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increases pulsatile insulin secretion in type 2 diabetes
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STRESZCZENIE

W cukrzycy typu 2 wystepujg zaburzenia rytmu wy-
dzielania insuliny, ktéry w warunkach prawidtowych
ma charakter pulsacji o wysokiej czestotliwosci.
W leczeniu cukrzycy powszechnie stosuje sie pochod-
ne sulfonylomocznika, jednak dotychczas nie usta-
lono ostatecznie ich wptywu na sposéb uwalniania
hormonu. Celem przedstawionego badania byto
okreslenie efektu jednorazowej dawki i 5-tygodnio-
wego podawania pochodnej sulfonylomocznika (gli-
klazydu) na dynamike wydzielania insuliny u cho-
rych na cukrzyce typu 2. Badania byto podwadjnie
slepa, kontrolowana placebo, skrzyzowang préba
prospektywna, do ktérej wigczono 10 chorych na cu-
krzyce typu 2 (wiek 53 + 2 lata, BMI 27,5 = 1,1 kg/m?,
glikemia na czczo 9,8 + 0,8 mmol/l, HbA, 7,5 + 0,3%).
Otrzymywali oni 40-80 mg gliklazydu lub placebo
2 razy dziennie przez 5 tygodni, po 6-tygodniowym
okresie przerwy w podawaniu lekéw. Pomiary insu-
linemii wykonywano w odstepach minutowych przez
75 minut: 1) w warunkach wyjsciowych; 2) 3 godzi-
ny po podaniu pierwszej dawki leku (80 mg glikla-
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zydu), przy utrzymaniu glikemii na poziomie wyjscio-
wym; 3) po 5 tygodniach podawania leku i 4) po
5 tygodniach podawania leku, przy utrzymaniu gli-
kemii jak w warunkach wyjsciowych (wzrost 5-ty-
godniowy). W celu oceny ilosciowej charakteru pul-
sacji i regularnosci wydzielania insuliny stezenia in-
suliny w przedziatach czasowych poddano analizie
metoda spektralng, autokorelacji, dekonwolucji oraz
entropii przyblizonej (ApEn, approximate entropy).
Podane wartosci p dotyczg poréwnania dziatania
gliklazydu i placebo; wyniki przedstawiono jako sred-
nie + SE. Glikemia na czczo obnizyta sie po leczeniu
gliklazydem (poziom wyjsciowy vs. 5 tygodni: gli-
klazyd 10,0 £ 0,9 vs. 7,8 + 0,6 mmol/l; placebo 10,0 =
+ 0,8 vs. 11,0 = 0,9 mmol/l, p = 0,001). Stezenia
wydzielanej insuliny zwiekszyty sie (wyjsciowe vs.
jednorazowe podanie: gliklazyd 43,0 £ 12,0 vs.
61,0 £17,0 pmol/l/puls; placebo 36,1 + 8,4vs. 30,3 +
*+ 7,4 pmol/l/puls, p = 0,047; wzrost 5-tygodniowy:
gliklazyd vs. placebo 49,7 + 13,3 vs. 37,1 *
+ 9,5 pmol/l/puls, p < 0,05) z podobnym wzrostem
amplitudy wydzielania. Podstawowe (niepulsacyjne)
wydzielanie insuliny réwniez byto podwyzszone (wyj-
sciowo vs. jednorazowe podanie: gliklazyd 8,5 + 2,2
vs. 16,7 = 4,3 pmol/l/puls; placebo 5,9 + 0,9vs. 7,2 =
= 0,9 pmol/l/puls, p = 0,03; wzrost 5-tygodniowy:
gliklazyd vs. placebo 12,2 + 2,5vs. 9,4 = 2,1 pmol/l/
/puls, p = 0,016). Czestotliwosc i regularnos¢ pul-
sow wydzielania insuliny nie zmienity sie istotnie po
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zastosowaniu terapii. Zaobserwowano jednak popra-
we regularnosci pulséw po jednorazowym podaniu
leku przy badaniu poszczegélnych chorych, co ozna-
czano metoda ApEn, oraz zmniejszenie glikemii na
czczo w czasie krotkoterminowego, 5-tygodniowe-
go leczenia gliklazydem (r = 0,74, p = 0,014;
r=0,77, p = 0,009, odpowiednio dla szczegétowej
i ogolnej ApEn). Podsumowujac, nalezy stwierdzic,
ze pochodna sulfonylomocznika — gliklazyd
— 2zwigksza wydzielanie insuliny, nasilajgc zaréwno
pulsacyjna, jak i podstawowa sekrecje insuliny bez
wplywu na czestotliwos¢ i regularnos¢ pulséw. Dane
uzyskane w badaniu sugerujg, ze moze istnie¢ zwig-
zek miedzy krétkoterminowa poprawa glikemii i po-
prawa regularnosci procesu wydzielania insuliny
in vivo.

Stowa kluczowe: gliklazyd, pulsacyjne wydzielanie
insuliny, cukrzyca typu 2

ABSTRACT

The high-frequency oscillatory pattern of insulin re-
lease is disturbed in type 2 diabetes. Although sul-
fonylurea drugs are widely used for the treatment
of this disease, their effect on insulin release pat-
terns is not well established. The aim of the present
study was to assess the impact of acute treatment
and 5 weeks of sulfonylurea (gliclazide) treatment
on insulin secretory dynamics in type 2 diabetic pa-
tients. To this end, 10 patients with type 2 diabetes
(age 53 + 2 years, BMI 27.5 + 1.1 kg/m?, fasting
plasma glucose 9.8 = 0.8 mmol/l, HbA, 7.5 + 0.3%)
were studied in a double-blind placebo-controlled
prospective crossover design. Patients received 40-
-80 mg gliclazide/placebo twice daily for 5 weeks
with a 6-week washout period intervening. Insulin
pulsatility was assessed by 1-min interval blood sam-
pling for 75 min 1) under baseline conditions (base-
line), 2) 3 h after the first dose (80 mg) of gliclazide
(acute) with the plasma glucose concentration clam-
ped at the baseline value, 3) after 5 weeks of treat-
ment (5 weeks), and 4) after 5 weeks of treatment
with the plasma glucose concentration clamped
during the sampling at the value of the baseline as-
sessment (5 weeks-elevated). Serum insulin concen-
tration time series were analyzed by deconvolution,
approximate entropy (ApEn), and spectral and au-
tocorrelation methods to quantitate pulsatility and
regularity. The P values given are gliclazide versus
placebo; results are means * SE. Fasting plasma glu-
cose was reduced after gliclazide treatment (baseli-
ne vs. 5 weeks: gliclazide, 10.0 = 0.9 vs. 7.8 *

+ 0.6 mmol/l; placebo, 10.0 + 0.8 vs. 11.0 = 0.9 mmol/,
P = 0.001). Insulin secretory burst mass was incre-
ased (baseline vs. acute: gliclazide, 43.0 + 12.0 vs.
61.0 = 17.0 pmol x I'! x pulse; placebo, 36.1 + 8.4
vs.30.3 £ 7.4 pmol X I-! x pulse™!, P = 0.047; 5 weeks-
elevated: gliclazide vs. placebo, 49.7 + 13.3
vs. 37.1 = 9.5 pmol x I-' X pulse™!, P < 0.05) with
a similar rise in burst amplitude. Basal (i.e., non-
oscillatory) insulin secretion also increased (baseline
vs. acute: gliclazide, 8.5 = 2.2 vs. 16.7 = 4.3 pmol %
X I-1 x pulse~'; placebo, 5.9 £ 0.9 vs. 7.2 *
+ 0.9 pmol X I'' x pulse™, P = 0.03; 5 weeks-elevated:
gliclazide vs. placebo, 12.2 + 2.5vs. 9.4 + 2.1 pmol %
X I'' x pulse, P = 0.016). The frequency and regu-
larity of insulin pulses were not modified significan-
tly by the antidiabetic therapy. There was, however,
a correlation between individual values for the acu-
te improvement of regularity, as measured by ApEn,
and the decrease in fasting plasma glucose during
short-term (5-week) gliclazide treatment (r = 0.74,
P = 0.014, and r = 0.77, P = 0.009, for fine and
coarse ApEn, respectively). In conclusion, the sulfo-
nylurea agent gliclazide augments insulin secretion
by concurrently increasing pulse mass and basal in-
sulin secretion without changing secretory burst fre-
quency or regularity. The data suggest a possible
relationship between the improvement in short-term
glycemic control and the acute improvement of re-
gularity of the in vivo insulin release process.

Key words: gliclazide, pulsatile insulin secretion,
type 2 diabetes mellitus

U oséb zdrowych wydzielanie insuliny ma cha-
rakter pulsacyjny, z przerwami co 5-15 minut.
W wyniku tego stezenie insuliny na obwodzie pod-
lega regularnym wahaniom [1, 2]. Znaczenie pulsa-
cyjnego sposobu wydzielania insuliny okreslono
w badaniach in vivo i in vitro w odniesieniu do dzia-
tania hipoglikemizujacego, watrobowej produkgji glu-
kozy i metabolizmu lipidéw [3-6]. Zaburzenia w pul-
sacyjnym wydzielaniu insuliny wykazano nie tylko
u chorych na cukrzyce typu 2, ale réwniez u ich krew-
nych, co wskazuje, ze moze by¢ to pierwotna patolo-
gia, wyprzedzajaca rozwoj jawnej cukrzycy [7-10].

Regulacja wydzielania insuliny przez stezenie
glukozy, peptydu glukagonopodobnego ([GLP]-1,
glucagon-like peptide), somatostatyny, insulinopo-
dobnego czynnika wzrostu (IGF-1, insulinlike growth
factor-1) i niektorych lekow odbywa sie przede
wszystkim przez wptyw na ilos¢ uwolnionego hor-
monu, a nie na czestos¢ pulsdéw wydzielniczych
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[11-19]. Mimo powszechnego stosowania preparatéw
zwiekszajacych sekrecje insuliny, ich wptyw na profil
jej wydzielania poznano w niewielkim stopniu [12].

Zaktada sie, ze przywrdcenie fizjologicznego
rytmu wydzielania insuliny i poprawa wzglednego
niedoboru insuliny majg istotne znaczenie dla jej ob-
wodowego efektu oraz krotko- i dfugoterminowej
funkcji komorek 8. Hipoteza autoréw przewiduje za-
tem, ze leki zwiekszajace sekrecje insuliny dziatajg
na rytm jej wydzielania zaréwno pod wzgledem ilo-
sciowym, jak i jakosciowym.

Niniejsze badanie jest pierwszym, ktére opisu-
je wptyw takiego leku na pulsacyjne wydzielanie in-
suliny po podaniu jednorazowym i w obserwacji krot-
koterminowej u chorych na cukrzyce typu 2. W ba-
daniu zastosowano gliklazyd, pochodng sulfonylo-
mocznika dziatajgcg wysokoselektywnie na ATP-za-
lezne kanaty potasowe w komérkach g trzustki [20]
— okreslajac jego dziatanie na rytm wydzielania in-
suliny o charakterze pulsacji wysokiej czestotliwo-
sci. W tym celu przeprowadzono analize serii prze-
dziatéw czasowych insulinemii w osoczu. Zatozeniem
pracy byta ocena potencjalnych mozliwosci przywro-
cenia fizjologicznego sposobu sekrecji insuliny u lu-
dzi w wyniku interwencji farmakologicznej.

Materiat i metody

Protokot badania opracowano zgodnie z zale-
ceniami Deklaracji Helsinskiej. Badanie zaakceptowa-
ta lokalna Komisja Etyczna Hrabstw Aarhus i Vejle.

Badana grupa. Do badania wtaczono 10 cho-
rych na cukrzyce typu 2 rozpoznang zgodnie z kry-
teriami Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, World
Health Organization) (wiek 53 = 2 lata, BMI 27,5 +
+ 1,1 kg/m2, glikemia na czczo 9,8 = 0,8 mmol/l,
HbA, 7,5 * 0,3%). Sredni czas trwania cukrzycy
wynosit 1,5 roku (od 2 miesiecy do 8 lat). U zadnego
z chorych nie stwierdzono albuminurii, u jednego

pacjenta wykryto wczesng postac retinopatii cukrzy-
cowej. Przed wtgczeniem do badania chorzy otrzy-
mywali doustny lek przeciwcukrzycowy w dawce nie-
przekraczajacej 50% dawki maksymalnej (5 osoéb
— pochodng sulfonylomocznika; 2 osoby — metfor-
mine) lub leczono ich tylko dietg (n = 3). Szesciu
chorych otrzymywato leki z powodu nadcisnienia sa-
moistnego (5 — inhibitory ACE; 1 — diuretyki tiazy-
dowe), a 4 chorych przyjmowato inhibitory redukta-
zy HMG-CoA z powodu hipercholesterolemii.

Protokét. Badanie, ktérego schemat przedsta-
wiono na rycinie 1, miato charakter podwdjnie sle-
pej, kontrolowanej placebo, randomizowanej, skrzy-
zowanej préby. Przed wigczeniem chorzy leczeni do-
ustnym lekiem hipoglikemizujagcym odstawiali go na
okres 6 tygodni. Po wigczeniu do badania osoby le-
czone wczesniej jedynie dietg otrzymywaty 40 mg gli-
klazydu lub placebo 2 razy dziennie przez pierwszy ty-
dzien, a nastepnie 80 mg 2 razy dziennie. Pacjenci le-
czeni poprzednio preparatem doustnym otrzymywali
80 mg gliklazydu lub placebo 2 razy dziennie. Ostatnia
dawke leku/placebo przyjmowano 12-14 godzin przed
pobraniem krwi w celu okreslenia pulsacyjnego wy-
dzielania insuliny i wrazliwosci na insuline.

W dniu pobrania krwi chorzy zgtaszali sie do
osrodka o godzinie 8.00. Zaktadano im cewnik do
zyt przedramienia, ktory stuzyt do pobierania krwi
i podawania dozylnego. W okresie oceny pulsacyj-
nego wydzielania insuliny pacjenci pozostawali na
czczo. W momencie rozpoczecia kazdego okresu le-
czenia okreslano wptyw jednorazowego przyjecia
leku/placebo na pulsacyjne wydzielanie insuliny. Po
30 minutach spoczynku (t = 0) rozpoczynano po-
bieranie krwi — co minute przez 75 minut — w celu
pdzniejszego oznaczenia insulinemii (okres wyjsciowy).
W 75 minucie chory otrzymywat doustnie 80 mg
gliklazydu/placebo (ze szklankg wody). Przez nastep-
ne 180 minut co 5-15 minut pobierano krew w celu

| Okres | | Okres leczenia | | | Okres | | Okres leczenia Il |
|-6 0 4 5 11 15 16 Czas (tygodnie)|
(MHM——A_—IIHIM———AHI——/_HIIHII
Wyjéciowo Po jednorazowym Klamra Po5 Wzrost Wyjéciowo Po jednorazowym Klamra Po5 Wzrost
podaniu leku euglikemiczna | | tygodniach ~ w ciagu podaniu leku euglikemiczna| | tygodniach  w ciagu
Procedury 5 tygodni 5 tygodni

Pulsacyjne wydzielanie
insuliny

Pulsacyjne wydzielanie
insuliny

Pulsacyjne wydzielanie
insuliny

Pulsacyjne wydzielanie
insuliny

Rycina 1. Schemat badania. Celem badania przeprowadzonego metoda podwadjnie slepej, kontrolowanej placebo, skrzyzo-
wanej préby byto okreslenie wptywu gliklazydu na pulsacyjne wydzielanie insuliny. Badanie obejmowato 2 okresy leczenia
kazdorazowo poprzedzone okresem nieprzyjmowania leku. Pulsacyjne wydzielanie insuliny okreslano na poczatku i na
koncu kazdego etapu leczenia. Tydzien przed zakonczeniem kazdego okresu leczenia przeprowadzano pomiar insulino-
opornosci metoda klamry hiperinsulinemiczno-euglikemicznej
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oznaczenia glikemii, utrzymujac glikemie wyjsciowg
za pomocg dozylnego wlewu glukozy o zmiennej
szybkosci. Szybkos¢ infuzji glukozy, jezeli byto to
konieczne, zwiekszano, ale nigdy nie zmniejszano.
Od 255 do 330 minuty ponownie pobierano krew
co minute w celu oznaczenia insulinemii. Szczegoéty
procedury opisano wczesniej [17].

Po 5 tygodniach leczenia ponownie przepro-
wadzano pomiary pulsacyjnego wydzielania insuli-
ny. Podobnie jak w pierwszym dniu przyjecia leku,
pacjenci zgtaszali sie na czczo i — nie regulujac ste-
zenia glukozy w osoczu — wykonywano u nich po-
miary insulinemii przez 75 minut (wartosci 5-tygo-
dniowe). Nastepnie, utrzymujac glikemie metoda
klamry metabolicznej na poziomie jak w dniu pierw-
szym, po okresie 60-180 minut stabilizacji ponow-
nie pobierano krew przez 75 minut w celu oznacze-
nia insulinemii (wzrost 5-tygodniowy). Dodatkowo
przy wszystkich pobraniach co 15 minut oznaczano
stezenia C-peptydu, wolnych kwaséw ttuszczowych
(FFA, free fatty acid) i glukagonu.

W 4 tygodniu kazdego okresu leczenia okre-
slano wrazliwos¢ na insuline metodg 180-minuto-
wej klamry hiperinsulinowo-euglikemicznej przy za-
stosowaniu wlewu insuliny (Insulin Actrapid; Novo
Nordisk, Bagsvaerd, Denmark) z szybkoscig 1,2 mj./
/kg/min. Stezenie glukozy stopniowo obnizyto sie do
5,5 mmol/l i utrzymywato sie na tym poziomie. Sred-
nig szybkos¢ wlewu glukozy obliczano w tak zwa-
nym okresie stabilizacji, trwajagcym 150-180 minut.

Oznaczenia. Wszystkie oznaczenia wykonywa-
no 2-krotnie. Glikemie okreslano za pomoca anali-
zatora Beckman, Palo Alto, CA (technika oksydacji
glukozy). Wszystkie pozostate prébki krwi zamraza-
no w temperaturze —20°C i oznaczano w okresie
miesigca. Stezenie insuliny okreslano, stosujac test
immunoenzymatyczny ELISA (enzyme-linked immu-
nosorbent assay) (2 miejsca wigzania dla insuliny).
Wspobtczynniki wariancji wewnatrz préb i miedzy
prébami wynosity odpowiednio 3 i 5%. Przeciwciata
ulegaty reakcji krzyzowej w 30 i 63%, odpowiednio
z split-65,66 i des-64,65 proinsuling; nie stwierdza-
no natomiast reakcji krzyzowych z proinsuling, split-
32,33 proinsuling, des-31,32 proinsuling, C-pepty-
dem, IGF-1, IGF-2 i glukagonem. Prébki do oznacza-
nia glukagonu pobierano do proboéwek z roztwo-
rem aprotyniny/EDTA w kapieli lodowej i natychmiast
zamrazano. Pomiary wykonywano metoda radioim-
munologiczng [21]. Wolne kwasy ttuszczowe ozna-
czano metodg kalorymetryczng (Wako, Neuss, Ger-
many). Do okreslenia stezen C-peptydu wykorzysta-
no test 2-miejscowy monoklonalny ELISA (K6218;
Dako Diagnostics, Cambridgeshire, U.K.). Wspotczyn-

niki wariancji wewnatrz préb i miedzy prébami wy-
nosity odpowiednio 2 i 3%.

Analiza danych

Analiza dekonwolucji. Seryjne oznaczenia ste-
zenia insuliny w przedziatach czasowych poddano
analizie w sposob slepy w celu okreslenia ilosciowe-
go podstawowego wydzielania insuliny, odstepéw
miedzy pulsami, ilosci insuliny wydzielanej w pulsie
i amplitudy pulséw. Dekonwolucje przeprowadzo-
no, uzywajac uprzednio sprawdzonej wielokrotnej
techniki wieloparametrycznej, uwzglednieniajac na-
stepujace zatozenia: 1) hormon jest wydzielany
w pulsach o skonczonej liczbie, 2) i indywidualnej
amplitudzie, 3) w srednim czasie poéttrwania natfo-
zonym na podstawowy niezalezny od czasu rytm wy-
dzielniczy i 4) wyktadniczym zaniku, opisanym wcze-
$niej [23]. Czas pottrwania insuliny okreslono na 2,8-
-5 minut, z 28-procentowym udziatem wolnego
kompartmentu. Frakcje insuliny wydzielonej w pul-
sach obliczono wedtug wzoru:

llos¢ insuliny wydzielonej w pulsie/przedziat
czasowy miedzy pulsami

llos¢ insuliny wydzielonej w pulsie/przedziat
czasowy miedzy pulsami + wydzielanie podstawowe

Jednokierunkowos¢ danych. Aby wyelimino-
wac efekt niestacjonarnosci danych, przeprowadzo-
no analize metoda przyblizonej entropii, analize spek-
tralng i analize autokorelacji danych pozostatych po
odjeciu 7-punktowej sredniej ruchomej [18, 19, 24].

ApEn. Regularnosc seryjnych insulinemii pod-
dano analizie za pomoca entropii przyblizonej (ApEn,
approximate entropy) [25], dzieki ktérej mozna okre-
$li¢ prawdopodobienstwo logarytmiczne w ciggach
skonczonych (bez r) dla m kolejnych obserwacji
i o wartosciach zblizonych (w zakresie r) przy po-
réwnaniach kolejnych wartosci wzrastajacych. Pre-
cyzyjng definicje matematyczng ApEn sformutowat
Pincus [25]. ApEn obejmuje catg rodzine parametréw
zaleznych od wyboru parametru wejscia m oraz r
i ma zastosowanie tylko dla zdarzen w ciggach cza-
sowych o réwnej dtugosci, jak w omawianym przez
autorow badaniu. Przy zastosowaniu matej warto-
scir(np.r = 0,2 x SD), ApEn stuzy okresleniu drob-
nych (sub)profili w ciggach czasowych; wieksza war-
tos¢ r (np. r = 1,0 x SD) jest stosowana do oceny
profili o duzym zakresie. Wieksze wartosci bez-
wzgledne ApEn odpowiadajg wyzszemu stopniowi
przypadkowosci procesu. ApEn jest raczej stabilne
wzgledem zaktécen znajdujacych sie w przedziale
tolerancji r. Aby okresli¢ obydwa rodzaje profili (wa-
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ski i szeroki) w ciggach czasowych, ApEn obliczono
dlar=0,2xSDir=1,0 x SD.

Analiza spektralna. Autorzy przeprowadzili
analize spektralng, uzywajgc oprogramowania nie-
komercyjnego. Zastosowano okno Tukeya z 25 punk-
tami danych, spektra znormalizowano przy zatoze-
niu, ze catkowita wariancja w kazdej serii czasowej
wyniosta 100%. Umozliwito to poréwnanie wyliczo-
nych spektréw, mimo réznic w bezwzglednych war-
tosciach insulinemii. Amplitudy pikéw dominujgcych
w spektrum podczas przyjmowania placebo i glikla-
zydu poréwnano statystycznie.

Analiza autokorelacji. W celu analizy pulséw
wysokiej czestotliwosci analize autokorelacji przepro-
wadzono bez wczesniejszej modyfikacji danych.
Wspotczynniki korelacji pierwszego nieujemnego
piku autokorelogramu poréwnano statystycznie [24].
Analize autokorelacji przeprowadzono za pomocg
pogramu SPSS w wersji 9.0.

Analize autokorelacji i analize spektralng prze-
prowadzono takze dla danych dotyczacych sekrecji
w przedzialach czasowych uzyskanych w analizie
dekonwolucji. Uzyta metoda byta podobna do me-
tody zastosowanej w analizie danych skoncentrowa-
nych, ale do przeprowadzenia analizy spektralnej
ograniczono liczbe danych do 150 punktéw z po-
wodu wiekszej liczby szacowanych danych (300 pkt).

Analiza regres;ji. Aby ustali¢ zwigzek miedzy in-
dukowanymi zmianami regularnosci i zmianami pa-
rametrow metabolicznych, autorzy uzyli korelacji pa-
rametrycznych Pearsona do oceny: 1) efektu iloscio-
wego wywieranego na komérki 8 przez oznaczenie
A srednich stezen insuliny, 2) zmiany wrazliwosci na
insuline mierzonej A ilosci podawanej w infuzji do-
zylnej glukozy w stosunku do $redniej insulinemii
i 3) wptywu na kontrole glikemii mierzonego A warto-
sci glikemii na czczo; ponadto zmiane regularnosci mie-
rzono jako: 1) AApEn(m=1,r=02xSDim =1,
r = 1,0 x SD), 2) A normalizowanej mocy spektralnej
oraz 3) A wspodtczynnikéw autokorelacji. Analiza ko-
relacji dotyczyta danych uzyskanych w okresie po jed-
norazowym podaniu leku/placebo i po 5 tygodniach.

Analiza statystyczna. Analize statystyczng
przeprowadzono, stosujgc oprogramowanie SAS
wersji 6.12 (SAS Institute, Cary, NC). Przed rozpo-
czeciem obliczen zweryfikowano dane, analizujac
réznice wartosci wyjsciowych, efektu przeniesienia
(carryover), efektu okresowosci i sekwencji. Zaden
z nich nie okazat sie istotny statystycznie. Skutecz-
nos¢ leczenia gliklazydem oceniono metodg analizy
wariancji, bioragc pod uwage pacjenta, okres lecze-
nia, sekwencje i czynniki dotyczace terapii. Aby oce-
ni¢ efekt podania jednorazowej dawki, wzieto pod

uwage wartosci wyjsciowe. Wartosci p dotycza réz-
nic miedzy leczeniem gliklazydem a stosowaniem pla-
cebo. Poziom istotnosci statystycznej wynidst 5%.

Wyniki
Stezenia badanych substancji

Stezenia glukozy w surowicy krwi na czczo
obnizyty sie 0 20% po 5 tygodniach leczenia glikla-
zydem (gliklazyd 10,0 = 0,9 vs. 7,8 = 0,6 mmol/l;
placebo 10,0 = 0,8 vs. 11,0 = 0,9 mmol/l, p = 0,001)
z jednoczesnym obnizeniem wartosci hemoglobiny
glikowanej (gliklazyd 7,8 + 0,3 vs. 7,1 + 0,3%; pla-
cebo 7,5 + 0,2 vs. 7,9 = 0,3%, p < 0,001). Srednie
stezenia glukozy, insuliny, C-peptydu, glukagonu
i FFA, ktére uzyskano podczas badania pulsacyjno-
$ci, przedstawiono na rycinie 2. W oznaczeniach po
jednorazowym podaniu leku i po 5-tygodniach, przy
glikemii odpowiadajacej wartosci wyjsciowej, glike-
mia w okresie leczenia gliklazydem i placebo byta
poréwnywalna z powodu uwaznie dostosowywane-
go wlewu dozylnego glukozy. Insulinemia po poje-
dynczej dawce gliklazydu byta znamiennie podwyz-
szona (wyjsciowo vs. jednorazowa dawka: gliklazyd
84 + 24 vs. 142 = 40 pmol/l; placebo 60 = 11 vs. 64
+ 12 pmol/l, p = 0,038), podobnie po 5-tygodniach
przy glikemii odpowiadajacej wartosci wyjsciowe;j
(gliklazyd vs. placebo: 110 + 25 vs. 83 + 20 pmol/l,
p = 0,006). Stezenie insuliny w okresie 5-tygodnio-
wym byto poréwnywalne z wartosciami wyjsciowy-
mi, prawdopodobnie odzwierciedlato glukozo-zalez-
ne dziatanie gliklazydu. Stezenia C-peptydu odpo-
wiadaty osoczowym insulinemiom (stezeniom insu-
liny w osoczu). Stezenie glukagonu obnizyto sie zna-
miennie po 5-tygodniach przy glikemii odpowiada-
jacej wartosci wyjsciowej (gliklazyd vs. placebo:
57 £ 8 vs.79 = 10 pmol/l, p = 0,011). Osoczowe
stezenie FFA byto obnizone przy jednorazowym po-
daniu leku (44-procentowy spadek vs. placebo,
p = 0,006) oraz po 5-tygodniach przy glikemii od-
powiadajacej wartosci wyjsciowej (29-procentowa
redukcja, p = 0,006) (ryc. 2).

Wydzielanie insuliny. Sekrecje insuliny majaca
charakter pulsacji o wysokiej czestotliwosci oceniono
ilosciowo metoda analizy dekonwolucji. Otrzymane
dane przedstawiono w tabeli 1. Pulsacyjne wydziela-
nie insuliny mierzone wielkoscig fadunku wydzielni-
czego zwiekszato sie o okofo 40% po jednorazowej
dawce gliklazydu (wyjsciowo vs. jednorazowa daw-
ka: gliklazyd 43,0 = 12,0 vs. 61,0 = 17,0 pmol/l/
/puls; placebo 36,1 + 8,4 vs. 30,3 = 7,4 pmol/l/puls,
p < 0,047), jednoczesnie w podobny sposéb wzra-
stata amplituda pulsu. Podstawowe wydzielanie in-
suliny zwiekszyto sie (wyjsciowo vs. jednorazowa
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Rycina 2. Srednie (+ SE) wartosci stezen glukozy, insuliny,
C-peptydu, glukagonu i FFA w kazdej z 4 sesji czasowych
(O gliklazyd; B placebo)

dawka: gliklazyd 8,5 = 2,2 vs. 16,7 = 4,3 pmol//l/
min; placebo 5,9 = 0,9 vs. 7,2 = 0,9 pmol/l/min,
p = 0,03), podczas gdy przerwa czasowa miedzy po-
szczegblnymi pulsami pozostata bez zmian. Po 5 ty-
godniach leczenia fadunek sekrecyjny nie réznit sie
od wartosci wyjsciowych. Podstawowe wydzielanie
insuliny zwiekszyto sie o okoto 40% po leczeniu glikla-
zydem (p < 0,047). Przy podniesieniu wartosci glike-
mii do poziomu wyjsciowego (wzrost 5-tygodniowy)
zaréwno sekrecja pulsacyjna, jak i podstawowa zwiek-
szaty sie pod wptywem leczenia gliklazydem. Przerwy
czasowe miedzy pulsami, okreslone metoda analizy
dekonwolugji, ulegty skréceniu po 5 tygodniach lecze-
nia przy podwyzszonym stezeniu glukozy (p = 0,024),
ale nie potwierdzono tej obserwacji w analizie spek-
tralnej. Na rycinie 3 przedstawiono reprezentatywny
przyktad oznaczanych insulinemii w seryjnych przedzia-
tach czasowych i obliczonej szybkosci wydzielania in-
suliny w czasie leczenia gliklazydem. Zwigkszona am-
plituda pulséw i zwiekszone podstawowe wydzielanie
insuliny sg wyraznie widoczne po jednorazowym (ryc. 3F)
i po 5-tygodniach (ryc. 3H) podawania gliklazydu, przy
glikemii odpowiadajacej wyjsciowej. Frakcja insuliny po-
dawanej w pulsach wyniosta okoto 50% i nie zmienita
sie pod wptywem jednorazowego ani 5-tygodniowe-
go podawania gliklazydu.

Wrazliwos¢ na insuline. Wrazliwos¢ na insuline
oznaczano metoda klamry hiperinsulinowo-euglike-
micznej po 4 tygodniach leczenia. llos¢ dozylnie poda-
wanej glukozy wzrastata podczas leczenia gliklazydem,
jednak znamiennos¢ statystyczna byta niewielka (5,1 =
= 0,8vs. 4,2 = 1,0 mg/kg/min, p = 0,14).

Analiza regularnosci. Regularnos¢ serii insuli-
nemii badano uzupetniajagcymi sie metodami. Nie
podlegata ona zmianom po podaniu jednorazowym
gliklazydu. Po 5 tygodniach leczenia moc spektralna
obnizyta sie (p < 0,047). Jednak dwie inne metody
analizy regularnosci nie potwierdzity tej zmiany. Po
podniesieniu glikemii do wartosci wyjsciowej nadal
nie wykazano réznic w parametrach regularnosci
miedzy podawaniem gliklazydu i placebo. Analizy
regularnosci seryjnych insulinemii potwierdzity brak
wptywu leczenia gliklazydem (p > 0,05 dla wszyst-
kich analiz) (tab. 1).

Analiza regres;ji liniowej wykazata, ze poczat-
kowa poprawa regularnosci w trakcie leczenia gli-
klazydem (np. obnizona ApEn) korelowata dodatnio
(r=0,74ir=0,77 orazp = 0,014 i p = 0,009 odpo-
wiednio dla szczegdtowej i ogdlnej analizy ApEn)
z opdzniong (5-tygodniowa) poprawa glikemii na
czczo (ryc. 4). Funkcja autokorelacji i moc spektral-
na réwniez wskazywaty na zwigzek miedzy zmiana-
mi w regularnosci i kontroli glikemii, chociaz wyniki
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Rycina 3. Reprezentatywny przyktad analizy dekonwolucji stezen insuliny w przedziatach czasowych. A i D. Zmierzone
stezenia insuliny (»-+-) przedstawione razem z insulinemig oszacowana metoda analizy dekonwolucji (020); E i H. Obliczone
wielkosci pulséw insuliny; A i E. Wartosci wyjsciowe; B i F. Wartosci po jednorazowym podaniu leku; C i G. Wartosci

5-tygodniowe; D i H. Wartosci po 5-tygodniach przy glikemii odpowiadajacej wartosci wyjsciowej. Pokazano réwniez am-

plitude pulséw insulinemii oraz podwyzszone wyjsciowe insulinemie (F i H); ISR — szybkos¢ sekrecji insuliny

nie byly istotne statystycznie (odpowiednio r = -0,466
ir=-0478,p = 0,18 i p = 0,16). Réznice te od-
zwierciedlaty wysoka czutos¢ metody ApEn dla
wzglednie krotkich serii czasowych. Zmiany we wraz-
liwosci na insuline i zmiany stezenia insuliny nie miaty
wplywu na pomiary regularnosci.

Dyskusja

Poprawa wydzielania insuliny po podaniu po-
chodnych sulfonylomocznika jest powszechnie sto-
sowang metodg leczenia cukrzycy typu 2. We wcze-
snych etapach choroby leki te (np. gliklazyd) norma-
lizuja, przynajmniej czesciowo, zaburzong pierwszg
faze sekrecji insuliny [27, 28], ktora jest skoordyno-
wana odpowiedzig na stymulacje egzogenna glu-
kozga. Pochodne sulfonylomocznika stymulujg uwal-
nianie insuliny w sposéb zalezny od stezenia gluko-
zy [29], powodujac, ze jest ono dostosowane do
wzglednego zapotrzebowania metabolicznego na
ten hormon. Wykazano réwniez, ze gliklazyd zwiek-
sza wrazliwos¢ komorek g trzustki. Eksperymenty
przeprowadzane metodg klamry hiperglikemicznej
dostarczyly dowodoéw na to zjawisko [27]. Oscyla-
cyjne (pulsacyjne) uwalnianie insuliny moze by¢ cze-
sciowo utrzymywane przez petle metabolicznego
sprzezenia zwrotnego z wahajgcymi sie stezeniami
glukozy — a pochodne sulfonylomocznika korzyst-
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Rycina 4. Zwigzek miedzy zmianami ApEn po jednorazo-
wym podaniu leku i zmianami glikemii na czczo po poda-
waniu krétkoterminowym (5-tygodniowym);

® szeroka ApEn (m =1,r=1,0 X SD), r = 0,77, p = 0,009;
——— waskaApEn(m =1,r=0,2 xSD),r=0,74,p = 0,014

nie wzmacniajg to sprzezenie. Prawdopodobnie
zwiekszong regularnos¢ wydzielania insuliny w po-
staci pulséw o wysokiej czestotliwosci mozna uzy-
ska¢ zaréwno na drodze poprawy kontroli glikemii
(np. przez zmniejszenie toksycznosci hiperglikemii
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Tabela 1. Charakterystyka wydzielania insuliny oparta na analizie dekonwolucji oraz analizie regularnosci w warunkach wyjsciowych, po jednorazowej dawce leku

oraz po 5-tygodniowym podawaniu placebo lub gliklazydu

146

Gliklazyd

Jednorazowa

Placebo

Wzrost
5-tygodniowy

5 tygodni

Wyjéciowo

Wzrost
5-tygodniowy

5 tygodni

Jednorazowa

Wyjéciowo

dawka

dawka

Analiza dekonwolucji

49,7 + 13,3*

34,8 = 9,7

61,0 = 17,0*
24,3 + 6,8*

43,0 £ 12,0
17,1 +£4,8
8,5=*2,2
59=+0,5

37,1 £95
14,8 + 3,8
94 + 2,1
6,4 +0,5

42,4 + 12,8
16,8 £ 5,0

30374

tadunek wydzielonej insuliny [pmol/l/puls] 36,1 + 8,4

19,8 = 5,3*
12,2 = 2,5%

13,9+ 3,9

12,1 2,9
7.2 +1,1
6,9 +0,7

14,4 = 3,3
59 =+

Amplituda pulséw [pmol/l/min]

8,8+ 2,1*%

16,7 + 4,3*

6,8 1,5
71 x1,2

0,9

Wydzielanie podstawowe [pmol/l/min]

6,5+ 04 5,2 £ 0,4*

59+04

+ 0,5

6,7

Przerwa miedzy pulsami [min/puls]

Analiza regularnosci

0,22 = 0,03 0,18 = 0,03 0,21 = 0,03

0,25 = 0,04
92=x1,0
7,0 0,5

1,482 = 0,029
0,639 = 0,043

0,24 = 0,03
9,4 +0,9

0,24 = 0,03
10,2 £ 0,9

0,15 = 0,03

0,16 = 0,02
8,5+0,7
6,9 0,5

1,496 + 0,033

0,642 = 0,026
Dane przedstawiono jako srednie = SE; *p < 0,05, badanie efektu leczenia (gliklazyd vs. placebo) w modelu skrzyzowanym

Sktadowe autokorelacji

9,009

7,6 £ 0,8*
7104
1,483 = 0,018

9,6 £1,1

75x09

Moc spektralna

,1+£0,5

1,524 = 0,019
0,663 = 0,027

6,7 0,3
1,514 = 0,027
0,662 = 0,025

6,7 0,4
1,506 = 0,023
0,664 = 0,019

6,7 0,4
1,505 + 0,028
0,662 = 0,023

57 0,4
1,464 = 0,016
0,638 = 0,027

Czestotliwos¢ [min/puls]

ApEn (r=10,2 X SD,m = 1)

0,631 = 0,026

ApEn (r=1,0x SD,m = 1)

i hiperlipidemiii), jak i przez bezposrednie dziatanie
gliklazydu na komérki 8 trzustki.

Niniejsze badanie jest pierwszym, ktére doty-
czy oceny wptywu jednorazowego podania gliklazy-
du i krétkoterminowej (5 tygodniowej) terapii tym
lekiem na oscylacyjne, o wysokiej czestotliwosci, wy-
dzielanie insuliny u chorych na cukrzyce. Stymulacja
wydzielania osiggnieta dzieki pochodnej sulfonylo-
mocznika prawdopodobnie wynika zaréwno ze
zwiekszenia pulsacji (przez zwigkszenie tadunku wy-
dzielniczego lub czestotliwosci pulsacji), jak i z nasi-
lenia podstawowego wydzielania insuliny. Rezultaty
eksperymentu wskazuja, ze zwiekszenie sekrecji in-
suliny wynika ze zwiekszenia pulsacji i wydzielania
podstawowego, bez wptywu na frakcje insuliny wy-
dzielonej w pulsach. Nie obserwowano natomiast
statego wptywu na czestos¢ pulsacji. Opisane zjawi-
ska sg zgodne z poprzednimi obserwacjami dotycza-
cymi doswiadczen z tolbutamidem, w ktérych po-
danie tego leku w infuzji u oséb zdrowych mogto
nasili¢ amplitude insulinemii bez wptywu na oscyla-
cje wysokich czestotliwosci [11]. Podobne wyniki uzy-
skano w doswiadczeniach z gliburydem: w obser-
wacji 24-godzinnej zwiekszat on amplitude oscylac;ji
wydzielania insuliny [12]. W doswiadczeniach prze-
prowadzanych na psach bez cukrzycy zaréwno infu-
zja, jak i doustne podanie tolbutamidu stymulowato
wydzielanie insuliny przez wptyw na sekrecje pulsa-
cyjng, a takze podstawowa. Nie obserwowano nato-
miast wptywu leku na frakcje insuliny wydzielanej
w pulsach ani na czestotliwos¢ pulsow [13]. W nie-
dawno przeprowadzonym badaniu z udziatem cho-
rych na cukrzyce typu 2 [19] wykazano, ze po krétko-
trwatej infuzji dozylnej GLP-1 — naturalnej substangji
peptydylowej stymulujgcej wydzielanie insuliny, zwiek-
sza sie wydzielanie insuliny przez wyspy trzustkowe
poprzez zwiekszenie sekrecji pulsacyjnej oraz podsta-
wowej. Inny lek o podobnym mechanizmie dziatania
— repaglinid, réwniez nasila wydzielanie insuliny po-
przez wptyw na tadunek wydzielonego hormonu i am-
plitude pulséw, bez zmiany czestotliwosci pulsacji (ba-
danie po podaniu pojedynczej dawki) [18]. Repagli-
nid zmniejsza regularnos¢ procesu wydzielania insu-
liny u oséb bez cukrzycy, co wykazano metodg ApEn.
Wynikéw tych nie mozna oczywiscie odniesis¢ do da-
nych dotyczacych chorych na cukrzyce typu 2, u kté-
rych istnieje pierwotne zaburzenie sekregji insuliny.

W przedstawionym badaniu regularnos¢ uwal-
niania insuliny nie zmienita sie po podaniu gliklazy-
du, zaréwno po dawce jednorazowej, jak i po krot-
koterminowym leczeniu, co potwierdzono ilosciowo
za pomocg trzech odrebnych, uzupetniajacych sie
analiz matematycznych.
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Efekt podawania krétkoterminowego ocenia-
no, dokonujgc pomiaru stezenia glukozy w surowi-
cy krwi na czczo oraz metodg klamry hiperglikemicz-
nej w celu poréwnania okresu leczenia gliklazydem
i placebo. Wyniki insulinemii po 5-tygodniach, przy
glikemii odpowiadajgcej wartosci wyjsciowej, mogty
zmieni¢ sie przez podanie dozylne wlewu glukozy,
chociaz stabilizacje stanu metabolicznego uzyskiwa-
no, zanim rozpoczeto pomiary regularnosci sekrecji
insuliny. Zmiany stezen glukagonu i FFA réwniez mo-
gty mie¢ wptyw na uzyskane wyniki.

Nowoscig pracy jest zastosowanie analiz regu-
larnosci rytmu wydzielania insuliny przez komorki
B trzustki na podstawie danych otrzymanych
z analizy dekonwolucji przedziatéw czasowych ste-
zen insuliny. Wyniki tych analiz potwierdzaja obser-
wacje uzyskane w analizach danych skoncentrowa-
nych. Wykazano, ze infuzja GLP-1 zwieksza wrazli-
wosc¢ komérek g wysp trzustkowych na podawang
glukoze u 0séb z nieprawidtowg tolerancjg glikemii,
ale nie u chorych z jawng cukrzyca typu 2 [30]. Moze
to wskazywac na konieczno$¢ wczesnej interwenc;ji
terapeutycznej u 0séb z nietolerancja glukozy, co ma
na celu poprawe sekrecji insuliny na tym etapie. Aby
ustali¢ takie zalecenia, wskazane jest dtugotermino-
we badanie interwencyjne pacjentdéw z uposledzong
tolerancjg glukozy Zachecajace sq wyniki badan
z uzyciem perfundowanych izolowanych wysp trzust-
kowych, w ktérych wczesne zastosowanie prepara-
téw z grupy tiazolidinedionéw powodowato czescio-
we odwrocenie zaburzen pulsacyjnego wydzielania
insuliny. Wyniki podobnych badan przeprowadzo-
nych na szczurach ze stanem przedcukrzycowym sg
analogiczne, u szczuréw ZDF z cukrzyca to zjawisko
nie wystepuje [31]. Dotychczas nie wyjasniono, jak
dane dotyczace fadunku wydzielniczego odnoszg sie
do spontanicznej sekrecji insuliny. Autorzy prébo-
wali wyjasni¢ ten temat w swojej pracy. Badania
dotyczace sekrecji insuliny moga doktadniej wyjasnic
mechanizm pulsacji regulowanej oscylacjami steze-
nia glukozy [32, 33].

Dane z wczesniej opublikowanych opracowan
wskazujg, ze gliklazyd wywiera swoje dziatanie pier-
wotnie na komérki 8 wysp trzustkowych, jego dzia-
tanie zwiekszajgce obwodowg wrazliwos¢ na insuli-
ne jest raczej stabe i wtérne do poprawy mozliwosci
wydzielania insuliny [34]. Jednak badania in vivo
wykazuja wyrazniejsze zwigkszenie wrazliwosci na
insuline podczas pulsacyjnego podawania insuliny
w poréwnaniu z wlewem ciaggtym [5]. Autorzy
niniejszego badania po leczeniu gliklazydem zaob-
serwowali jedynie tendencje do zwiekszenia wrazli-

wosci na insuling, mimo zwiekszenia pulsacyjnego
wydzielania insuliny. Jednak pomiary wrazliwosci na
insuline wykonywano w okresie niepulsacyjnej hiper-
insulinemii, a otrzymane wyniki nie przeczg wcze-
$niejszym rezultatom.

Potencjalnie istotnym wynikiem badania jest
korelacja miedzy poprawa ApEn po jednorazowe;j
dawce leku (3 h po podaniu, przy szczytowym ste-
zeniu gliklazydu w surowicy krwi) oraz obnizenie
sie glikemii po 5 tygodniach leczenia. Moze to wska-
zywad, ze hipoglikemizujace dziatanie pochodnych
sulfonylomocznika zalezy w pewnym stopniu od
zdolnosci poprawy fizjologicznego pulsacyjnego
uwalniania insuliny przez leki z tej grupy, co jest
zgodne z wczesniejszymi obserwacjami wyprzedza-
nia jawnej cukrzycy przez defekt koordynacji funk-
¢ji komorek 8 [9, 10] — zatem wczesna interwencja
moze umozliwi¢ zachowanie optymalnej funkcji
komérek B trzustki. Redukcja toksycznosci hiper-
glikemii po 5-tygodniowej terapii gliklazydem nie ttu-
maczy jeszcze opisanych wyzej zaleznosci, poniewaz
zmiany regularnosci wydzielania insuliny wystepo-
waty tylko po jednorazowej dawce leku, w warun-
kach stabilnej glikemii. Aby okresli¢ te zwigzki, na-
lezy wykona¢ dalsze badania.

Badana grupa byta nieliczna, a korelacje zna-
mienne statystycznie tylko dla jednej z zastosowa-
nych metod obliczeniowych (ApEn), chociaz w in-
nych analizach obserwacje byty podobne.

Podsumowujac, leczenie gliklazydem zwigksza
tadunek wydzielonej insuliny bez wptywu na czesto-
tliwos¢ pulsow lub koordynacje funkcji komérek §.
Zaleznos¢ miedzy poprawa profilu sekrecji po jed-
norazowym podaniu leku oraz poprawa kontroli gli-
kemii po krotkoterminowym (5-tygodniowym) lecze-
niu wskazuje na skutecznos¢ gliklazydu w przywra-
caniu prawidtowej pulsacji wydzielania insuliny.
U chorych na cukrzyce typu 2 nie mozna uzyskac
statej poprawy koordynacji proceséw sekrecji insuli-
ny — moze to wskazywac na celowos¢ wczesnej in-
terwencji hamujacej rozwdj zaburzen prowadzacych
do wystapienia cukrzycy typu 2.
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