badaniem neurologicznym

metody instrumentalne [63, 64].

1.3.1. Badania elektrofizjologiczne

Badania elektrodiagnostyczne majnaczenie w ustalaniu zéjch widkien
nerwowych oraz charakteru procesu. Badanie paramebrzewodzenia nerwowego
moze jednoznacznie wskazywana aksonalny dulz demielinizacyjny charakter
zaburzé [34, 43]. Obraz kliniczny neuropatii zale od rodzaju zatych wiokien
nerwowych. Rutynowe badania elektrofizjologicznezywalap okresli¢ czynnaé
duzych wiokien. Najczulszym wskaikiem zmian podklinicznych w neuropatii
cukrzycowej jest zwolnienie przewodzenia w nerwazhciowych i ruchowych. Jednak
kliniczne nasilenie neuropatii wie st z obnieniem amplitudy odpowiedzi
czuciowych i ruchowych daagcym konsekwengj ubytku aksonéw spowodowanego
przez zmiany w drobnych naczyniach endoneurium. aBed eksperymentalne
wskazuy, ze przyczyrn zmian pedkosci przewodzenia w nerwach obwodowych raog
by¢ zaburzenia gry naczyniowej [43]. ElektroneurografENG) ocenia przede
wszystkim czynng& witdkien mielinowych o diej srednicy, w przypadkach zgmjia
widkien cienkich nawet przy ewidentnych objawachinikznych, parametry
elektrofizjologiczne mog pozostda niezmienione. Zmiany w przewodzeniu
spowodowane gsniedotlenieniem na tle hiperglikemii, zaburzeniaomkcji kanatéw
jonowych i wyraajg si¢ nieprawidiowdciami w powstawaniu i przewodzeniu
potencjatéw czynriciowych. W neuropatii cukrzycowej jako pierwsze keizeniu
ulegap widkna czuciowe przy czym domimgp nieprawidiowdcig jest ubytek
aksonow objawiacy sk w badaniu elektrofizjologicznym obming amplitudy
potencjatu (lub brakiem nibwosci jego rejestracji) przy prawidtowej lub nieznaezn
zwolnionej szybkéci przewodzenia. Naghnie zmiany typu aksonalnego wwystija



we widknach ruchowych. W elektromiografii (EMG) e&uje s¢ obraz uszkodzenia
neurogennego gtbwnie w wdhiach odsiebnych. Standardowe badania
elektrofizjologiczne nie pozwakajna wykrycie zaburzeczynndgci drobnych witdkien
nerwowych. Istnieje konieczé® oceny parametrow pobudliéa czuciowej,
nerwowonaczyniowej i autonomicznej [84]. Stasujutynowe badanie przewodzenia
zwykle nie udaje si wczesne wykrycie neuropatii. Niektérzy autorzy eaxkp

na wyteczné¢ dodatkowych parametrow elektrofizjologicznych  tdki jak:
RL-residual latency, TLI-terminal latency index, RHmodified F ratio, ktore

odzwierciedlaj dystalne zwolnienie przewodzenia [5].

1.3.2. Badania histopatologiczne

Badanie histologiczne nerwow obwodowych w cukrzygykazuje zmiany
we wtdknach nerwowych — aksonopatioraz uszkodzenie ostonki mielinowe;.
Aksonopatia wysipuje czsciej w cienkich witdknach bezmielinowych. Na przglro
nerwu stwierdza gi zmniejszenie liczby i rozmiarOw aksondw oraz wgrgsstcsci
organelli aksoplazmatycznych. Demielinizacja zéobejmowa widkna grube oraz
cienkie. Stwierdza siobrzk komoérek Schwanna, obecostruktur cebulowatych.
W przypadku neuropatii cukrzycowej z objawami aotorcznymi  badanie
histologiczne  wykazuje ubytek zaréwno wiokien zhmigbwanych jak

i bezmielinowych [71].

1.4. Epidemiologia neuropatii w przebiegu zespotuateznosci
alkoholowej.

Neuropatia alkoholowa jest jegliz najczstszych form polineuropatii, drag
co do czstdsci po polineuropatii cukrzycowej. Jej rozpowszeemne waha si
od 12,5% do 48,6% u pacjentow z zespotemzmakei alkoholowej, w zalenosci od

zastosowanych kryteridw diagnostycznych i badanpppacji [40].
1.5. Obraz Kkliniczny neuropatii alkoholowe]

Obraz kliniczny neuropatii alkoholowej bez niedabdiaminy uznany jest
za charakterystyczny dla czystej postaci neuropakibholowej i obejmuje wolno
postpujace objawy czuciowe. Domimnaga cechy patologiczi jest ubytek aksondéw
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cienkich wiokien.

W neuropatii alkoholowe] z towarzygzym niedoborem tiaminy obraz
kliniczno—patologiczny wykazuje da zmiennd¢. Neuropatia alkoholowa
charakteryzuje giwysipowaniem symetrycznej polineuropatii czuciowej tubhowe;j
z przewag w konczynach dolnych. Ma to zwaek ze wzorcem aksonopatii dystalnej
typu ,dying back” — charakteryzagych s¢ wystpowaniem poczkowych zmian
w najbardziej obwodowej ezci widkna i szerzcej st w kierunku proksymalnym [60].
W obrazie klinicznym mana wyr&nic:

1. posté przedkliniczr bez dolegliwéci, wykrywary w badaniu neurologicznym
— wyszczuplone minie kaiczyn dolnych
— ostabienie lub brak odruchéw skokowych
— brak odruchow podeszwowych
— niestate zaburzenia czucia bélu i dotyku na stopgodudziach
— zwolnienie szybk&i przewodzenia czuciowego i ruchowego w badaniu
elektrofizjologicznym
2. posté objawowg
— objawy czuciowe — parestezje, ostabienie i bohckgn dolnych, nagpnie
konczyn gornych, mogby¢ asymetryczne. U 25% pacjentéw wymije posté
bélowa ( ang. burning feelings, burning feet, fiiextremities)
— objawy ruchowe
a/ opadanie stop ik
b/ przykurcze szybko narasje¢ w stawach tokciowych i kolanowych
c/ bolesné¢ miesni na dotyk
d/ w kaaczynach gornych zachowane a nawet wygorowane ogruch
gtebokie (w postaci z dominggym bolem)
— objawy autonomiczne
a/ spadki dienia ttniczego (zajcie widkien wspotczulnych
przykregowych)
b/ nadmierna potliwi rak i stop
— nerwy czaszkowe zaoszdzone
a/ zaburzenia mowy — gtos ochrypty -etgjnerw bedny

— inne objawy

a/ skérne: sucha, szara, przebarwienia na twazpje cacne vulgaris
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b/ pogrubienie i przerost skéry nosa
c/ niedokrwisté¢ (zaburzenia wchfaniania kwasu foliowego, krwawgeni
z przewodu pokarmowego)
d/ uszkodzenie wiroby
50% - stluszczenie, pogkiszenie, nieprawidiowe wyniki testow
watrobowych
15% — encefalopatiaatrobowa

1.6. Badania diagnostyczne w neuropatii alkoholowej

Rozpoznanie neuropatii alkoholowej ustala s& podstawie kryteriow Behse
Buchtala:
— wykluczenie niedoywienia jako jedynego powodu neuropatii
— stwierdzenie utraty wagi ciata
— marskeé¢ watroby
— ustalenie poziomu witaminy B
W przeciwigéstwie do neuropatii cukrzycowej objawy autonomiczgemnie]
wyrazone. Stwierdza i tez zagcie nerwéw wspéiczulnych i ¢zciej
przywspoétczulnych [60]. Zachodzi pytanie, czy dys#foja autonomiczna stanowi

kolejny objaw zajcia cienkich widkien, czy wynika z zaburzesrodkowych.

1.6.1. Badania elektrofizjologiczne

Do potwierdzenia Klinicznego rozpoznania neuropatiywa st bada
elektrofizjologicznych mgsni i nerwow [9, 63, 64]. Pozwakgapne na obiektywnocerg
rozlegtaici uszkodzenia mgéni i nerwow, ustalenie poziomu uszkodzenia obwodgpwe
uktadu nerwowego (OBWUN), dostarczajrientacyjnych danych o charakterze zmian
histologicznych, jako badania powtarzalne stagowskanik prognostyczny z ocgn
dynamiki procesu. Badanie EMG wykazuje cechy odrmamia mesni, proces
reinerwacji, rénicuje uszkodzenie ostre i przewlekte. W ostrymkosizeniu aksonu
wystepuje patologiczna czyn®é spoczynkowa pod postaciibrylacji i dodatnich fal
ostrych. W uszkodzeniu przewlektym obserwujerseurogeng przebudow jednostek
ruchowych, ktérej wyrazemgszdesynchronizowane potencjaty wielofazowe. Pisag

zmiany szczegOlnie wyfaie wystpuja w neuropatii aksonalnej. Podstawowe
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znaczenie w diagnostyce neuropatii przypada badaNiG, podczas ktGrego oceniana
jest szybké¢ przewodzenia nerwowego, latencjankowa, amplituda potencjatu
odpowiedzi oraz parametry pozwaleg ocent proksymalny odcinek nerwu tj. fala F,
odruch H, potencjaly somatosensoryczne. W  uszkadzeraksonalnym
charakterystyczne jest olaehie amplitudy potencjatu jako wyraz ubytku wioki@nzy
prawidtowej latencji kacowej oraz nieznacznie zwolnionej lub prawidtowsylskasci
przewodzenia — zachowana e&z grubych widkien szybkoprzewogtzych
lub uszkodzenie wybidrczo dotyczy widkien cienkichvolnoprzewodzcych.
W uszkodzeniu demielinizacyjnym wypuje wyrane zwolnienie szybkoi
przewodzenia — nawet do kilku m/s, wybmie latencji kacowej, a spotykane
obnizenie amplitudy potencjatu wynika z dyspersji czaspwpulsu [48].

W neuropatii alkoholowej badanie elektrofizjolagie wykazuje cechy
uszkodzenia cienkich widkien ruchowych i grubychorslych widkien czuciowych.
Wczesne objawy wytajs sSie obnizeniem amplitudy odpowiedzi czuciowych
I ruchowych, szybk& przewodzenia jest prawidiowa lub nieznacznie zvoola.
Dalsze zwolnienie szybkoi przewodzenia wyspuje w miag zmniejszania §i
amplitudy odpowiedzi i jest oznak wtérnego do aksonalnego uszkodzenia
demielinizacyjnego [9, 60].

W elektromiografii stwierdza i cechy uszkodzenia o charakterze
neurogennym. Zmiany w badaniu EMG i ENG Isardziej nasilone w Kmzynach
dolnych. Pierwotny typ uszkodzenia w neuropatiioalddowej nie jest do kica
wyjasniony. Wczesne zmiany w ENG z domigcym obnieniem amplitudy
potencjatdbw odpowiedzi czuciowych i ruchowych swgeruszkodzenie pierwotnie
aksonalne [3, 39].

Duwza warté¢ bada elektrofizjologicznych  ogranicza  przydatéo
diagnostycza biopsji nerwow [17, 45]. W wkszaci neuropatii zmiany majcharakter
nieswoisty i niecharakterystyczny. Polegapne na odcinkowe] demielinizacji
i zwyrodnieniu aksonalnym. Postacie mieszapewynikiem wtornej demielinizaciji
do pierwotnego zwyrodnienia aksonalnego lub gnaganowt pierwotny proces
demielinizacyjny z pogpujacym uszkodzeniem aksonu.

Zarbwno neuropatia cukrzycowa jak i alkoholowa snorfologicznie
heterogenne z #dym stopniem uszkodzenia aksonu lub mieliny. Patege tych
zmian jest ztaona i nie jest jasne dlaczego u niektorych pacjeniézkodzenie jest

ograniczone do zwyrodnienia aksonalnego podczasigdgych rozwija & neuropatia
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demielinizacyjna.

1.6.2. Badania histopatologiczne

Badanie histologiczne nerwéw obwodowych w neuliopaikoholowej
wykazuje aksonalne zwyrodnienie widkien nerwowych, w zaawansowanych
przypadkach korzeni przednich i tylnych, nasilonedystalnych odcinkach nerwow
Z towarzys3zca demielinizacy. W komorkach ruchowych rogéw przednich obecna jest

reakcja aksonalna.

1.7. Badania immunologiczne w polineuropatii cukrzgowej
I alkoholowe]

Wsrod dwzej grupy chemokin na uwageastuguje nadrodzina gsteczek TNF.
Czynnik martwicy nowotworow alfa (TN jest najwaniejszy cytoking prozapalg
| cytotoksyczig [26, 36]. Jest ona jednz gitdbwnych cytokin wykazgpych bardzo
wszechstronny wptyw na uklad odpofomwy poprzez aktywaej roznicowanie
i proliferacg szeregu komorek (limfocyty B, T, fibroblasty) onamdukcg biatek ostrej
fazy. Cechuje silicznymi wiaciwosciami przeciwnowotworowymi. TNF nie bra&
udziat w patomechanizmie wsisu septycznego, odrzucaniu przeszczepOw oraz
chorob autoimmunizacyjnych. TNF wypuje w organizmie w dwoch postaciach, jako
prekursor — bialko transbtonowe oraz forma rozpmalra odpowiedzialna
za wkksza¢ funkcji biologicznych. Forma przezbtonowa jestyakha w procesach
apoptozy, proliferacji komorek, aktywacji limfocytoB, zapaleniachZrodtem TNF-e
s3 komorkizerne (makrofagi, monocyty), a bhagem do wytwarzania jest liposacharyd
(LPS)scian komorki. LPS zwizany jest poprzez powierzchniowy receptor CD14rykto
nastpnie tworzy kompleks z receptorem TLR4. Zidentyfilemo dwa typy receptorow
TNF: TNFR1 o masie gsteczkowej 55 oraz TNFR2 o masigsteczkowej 75 kDa
roznigce s¢ stopniem glikozydacji oraz powinowactwem do TNFzgmx co mog
przekazywa komorce odmienne sygnaty.

Monocytarny chemotaktyczny czynnik biatkowy 1 (MR naley do rodziny
chemotaktycznych cytokin uwalnianych z leukocytdwndiejsc zmienionych procesem
zapalnym [26, 36, 52]. MCP-1 jest wydzielany primzkocyty, fibroblasty, komorki
nabtonka, komorki mggni gtadkich, chondrocyty, melanocyty. Jest jgdnkluczowych
prozapalnych molekut, ktorych ekspresja narastaymiku pobudzenia przez receptor
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produktow zaawansowanej glikacji (RAGE). Feng i wamowili zagadnienie ekspresji
MCP-1 i RAGE na komérkackrédbtonka u chorych na cukrzyé osob zdrowych.
Poprzez RAGE produkty glikacji zekszap ekspresj MCP-1, czego konsekwencj
jest naptyw monocytéw ddciany naczynia, przeksztatcenie w komorki piank@wvat
i tworzenie blaszki miadzycowej. Uzyskane dan@viadcz o zwickszonej aktywacii
(poprzez RAGE) czynnikéw zapalnych pod wptywem hgtikemii w scianie naczy
chorych na cukrzygtypu I1.

Czynnik stymuluicy wzrost czerniaka alfa (GR@)} pobudza wzrost
melanocytéw. Naley do chemokin klasy alfa inaczej oki@anej CXCL1 tzn. majcej
interwencyjny aminokwas pogdzy pierwszymi dwiema z czterech cystein wclachu
aminokwasoéw [26, 36, 53]. Generalnie chemokinyktagy preferencyjnie przysiaja
i aktywuja krwinki biate obogtnochtonne, podczas gdy klasy betackemotaktyczne
dla monocytéw i komorek T. Badania wskagujp rok GRO-e. w stymulacji wzrostu
linii komorkowej czerniaka oraz udziat w ostrychakejach zapalnych. L'Heureux
i wsp. zwrécili uwag na to,ze jakkolwiek GRO« i interleukina 8 (IL—8) s zblizone
do podobnych ale nieidentycznych receptoréw, tohaeizm radzacy ich transdukej
sygnaiu jest bardzo podobny. Interesaj kwestia dotyega biologicznej aktywnii
GRO-o byta podkrélana przez Wang i wsp.. Autorzy wykazali w ekspegptalnych
badaniachze aktywacja receptorow 1 i 2 proteinaz, wptywa nealnianie GROe
Z astrocytow szczura chraoikomoérki nerwowe przed apoptpz

Metaloproteinazy macierzy zewnzkomoérkowej (MMP) g rodzirg zaleznych
od cynku endoproteinaz kluczowych dla utrzymaniatosti mikrosrodowiska
zewrgtrzkomérkowego. ProMMP-9 gs wydzielane przez monocyty, makrofagi,
fibroblasty, chondrocyty, komorkirodbtonka oraz rinorodne komorki guzowe.
MMP-9 jest zwgzana z zapaleniem, przebudptkankows, gojeniem ran, mobilizagj
czynnikbw wzrostu ograniczonych macigroraz obrdbk cytokin. Jej ekspresja
koreluje z rozrostem tkankidznej (desmoplasia), ktéry towarzyszy rakowi trkijst
przerzutami do wztéw chtonnych w przypadku raka piersi. B&oby podwyszona
w slinie pacjentow z chorobami dget i przyzbia. MMP-9 odgrywa r@lw procesach
patologicznych w &rodkowym (OUN) i OBWUN poprzez udziat w uszkodzeniu
bariery krew—-moézg (BBB), zwksza naptyw limfocytow do OUN oraz bierze udziat
w uszkodzeniu ostonek mielinowych [69]. MMP-9 jgsbdniesiony w surowicy
u pacjentow ze stwardnieniem bocznym zanikowym (BLak i w reumatoidalnym

zapaleniu stawow (RZS) [20]. Roéwnie poziomy MMP-9 w plynie
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mozgowo—rdzeniowym (p.m.rdz.) i surowicy reprezgntypotencjalne markery
zastpcze aktywnéci chorobowej wskazg¢ na trwagce zapalenie u pacjentow
ze stwardnieniem rozsianym (SR) [23]. Wazme] wspomniani autorzy wskazyj
ze aktywne MMP-9 w surowicy mie wywodzt sie nie tylko z uszkodzonych g#ini
czy nerwow, ale tale z kmpzacych krwinek krwi. MMP-9 zdaje &iprzyczynia
do dysfunkcji nerwu obwodowego w demielinizacyjngaspole Guillain—Barre’a (GB)
[75]. Te wyniki badéd s3 zgodne z przedstawionymi przez Kieseiera i wsgorzly
wykazali wzrost MMP-9 w nerwie kulszowym w ekspegmtalnym
autoimmunizacyjnym zapaleniu nerwu u szczurow Leovez w zespole GB, a tak

w polineuropatii przewlekiej zapalnej demielinizaesj.
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2.CEL PRACY

Celem pracy byto okéenie zaangsowania uktadu immunologicznego w
patomechanizmy towarzygze polineuropatii cukrzycowej i w przebiegu zespotu
zaleznosci alkoholowej poprzez:

1. Ocerr  udzialu czynnikbw uczestnigeych w  odpowiedzi
immunologicznej na podstawie oznaczenia w surowigyi chorych s¢zen czgsteczek
waznych dla reakcji immunologicznych:

a/ czynnika martwicy guza — alfa (TNE-

b/ monocytarnego chemotaktycznego czynnika biatigmae (MCP-1)

¢/ czynnika stymulujcego wzrost czerniakas(GRO-)

d/ metaloproteinazy macierzy zeytrzkomorkowej — 9 (MMP-9)

2. Analize neurofizjologicznych wyktadnikow uszkodzenia aksioego lub

demielinizacyjnego ze wzglu na morfologicze heterogenn@ powyzszych

polineuropatii z rénym stopniem uszkodzenia mieliny lub aksonu.

3. Oznaczenie aktywrigi transketolazy erytrocytéw, enzymu o aktyweio

Zwigzanej z tiamin, ktérej niedobdr prowadzimoze do rozwoju polineuropatii.
Dlatego teé oznaczanie cytokin uzupetniono o ogen

a/ podstawowej aktyw§mb transketolazy w erytrocytach
b/ znormalizowanej aktyw§w transketolazy w erytrocytach oraz

c/ stopnia pobudzenia transketolargfpsforanem tiaminy
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3. MATERIAL | METODY
3.1. Materiat

3.1.1. Grupy badane

Badanie populacji chorych z polineuropatibejmowato 29 os6b z Il typem
cukrzycy oraz 33 osoby z wywiadem w zakresie zespalenoici alkoholowej.
Pacjenci hospitalizowani byli na oddziale neuralograz oddziale detoksykacji
alkoholowej i odwykowym Wojewddzkiego Szpitala Sjadistycznego dla Nerwowo i
Psychicznie Chorych w Ciborzu. Grupa polineuropatikrzycowe] sktadata siz 8
kobiet i 21 mzczyzn.Sredni wiek w tej grupie to 48.3 lat +17.6 (zakrets 20 do 70
lat). Grupa alkoholowej polineuropatii obejmowal@ Robiet i 23 mzczyzn. Sredni
wiek w tej grupie to 54.5 lat +14.7 (zakres od 2861 lat). Dlugé¢ trwania zespotu
zalezncsci alkoholowej ustalono na podstawie wywiadu ndat6Doktadne wyliczenie
czasu trwania alkoholizmu nie byto aiove.

Grupa z polineuropati cukrzycows zostata podzielona w zéaleoici
od przebiegu klinicznego na dwie podgrupy: jdn z krétszym czasem trwania
choroby (od 2 do 8 lat) i drgg— z objawami klinicznymi polineuropatii trwggymi
diuzej niz 9 lat. W pierwszej grupie znalaztg 9i3 pacjentow, a w drugiej 16.

Grupg z polineuropati alkoholows podzielono na dwie podgrupy:
jedrg — z czasem trwania objawOw krotszymz i lat i drug — z przebiegiem
klinicznym dtwszym ni 10 lat. Do podgrupy z czasem pzgji 9 lat zaliczono
7 pacjentow, u pozostatych 26 (jak wynikato z wyiia czas trwania zespotu
zalenosci alkoholowej byt diaszy.

Dla oceny stopnia zaawansowania objawéw polineatiopastosowano skal
Katzenwadel'a i wsp. [31]. Opiera ¢siona na poliléciowej ocenie funkcji
motorycznych, czuciowych, objawéw bolowych, koordgp ruchéw i ocenie
odruchow g¢bokich. Brak zaburzepunktowano na 0, najgdsze na 10.

Na podstawie powgzej oceny w grupie chorych z polineuropatukrzycova
10 pacjentéw wykazato 4 stopiew skali, 6 chorych zaliczono do 5 stopnia,
5 pacjentow wykazato 3 stopiezaledwie 3 pacjentow zaliczono do 2 stopnia oraz
3 wykazato od 6 do 9, a tylko 2 chorych wykazalcstbpier uszkodzenia uktadu

nerwowego.
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W oparciu o ska Katzenwadel'a i wsp. stwierdzono ngsijgce
zaawansowanie neuropatii alkoholowej: 4 stapia 10 pacjentow, 2 stopie
u 10 chorych, u 5 stopie5, u 3 stopig 3, u 2 stopig 1, 6 stopi@ u 1 pacjenta
i 7 stopié u 2 chorych.

W obrazie klinicznym polineuropatii cukrzycowejalkoholowej dominowaty
objawy ruchowe (opadanie stopak), parestezje, ostabienie czucia powierzchniowego
oraz bél w kaczynach dolnych, rzadziej gérnych.

Stopiex uszkodzenia aksonu, mieliny lub obu ckoay byt przy uyciu metod
elektrofizjologicznych (elektromiografii i szybka przewodzenia).

Badania elektrofizjologiczne wykonane w naszejcpveni wykazaty w grupie
pacjentow z polineuropati cukrzycows w wickszaci przypadkédw uszkodzenie
aksonalno-demielinizacyjne. Podobny wynik uzyskamo grupie pacjentow z
polineuropati alkoholows. Badania elektrofizjologiczne wykazywaly w obu
polineuropatiach cechy uszkodzenia cienkich wiokiechowych i grubych skornych
widkien czuciowych. Wczesne objawy wyedy sk obnizeniem amplitudy odpowiedzi
czuciowych iruchowych, przy prawidiowej lub minime obnizonej szybkéci
przewodzenia. Dalsze zwolnienie szykdio przewodzenia wyspowato w miag¢
zmniejszania i amplitudy odpowiedzi i bylo oznakwtérnego do aksonalnego

uszkodzenia demielinizacyjnego.

3.1.2. Grupa kontrolna

Grupa kontrolna skltadataesz 20 oséb bez cech organicznego uszkodzenia
uktadu nerwowegairedni wiek w tej grupie to 49,1 lat +16,8 (zakresa3 do 78 lat).
Badanie odbylo giza zgod Lokalnej Komisji Bioetycznej /KB nr 520/08/.

3.2. Metody
3.2.1. Przygotowanie krwi do bada

Probki krwi zylnej (5 ml) pobierano do jatowych probowek szklamy
pozostawiono na 30 minut w temperaturze pokojoved¢ra krzepnicia, a nasfpnie
poddawano 10 minutowemu wirowaniu. Otrzymane surewozporcjowano do 1,5 ml
probéwek typu Eppendorf i zanm@no w temperaturze -80°C.

Oznaczanie sten badanych cgsteczek w surowicy przeprowadzono przy
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uzyciu immunoenzymatycznej metody ELISA z wykorzystam zestawow firmy R&D
Systems (Minneapolis, MN, USA) oditoe TNF-e, MCP-1, GRO& i MMP-9.

3.2.2. Oznaczanie gfenia TNF-o w surowicy krwi

Etap I. Do zagibien ptytki standardowo optaszczonej przeciwciatamiaedno
po 50ul rozcieaczalnika. Poprzez seryjne rozeizenia rekombinowanych ludzkich
TNF-a, utworzono szeregi probek standardowycjresi badanych cgsteczek, ktore
razem z prébkami surowicy grupy badanej i kontrp(260 ul — przy oznaczaniu sten
TNF-0) dodawano do zagien piytki laboratoryjnej optaszczonej mysimi
przeciwciatami przeciwko badanejasteczce. Doprowadzono do zwania badanej
czgsteczki w probkach z tymi przeciwcialami. Dodawaitee zagebien ptytki prébki
surowicy badanej i kontrolnej przeznaczone do ozawaia stzen TNF-o nie byty
rozcieiczane.

Etap Il. Po 2—godzinnej inkubacji w temperaturzekqpowej ptytke ptukano
4—krotnie buforem ptugzym. Nasgpnie dodawano po 2Q0 przeciwciat przeciwko
badanym cgsteczkom sprzonym z peroksydazchrzanowy, ktére podczas ponownej
2—godzinnej inkubacji w temperaturze pokojowejzaty st na zasadzie "sandwicza”
z badanymi cgsteczkami zwgzanymi z przeciwcialami obecnymi w | etapie.
Po zakaczonej inkubacji ptytl ptukano 4—krotnie buforem ptugzym.

Etap Ill. Do zagibien plytki dodawano zmieszane ze goldwne obgtosci
tetrametylbenzydyny i nadtlenku wodoru, jako roztwesubstratu (TNFe- 200ul),
30 minut inkubowano w temperaturze pokojowej, chyonptytke przed swiattem.
Reakcg enzymatyczg zatrzymano przez dodanie do zdogen ptytki 50 ul roztworu
kwasu siarkowego.

Etap IV. Przy uayciu spektrofotometru Multiscan MS firmy LabSystem
(Finlandia) dokonano pomiaru ¢gfcsci optycznej produktu reakcji obecnego
w zagtbieniach pitytki i pozostagego w proporcji do iléci badanej czsteczki
w probce. Absorbangj odczytywano przy diugai fali 450 nm z substrakgj dla
dhugcsci fali 540 nm w cigu 30 minut. Wartéci odczytow otrzymanych przy diugmo
fali 540 nm odejmowano od waktm odczytow uzyskanych przy diugo fali 450 nm.
Wszystkie badania w prébkach surowicy grupy badakmjtrolnej jak i w probkach
standardowych zostaty przeprowadzone dwukrotniatdd@ sttzen TNF—o obliczono

w oparciu o krzywe standardowe.
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3.2.3. Oznaczanie gtenia MCP—1w surowicy krwi

Etap I. Do zagibien ptytki standardowo optaszczonej przeciwciatamiaodno
po 50ul rozcieaczalnika. Poprzez seryjne rozeezenia rekombinowanych ludzkich
MCP-1, utworzono szeregi probek standardowyebestbadanych cgsteczek, ktére
razem z prObkami surowicy grupy badanej i kontrp{860 ul — przy oznaczaniu sten
MCP-1) dodawano do zatlien ptytki laboratoryjnej optaszczonej mysimi
przeciwciatami przeciwko badanejasteczce. Doprowadzono do zwania badanej
czasteczki w probkach z tymi przeciwciatami. Dodawalte zagtbien ptytki probki
surowicy badanej i kontrolnej przeznaczone do ozawmia sizen MCP-1 byly
rozcieiczane w stosunku 1:1.

Etap Il. Po 2—godzinnej inkubacji w temperaturzekqpowej ptytke ptukano
3—krotnie buforem ptuerym. Nas¢pnie dodawano po 200 przeciwciat przeciwko
badanym cgsteczkom sprzonym z peroksydazchrzanow, ktére podczas ponownej
2—godzinnej inkubacji w temperaturze pokojowegzaity st na zasadzie "sandwicza”
Zz badanymi cgsteczkami zwgzanymi z przeciwcialami obecnymi w | etapie.
Po zakdczonej inkubacji ptytk ptukano 3—krotnie buforem ptupzym.

Etap Ill. Do zagibien pitytki dodawano zmieszane ze goldwne obgtosci
tetrametylbenzydyny i nadtlenku wodoru, jako roztweubstratu (MCP-1 2Q4),
30 minut inkubowano w temperaturze pokojowej, ciyonptytke przed swiattem.
Reakcg enzymatyczg zatrzymano przez dodanie do zdogen ptytki 50 ul roztworu
kwasu siarkowego.

Etap IV. Przy uayciu spektrofotometru Multiscan MS firmy LabSystem
(Finlandia) dokonano pomiaru ¢gfasci optycznej produktu reakcji obecnego
w zagtbieniach pitytki i pozostafego w proporcji do iléci badane] czsteczki
w prébce. Absorbangj odczytywano przy diugai fali 450 nm z substrakgj dla
diugcsci fali 540 nm w cigu 30 minut. Wartéci odczytow otrzymanych przy diuga
fali 540 nm odejmowano od wakm odczytow uzyskanych przy diugo fali 450 nm.
Wszystkie badania w prébkach surowicy grupy badakmjtrolnej jak i w probkach
standardowych zostaty przeprowadzone dwukrotnietdd@ siezen MCP-1 obliczono

w oparciu o krzywe standardowe.
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3.2.4. Oznaczanie gkenia GRO-a w surowicy krwi

Etap I. Do zagibien ptytki standardowo optaszczonej przeciwciatamiaodno
po 50ul rozcieaczalnika. Poprzez seryjne rozeezenia rekombinowanych ludzkich
GRO-a, utworzono szeregi probek standardowyajzest badanych cisteczek, ktore
razem z prObkami surowicy grupy badanej i kontrp{860 ul — przy oznaczaniu sten
GRO-¢) dodawano do zaghien ptytki laboratoryjnej optaszczonej mysimi
przeciwciatami przeciwko badanejasteczce. Doprowadzono do zwania badanej
czasteczki w probkach z tymi przeciwciatami. Dodawalte zagtbien ptytki probki
surowicy badanej i kontrolnej przeznaczone do ozamaia sizen GRO-e nie byty
rozcieiczane.

Etap Il. Po 2—godzinnej inkubacji w temperaturzekqpowej ptytke ptukano
3—krotnie buforem ptuerym. Nas¢pnie dodawano po 200 przeciwciat przeciwko
badanym cgsteczkom sprzonym z peroksydazchrzanow, ktére podczas ponownej
2—godzinnej inkubacji w temperaturze 2-8°Cazmity st na zasadzie "sandwicza”
z badanymi cgsteczkami zwgzanymi z przeciwcialami obecnymi w | etapie.
Po zakdczonej inkubacji ptytk ptukano 3—krotnie buforem ptupzym.

Etap Ill. Do zagibien pitytki dodawano zmieszane ze goldwne obgtosci
tetrametylbenzydyny i nadtlenku wodoru, jako roztweubstratu (GRQx 100ul),
20 minut inkubowano w temperaturze pokojowej, ciyonptytke przed swiattem.
Reakcg enzymatyczg zatrzymano przez dodanie do zdogen ptytki 50 ul roztworu
kwasu siarkowego.

Etap IV. Przy uayciu spektrofotometru Multiscan MS firmy LabSystem
(Finlandia) dokonano pomiaru ¢gfasci optycznej produktu reakcji obecnego
w zagtbieniach pitytki i pozostafego w proporcji do iléci badane] czsteczki
w prébce. Absorbangj odczytywano przy diugai fali 450 nm z substrakgj dla
diugcsci fali 540 nm w cigu 30 minut. Wartéci odczytow otrzymanych przy diuga
fali 540 nm odejmowano od wakm odczytow uzyskanych przy diugo fali 450 nm.
Wszystkie badania w prébkach surowicy grupy badakmjtrolnej jak i w probkach
standardowych zostaty przeprowadzone dwukrotnigtdd@ stzen GRO-e obliczono

w oparciu o krzywe standardowe.

22



3.2.5. Oznaczanie gtenia MMP-9 w surowicy krwi

Etap I. Do zagibien ptytki standardowo optaszczonej przeciwciatamiaodno
po 100ul rozcienczalnika. Poprzez seryjne rozeozenia rekombinowanych ludzkich
MMP-9, utworzono szeregi probek standardowyehiest badanych cisteczek, ktore
razem z probkami surowicy grupy badanej i kontrp{ti€0 ul — przy oznaczaniu sten
MMP-9) dodawano do zagdien ptytki laboratoryjnej optaszczonej mysimi
przeciwciatami przeciwko badanejasteczce. Doprowadzono do zwania badanej
czasteczki w probkach z tymi przeciwciatami. Dodawalte zagtbien ptytki probki
surowicy badanej i kontrolnej przeznaczone do ozaaia sizen MMP-9 byly
rozcieiczane w stosunku 1:100.

Etap Il. Po 2—godzinnej inkubacji w temperaturz&gowej (odbywajgcej st
na wytrasarce o nachyleniu 0,12”, przy obrotach 500 rpnyjkpt ptukano 4—krotnie
buforem ptucacym. Nasgpnie dodawano po 2Q0 przeciwciat przeciwko badanym
czasteczkom sprzonym z peroksydazchrzanow, ktore podczas godzinnej inkubacji
w temperaturze pokojowe] wdaly st na zasadzie "sandwicza” z badanymi
czasteczkami zwgzanymi z przeciwciatami obecnymi w | etapie. Po a@zonej
inkubaciji ptytke ptukano 4—krotnie buforem ptugzym.

Etap Ill. Do zagibien plytki dodawano zmieszane ze goldwne obgtosci
tetrametylbenzydyny i nadtlenku wodoru, jako roztwsubstratu (MMP-9 20@),
30 minut inkubowano w temperaturze pokojowej, chyonptytke przed swiattem.
Reakcg enzymatyczg zatrzymano przez dodanie do zdogen ptytki 50 ul roztworu
kwasu siarkowego.

Etap IV. Przy uayciu spektrofotometru Multiscan MS firmy LabSystem
(Finlandia) dokonano pomiaru ¢gfcsci optycznej produktu reakcji obecnego
w zagtbieniach ptytki i pozostagego w proporcji do iléci badanej cgsteczki w
probce. Absorbangjodczytywano przy diugai fali 450 nm z substrakgjdla diugdgci
fali 540 nm w cigu 30 minut. Wartéci odczytéw otrzymanych przy diugo fali
540 nm odejmowano od wa#tw odczytow uzyskanych przy diugo fali 450 nm.
Wszystkie badania w prébkach surowicy grupy badakmjtrolnej jak i w probkach
standardowych zostaty przeprowadzone dwukrotnigtdd@ stezen MMP—-9 obliczono

w oparciu o krzywe standardowe.
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3.2.6. Oznaczanie aktywnsci transketolazy wg Bayoumi R.A.&
Rosalki S.B.

Etap I. Krew heparynizowganwirowano 5 min. przy obrotach 3000 rpm
(wirbwka MPW). Odpipetowano osocze i przemyto 3+ki® erytrocyty 0,9% NaCl
wirujgc jw. Dodano 0.5 ml roztworu wodnego Triton X-100,2(g/l) do 0,5 ml
erytrocytow. Caté¢ wytrzgsano przez 10 min. Nagihie wirowano 5 min. przy
obrotach 10 000 rpm (wirbwka Eppendorf). Pobranandieat i rozciéczono
w stosunku 1:10 0,9% NacCl.

Etap Il. Inkubowano 2,4 ml 15 mM ribose 5—-phosphdisodium salt w buforze
Tris HCI przez 5 min. w temperaturze 37°C. Dodafiqubrozciéiczonego hemolizatu.
Dodano 10 pl zawiesiny GDH/TIM, 50 ul NADH oraz 10DTPP. Caté¢ wymieszano
I inkubowano w 37°C przez 10 min. Absorbannjierzono przy diugai fali 340 nm
w 11 15 minucie.

Jednoczénie prowadzono analizw. bez uycia TPP jako proklepych.

A5 , 2.61 x 1000, 10 [Ulg Hb]
15 6.22x0.05  Hb [g/]

A5 x 8392.3x 10 [U/g Hb]

15 Hb [g/1]

Odczynniki iyte do oznaczenia aktywsfm transketolazy:
— 0,1 M Tris—HCI pH 7,6
— 15 mM rybozo-5—fosforan soli disodowej w butiizis—HCI
— 10 mM pirofosforan tiaminy (TPP) w buforze FitCl
— 10 mM dinukleotyd nikotynamidoadeninowy (NADH)
w buforze Tris—HCI
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— 73 000 U/dehydrogenaza glutaminiano@DH)

w 2,4 M siarczanie amonu
— 1 800 000 U/l izomeraza fosfotriozoWedM lub TPI)

w 2,4 M siarczanie amonu

TK — aktywna¢ transketolazy w erytrocytach
[U/g Hb] — jednostki na gram hemoglobiny

NTKZ — ang. normalized transketolase activity ratioznormalizowana aktywké

transketolazy w erytrocytach

TK
NTKZ = [U/g Hb]
[0,6066 — (0,002045 X wiek)]

% aktywacji TPP — stopiepobudzenia transketolazy difosforanem tiaminy

Aktywnas¢ TK po dodaniu TPP
% aktywacji TPP = 00 [%]
Aktywnos¢ TK bez TPP

Norma: 0 — 15%
% aktywacji TPP > 15% wskazuje na niedobor witgniB,
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3.2.6.1. Oznaczanie hemoglobiny

Do wykonania badaniazyto odczynnika firmy Aqua—Med.

Etap I. Odczynnik do oznaczania hemoglobiny i weor doprowadzono
do temperatury pokojowej. Odpitetowano do probowdstowe] 5 ml odczynnika
do oznaczania hemoglobiny i dodano 20 pl hemolizatdymieszano starannie
i pozostawiono na 10 min. w temperaturze pokojow&onownie delikatnie
wymieszano i zmierzono absorbapcmieszaniny reakcyjnej i wzorca wobec

odczynnika do oznaczania hemoglobiny w 540 nm. Bgest trwata 2 godziny.

Etap Il. Odczytano absorbangprzy diugdgci fali 540 nm i dokonano oblicae

wW(g WZzZoru:

A probki w 540 nmX 16 114,5 5,02

Hb [g/dI] = x 10 x

11 000 0,02

A prébki w 540 nn— absorbancja probki w 540 nm
16 114,5 — masa ggteczkowa hemoglobiny (dla jednego monomeru)

11 000 — molowy wspotczynnik absorbancji cyjanoreatbglobiny

(absorbancja 1 mol/l)
5,02/0,02 = 251 — wspétczynnik rozeigzenia

10 — przeliczenie z | na dl

Hb [g/dI] = A prébki w 540 X 36,8
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Zestaw zawierat odczynnik do oznaczania hemoglolmrgz wzorzec hemoglobiny

(cyjanomethemoglobiny).

Sktad odczynnika do oznaczania hemoglobiny:
— cyjanagelazian potasowy 200 mg/l
— cyjanek potasowy 50 mg/l
— dwuwodorofosforan potasowy 140 mg/l

— detergent
3.3.  Statystyczna ocena wynikow

Obliczenia statystyczne wykonano w programie GlPageh Prism version 5.00
[GraphPad Software, San Diego California USA, wwapippad.com.]. Jako miar
potozenia uwywano wartéci sredniej oraz mediany, gajako miar rozproszenia
— odchylenia standardowego oraz wsgetominimalnej i maksymalnej. Waroi
zmiennych pomidzy grupami porOwnywano stogaoj odpowiednie testy
nieparametryczne, czyli test Manna-Whitney’'a ora&st trang Kruskala—\Wallisa
ztestem post-hoc Dunna. Do o#ftemia zalenosci pomidzy poszczegolnymi
zmiennymi zastosowano wspotczynnik korelacji linggBpearmana.

Wszystkie wykazane #dice i wyznaczone wspoiczynniki korelacji pray
za statystycznie istotne przy poziomie istétng < 0,05.

Analizy statystycznej aktywnoi transketolazy erytrocytow dokonano przy
uzyciu licencjonowanej wersji oprogramowania MedCald.5.1.0. Normalng
rozkladow zmiennych badano testem D’Agostino—Pesms@mienne o rozkiladzie
normalnym przedstawiano jakéredngtSD, a zmienne o rozktadzie istotnie
odbiegagcym od rozktadu normalnego jako medjarzakres mgdzykwartylowy.

Zmienne niezalse o rozkladzie normalnym poréwnywano testem t-Sitad
Zmienne niezaleme o rozkladzie nie—gaussowskim poréwnywano teshMamna—
Whitney'a.

Obliczenia statystyczne opracowano w Katedrze Haui i Biologii

Molekularnej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.
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4. WYNIKI

Stezenie TNF-e w surowicy obu typow polineuropatii nie zri sie istotnie
statystycznie od stwierdzonej w materiale kontroinyU chorych z postagi
demielinizacyjm polineuropatii alkoholowej i cukrzycowej ¢genie MCP-1
w surowicy byto wysze /chocia nieistotnie/ ni w grupie kontrolnej. Stenie
w surowicy GRO« byto wyzsze (ale nieistotne statystycznie) w obu postaciach
polineuropatii alkoholowej. $tenie GROe bylo wyzsze u chorych w podgrupie
postaci demielinizacyjnej polineuropatii cukrzycgwe odniesieniu do poziomu
stwierdzonego w surowicy grupy kontrolnej. Szczeg@ wyniki g przedstawione
w tabeli od | do IV.

U chorych z polineuropati cukrzycows niezalenie od typu uszkodzenia
obserwowanego w badaniu neurofizjologicznym i czaswania choroby nie
obserwowano rnic sezen TNF-o, MCP-1 i GROe w poréwnaniu z grupkontrolra
(tabela I'i I). Natomiast u 0s6b z polineuropatikoholowg ze zmianami o charakterze
aksonalno-demielinizacyjnym w badaniu neurofizjedagym stwierdzono zwkszenie
(p<0.05) s¢zenia GROe W poréwnaniu z grupkontrolny (tabela 1V). Sizenia TNFe

i MCP-1 nie ranity sic pomidzy tg grup chorych a grupkontrolm (tabela 111 V).

Z kolei stzenia MMP-9 byty znacznie podvrgzone (p<0.05) u 0oséb z polineuropati
alkoholowg w porownaniu do chorych z polineuropatukrzycovg (tabela V). Nie
wykazywaty one rénic pomedzy badanymi podgrupami chorych z polineurapati
cukrzycowy i alkoholowg poréwnywanych z grupkontrolrg (tabela 1 i 1l1).
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Tabela I. S§zenie cytokin w surowicy chorych z polineuropatukrzycovws w pg/mi

Polineuropatia cukrzycowa
Kontrola Ogotem Typ Czas trwania
n—-20 n-27 Demielinizacyjna Aksonalna Aksonalno- 2-8 lat > 9 lat
demielinizacyjna
n—6 n-3 n-18 n-12 n-15
TNF—o 10,1 7,1 10,8 0,0 6,8 9,9 6,5

(0,0-71,9) |(0,0-104,3) (0,0-29,9) (0,0-18,2) (0,04B) | (0,0-54,2) (0,0-104,3

NS NS NS
MMP-9 3,30 2,88 2,22 2,56 13, 2,89 2,74
(1,42-10,05)| (1,26-7,23) (1,58-4,83) (1,41-2,88) (52@3)| (1,41-7,23) (1,26-6,71

NS NS NS
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Tabela Il. S§zenie cytokin w surowicy chorych z polineuropatukrzycows w pg/ml

Polineuropatia cukrzycowa
Kontrola Ogodtem Typ Czas trwania
n—20 Nn—29  Demielinizacyjna Aksonalna Aksonalno- 2-8lat >09lat
demielinizacyjna
n—6 n—-4 n-19 n-13 B—-1
MCP-1 19,1 14,6 31,6 7,3 11,6 | 11,6 14,6
(0,0-30,3) | (0,0-48,2) | (0,0-44,2) (0,0-26,0) @8,2) | (0,0-48,2) (0,0-47,2
NS NS NS
GRO-« 47,9 57,4 74,2 46,4 56,0 56,7 62,3
(18,7-116,9) | (27,5-138,9) (57,4-138,9) (27,5-123,2) (29,1591 (29,1-123,2) (27,5-138,9
NS NS NS

Tabela lll. S¢zenie cytokin w surowicy chorych z polineuropatikoholowg w pg/ml

Polineuropatia alkoholowa

Kontrola
n-20 Ogotem Typ Czas trwania
n-31 Demielinizacyjna Aksalno— <9lat >10 lat
demielinizacyjna
n-11 n—-20 n—7 n-24
TNF— 10,1 12,2 3,1 20,9 7,5 13,0
(0,0-71,9) (0,0-85,5) |(0,0-65,5) (0,0;85 (0,0-33,0) (0,0-85,5
NS NS NS
MMP-9 3,30 4,38 3,25 4,49 4,38 4,42
(1,42-10,05)|  (1,34-14,96) |(1,34-8,92) (1,66-13,0@,53-8,92)  (1,34-14,96
NS NS NS
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Tabela IV. S§zenie cytokin w surowicy chorych z polineuropaikoholows w pg/ml

Polineuropatia alkoholowa
Kontrola Ogotem Typ Czas trwania
n—-20 n—33 Demielinizacyjna Aksonalno— <9 lat > 10 lat
Demielinizacyjna
n-11 n-22 n-7 n—-26
MCP-1 19,1 22,8 24,5 19,9 17,0 23,7
(0,0-30,3) | (0,0-118,5) (0,0-118,5) 0©110,7)| (0,0-118,5)  (0,0-110,7)
NS NS NS
GRO-«a 47,9 79,9 57,4 83,00 83,6 70,7
(18,7-116,9) | (4,7-252,5) (4,7-179,4) (2282,5)| (22,8-214,6)  (4,7-252,5)
NS NS p<0.05 NS

Tabela V. Sgzenie MMP-9 w surowicy chorych z polineuropatcukrzycowg

w poréwnaniu z alkohologw pg/ml

Grupa kontrolna

n-20

n-27

Polineuropatia cukrzycowa Polineuropatia alkoholowa

n-31

3,30 (1,42-10,05)

2,88 (1,26-7,23)

4,38 (1,34-14,96)

p < 0,05

31



Tabela VI. Aktywnd¢ transketolazy w erytrocytach u chorych z polinpate

cukrzycowy i chorych z polineuropatialkoholowg

Grupa kontrolna
n—-20

Polineuropatia
cukrzycowa
n—-29

Polineuropatia
alkoholowa
n-31

TK [U/g Hb]

1,0050+0,3963

0,6424+0,3423

0,8526:0,4835

NTKZ [U / g Hb]

1,9631+0,7416

1,3324+0,6987

1,6476+0,939

% aktywacji TPP

*—P=0,0013
+—-P=0,0584

0,0
0,0-0,0

0,0
0,0- 25,275

0,0
0,0-14,150

9

Podstawowa aktywrdé transketolazy /TK/ w erytrocytach, byla znacznie

obnizona u chorych z polineuropaticukrzycows a w przebiegu polineuropatii

alkoholowej wykazano jedynie trend ku jej zmniejsze(tabela VI). Natomiast nie

wykazano ranic wskanika znormalizowanej aktywidoi transketolazy w erytrocytach

ani stopnia pobudzenia aktyw4wd transketolazy pirofosforanem tiaminy w badanych

grupach chorych (tabela VI).
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5. OMOWIENIE

Neuropatie cukrzycowa i alkoholowa nale do najczstszych rodzajow
neuropatii w krajach rozwigtych [48, 71]. Cechuje je ztona patogeneza. Dotyczy
to zwlaszcza neuropatii cukrzycowej, w ktorej opratwoch podstawowych hipotez:
metabolicznej i naczyniowej zwracag¢siuwag w patogenezie na ol stresu
oksydacyjnego, czynnikbw immunologicznych oraz ggrenych [8, 22, 57, 88].
Nie wiadomo, czy wszystkie rodzaje neuropatii dgnajvspélny mechanizm
patogenetyczny, czy zes3 one odmienne w edych zespotach Kklinicznych [84].
Wieksza¢ autorow wskazuje na zalos¢ pomidzy nasileniem objawdéw neuropatii
a czasem trwania cukrzycy i wiekiem pacjenta [7,d@ko istotny czynnik ryzyka
neuropatiic - wymienia 8i niedostateczn kontrok cukrzycy (hiperglikemia,
hipoglikemia), angiopaticukrzycow, dziatania toksyczne — palenie tytoniu, narkotyki,
naduywanie alkoholu, zatrucia przemystowe, a z&@k obecné& zaburzé
metabolicznych wywotanych niewydoléma watroby czy nerek, nadaiienie ttnicze,
zaburzenia przemiany lipidowej [9, 37].

Punktem kluczowym w rozwoju neuropatii jest higiegmia oraz wptyw
niedoboru insuliny [27, 33, 54, 68, 78, 79]. Hipme metaboliczna zaktada,
ze zaburzenia przemiany wywotane przez hipergligerbezpgdrednio uszkadzaj
nerwy. W hipotezie naczyniowe] hiperglikemia powgdamiany metaboliczne, ktore
uszkadzaj sciany naczy zaopatruyjcych nerwy (vasa nervorum). Zaburzenia
metaboliczne powodgjsymetryczg dosiebm polineuropat} gtdwnie u ludzi miodych
we wczesnym okresie choroby. Natomiast czynniki zgaiowe g przyczyn
mononeuropatii obwodowych i czaszkowych wzmpiéjszym wieku. Wysoki poziom
glikemii powoduje zwikszenie aktywnéri procesu redukcji glukozy przez enzymy
szlaku poliolowego z towarzygzym wzrostem zawarfoi sorbitolu w endoneurium
i fruktozy przy jednoczesnym spadku zawéeto mioinozytolu w komorkach
nerwowych [9, 17, 76, 80]. Ponadto stwierdzono raémia syntezy bialek
w neurocytach z nagtowymi zmianami w przewodzeniu aksonalnym wiokien
nerwowych. Gromadzenie #koowych toksycznych produktéw przemiany szlaku
poliolowego oraz zaburzenia aktywico btonowej Na, K ATP-azy powodyj
nieprawidtows depolaryzagj btony komorkowej nerwow, zaburzenia transportu

aksonalnego, wytwarzanie fptych produktow glikacji oraz ugtedzenie procesow
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w zigczach synaptycznych [14, 42, 88]. Zmiany w naczgmiaprowadzce
do uszkodzenia nerwow svynikiem uszkodzeniéciany naczyniowej [28]. Zaburzenia
metaboliczne w endotelium spowodowane hiperglikenpioprzez uruchomienie
alternatywnej drogi metabolizmu, glikozylacji biltetonowych, peroksydaciji lipidow
prowadz do zaburzé w interakcji btona komoérkowa—ptytki krwi (pierwan
dysfunkcja hemostatyczna). Spadek zdé&tno fibrynolitycznych z powodu
niedostatecznej produkcji tkankowego aktywatora zmpiaogenu w srodbtonku
doprowadza do mikrozakrzepow naczyniowych w vasevanem [29]. Zwezenie
swiatta naczynia, dysfunkcja erytrocytow w postanirgejszonej zdolniei wigzania

I oddawania tlenu pogpia hipoksg. Tak wic kolejnym czynnikiem uszkadzaym
nerwy w cukrzycy w starszym wieku jest niedotlemef25]. W ostatnich latach
wysunkto kolejne hipotezy rozwoju neuropatii m.in. wytwanie wolnych rodnikow
na drodze autooksydacji glukozy. Uszkodzenie komogtrwowe] mae powodowa
aktywacg kinazy biatkowej C jak rownie glikacji biatek strukturalnych neurocytéw
i ostonki mielinowej z wytworzeniem koowych produktow zaawansowanej glikacji
— AGE (Advanced Glycation Endproducts,) [59]. Wolrmdniki uszkadzaj btony
komorkowe poprzez peroksydadipidow, natomiast glikacja biatek mieliny powoeuj
odcinkowg demielinizagg. W patogenezie neuropatii cukrzycowej zwrdocono geva
na obnkenie poziomu czynnikdw neurotroficznych nerwéw m.azynnika wzrostu
nerwow (NGF) w pocgtkowym stadium neuropatii [4, 9, 68]. Nie bez zrexua dla
rozwoju neuropatii g czynniki genetyczne i immunologiczne [15, 55]. kisdzenie
bariery krew—nerw prowadzi do gromadzenia isimunoglobulin, gtéwnie klasy IgG

i IgM oraz albumin w nerwach obwodowych. Oprocz englikemii znaczenie maj
takze niedostatki insuliny i peptydu C, ktéregg ®dpowiedzialne za zaburzenia
czynnikdw neurotroficznych w nagtstwie skutkujc polineuropatj [78,79]. Zwraca
siec takze uwag na maliwe zaangaowanie mechanizmu apoptozy. Te sprawcze
czynniki zdag sie odgrywa decydugca role w rozwoju niewydolnéci mikrokrazenia,
neurodegeneraciji i reakcjach uktadu autoimmunolowggo we widknach nerwowych
[73]. Niektorzy autorzy podkékja decydugca role czynnikbw naczyniowych
wtérnych do zaburze metabolicznych. Teza ta jest poparta wynikami bhada
przeprowadzonych na materiale z biopsji, ktory wegta strukturalne zmiany
w nerwach w postaci widocznego zagczenia btony podstawnej, zwyrodnienia
perycytu i wzrostu komérekrdédbtonka. Wszystko to ostatecznie prowadzi do kefilu

perfuzji i do wewntrznerwowego niedotlenienia [13]. Neghym, chdé nie do kdca
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kontrowersyjnym poglddem byta teza Halsbecka i wsp., ktory zaprezeniosaiody
na to,ze aktywacja drogi receptora azacego pane produkty glikacji (RAGE) miae
by¢ co najmniej jednym z pierwszych krokébw w mechan&npolineuropatii
poprzedzajcym przewleki hiperglikem¢ [30]. W hiperglikemii dochodzi
do dysregulacji kontroli cytokin. Brak sukcesow apbbieganiu neuropatii nawet przy
usgpieniu  hiperglikemii  sugeruje  wspéitdziatanie czyow  wywolujacych
metaboliczne i enzymatyczne zmiany prowgdz do zaburze struktury i funkcji
komorek Schwanna i aksonow [81]. Papanas i wspodatawie badamolekularnych
wykazali wysolg czestas¢ D allela w porownaniu z pacjentami bez neuropétiallel
rzutuje na wysok czestas¢ wystepowania neuropatii w cukrzycy typu Il [62]. Sharifi
i wsp. podkréla role hiperglikemii w apoptozie wskazig, ze smier¢ komorek maliwa
jest drog wysokiej ekspresji biatek BAX—proapoptotycznychd].7 Hoeldke i wsp.
badali korelagg pomkdzy poziomem przeciwciat dekarboksylazy kwasu
glutaminowego, C—peptydu i kontgoblikemii w neuropatii u pacjentow z cukrzyc
typu | [32]. Lawlor i wsp. przy iyciu przeciwciat antyL—periaxin wykazali ich wptyw
na wywotanie deficytu przewodzenia w nerwach czawgih [46]. Matsuda i wsp.
ustalili, ze wzrost poziomu glukozy oraz czas trwania chorstgnows kluczowe
czynniki rozwoju neuropatii cukrzycowej, ale funkajerwéw mee by modulowana
przez poziom osoczowych cytokin jak TNFHen efekt mae by znacacy zwiaszcza
w nerwach czuciowych [56]. Abel-Aziz i wsp. zwrdailwag na rok homocysteiny
jako niezalenego czynnika ryzyka dla naczyniowego uszkodzeni&rakrazenia

i mozliwy zwigzek midzy homocystein i TNF-a jako dwoch synergistycznych
czynnikbw ryzyka dla apoptozy beta—komorek w typie€ukrzycy. Na podstawie
przeprowadzonych baflawykazano znacgo podwyszone stzenie homocysteiny
u wszystkich pacjentéw z cukrzyci powiktaniami naczyniowymi w porownaniu
z grup kontrolm. Co wkcej, stzenie homocysteiny wykazato dodatnkorelacg
ze stopniem mikroalbuminurii [1]. &enie TNF-+e byto podwyszone u wszystkich
pacjentow z cukrzyc w poréwnaniu z grup kontrolrg. Inni autorzy wskazgj na
toksyczny wptyw homocysteiny na komorki srodbtonka. Niewielka
hiperhomocysteinemia i mikroalbuminuria powagdujwzrost ryzyka schorze
naczyniowych u pacjentow z cukrzyc[89]. Homocysteina zwrana jest z
dominowaniem neuropatii w cukrzycy typu Il. Gonzal€lemente i wsp. stwierdzifie
neuropatia cukrzycowa jest zygana z aktywagj TNF-a u pacjentow z cukrzyctypu |

wykazupc wzrost aktywnéci TNF-a u pacjentdw z cukrzyctypu | i neuropadi
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niezalenie od kontroli glikemii i czynnikbw sercowo—nacizgwych zwgzanych z
opornacia na insuli [27]. Chilton i wsp. wykazali pojawienie¢siv 0soczu pacjentow
z cukrzyg receptora p75N wskazg na jego przydatro jako wczesnego wyktadnika
neuronalnej dysfunkcji [16].

Patogeneza neuropatii alkoholowe] wydajez 9y¢ mniej ziazona ni
cukrzycowej. Mechanizm kacy u podstaw degeneracji aksonalnej nie zostat i pe
poznany. Istniej dowody wskazuce na bezpwedni neurotoksyczny wptyw
nadwywania alkoholu i pfredni przez metaboliczne i egzotoksyczne zmiany
w nargdach mijzszowych zwlaszcza w airobie [6, 44, 86]. Niektorzy autorzy
wskazuy jako przyczye neuropatii alkoholowej niedoboryywieniowe zwitaszcza
tiaminy [40, 41, 65]. Na podstawie badarzeprowadzonych &odd Japéaczykdw
wykazano,ze neurotoksyczrié spowodowana gromadzenieng sildehydu octowego
moze by rowniez przyczyrmy neuropatii alkoholowej. Genetyczne predyspozycje
dotyczce r@nic w aktywndci dehydrogenazy aldehydowej (ALDH2) warunkujzne
objawy kliniczne i patologiczne neuropatii w znych grupach etnicznych [9].
Mechanizm bezpwedniego dziatania toksycznego alkoholu nie je#taveicie jasny.
Na podstawie badain vitro i in vivo na materiale szczurow, wyseia hipotez
wptywu alkoholu na transport aksonalny i wdavosci cytoszkieletu. Zaburzenia
ekspresji biatka neuronalnego 22, ktére wchodzinterakcg z mikrofilamentami
i mikrotubulami macierzy mae mie udziat w patogenezie neuropatii alkoholowej [40].
Planchon i wsp. wykazali znagz wzrost poziomu IgA w surowicy u pacjentow
z potwierdzon elektrofizjologicznie polineuropatiw poréwnaniu z grup chorych z
zespotem zaleosci alkoholowej bez polineuropatii [67].

W obu zbadanych typach polineuropatii rodzigytanie, ktore weiz pozostaje
nierozwihzane, dlaczego w przypadkach tych chorob tylko toiekaksony wykazgj
typowe oznaki polineuropatii, podczas gdy inne aggmianom demielinizacyjnym
[83]. Wigze sk z tym pytanie dotyee wpltywu czynnikéw immunologicznych.
Skundric i Lisak podkrgdaja kliniczne aspekty tego problemu kimdnacisk na brak
sukcesOw w zapobieganiu polineuropatii nawet paonadizacji wczéniej ostabionego
metabolizmu glukozy. Obserwacje te suggrujzaangaowanie czynnikOw
immunologicznych, ktére raz aktywowane matgiata& pomimo korzystnych efektow
leczenia hiperglikemii [81]. Satoh i wsp. twiesdzze w warunkach przewlektej
hiperglikemii produkcja i ekspresja TNé&4est zwekszona w naczyniach i/lub tkance

nerwowej. Prowadzi to do wzmone] przepuszczaldoi w zakresie mikrokyzenia
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I w nastpstwie do wzméonego krzepricia, skutkujc rozwinigciem polineuropatii
[72]. Wieksza¢ autoréw wskazuje na podwszone stzenie TNF-e w neuropatii
cukrzycowej. Przeprowadzone przez nas badania oiwigrdzaj tych wnioskow.
W naszym materiale gtenie TNFe w surowicy krwi w obu badanych typach
polineuropatii nie rénito sie od wynikéw w grupie kontrolnej. W przypadku MCP-1
wykazano trend wzrostu jejegenia w surowicy u pacjentéw z neuropadikoholowy.
Wyniki te nie mog sugerowé decydugcego znaczenia MCP-1 na rozwdj
polineuropatii. W dalszych badaniach najkgze zmiany stwierdzono w egeniu
GRO-ua. Stzenie tej cytokiny bylo wisze w catej grupie oséb z zespotem zabéci
alkoholowej z wyktadnikami zmian aksonalno-demielatyjnych obserwowanych w
badaniach elektrofizjologicznych. W literaturzetjegewiele danych dotyezych roli
GRO-a w pierwotnych i wtornych procesach zapalnych. GROpeptyd aktywujcy
krwinke bialg obogtnochtonm (NAP-2) oraz IL-8 § silnymi czynnikami
chemotaktycznymi dla ludzkich krwinek biatych oftopchtonnych. GROe onkogen
bioragcy udziat w niektérych procesach zapalnych przy@yske do wzrostu guzow,
przerzutow, przenikania leukocytow. Przedstawionmiit sugeruy, ze GRO-+ maze
przyczyni& si¢c do rozwoju alkoholowej polineuropatii [6,7,10,2@wraca réwnig
uwag; nieobecné& izolowanych zmian aksonalnych w badaniach neyadégicznych
chorych z polineuropagialkoholows. Obserwacja ta wskazywanoze na ztaoncc i
diugotrwat@d¢ rozwoju polineuropatii w badanej grupie chorych.

Oprocz badanych czynnikow zaangaanych w odpowied immunologiczi
podgto rowniez analiz MMP-9, ktéra odgrywa wang role w procesach
patologicznych uktadu nerwowego. W badaniach wiekngtzenie MMP-9 w
surowicy pacjentdw obu typow polineuropatii niezmibo si¢ istotnie od sfzenia
uzyskanego w grupie kontrolnej. Jedimaku chorych z polineuropatialkoholowg
stwierdzono znaczny wzrostegénia MMP-9 w poréwnaniu z chorymi z cukrayc
Wydaje s¢ by¢ uzasadnione zwrdcenie uwagi naze dwe stzenie MMP-9 mae by
Zwigzane z mechanizmem uszkoflzeerwowych w tym typie polineuropatii. Natomiast
obserwowane w polineuropatii cukrzycowej prawidtosigzenie MMP-9 nie stwarza
mozliwosci polgczenia wpltywu tego enzymu proteolitycznego z patdmaizmem
polineuropatii cukrzycowej [47]. Kwestia zaaungawania MMP-9 w proces
uszkadzania tkanki nerwowej w hodowlach tkankowyamodelachin vivo ciagle jest
rozpatrywana w badanich klinicznych [21, 35, 409, 91, 92]. Najbardziej interesjge

wydaje s¢ by¢ pod tym wzgédem przypuszczeniee aksonalne ostre uszkodzenie w

37



przebiegu stwardnienia rozsianego (SRyewigzat sic ze wzrostem gkenia MMP-9
w rdzeniu kegowym [91]. Niektére wyniki déwiadczalne wskazgj na wplyw
minocykliny na obnienie aktywnéci MMP-9 [49]. Zostalo to wykorzystane w probie
klinicznej w SR w celu zmniejszenia degeneracyjnesgkodzenia mdzgu [58]. Czysto
hipotetyczna pozostaje jednak #iwos$¢ uzycia minocykliny dla poprawy stanu
klinicznego w polineuropatii alkoholowe;.

W metabolizmie nerwéw obwodowych #wa role odgrywa szereg witamin,
ze szczegoblnym znaczeniem tiaminy, ktora jest Kofakn reakcji katalizowanej przez
transketolag enzym o kluczowym znaczeniu. Transketolazagzama jest z cyklem
pentozowym procesow energetycznych oraz dla wytavaaz rybozy istotnej dla
syntezy kwaséw nukleinowych. Olaenie ekspresiji lub aktywldoi enzymu wysipuje
w wielu chorobach, w ktorych stwierdza siieprawidtowdé metabolizmu tiaminy jak
u chorych z przewlektym alkoholizmem, zwitaszcza wspole Wernicke'go —
Korsakowa [2, 19]. Stan przemiany tiaminy ma istommaczenie dla nieprawidtosed
stwierdzanych w badaniach neurofizjologicznych webiegu zespotu zaleosci
alkoholowej, sid tez oczekiw& mazna zmniejszenia aktywsoi transketolazy w tych
przypadkach. Zaskakagym bylo wykazane w niniejszym badaniu znaczne
zmniejszenie podstawowe] aktywdno transketolazy u chorych z polineuropati
cukrzycows, przy braku jej rénic w przebiegu polineuropatii alkoholowej w
poréwnaniu do grupy kontrolnej. Dane te wskazo@ maliwosé posttranslacyjnych
zmian aktywnéci transketolazy w przebiegu cukrzycy.

Hipotez ta wspiera obserwowany brak wptywu wieku na aktysénenzymu wykazany
poprzez nieobecr6 réznic znormalizowanej aktywroi transketolazy w erytrocytach
pomidzy badanymi podgrupami chorych. Ponadto nie stlzEmie istotnego
pobudzenia aktywrigi transketolazy przez pirofosforan tiaminy wyklacebecnét
niedoboréw witaminy Bl u badanych chorych z polhopatya cukrzycowy i
alkoholows, co jednoczénie uniezalenia obserwowane odchylenia aktyvsnpbenzymu
od jej deficytow. Natomiast dalszych badaymagaj mechanizmy posttranslacyjnej
modyfikacji transketolazy w przebiegu cukrzycy.

Podsumowujc, w przebiegu polineuropatii alkoholowej dochodin
pobudzenia czynnika stymuligego wzrostu czerniaka—(GRO-a) i aktywacii
metaloproteinazy =~ macierzy  zewtrekomorkowej—-9  (MMP-9). Natomiast

polineuropatii cukrzycowej towarzyszy znaczne zrszienie aktywngci transketolazy.
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6. WNIOSKI

1. W przebiegu polineuropatii alkoholowej dochodzi @gobudzenia
ukladu immunologicznego, w ktore zaangaany jest przede

wszystkim czynnik stymulggy wzrost czerniaka—(GRO-«.).

2. Aktywowana odpowieglimmunologiczna u chorych z polineuropati
alkoholowy ma bardziej inwazyjny charakter znw przypadkach
polineuropatii  cukrzycowej, na co wskazuje stymjdac

metaloproteinazy macierzy zegtrekomorkowej—9 (MMP-9).

3. Ztozonos¢ obserwowanych patomechanizmow odzwiercigdlay
badanych grupach chorych z polineuropatikrzycows i alkoholowg
przewaajgce  odchylenia neurofizjologiczne o charakterze

mieszanych zaburaeaksonalno-demielinizacyjnych.

4, Obserwowane u chorych z polineuropatukrzycova obnizenie
podstawowej aktywrimi transketolazy wynika maoze z jej
posttranslacyjnej modyfikacji, poniewanie wykazano wzadnej z
badanych grup cech niedoboru tiaminy, ani wplywiekw na

aktywna¢ enzymu.
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8. STRESZCZENIE

Polineuropatia cukrzycowa i alkoholowa nalelo najczstszych polineuropatii
metabolicznych w populacji polskiejg snorfologicznie heterogenne zzrorodnym
uszkodzeniem mieliny lub aksonu. Ich patogenezta ZEgona i wymaga szerszego
wyjasnienia dlaczego u niektérych pacjentéw uszkodzeloigyczy aksonu i powstaje
obraz neuropatii aksonalnej, podczas gdy u innycliazy obejmuja mielig dapc
demelinizacyjg forme neuropatii. Wydaje situ by¢ prawdopodobny udziat czynnikow
immunologicznych.

Dla wyjasnienia tych zagadniepodgto proly wykazania roli niektorych cytokin
w patomechanizmie neuropatii cukrzycowej i alkoladp Okreglono stzenie TNF-,
MCP-1, GRO& i MMP-9.

Dla oceny roli tiaminy w badanych procesach oznaozoaktywnd¢
transketolazy erytrocytéw, znormalizowgaraktywna¢ transketolazy oraz stopgie
pobudzenia transketolazy dwufosforanem tiaminy.

Badaniem olkjto 29 chorych z 1l typem cukrzycy oraz 33 chorych
nadwywajacych alkoholu. Grupa kontrolna sktadata i20 osob.

Oceny s§zenia cytokin TNFe, MCP-1, GROe& | MMP-9 w surowicy krwi
dokonano przy pomocy immunoenzymatycznej metodySBLEz wykorzystaniem
zestawow R&D Systems. Oznaczenie aktyvendransketolazy wykonano metpd
Bayoumi R.A. i Rozalki S.B. Dla statystycznej ocenynic pomkedzy grupami
polineuropatycznymi i grup kontrollp uzyto nieparametrycznego testu
Manna—Whitney’a.

Oceniany materiat podzielono z uweghieniem czasu trwania choroby oraz
zmian elektrofizjologicznych. Dla oceny stopnia waasowania objawéw
polineuropatii zastosowano skaKatzenwadela. Stopieuszkodzenia aksonu, mieliny
lub obu okrélony byt przy wyciu metod elektrofizjologicznych (EMG, ENG).

Wykazano znacgce r@nice w udziale badanych cytokin w patomechanizmie
cukrzycowej i alkoholowej polineuropatii. genie TNF-e w surowicy krwi w obu
typach polineuropatii nie phito sie od stzenia w grupie kontrolnej. Stenie MCP-1
byto nieistotnie wysze u chorych z polineuropatalkoholows, nie wykazato rownie
istotnych r@nic pomgdzy postaegi demielinizacyja i aksonalg polineuropatii

cukrzycowej. S{zenie GRO+# bylo wyzsze u pacjentow z polineuropatilkoholow
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w porOwnaniu z materiatem kontrolnym oraz bylo 2832 u pacjentéw
z demielinizacyjp forma polineuropatii cukrzycowej. &tenie MMP-9 w surowicy
pacjentdw w obu typach polineuropatii niezméo sie od obserwowanej w materiale
kontrolnym. Przy porownaniu obu typdw polineuropatiyzsze wartéci MMP-9
w polineuropatii alkoholowej osgnety poziom statystycznego znaczenia. Na podstawie
uzyskanych danych nate przyja¢, ze MMP-9 mae stanowd jeden z czynnikow
patomechanizmu polineuropatii  alkoholowej oraz ddimizacyjnej formy
polineuropatii cukrzycowe;.

Aktywnos¢ transketolazy w erytrocytach, wyiaa w jednostkach na gram
hemoglobiny byta obtbna tak w polineuropatii cukrzycowej jak i alkohekey, z tym,
ze W wikszym stopniu w polineuropatii cukrzycowej. Daneswadcz wyraznie
0 znaczeniu nieprawidtowoi transketolazy w mechanizmie polineuropatii tak

cukrzycowej jak i alkoholowej.
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9. SUMMARY

In Polish population, diabetic and alcohol-inducgedlyneuropathy belong
to the most frequent metabolic polyneuropathies. eyThare morphologically
heterogenous, with variable extent of damage tolimye axons. Their pathogenesis
is complex and it remains to be clarified why inm&opatients the damage involves
axons, resulting in the pattern of axonal neuropatvhile in other patients myelin
is affected, resulting ina demyelinating form ofunopathy. In the pathogenesis,
involvement of immunological factors seems probable

In order to clarify the issue, an attempt was miadéemonstrate role of certain
cytokines in pathomechanisms of diabetic and aleahduced polyneuropathy.
Concentrations of TNFs; MCP-1, GROe& and MMP-9 were examined.

In order to evaluate role of thiamine in studiedogasses, erythrocyte
transketolase activity, standardised activity ofingketolase and the thiamine
pyrophosphate effect were estimated.

The material included 29 patients with type Il ditds mellitus and 33 patients
with alcohol abuse. The control group consisted®persons.

Concentrations of TNFs MCP-1, GRO& and MMP-9 cytokines is serum
were established using the immunoenzymatic ELISAhn&gue, employing
the commercial R&D Systems kits. Transketolase viagtiwas determined using
the technique of Bayoumi and Rozalki. Significancd differences between
polyneuropathic groups and the control group watetkusing the non—parametric test
of Mann—Whitney.

The studied material was subdivided taking intooaot duration of the disease
and of electrophysiological lesions. Advancemenpolyneuropathy signs/symptoms
was guantitated using the scale of Katzenwadel.ekbent of damage to axons, myelin
or both was determined using electrophysiologicaeihods (EMG, ENG).

Significant differences were disclosed in involveinef studied cytokines
in pathomechanisms of diabetic and alcohol-indyselgneuropathy. In either group
of polyneuropathy serum concentration of TNF#d not differ from that in the control
group. Concentration of MCP-1 was insignificantlygher in patients with
alcohol-induced polyneuropathy and it failed to fadif significantly between

demyelinating and axonal forms of diabetic polygathy. Concentration of GR@Q-
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was higher on patients with alcohol-induced polyopathy, as compared to the control
group, and it was higher in patients with the delimgéing form of diabetic
polyneuropathy. In either form of polyneuropathgrisn MMP-9 level did not differ
from that noted in the controls. Upon comparisorthaf two types of polyneuropathy,
the higher levels of MMP-9 in alcohol-induced payropathy reached the threshold
of significance. In view of the data, MMP-9 may &&sumed to represent one of the
factors involved in pathomechanisms of alcohol-oetl polyneuropathy and
of the demyelinating form in diabetic polyneuropath

Activity of transketolase in erythrocytes, expressen units per gram
haemoglobin, was found to be lowered both in diabenhd in alcohol-induced
polyneuropathy but it was lowered to a greater rexia diabetic polyneuropathy.
The data clearly point to a significance of transkese abnormalities in mechanisms

of both diabetic and alcohol-induced polyneuropathy
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