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1. Streszczenie

Zdolnos¢ antyoksydacyjna organizmu jest utrzymywana dzieki homeostazie st¢zenia
i/lub aktywnos$ci antyoksydantéw nisko- 1 wysokoczasteczkowych. Jednym z nich jest
dysmutaza ponadtlenkowa — jeden z glownych enzymatycznych antyoksydantéw. Enzym
ten katalizuje reakcje dysproporcjonacji dwoch czasteczek anionorodnika ponadtlenkowego,
generujac czasteczke tlenu oraz nadtlenku wodoru. Dysmutaza ponadtlenkowa wystepuje
pod postacjg trzech izoenzymow, kodowanych przez roézne geny: -cytozolowej
SOD1 (gen SOD1), mitochondrialnej SOD2 (gen SOD2) oraz zewnatrzkomorkowej
SOD3 (gen SOD3). Izoenzymy dysmutazy ponadtlenkowej, oprocz wspomniangj
nomenklatury, r6znig si¢ takze swoistoscig narzgdowg oraz budowsg centrum aktywnego:
SODI1 i SOD3 sg izoenzymami miedziowo-cynkowymi, natomiast SOD2 — izoenzymem
manganowym. Utrzymanie wilasciwej aktywnosci antyoksydacyjnej tych izoenzymow,
W stanie ,,zdrowia” i choroby, jest kluczowe dla zachowania homeostazy pomiedzy
zdolnoscig antyoksydacyjna, a ilo$cig powstajacych reaktywnych form tlenu.

Badania literaturowe dotyczace dysmutazy ponadtlenkowej wskazuja na zwigzek
wybranych polimorfizméw gendéw SODI1, SOD2, SOD3 ze zmienno$cig aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowej, cho¢ nieliczne z tych powigzan zostaly wyjasnione. Badania
naukowe wykazuja takze zwigzek wybranych polimorfizméow genow: INS (kodujacego
preproinsuling), INSR (kodujacego receptor insuliny), IRS1, IRS2 (kodujacych substraty
receptora insuliny), z mechanizmem rozwoju insulinoopornosci oraz podatno$cig
na zachorowanie na cukrzyce typu drugiego.

Celem pracy bylo zbadanie zwigzku wybranych szesciu polimorfizmédw pojedynczego
nukleotydu: rs3842729 (INS), rs2234694 (SOD1), rs5746105 (SOD2), rs4880 (SOD2),
rs927450 (SOD2), rs8192287 (SOD3), =ze zmiennoscig stezenia  insuliny
lub stezenia/aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej, w ptynie pozakomorkowym (surowica
lub osocze). Badana populacja sktadata si¢ z: 50 oséb z grupy porownawczej, 44 osob
otytych, niechorujacych na cukrzyce¢ oraz 23 0sob chorujacych na cukrzyce typu drugiego.
Oproécz catkowitej aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej, zmierzono jej skladowe:
aktywno$¢ miedziowo-cynkowych dysmutaz ponadtlenkowych (SOD1 i SOD3)
oraz aktywno$¢ manganowej dysmutazy ponadtlenkowej (SOD2). Oprocz przedstawiania
bezwzglednych wartosci tych aktywnos$ci, odnoszono je takze do stezenia poszczegdlnych
izoenzymow dysmutazy ponadtlenkowej (SOD1, SOD2, SOD3). Réznice w wartosciach
tych parametrow zostaly odniesione do: stezenia metali: miedzi, cynku oraz kadmu,
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zapalnym oraz insulinoopornoscia, wartosciag catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej
oraz stezeniem MDA — markera peroksydacji lipidow. W analizie zmiennosci stezenia
insuliny oraz stezenia/aktywno$ci dysmutazy ponadtlenkowej, oprocz chorowania na
otylo$¢ i/lub cukrzyce typu drugiego, uwzgledniono dwa inne czynniki mogace wptywac na
wartosci tych parametrow: ple¢ oraz narazenie na dym tytoniowy (oceniane w oparciu
o0 stezenie kotyniny — metabolitu nikotyny). Zaobserwowane roznice w wartos$ciach
badanych parametréw, ze wzgledu na wspomniane czynniki, stanowily podstawe
do dyskusji nad wlasciwg czeScig tej pracy — zbadaniem zwigzku zmiennosci genotypowej
wspomnianych, na poczatku tego akapitu, polimorfizméw pojedynczego nukleotydu,
genéow: INS, SOD1, SOD2, SOD3, ze zmienno$cig st¢zenia insuliny
oraz stezenia/aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowe;.

Wyniki otrzymane w niniejszej pracy ukazuja ztozonos$¢ podjetego zagadnienia. Praca
ukazuje, ze, mimo przyjetej nomenklatury, zgodnie z ktorg to SOD3 jest izoenzymem
pozakomorkowym, pozostate izoenzymy: SOD1 oraz SOD2, takze wystepuja w osoczu.
Stezenie cytozolowego SODI, bylto kilkukrotnie wyzsze u 0séb chorujacych na cukrzyce
typu drugiego (w odniesieniu do osob niediabetycznych), co moze by¢ zwigzane
z dlugotrwatym procesem przedostawania si¢ SOD1 z cytozolu do osocza, na skutek
wolnorodnikowego uszkadzania bton komoérkowych, zwigzanego z insulinooporno$cia
I przewlektym stanem zapalnym. Tak duzy wzrost stezenia SOD1 u os6b diabetycznych,
nie byt zwigzany z proporcjonalnym zwigkszeniem aktywnosci miedziowo-cynkowych
dysmutaz ponadtlenkowych, co moze wynika¢ z procesu glikacji tego enzymu.

Osoby z grupy porOwnawczej, narazone na dym tytoniowy, wykazywaty mniejszy
udzial miedziowo-cynkowych dysmutaz ponadtlenkowych w catkowitej puli aktywnos$ci
tego enzymu. Zmiany te wynikaly zarowno z inhibicji wspomnianej frakcji przez kadm
(stezenie zwickszone u o0sob narazonych na dym tytoniowy), jak i ze zwigkszenia
aktywnos$ci manganowej dysmutazy ponadtlenkowej — w celu zapobiegnigcia uszkodzeniom
wolnorodnikowym.

W pracy wykazano dodatnie korelacje migdzy wartosciami catkowitej zdolnosci
antyoksydacyjnej, stezeniem SODI1, warto§ciami wskaznikow BMI oraz HOMA-IR,
stezeniem insuliny, glukozy, biatka C-reaktywnego oraz MDA. Otrzymane wyniki, wraz
Z omowionymi wczesnie] obserwacjami dotyczacymi osob diabetycznych, sugeruja, ze
zardbwno warto$ci TAC, jak i stgzenie SODI, s3 cze$cig mechanizmu adaptacyjnego,
dostosowujacego zdolno$¢ oksydacyjng organizmu do intensywnosci stresu oksydacyjnego,
spowodowanego hiperglikemig, stanem zapalnym oraz insulinoopornoscig. Ponadto,
zaobserwowano takze wieksze stezenie produktu peroksydacji lipidow — MDA, u kobiet
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nie zaobserwowano wyraznych roéznic w stezeniu MDA pomiedzy grupa otyla, a grupa
porownawcza, co moze $wiadczy¢ o lepszej zdolnosci adaptacyjnej megzczyzn do stresu
oksydacyjnego. Zjawisko to moze wynika¢ z wystepowania, u me¢zczyzn, w odniesieniu do
kobiet, wigkszego stezenia SODI1 oraz aktywno$ci miedziowo-cynkowych dysmutaz
ponadtlenkowych (w osoczu), wigkszego stgzenia cynku (w surowicy) - wystepujacego
w centrum aktywnym SOD1 oraz SOD3, mniejszego st¢zenia miedzi (w surowicy) - biorace;j
udziat w reinicjacji reakcji Fentona, oraz mniejszego st¢zenia kadmu (we krwi petnej) —
inhibitora miedziowo-cynkowych dysmutaz ponadtlenkowych. O ile zmienno$¢
miedzyptciowa stezenia SOD1 byta niezalezna od chorowania na otytos¢ lub cukrzyce typu
drugiego, roznice migdzy me¢zczyznami, a kobietami, dotyczace warto$ci pozostatych ze
wspomnianych parametrow — nie zawsze byly wyrazne, co $wiadczy o zlozonosci podjetego
tematu.

Istotnych informacji dostarczyla analiza warto$ci parametréw gospodarki
weglowodanowej, w kontekscie polimorfizmu rs3842729 genu kodujacego preproinsuling
(INS). U os6b diabetycznych, o genotypie G/G, zaobserwowano wigksze wartosci: stgzenia
glukozy oraz wskaznika HOMA-IR. Model regresji logistycznej wykazat zwigzek genotypu
G/G z okoto 2,8-krotnie wigksza szansg wystepowania cukrzycy typu drugiego. Obserwacje
te wskazuja na mozliwy zwigzek zmienno$ci genotypowej polimorfizmu rs3842729
z predyspozycja do wystgpienia cukrzycy oraz poglebieniem stanu insulinoopornosci u oséb
chorujacych na te chorobe.

Co ciekawe, zwiazek z szansa wystapienia stanu otylosci lub cukrzycy typu drugiego
wykazano takze w kontek$cie jednego z trzech badanych polimorfizméw genu SOD?2,
kodujacego manganowa dysmutaze ponadtlenkowa. Modele regresji logistycznej wskazaty
na prawdopodobny zwigzek genotypu C/T polimorfizmu rs4880 z okoto 4-krotnie wigksza
szansa na wystgpowanie otylosci oraz okolo 5-krotnie mniejsza szansg na wystgpowanie
cukrzycy typu drugiego, w odniesieniu do genotypu C/C. W grupie poroéwnawczej,
zmienno$¢ genotypowa polimorfizmu rs4880 powigzano takze z réznicami w aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowej, co wytlumaczono substytucja Vall6Ala w sekwencji
aminokwasowej SOD2, zwigzanej z procesem migracji tego biatka do macierzy
mitochondrialnej. Osoby o genotypie T/T, wykazywaly najnizsze wartosci calkowitej
aktywnos$ci dysmutazy ponadtlenkowej, co bylo zwigzane z wystepowaniem najnizszych
wartosci aktywnosci obydwu frakcji tego enzymu: miedziowo-cynkowej (SOD1 i SOD3)
oraz manganowej (SOD2).

Zaobserwowane, w grupie diabetycznej, roéznice w aktywno$ci dysmutazy
ponadtlenkowej powigzano ze zmiennoscig genotypowa polimorfizméw niezwigzanych

zZ szansg wystgpowania otytosci lub cukrzycy typu drugiego: rs2234694 (SOD1), rs5746105



(SOD2). Obserwacje sa zaskakujace, gdyz oba polimorfizmy wystepuja w sekwencjach
intronowych, wigc nie maja bezposredniego zwigzku ze zmienno$cia w Sekwencji
aminokwasowej SOD1 i SOD2. Osoby diabetyczne, o genotypie A/C rs2234694
wykazywaty wigkszy udzial miedziowo-cynkowych dysmutaz ponadtlenkowych (SOD1
I SOD3) w catkowitej puli aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej, co wytlumaczono
zaobserwowang u tych osob, ponad 1,5-krotnie wigkszg mediang stezenia SOD1 oraz, ponad
1,3-krotnie wigkszg — mediang stgzenia SOD3. Osoby z grupy pordwnawczej, o genotypie
A/C, wykazywaty wigksze stgzenie SOD3, natomiast osoby z grupy otylej niediabetycznej,
0 genotypie A/C — mnigjsze st¢zenic SOD1, w odniesieniu do 0s6b o genotypie A/A. Osoby
diabetyczne, o genotypie T/T rs5746105 wykazywaty mniejsze st¢zenie SOD?2.

Mimo otrzymanych wynikéw, $wiadczacych o mozliwym zwigzku polimorfizmow
genow: SOD1, SOD2, ze zmiennoS$cig stgzenia i/lub aktywnos$ci izoenzyméw dysmutazy
ponadtlenkowej, nalezy pamigta¢ o mozliwym wptywie na te warto$ci innych czynnikow,

nie wzietych pod uwage w niniejszej pracy.



2. Abstract

Antioxidative capacity is maintained due to homeostasis in concentratrion/activity
of low- and high-molecular weight antioxidants, such as superoxide dismutase - one of the
main enzymatic antioxidants. This enzyme catalyzes the disproportionation reaction of two
superoxide anion radical molecules, generating oxygen and hydrogen peroxide molecules.
Superoxide dismutase occurs in the form of three isozymes, encoded by different genes:
cytosolic SOD1 (SOD1 gene), mitochondrial SOD2 (SOD2 gene) and extracellular
SOD3 (SOD3 gene). Superoxide dismutase isozymes, in addition to the differences
in nomenclature, mentioned above, also differ in organ specificity and structure of the active
centre: SOD1 and SOD3 are copper-zinc isonzymes, while SOD2 — is a manganese isozyme.
Proper activity of these isozymes, in the state of "health” and disease, is crucial
for maintaining the homeostasis between antioxidative capacity and the generated amount
of reactive oxygen species. Literature indicates variability in values of the total SOD activity,
in people suffering from obesity and/or diabetes, compared to people from control groups,
which is associated with differences in susceptibility towards free radical damage, including
damage to the pancreatic islands, leading to disorders in insulin secretion.

Literature on superoxide dismutase indicates a possible association between several
selected polymorphisms of the SOD1, SOD2, SOD3 genes and the variability of superoxide
dismutase activity, although only few of these associations have been thoroughly explained.
Scientific studies also show a relationship between selected gene polymorphisms:
INS (coding for preproinsulin), INSR (coding for insulin receptor), IRS1, IRS2 (coding
for insulin receptor substrates), with the mechanism of insulin resistance development
and susceptibility to type 2 diabetes.

The aim of the study was to investigate the relationship of six selected single
nucleotide polymorphisms: rs3842729 (INS), rs2234694 (SOD1), rs5746105, rs4880,
rs927450 (SOD2), rs8192287 (SOD3), with the variability of insulin concentration
or concentration/activity of superoxide dismutase in extracellular fluid (serum or plasma).
The study population consisted of: 50 people from the comparative group, 44 obese, non-
diabetic and 23 people with type 2 diabetes. In addition to the values of total superoxide
dismutase activity, its fractions: copper zinc superoxide dismutase activity (SOD1
and SOD3) and manganese superoxide dismutase activity (SOD2), were also measured.
In addition to showing the absolute values of these activities, these values were also referred
to the concentration of individual isozymes of superoxide dismutase (SOD1, SOD2, SOD3).

The differences in the values of these parameters were related to: concentration of metals:



copper, zinc and cadmium, selected parameters related to: lipid and carbohydrate
metabolism, inflammation and insulin resistance, values of total antioxidant capacity
and the concentration of MDA - a marker of lipid peroxidation. In the process of analysis
of the variability of values of insulin concentration and superoxide dismutase
concentration/activity, in addition to obesity and/or type 2 diabetes, two other factors that
may affect the values of these parameters were taken into account: gender and exposure
to tobacco smoke (based on the concentration of cotinine, a nicotine metabolite).
The observed differences in the values of the studied parameters, associated with
the aforementioned factors, formed the basis for discussion on the main topic of this work -
the relationship between genotypic variability of the single nucleotide polymorphisms
mentioned at the beginning of this paragraph, in genes: INS, SOD1, SOD2, SOD3, and the
variability in insulin concentration and superoxide dismutase concentration/activity.

The results obtained in this work show the complexity of the issue. This work shows
that, despite the commonly-adopted nomenclature, according to which only the SOD3
is an extracellular isoenzyme, the remaining isozymes: SOD1 and SOD2, also occur in
plasma. The concentration of "cytosolic” SOD1 was several times higher in patients with
type 2 diabetes (in relation to non-diabetic groups), which may be associated with the
ongoing process of SOD1 liberation from the cytosol, to the plasma, due to free radical
damage in cell membranes, which may be connected with: insulin resistance and chronic
inflammation. Despite the large increase in SOD1 concentration in diabetic individuals, no
relative increase in the activity of copper-zinc superoxide dismutases was observed, what
may be due to glycation of this enzyme.

Individuals of the comparative group, exposed to cigarette smoke, showed a lower
contribution of copper-zinc superoxide dismutases to the total superoxide dismutase activity
pool. The cause of this occurrence were: inhibition of the mentioned enzyme fraction
by cadmium (increased concentration was observed in individuals exposed to cigarette
smoke), and increase in manganese superoxide dismutase activity — to prevent from
oxidative damage.

In this work, positive correlations between the values of total antioxidative capacity,
SOD1 concentration, BMI and HOMA-IR indices, insulin, glucose, C-reactive protein
and MDA concentration were observed. The obtained results, along with the aforementioned
observations regarding the diabetic individuals, suggest, that either TAC or SOD1
concentration are a part of an adaptive mechanism, which adjusts the antioxidative capacity
of the organism —to the intensity of oxidative stress, caused by hyperglycemia, inflammation
and insulin resistance. Moreover, an increase in MDA (lipid peroxidation product)

concentration was observed in obese, non-diabetic women, in reference to the comparative



group. In men, no such difference in MDA concentration were found between the obese,
non-diabetic and the comparative group, what may account for better adaptive capability
of men —towards oxidative stress. This phenomenon observed in men may stem from: higher
values of SOD1 concentration, higher copper-zinc superoxide dismutases’ activity
(in plasma), higher concentration of zinc (in serum) — found in the active site of SOD1
and SOD3, lower concentration of copper — taking part in the reinitiation of Fenton reaction,
and lower concentration of cadmium (in blood) — an inhibitor of copper-zinc superoxide
dismutases. While the inter-sex variability in SOD1 concentration was independent
of obesity or type 2 diabetes, the differences between men and women regarding the values
of the remaining parameters were not always noticeably different, which indicates
the complexity of the subject.

The analysis of carbohydrate metabolism parameters in the context of polymorphism
rs3842729 of the gene encoding preproinsulin (INS) provided important information.
In diabetic people with the G/G genotype, higher values of glucose concentration
and HOMA-IR index were observed. Logistic regression model showed an ssociation
between the G/G genotype and approximately 2.8-fold higher chance of developing type
2 diabetes, indicating a possible relationship between the genotypic variability of rs3842729
polymorphism and the: susceptibility to diabetes, and an increase in insulin resistance,
in patients suffering from this disease.

Interestingly, an association with the chance developing obesity or type 2 diabetes was
also shown in case of one of the three studied polymorphisms of the SOD2 gene encoding
manganese superoxide dismutase. Logistic regression models indicated an association of the
C/T genotype of the rs4880 polymorphism with an approximately 4-fold higher chance
of developing obesity and an approximately 5-fold lower chance of developing type
2 diabetes, compared to the C/C genotype. In the comparative group, the genotype variability
of the rs4880 polymorphism was also associated with alterations in superoxide dismutase
activity, which was explained by the Vall6Ala substitution in the SOD2 amino acid
sequence, associated with the migration of this protein into the mitochondrial matrix.
Individuals of T/T genotype, were characterized by the lowest values of total superoxide
dismutase activity, which was due to the occurrence of the lowest values of the activity
of both fractions of superoxide dismutase: copper zinc (SOD1 and SOD3) and manganese
(SOD2).

The differences in superoxide dismutase activity, observed in the diabetic group, were
also associated with the genotypic variability of polymorphisms not related to the chance
of obesity or type 2 diabetes: rs2234694 (SOD1), rs5746105 (SOD2). These observations

are surprising, since both polymorphisms occur in intron sequences, thus, should not have



any direct relationship with the variability in the amino acid sequence of SOD1 and SOD?2.
Diabetic individuals of A/C rs2234694 genotype showed greater values of the contribution
of copper-zinc superoxide dismutase (SOD1 and SOD3) to the total superoxide dismutase
activity pool, which was explained by the over 1.5-fold higher median value of SOD1
concentration and over 1.3-fold higher median value of SOD3 concentration. Individuals
from the comparative group, of A/C genotype, were characterized by higher SOD3
concentration, whereas individuals from the obese, non-diabetic group, of A/C genotype,
were characterized by lower SOD1 concentration, compared to individuals of A/A genotype.
People of T/T rs5746105 genotype were characterized by lower SOD2 concentration.

Despite the fact that the obtained results may indicate a relationship between the
polymorphisms of the: SOD1, SOD2 genes, and the variability of concentration/activity of
superoxide dismutase isozymes, one should remember about the possible impact of other
factors (which were not taken into consideration in this study) on the values of these
parameters. In order to fully answer the questions posed in this work, it is necessary to carry
out research on a larger number of people, in the future.



