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Szanowani Państwo,

trafia do Was kolejny – tym razem już siód-
my – tom POSTĘPÓW POLSKIEJ MEDYCYNY 
I FARMACJI, który zawiera publikacje powstałe 
w wyniku realizacji projektów naukowych finan-
sowanych przez Naukową Fundację Polpharmy. 

Od 14 lat Fundacja wspiera najzdolniejszych mło-
dych badaczy stypendiami dla doktorantów. W nu-
merze znalazły się trzy publikacje, które powsta-
ły w trakcie realizacji programu dla doktorantów. 
W VI edycji konkursu laureatką została dr Beata 
Małachowska z  Zakładu Biostatyki i  Medycy-
ny Translantacyjnej, Uniwersytetu Medycznego 
w Łodzi. Doktorantka zastosowała analizę meta-
bolomiczną próbek krwi pobranych od dzieci z cu-
krzycą typu 1, które przebyły powikłania metabo-
liczne, takie jak kwasica cukrzycowa czy ciężka 
hipoglikemia. Wyniki wskazują, że pomimo ustą-
pienia objawów klinicznych i odwrócenia zabu-
rzeń równowagi kwasowo-zasadowej i hipoglike-
mii, pozostaje trwałe piętno metaboliczne. 

Również w tej edycji stypendium otrzymał dr Mi-
chał Peller z Katedry i Kliniki Kardiologii War-
szawskiego Uniwersytetu Medycznego. Jego bada-
nia dotyczyły dysfunkcji śródbłonka w wybranych 
zespołach chorobowych. Wartość uzyskanych wy-
ników podnosi fakt, że Autor posługiwał się za-
równo nową metodą oceny czynnościowej, jak 
i  pomiarem stężenia wybranych biomarkerów 
śródbłonkowych. Wyniki posiadają duże znacze-

nie praktyczne, pozwalając identyfikować grupy 
chorych o szczególnie wysokim ryzyku sercowo-
-naczyniowym. 

Z tej samej jednostki pochodzi kolejny laureat kon-
kursu dla doktorantów – dr Krzysztof Ozierański – 
który analizował dostępne międzynarodowe reje-
stry pacjentów z niewydolnością serca, starając się 
ocenić intrygujące – jak je określił – formy tera-
pii. Według słownika języka polskiego oznacza to 
metody wzbudzające zainteresowanie i rzeczywi-
ście analiza dr Ozierańskiego odnosi się do bardzo 
dyskutowanej obecnie kwestii różnic pomiędzy le-
kami moczopędnymi. Tych, których intryguje róż-
nica pomiędzy furosemidem i torasemidem – od-
syłam do artykułu w numerze. Warto podkreślić, 
że dr Krzysztof Ozierański otrzymał stypendium 
w roku 2019, a zdążył już obronić pracę doktor-
ską, której wyniki ukazały się w 3 publikacjach za-
mieszczonych w pismach o zasięgu międzynaro-
dowym.

Od roku 2002 Fundacja ogłasza corocznie konkurs 
na najlepsze projekty badawcze w dziedzinie nauk 
farmaceutycznych i medycznych. W roku 2015 
jednym z laureatów została dr n med. Agnieszka 
Paradowska-Gorycka, której projekt dotyczył zna-
czenia ścieżki sygnałowej związanej z receptorami 
Toll-podobnymi oraz interferonami (TLR-IFN) 
w patogenezie i obrazie klinicznym mieszanej cho-
roby tkanki łącznej. Wyniki zbliżają do poznania 

Słowo wstępne
Prof. dr hab. n. med. Zbigniew Gaciong
Przewodniczący Rady Naukowej
Postępów Polskiej Medycyny i Farmacji,
Redaktor Naczelny
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istoty choroby i różnorodności jej obrazu klinicz-
nego oraz dają podstawy do poszukiwania nowych 
form terapii.

Laureatką XV edycji w roku 2016 została dr n med. 
Joanna Bogusławska z Zakładu Biochemii i Biologii 
Molekularnej CMKP w Warszawie. Dr Bogusławska 
badała niekodujące, krążące cząsteczki mikroRNA 
(miRNA), które regulują czynność około 60% ge-
nów u człowieka, a ich zaburzenia wykryto w szere-
gu nowotworów. Autorka wykazała, że w raku ner-
ki dochodzi do zaburzeń oddziaływania pomiędzy 

miRNA a genami szlaku sygnałowego związanego 
z transformującym czynnikiem wzrostu (TGF-be-
ta). Jej wyniki mogą tłumaczyć „paradoks TGF-beta”, 
która to cząsteczka hamuje rozwój nowotworu na 
wczesnym etapie, nasilając jego progresję w postaci 
zaawansowanej. Ta przemiana może wiązać się z od-
mienną regulacja przez miRNA, co stwarza szansę 
na opracowanie nowych metod leczenia raka nerki.

 Zapraszam do lektury 
 Prof. dr hab. n. med. Zbigniew Gaciong
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I Katedra i Klinika Kardiologii, Warszawski Uniwersytet Medyczny, Warszawa, 
Polska

Streszczenie

W prezentowanej pracy zebrano wyniki trzech publikacji, powstałych na 
podstawie prospektywnych, międzynarodowych rejestrów obserwacyjnych 
pacjentów z niewydolnością serca (HF) – Heart Failure Pilot, Heart Failu-
re Long-Term oraz QUALIFY – The quality of adherence to guideline re-
commendations for life-saving treatment in heart failure. Celem analiz była 
ocena wpływu beta-adrenolityków na rokowanie w grupie pacjentów z HF 
i towarzyszącym migotaniem przedsionków, porównanie efektywności fu-
rosemidu i torasemidu w grupie pacjentów z HF oraz próba oceny adheren-
cji lekarzy w Polsce do europejskich rekomendacji. 
Do analizy oceniającej wpływ beta-adrenolityków włączono 797 pacjen-
tów. Pacjenci przyjmujący beta-adrenolityk w porównaniu do osób bez be-
ta-adrenolityku rzadziej osiągali pierwszorzędowy (zgon z jakiejkolwiek 
przyczyny; 10,9% vs 25,6%, p = 0,001) i drugorzędowy (zgon z jakiejkolwiek 
przyczyny lub hospitalizacja z powodu HF; 30,6% vs 44,2%, p = 0,02) punkt 
końcowy. Brak przyjmowania beta-adrenolityku był niezależnym predyk-
torem jedynie pierwszorzędowego punktu końcowego (HR 0,52; 95%CI, 
0,31–0,89; p = 0,02). Oba punkty końcowe najrzadziej obserwowano w gru-
pie z częstotliwością rytmu serca 80–109/min. 
W grupie 1440 pacjentów z HF wykazano, że pacjenci w leczeni torasemi-
dem, w porównaniu do furosemidu, rzadziej doświadczali drugorzędowe-
go (zgon z jakiejkolwiek przyczyny lub hospitalizacja z powodu HF; 26,4% 
vs 34,7%; p = 0,04), ale nie pierwszorzędowego (zgon z jakiejkolwiek przy-
czyny; 9,8% vs 14,1%; p = 0,13) punktu końcowego. U pacjentów leczonych 
furosemidem odnotowano nasilone objawy HF w klasie NYHA po roku 
(p = 0,04). Przeanalizowano również adherencję lekarzy w Polsce do wy-
tycznych leczenia HF. W analizie 209 ambulatoryjnych pacjentów z HF 
z obniżoną frakcją wyrzutową lewej komory wykazano satysfakcjonujący 
wynik adherencji do rekomendowanej terapii HF w 72% przypadków.

Słowa kluczowe: niewydolność serca, beta-adrenolityki, diuretyki pę-
tlowe, adherencja, rejestr, furosemid, torasemid

Abstract

The presented paper gathers the results of three publications based on 
prospective, international, observation registries of patients with heart 
failure (HF) – HF Pilot, HF Long-Term and QUALIFY – The quality of 
adherence to guideline recommendations for life-saving treatment in he-
art failure. The aim of the analysis was to assess the effect of beta-bloc-
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kers on prognosis in HF with associated atrial fibrillation; to compare 
the effectiveness of furosemide and torasemide in HF; and to assess the 
adherence of physicians in Poland to European recommendations.
797 patients were included in the analysis assessing the effects of beta-bloc-
kers. Patients with a beta blocker compared to those without were less li-
kely to achieve primary (all-cause death; 10.9% vs 25.6%, p = 0.001) and se-
condary (all-cause death or HF hospitalization; 30.6% vs 44.2%, p = 0.02) 
endpoints. Beta-blocker was an independent predictor of only the primary 
endpoint (HR 0.52; 95% CI, 0.31–0.89; p = 0.02). Both endpoints were least 
frequently observed in the group with a heart rate of 80–109/min.
In the group of 1440 patients with HF, it was shown that patients tre-
ated with torasemide compared to furosemide were less likely to expe-
rience secondary (death from any cause or HF hospitalization; 26.4% vs 
34.7%; p = 0.04), but not primary (death from any cause; 9.8% vs 14.1%; 
p = 0.13) endpoint. Patients treated with furosemide also had a greater 
severity of HF symptoms in NYHA class (p = 0.04).
Adherence of physicians in Poland to HF treatment guidelines was also 
analyzed. An analysis of 209 HF outpatients with reduced left ventricu-
lar ejection fraction showed a satisfactory adherence to the recommen-
ded HF therapy in 72% of cases.

Keywords: heart failure, beta-blockers, loop diuretics, adherence, regi-
stry, furosemide, torasemide

WproWadzenie

Niewydolność serca (HF) jest poważnym proble-
mem ze względu na przewlekły przebieg, a wzra-
stająca liczba pacjentów z HF w Polsce sięga milio-
na osób w populacji ogólnej oraz ponad 10% wśród 
osób w wieku ≥70 lat [1, 2]. Zdekompensowana HF 
jest najczęstszą przyczyną hospitalizacji dorosłych 
w Polsce, przy czym nawet do 50% pacjentów z HF 
jest ponownie hospitalizowanych z  powodu za-
ostrzenia HF w ciągu 6 miesięcy od wypisu ze szpita-
la [3, 4], a 5-letnia śmiertelność w HF wynosi 50% [5]. 
Stąd leczenie HF generuje ogromne koszty dla sys-
temu ochrony zdrowia i pacjentów [1, 6]. Z danych 
Narodowego Funduszu Zdrowia wynika, że wydatki 
związane z hospitalizacjami z powodu HF pochłania-
ją ponad 700 mln zł rocznie i przekraczają 94% bu-
dżetu przeznaczonego na leczenie HF [1, 6]. 

Aktualne trendy dotyczące kompleksowej terapii HF 
koncentrują się wokół kilku intrygujących zagadnień, 
takich jak udoskonalenie leczenia HF poprzez opty-
malizację dostępnej farmakoterapii czy poprawę ad-
herencji lekarzy do europejskich wytycznych terapii 
HF [2, 5, 7]. 

W prezentowanej pracy zebrano wyniki trzech publi-
kacji powstałych na podstawie danych pochodzących 

z prospektywnych, międzynarodowych rejestrów ob-
serwacyjnych pacjentów z HF – Heart Failure Pilot, 
Heart Failure Long-Term oraz QUALIFY – The qu-
ality of adherence to guideline recommendations for 
life-saving treatment in heart failure. Analizy doty-
czyły próby oceny adherencji lekarzy w Polsce do eu-
ropejskich rekomendacji oraz oceny wybranych form 
terapii HF. Szczególny nacisk położono na porówna-
nie skuteczności leczenia pacjentów z HF za pomocą 
furosemidu lub torasemidu oraz wpływu stosowania 
beta-adrenolityków na rokowanie w grupie pacjen-
tów z HF i towarzyszącym migotaniem przedsion-
ków. 

Beta-adrenolityki w leczeniu pacjentów z HF 
i migotaniem przedsionków 

Beta-adrenolityki obok inhibitorów konwertazy an-
giotensyny, ze względu na redukcję ryzyka hospita-
lizacji z powodu HF i zgonu, należą do tzw. leczenia 
pierwszego rzutu u pacjentów z przewlekłą niewy-
dolnością serca z obniżoną frakcją wyrzutową lewej 
komory (HF-rEF) [2], jednak pomimo tak istotnych 
zalet wciąż pojawiają się kontrowersje dotyczące 
ich skuteczności w podgrupie pacjentów z HF z to-
warzyszącym migotaniem przedsionków. W bada-
niach klinicznych z beta-adrenolitykami większość 
uczestniczących pacjentów posiadało rytm zato-
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kowy, a zaledwie 11–35% pacjentów uwzględnio-
nych w tych badaniach miało rozpoznane migotanie 
przedsionków [8–11]. Co więcej, analizy publikowa-
ne w ostatnim czasie prezentują istotnie odmienne 
wnioski. Metaanaliza dziesięciu randomizowanych 
badań klinicznych nie wykazała korzyści w długo-
terminowym rokowaniu podczas terapii beta-adre-
nolitykami u pacjentów z HF-rEF i towarzyszącym 
migotaniem przedsionków [12]. W przeciwieństwie 
do wspomnianej metaanalizy, duży ogólnokrajowy 
rejestr szwedzki [13] i analiza post-hoc badania AF-
-CHF [14] dowiodły znaczącego spadku śmiertelno-
ści ze wszystkich przyczyn w grupie pacjentów z HF 
i migotaniem przedsionków leczonych beta-adreno-
litykami (odpowiednio zmniejszenie ryzyka względ-
nego o 25 i 28%). 

Kolejnym ważnym zagadnieniem, które także aktual-
nie jest poddawane licznym dyskusjom, jest docelo-
wa spoczynkowa częstotliwość rytmu serca u pacjen-
tów z HF i towarzyszącym migotaniem przedsionków. 
Zaobserwowano, że częstotliwość rytmu komór ser-
ca poniżej 70. uderzeń na minutę może być związana 
z gorszym rokowaniem pacjentów z HF i migotaniem 
przedsionków [15]. Aktualne zalecenia ESC dotyczą-
ce terapii HF i migotania przedsionków są rozbieżne 
w kontekście optymalnej częstotliwości rytmu serca. 
Wytyczne HF, jako cel terapii kontrolującej częstotli-
wość rytmu komór u pacjentów z HF i migotaniem 
przedsionków, sugerują zakres 60–100 uderzeń na mi-
nutę, podczas gdy wytyczne ESC dotyczące migotania 
przedsionków proponują mniej rygorystyczny próg 
<110 uderzeń na minutę (oraz jednocześnie unikanie 
bradykardii) [2, 16]. 

W pracy Ozierańskiego K. i wsp. przeanalizowano 
dane 2019 pacjentów zrekrutowanych do dwóch re-
jestrów HF ESC (Heart Failure Pilot oraz Heart Fa-
ilure Long-Term), z których 797 osób miało zdiagno-
zowane migotanie przedsionków [17]. Następnie 
tych pacjentów przydzielono do dwóch grup w zależ-
ności od tego, czy otrzymywali leczenie beta-adreno-
litykiem (89,7%), czy nie (10,3%). Ci nieotrzymujący 
beta-adrenolityku, w porównaniu do osób stosują-
cych beta-adrenolityk, byli starsi; rzadziej byli płci 
męskiej; mieli wyższą frakcję wyrzutową lewej ko-
mory; częściej etiologią HF była choroba wieńcowa; 
nierzadko w wywiadzie cierpieli na przewlekłą obtu-
racyjną chorobę płuc; mieli niższe stężenie hemoglo-
biny; rzadziej otrzymywali antagonistów receptora 
mineralokortykoidowego, doustne leki przeciwkrze-
pliwe, statyny oraz mniej z nich miało w przeszłości 
implantowany kardiowerter defibrylator. Okazało 
się, że pacjenci otrzymujący beta-adrenolityk rza-
dziej osiągali pierwszorzędowy (zgon z jakiejkolwiek 
przyczyny; 10,9% vs 25,6%, P = 0,001) i drugorzędo-

wy (zgon z jakiejkolwiek przyczyny lub hospitaliza-
cja z powodu HF; 30,6% vs 44,2%, P = 0,02) punkt 
końcowy w porównaniu do osób bez beta-adrenoli-
tyku. Brak przyjmowania beta-adrenolityku był tak-
że predyktorem obu punktów końcowych w analizie 
jednoczynnikowej, natomiast w analizie wieloczyn-
nikowej istotność została zachowana tylko dla pierw-
szorzędowego punktu końcowego (hazard ratio dla 
stosowania beta-adrenolityku, 0,52; 95% przedział 
ufności, 0,31–0,89; P = 0,02). Dodatkowo w pracy po-
równano roczne rokowanie pacjentów w zależności 
od spoczynkowej częstotliwości rytmu serca (poniżej 
80/min., 80–109/min. oraz 110 lub więcej uderzeń 
na minutę). Oba punkty końcowe występowały naj-
częściej w grupie z najwyższą częstotliwością rytmu 
serca, podczas gdy najmniej zdarzeń obserwowano 
w grupie ze spoczynkową częstotliwością rytmu ser-
ca w zakresie 80–109/min.

Wyniki tej analizy wpisują się w aktualne trendy pu-
blikacyjne i wydają się potwierdzać wcześniejsze 
obawy, że beta-adrenolityki nie zmniejszają istot-
nie ryzyka hospitalizacji z powodu zaostrzenia HF 
w grupie pacjentów z HF i towarzyszącym migota-
niem przedsionków. Jednak ich zastosowanie w tej 
grupie pacjentów wciąż powinno być rekomendowa-
ne ze względu na redukcję ryzyka zgonu. Optymalną 
spoczynkową częstotliwością rytmu serca w grupie 
pacjentów z HF i migotaniem przedsionków wyda-
je się zakres 80–109 uderzeń na minutę, podczas gdy 
wyższa częstość wiąże się z gorszym rokowaniem. 

Diuretyki pętlowe w leczeniu objawowej HF

Powszechną wiedzą jest, że odpowiednie zapobiega-
nie retencji płynów za pomocą leczenia diuretyczne-
go może zmniejszyć ryzyko wystąpienia zaostrzenia 
HF [18]. Mimo to nawet 50% pacjentów z HF wy-
maga ponownej hospitalizacji z powodu zaostrze-
nia objawów choroby w ciągu 6 miesięcy od wypisu 
ze szpitala, co świadczy o potrzebie poprawy opie-
ki ambulatoryjnej, w tym leczenia objawowego [2]. 
Obecne zalecenia nie podkreślają jednak wyższo-
ści żadnego z dostępnych diuretyków [2], natomiast 
zdecydowanie najczęściej stosowanym diuretykiem 
pętlowym jest furosemid [19]. Wiadomo jednak, 
że furosemid jest lekiem szybko i krótko działają-
cym, stąd może prowadzić do zaburzeń elektrolito-
wych i wiązać się z niekorzystnym rokowaniem [20]. 
Nowe badania dotyczące innego diuretyku pętlowe-
go – torasemidu – są zachęcające i sugerują szereg 
korzystnych następstw jego działania, w tym reduk-
cję objawów oraz potencjalny spadek ryzyka zgonu 
i hospitalizacji z powodu zaostrzenia HF [21, 22]. To-
rasemid wykazuje także korzystny wpływ na układ 
renina-angiotensyna-aldosteron oraz redukuje włók-
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nienie i przebudowę lewej komory serca [23–25], 
w czym upatruje się jego potencjalnych zalet w sto-
sunku do furosemidu.

W publikacji powstałej w oparciu o polskie dane 
z dwóch prospektywnych, międzynarodowych re-
jestrów ESC (Heart Failure Pilot oraz Heart Failu-
re Long-Term) Ozierański K. i wsp. przeanalizowali 
2019 polskich pacjentów [26]. W ostatecznej anali-
zie uwzględniono 1440 pacjentów leczonych furo-
semidem lub torasemidem. Główna analiza została 
przeprowadzona na grupach pacjentów dobranych 
pod względem charakterystyki klinicznej za po-
mocą metody propensity score matching, aby wy-
eliminować potencjalny wpływ innych zmiennych 
na końcowy wynik. Pacjenci leczeni torasemidem 
rzadziej osiągali drugorzędowy punkt końcowy 
(zgon z jakiejkolwiek przyczyny lub byli hospitali-
zowani z powodu HF; 26,4%) niż pacjenci w gru-
pie otrzymującej furosemid (34,7%; p = 0,04). Nie 
zaobserwowano różnic pomiędzy obiema grupa-
mi pod względem częstotliwości występowania 
pierwszorzędowego punktu końcowego (zgon z ja-
kiejkolwiek przyczyny; 9,8% vs 14,1%; p = 0,13, od-
powiednio w  grupie torasemidu i  furosemidu). 
Pierwszorzędowy i drugorzędowy punkt końcowy 
najczęściej (odpowiednio 23,9% oraz 59,2%) obser-
wowano w grupie pacjentów przyjmujących jedno-
cześnie furosemid i torasemid. Po roku obserwacji 
w grupie leczonej furosemidem obserwowano tak-
że większe nasilenie objawów HF w klasie NYHA 
w porównaniu do osób leczonych furosemidem (p = 
0,04). Szczególne korzyści ze stosowania torasemi-
du obserwowano w subpopulacjach pacjentów z HF 
o etiologii kardiomiopatii rozstrzeniowej oraz u pa-
cjentów w młodszym wieku (poniżej 65. roku życia). 
Wyniki tej pracy wpisują się w aktualne trendy ba-
dań naukowych nad optymalnym wyborem diure-
tyków. Obecne wytyczne leczenia HF, pomimo kil-
ku dekad doświadczeń ze stosowania diuretyków, 
nie podkreślają wyższości żadnego z leków moczo-
pędnych. Dostępne raporty są zachęcające i suge-
rują korzystniejsze działanie torasemidu w stosun-
ku do furosemidu. Wyniki prezentowanej pracy 
sugerują także, że torasemid może mieć korzystny 
wpływ na objawy HF i rokowanie pacjentów z HF, 
szczególnie młodszych pacjentów, lub z kardiomio-
patią rozstrzeniową, ale wymaga to dalszych ana-
liz w prospektywnych randomizowanych badaniach 
klinicznych.

przestrzeganie wytycznych leczenia HF

Opublikowane niedawno światowe wyniki między-
narodowego, prospektywnego, obserwacyjnego reje-
stru QUALIFY, obejmującego ambulatoryjnych pa-

cjentów z HF, pokazują względnie satysfakcjonujące 
przestrzeganie rekomendacji ESC dotyczących far-
makoterapii HF [7]. Na podstawie danych z rejestru 
QUALIFY można wnioskować, że głównym wyzwa-
niem pozostaje nadal osiągnięcie docelowej dawki 
danego leku [7]. W badanej populacji odsetek pa-
cjentów przyjmujących odpowiednią dawkę leków 
był w większości bardzo niski (14,8% dla leków beta-
-adrenolitycznych, 6,9% dla antagonistów receptora 
angiotensyny, 26,6% dla iwabadyny, 27,9% dla inhibi-
torów konwertazy angiotensyny oraz 70,7% dla an-
tagonistów receptora mineralokortykoidowego) [7]. 
Wciąż nie są jednak znane dane dotyczące przestrze-
gania zaleceń terapii HF w Polsce, stąd próbę ich oce-
ny przedstawiono w niniejszej pracy. Tego rodzaju 
dane są bardzo pożądane ze względu na ewentualną 
potrzebę poprawy świadomości lekarzy o potrzebie 
intensyfikacji terapii HF oraz wdrożenia działań po-
prawiających odpowiednie prowadzenie terapii HF 
w warunkach ambulatoryjnych, co może w znaczący 
sposób przełożyć się na przebieg choroby oraz ilość 
jej zaostrzeń prowadzących do licznych hospitaliza-
cji. Na podstawie analiz przeprowadzonych na bada-
nej populacji oszacowano poziom adherencji do wy-
tycznych leczenia HF w polskiej grupie.

Do badania QUALIFY w Polsce włączono 209 am-
bulatoryjnych pacjentów z HF-rEF, którzy byli ho-
spitalizowani z powodu zaostrzenia HF w ciągu 
ostatnich 1–15 miesięcy. Analiza przeprowadzona 
przez Opolskiego G. i wsp. wykazała satysfakcjonu-
jące zastosowanie leków zalecanych przez wytycz-
ne, jednak w zbyt niskich dawkach [27]. Średni wiek 
badanej grupy wynosił 67,4 (±10,9) lat, a 77% sta-
nowili mężczyźni. Prawie 92% pacjentów otrzymy-
wało inhibitor konwertazy angiotensyny lub bloker 
receptora angiotensyny, jednak odpowiednio zale-
dwie 27,4% i 4,0% z nich otrzymywało lek w daw-
ce docelowej. Około 97% pacjentów miało przepi-
sany beta-adrenolityk, a zaledwie 17,7% osiągnęło 
właściwą dawkę leku. Antagonistę receptora mi-
neralokortykoidowego otrzymywało 73,2% osób, 
z których większość (66%) otrzymywała dawkę do-
celową. Iwabradynę przyjmowało 14% pacjentów, 
przy czym zaledwie 13,8% z nich w dawce docelo-
wej. Przedstawiony w badaniu tzw. adherence score 
(obliczany na podstawie stosowania podstawowych 
leków w terapii HF, jak: inhibitory konwertazy an-
giotensyny, blokery receptora angiotensyny, beta-
-adrenolityki, antagoniści receptora mineralokor-
tykoidowego oraz iwabradyna) był dobry u  72% 
pacjentów, umiarkowany u 24% i słaby u 4%. Otrzy-
mane wyniki sugerują, że w Polsce istnieje potrze-
ba poprawy adherencji do wytycznych leczenia 
HF, szczególnie w warunkach ambulatoryjnych, co 
może przełożyć się na poprawę rokowania pacjen-
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tów. Takie postępowanie jest kolejnym krokiem 
w optymalizacji procesu leczenia HF.

podsumoWanie

Podsumowując, przedstawione wyniki opierają się 
na danych z 3 dużych, międzynarodowych, prospek-
tywnych rejestrów obserwacyjnych o uznanej meto-
dologii, co pozwoliło na ocenę wybranych form tera-
pii pacjentów z HF oraz próbę analizy adherencji do 
leczenia HF w polskiej grupie. Dzięki obserwacyjne-
mu i prospektywnemu charakterowi powyższych re-
jestrów, w odróżnieniu od randomizowanych badań 
klinicznych, możliwa była analiza niewyselekcjono-
wanej grupy pacjentów spotykanej w ambulatoryjnej 
i szpitalnej praktyce klinicznej. Zaobserwowano po-
zytywny wpływ beta-adrenolityków na roczne prze-
życie, przy braku wpływu na drugorzędowy punkt 
końcowy (zgon z jakiejkolwiek przyczyny lub hospi-
talizacja z powodu zaostrzenia HF) pacjentów z HF 
i towarzyszącym migotaniem przedsionków. Podjęto 
również próbę określenia optymalnej spoczynkowej 
częstotliwości rytmu serca w tej grupie pacjentów, 
która wynosiła 80–109 uderzeń na minutę. Przepro-
wadzona analiza wykazała również korzystne dzia-
łanie torasemidu w porównaniu z furosemidem na 
roczne rokowanie i nasilenie objawów w grupie pa-
cjentów z HF. Ponadto wyniki analiz wykazały sa-
tysfakcjonujący poziom adherencji do wytycznych 
leczenia HF w Polsce, a jednocześnie dowiodły po-
trzebę dalszych starań w kierunku optymalizacji te-
rapii HF poprzez osiąganie docelowych dawek leków 
poprawiających rokowanie pacjentów z HF.

FinansoWanie

Prezentowana praca doktorska otrzymała wspar-
cie finansowe w  ramach stypendium naukowego 
przyznanego przez Naukową Fundację Polpharmy 
w 2019 roku. 
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Streszczenie

Autoimmunizacyjne choroby tkanki łącznej (ACTD) charakteryzu-
ją się spontaniczną stymulacją układu odpornościowego i wytwarza-
niem autoprzeciwciał. Niektóre autoprzeciwciała tworzą komplek-
sy immunologiczne z DNA i/lub RNA, obecne w surowicy chorych na 
ACTD, promujące zapalenie tkanek, a tym samym rozwój różnych ob-
jawów klinicznych choroby. Kompleksy immunologiczne, w których za-
warte są kwasy nukleinowe, mogą działać jako ligandy dla endosomal-
nych recoptorów Toll-podobnych (TLR), których aktywacja indukuje 
wydzielanie interferonów typu I (IFN-I) oraz typu III. Celem niniejsze-
go projektu było między innymi określenie, czy geny szlaku TLR-IFN 
mogą być uważane jako potencjalne biomarkery ACTD. Polimorfizmy 
genu IFN-A  i IFN-G wykazały związek z predyspozycją do rozwoju 
SLE i MCTD, a polimorfizmy genu IFN-B z predyspozycją do rozwoju 
SLE. Allel TLR7 rs5743305 T oraz allel rs5743316 A mogą pełnić rolę 
ochronną przed rozwojem MCTD, zaś allel TLR7 rs1731479 T oraz al-
lel TLR8 rs17256081 C mogą być predykatorami rozwoju MCTD w po-
pulacji polskiej. Ekspresja mRNA IFN-α, IFN-β, IFN-γ oraz TLR3,TLR8 
i TLR7 była znacznie wyższa u pacjentów z SLE w stosunku do pacjen-
tów z MCTD i SSc. U pacjentów MCTD anty-U1-70k (+) stwierdzono 
wyższy poziom IFN-γ i niższy poziom IFN-β w surowicy niż u pacjen-
tów, u których nie stwierdzono obecności tego przeciwciała. U chorych 
na SLE IFN-α i IFN-γ korelują ze stężeniem składowych dopełniacza 
a IFN-α z aktywnością choroby. Chociaż szczegółowa etiopatogeneza 
ACTD nie jest ustalona, to badania potwierdzają, iż nadmierna aktywa-
cja immunologiczna z udziałem endosomalnych receptorów TLR i IFN-
α/-β/-γ uznawane są za ważny mechanizm patogenny tych schorzeń.

Słowa kluczowe: receptory toll-like, interferon, patogeneza, choroby 
tkanki łącznej
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Autoimmune connective tissue diseases (ACTD) are characterized 
by spontaneous stimulation of the immune system and the production 

Agnieszka Paradowska-
Gorycka1, Anna Wajda1, 
Barbara Stypińska1, 
Ewa Walczuk1, Marcela 
Walczyk2, Anna 
Felis-Giemza2, Jolanta 
Nałęcz-Janik2, Aleksandra 
Poluch2, Marzena 
Olesińska2 

Wpłynęło: 6-11-2019
Zaakceptowano: 6-12-2019
Opublikowano: 29-05-2020

DOI: 10.5604/01.3001.0014.1583

Adres do korespondencji
Agnieszka Paradowska-Gorycka
Zakład Biologii Molekularnej, 
Narodowy Instytut Geriatrii, 
Reumatologii i Rehabilitacji 
w Warszawie, ul. Spartańska 1, 
02-637 Warszawa, 
e-mail: agnieszka.paradowska-
gorycka@spartanska.pl

TLR-y i IFN-y w patogenezie i obrazie klinicznym 
układowych chorób tkanki łącznej 

The TLRs and IFNs in patients with connective tissue diseases



Paradowska-Gorycka A. i wsp.: TLR-y i IFN-y w patogenezie i obrazie klinicznym...

© Postępy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2020 | 7 | 17–2618

of autoantibodies. Some autoantibodies may create an immune com-
plex with DNA and/or RNA and promote tissue inflammation. Immu-
ne complexes that contain nucleic acids can act as ligands for endoso-
mal Toll-like receptors (TLR), which activation induces secretion of the 
type I and type III interferons. The present study aimed to determine 
whether TLRs and IFNs genes could be considered as potential ACTD 
biomarkers. IFN-A and IFN-G showed a relationship with a predispo-
sition to the development of SLE and MCTD, and IFN-B with a predi-
sposition to the development of SLE. The TLR7 rs5743305 T allele and 
rs5743316 A allele may play a protective role against the development 
of MCTD, and the TLR7 rs1731479 T allele and TLR8 rs17256081 C al-
lele may be predictors of MCTD development. mRNA expression of the 
IFN-α, IFN-β, IFN-γ, TLR3, TLR8 and TLR7 was significantly higher in 
patients with SLE compared to patients with MCTD and SSc. MCTD 
patients with anti-U1-70k (+) had higher IFN-γ and lower IFN-β serum 
levels than patients without this antibody. In patients with SLE, serum 
levels of IFN-α and IFN-γ correlate with the concentration of comple-
ment components, and serum levels of IFN-α with disease activity. The 
study confirmed that the TLR-IFN pathway may be considered as an 
important pathogenic mechanism for ACTD.

Keywords: toll-like receptors, interferons, pathogenesis, connective 
tissue diseases 

wStęP

Autoimmunizacyjne choroby tkanki łącznej (auto-
immune connective tissue diseases, ACTD) określa-
ne są jako układowe choroby tkanki łącznej. Mimo 
że dotyczą one niewielkiego odsetka populacji ogól-
nej, to – jako choroby przewlekłe, rozpoczynają-
ce się w relatywnie młodym wieku i prowadzące do 
postępującej niepełnosprawności ruchowej – stano-
wią ważny problem społeczny i medyczny. Choro-
by układowe tkanki łącznej obejmują procesem cho-
robowym liczne narządy i układy w organizmie, co 
wiąże się z koniecznością wielospecjalistycznego le-
czenia. Charakter tego typu schorzeń łączy się z wie-
loma niezwykle uciążliwymi objawami, miewając 
ciężki przebieg, niekiedy zagrażający życiu. Ponadto 
osoby cierpiące na ACTD są często wykluczone spo-
łecznie, a wynika to z rosnącego stopnia niepełno-
sprawności. W związku z powyższym, rzetelne bada-
nia naukowe są ważne nie tylko dla osób dotkniętych 
chorobą osób czy ich rodzin, ale również dla całego 
społeczeństwa. 

ACTD charakteryzują się spontaniczną stymulacją 
układu odpornościowego i wytwarzaniem przeciw-
ciał przeciwko własnym składnikom komórkowym 
(białka lub kwasy nukleinowe). Klasyczny podział 
ACTD obejmuje toczeń rumieniowaty układowy 
(SLE), reumatoidalne zapalenie stawów (RA), twar-

dzinę układową (SSc), zespół Sjögrena (SS) oraz 
mieszaną chorobę tkanki łącznej (MCTD). ACTD 
są trudne w diagnozie, która opiera się w dużej mie-
rze na analizie przeciwciał występujących we krwi, 
uwzględnionych w kryteriach klasyfikacji tych cho-
rób. Najczęstszym schorzeniem tego typu jest RA 
(występuje u ok. 2% ludzi), a jednym z najrzadszych 
MCTD (10 przypadków/100 000 ludności) [1–3]. 

Układowe choroby tkanki łącznej charakteryzują się 
stymulacją układu odpornościowego poprzez wy-
twarzanie autoprzeciwciał przeciwko komponen-
tom jądrowym i cytoplazmatycznym [4–6]. Przeciw-
ciała te wytwarzane są przez autoreaktywne komórki 
B przy współpracy z autoreaktywnymi komórkami T 
[6]. Ponadto u pacjentów z toczniem rumieniowatym 
układowym scharakteryzowano populację dojrza-
łych komórek B, które są naturalnie autoreaktywne, 
ale utrzymują się w stanie anergicznym. Stan aner-
giczny jest przejściowy i odwracalny, jeśli komór-
ki otrzymają odpowiednie sygnały komórek pro-
-T i/lub pro-B lub gdy komórki zostaną usunięte ze 
środowiska autoreaktywnego [6]. Wśród pacjentów 
z ACTD bardzo charakterystyczne jest występowa-
nie przeciwciał reaktywnych wobec nukleosomów, 
dwuniciowego DNA, Ro/SSA, małych jądrowych ry-
bonukleoprotein czy La/SSB. U około 90% pacjentów 
stwierdza się reaktywność na nukleosomy. Uważa 
się, że w układowych chorobach tkanki łącznej do-
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chodzi do przerwania tolerancji immunologicznej na 
białka własne, w tym DNA i inne białka jądrowe. Po-
nadto liczne badania wskazują, że w podatności do 
rozwoju i przebiegu ACTD współuczestniczą licz-
ne czynniki genetyczne i środowiskowe [7]. Niektóre 
autoprzeciwciała tworzą kompleksy immunologicz-
ne z DNA i/lub RNA, obecne w surowicy chorych 

na ACTD, promujące zapalenie tkanek, a tym sa-
mym rozwój różnych objawów klinicznych choroby. 
Kompleksy immunologiczne, w których zawarte są 
kwasy nukleinowe, mogą działać jako ligandy dla en-
dosomalnych recoptorów Toll-podobnych (Toll-like 
receptors, TLRs) [8, 9]. Endosomalne TLR występu-
ją głównie na komórkach dendrytycznych, gdzie ich 

Ryc. 1. Potencjalna rola endosomalnych TLRów i IFN typu I i typu III w patogenezie ACTD. pDCs – plazmatyczne komórki dendrytyczne, mDCs 
– dojrzała komórki dendrytyczne, NETs – neutrophil extracellular traps.
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aktywacja indukuje wydzielanie interferonów typu 
I (IFN-I) oraz interferonów typu III [10]. Pomimo iż 
szlaki sygnalizacyjne endosomalnych TLR-ów wyka-
zują niezwykłe podobieństwa, to jednak wyniki po 
aktywacji każdego z nich prowadzą do klinicznie od-
miennych fenotypów chorób autoimmunizacyjnych.

ścieżka tLR-iFn w patogenezie układowych 
chorób tkanki łącznej

Chociaż patofizjologia ACTD pozostaje nie do koń-
ca poznana, wiele badań wskazuje na istotną rolę od-
porności wrodzonej, a główne geny ryzyka choroby 
działają w obrębie szlaku interferonu typu I. Bada-
nia pokazują, że heterogeniczność w aktywacji szla-
ku interferonu typu I, interferonu typu II oraz podło-
że genetyczne przyczyniają się do niejednorodności 
klinicznej obserwowanej w poszczególnych jednost-
kach układowych chorób tkanki łącznej. Biorąc pod 
uwagę, że szlak interferonu typu I jest głęboko po-
wiązany z patogenezą wielu chorób autoimmuniza-
cyjnych, włączając ACTD. Od wielu lat trwają in-
tensywne badania w celu ustalenia, czy aktywność 
interferonu typu I i/lub typu II może być predykto-
rem odpowiedzi na leczenie, czy szlak interferonów 
może być ukierunkowany na leczenie [11]. 

Interferony są krytycznymi cytokinami zaangażo-
wanymi w odpowiedź przeciwwirusową. Interfe-
rony typu I u ludzi obejmują dwanaście podtypów 
interferonu-α (IFNα), IFNβ, IFNω, IFNκ i IFNε. Każ-
dy podtyp jest wytwarzany przez poszczególne ko-
mórki w odpowiedzi na określone bodźce [11]. Pla-
zmacytoidalne komórki dendrytyczne (pDC) są 
głównymi producentami IFN-α, podczas gdy komór-
ki takie jak: fibroblasty, komórki nabłonkowe, ko-
mórki dendrytyczne, fagocyty i synowiocyty wytwa-
rzają IFN-β. Interferony typu I uczestniczą nie tylko 
w odpowiedzi immunologicznej przeciwko wirusom, 
ale również mogą przyczyniać się do stanów zapal-
nych i utraty tolerancji przy rozregulowanej produk-
cji IFN (Ryc. 1). 

IFN-α charakteryzuje się bardzo szerokim zakre-
sem wpływu na układ odpornościowy, włączając 
regulację ekspresji cząsteczek głównego układu 
zgodności tkankowej (MHC) czy aktywację komó-
rek prezentujących antygen. Funkcje te stawiają 
IFN-α w roli łącznika odporności wrodzonej z na-
bytą i  sugerują, że IFN-α może być krytycznym 
punktem przy ustalaniu „progów autoimmunizacji” 
[12]. IFN-β, zwykle wytwarzany przez fibroblasty, 
ma działanie przeciwwirusowe i antyproliferacyjne. 
W komórkach odpornościowych (najbardziej praw-
dopodobny cel działania terapeutycznego IFN-β 
w stwardnieniu rozsianym) IFN-β hamuje prezenta-

cję antygenu oraz proliferację limfocytów T, wpły-
wa na ekspresję cytokin i metaloproteinazy (MMP) 
[13]. Natomiast w obrębie rodziny IFN typu II wy-
różnia się tylko IFN-γ, który, w przeciwieństwie do 
IFN typu I i typu III, pośredniczy w funkcjach pro-
zapalnych i immunomodulujących [14]. IFN-γ zo-
stał pierwotnie zidentyfikowany jako „czynnik akty-
wujący makrofagi”, będący głównym fizjologicznym 
celem działania IFN-γ. Dziś już wiadomo, że IFN-γ 
ma również istotny wpływ na komórki pomocni-
cze T (Th), komórki pomocnicze T pęcherzykowe 
(Tfh), komórki regulatorowe T (Treg) oraz komór-
ki B. IFN-γ jest ważny również dla lokalnego róż-
nicowania monocytów w komórki dendrytyczne 
i makrofagi, które służą jako główne źródła IL-12 
w miejscach infekcji. IFN-γ wykazuje selektywne 
działanie na komórki B w kontekście autoimmuni-
zacji i wytwarzania autoprzeciwciał; taka selektyw-
ność wspiera celowanie terapeutyczne IFN-γ [15]. 

Wrodzona odpowiedź immunologiczna może być 
aktywowana przez tak zwane receptory rozpozna-
wania wzorców (PRR), które wiążą się z cząstecz-
kami związanymi z czynnikami zakaźnymi (wzor-
ce molekularne związane z patogenem, PAMP) lub 
składnikami komórkowymi uszkodzonych lub mar-
twych komórek (wzorce molekularne związane 
z uszkodzeniem, DAMPY) [16]. Wrodzone recepto-
ry immunologiczne, w tym receptory TLR, recepto-
ry RIG-podobne (RLR), receptory podobne do Nod, 
są zazwyczaj aktywowane na: makrofagach, komór-
kach dendrytycznych, komórkach nabłonkowych 
i komórkach śródbłonka, gdzie zapewniają szyb-
ką odpowiedź organizmu, z jednoczesną produkcją 
cytokin prozapalnych, które z kolei rekrutują i akty-
wują dodatkowe mediatory odpowiedzi immunolo-
gicznej. TLR-y ze względu na lokalizację dzieli się na 
dwie podrodziny: TLR występujące na powierzchni 
komórki (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 i TLR10) 
i TLR wewnątrzkomórkowe zlokalizowane w endo-
somach (TLR3, TLR7, TLR8, TLR9, TLR11, TLR12 
i TLR13) [16]. TLR-y zlokalizowane na powierzch-
ni komórek rozpoznają głównie składniki błon drob-
noustrojów, takie jak: lipidy, lipoproteiny czy białka. 
Natomiast TLR-y endosomalne rozpoznają kwasy 
nukleinowe pochodzące od bakterii i wirusów, a tak-
że „własne” kwasy nukleinowe (self-nucleic acids, 
pochodzące od człowieka) w stanach chorobowych, 
takich jak autoimmunizacja [10, 11]. Endosomalne 
TLR-y ulegają ekspresji w komórkach dendrytycz-
nych: TLR3 jest wyrażany na szpikowych komór-
kach dendrytycznych (MDC) podczas gdy TLR7, 
-8 i -9 ulegają ekspresji na PDC. Aktywacja tych re-
ceptorów prowadzi do aktywacji komórek odpor-
nościowych, w szczególności komórek DC oraz ko-
mórek B i T, a także do niewłaściwego wytwarzania 

https://doi.org/10.3390/cells8090963
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INF-γ, -α, -β i wielu innych cytokin zapalnych, takich 
jak: IL-1, IL- 6, IL-12 i TNF-α, które mogą być zaan-
gażowane w patogenezę ACTD (Ryc. 2) [4, 17, 18]. 

Wszystkie te mediatory zapalne przyczyniają się 
do rozwoju i utrzymania procesu zapalnego po-
przez przewlekłą aktywację autoreaktywnych ko-
mórek T. Udział IFN-γ w patogenezie ACTD wy-
nika z jego zdolności do częściowego indukowania 
aktywacji immunologicznej, prowadzącej do in-
dukcji dojrzewania komórek osocza i zwiększane-
go wytwarzania autoprzeciwciał. Natomiast IFN-α 
i IFN-β wydzielane przez wiele typów komórek, 
w tym: limfocyty, makrofagi fibroblasty, komórki 
śródbłonka i osteoblasty są bardzo istotnymi cyto-
kinami w ścieżce sygnałowej TLR3 i TLR7. Dlate-
go też określenie pozytywnych oraz negatywnych 
regulatorów funkcjonowania interferonów może 
przyczynić się do lepszego zrozumienia, w  jaki 
sposób organizm wytwarza mechanizmy ochron-
ne przed różnymi infekcjami, wywołanymi patoge-
nami wewnątrzkomórkowymi, jednocześnie ogra-
niczając uszkodzenie tkanek spowodowane przez 
niepohamowane reakcje zapalne [19–21]. Co wię-
cej, stymulacja TLR przez endogenne ligandy ma 
coraz większy wpływ na początek i rozwój choroby 
autoimmunologicznej. Ponadto patologia ACTD 

zależy również od wytwarzania autoprzeciwciał 
przez autoreaktywne komórki B, a także prawdo-
podobnie od wzmożonej produkcji IFN-γ. Oba te 
procesy są regulowane przez endosomalne TLR, 
takie jak: TLR3, 7, 8 i 9 [22].

Rola badań genetycznych w patogenezie 
chorób autoimmunizacyjnych – na tropie 
biomarkerów

W ciągu ostatnich lat coraz więcej uwagi poświęca 
się polimorfizmom genetycznym mediatorów zapa-
lenia, które mogą być pomocne w wyjaśnieniu róż-
nic w przebiegu reakcji immunologicznych i zapal-
nych, a także mogą służyć jako geny podatności dla 
stanów patologicznych. Co więcej, polimorfizmy 
stały się standardowymi markerami genetycznymi 
wykorzystywanymi do poszukiwania alleli sprzężo-
nych z daną jednostką chorobową. Identyfikacja po-
limorfizmów funkcjonalnych jest ważna nie tylko dla 
określenia efektu genetycznej zmienności ekspresji 
i funkcji mediatorów zapalenia, ale również umoż-
liwia ocenę wpływu podłoża genetycznego na cho-
roby autoimmunologiczne. Ponadto odkrywanie 
i  terapeutyczne wykorzystanie genetycznych róż-
nic między jednostkami przybliża nas do medycyny 
spersonalizowanej i prowadzi do uzyskiwania lep-
szych wyników w monitorowaniu i leczeniu chorób 
autoimmunologicznych. Warto zauważyć, że choro-
by autoimmunologiczne nie mają tej samej patologii 
lub objawów, ale mają wspólne mechanizmy immu-
nogenetyczne. 

Badania asocjacyjne całego genomu (genome wide-
-association studies, GWAS) w SLE czy RA ziden-
tyfikowały szereg genów podatności i loci [23]. Co 
ciekawe, większość z tych genów wydaje się zaan-
gażowana w podobne i/lub pokrewne szlaki biolo-
giczne, w tym produkcję IFN typu I czy transdukcję 
sygnału immunologicznego [24, 25]. Do tej pory nie 
opublikowano GWAS dla MCTD. Fakt, że MCTD 
jest rzadką, złożoną chorobą, rekrutacja odpowied-
nio dużej liczby pacjentów jest trudna. Dlatego 
uważamy, że nasza grupa 145 pacjentów z MCTD 
o  bardzo szczegółowej charakterystyce stanowi 
wartość dodaną tej pracy, a wyniki naszych badań 
mogą być znaczące również dla praktyki klinicznej. 
Ponadto lepsze zrozumienie mechanizmów działa-
nia receptorów TLR 3/7/8 i interferonów w ukła-
dzie autoimmunologicznym oraz zidentyfikowanie 
ligandów (aktywatorów i inhibitorów), pozwalają-
cych na „regulowanie” ich poziomu w komórce, jest 
istotnym kierunkiem prowadzonych obecnie badań 
nad strategią terapeutyczną bólu, najczęściej zgła-
szaną przez pacjentów reumatologicznych, istotnie 
wpływającą na ich jakość życia.

Ryc. 2. Funkcje endosomalnych TLR i IFN-α/-β/-γ w procesie zapalnym.
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ceL PRoJektU 

Biorąc pod uwagę istotność drogi sygnałowej TLR/
IFN w odpowiedzi immunologicznej oraz różnico-
waniu się komórek, celem niniejszego projektu było 
między innymi określenie, czy geny powyższego 
szlaku mogą być uważane jako potencjalne biomar-
kery ACTD. W tym celu przeprowadziliśmy nastę-
pujące badania:

Oznaczenie polimorfizmów genów TLR3, TLR7, 
TLR8, INF-γ, IFN-α, IFN-β z badaniem asocjacyj-
nym;

Oznaczenie stężenia białek INF-γ, IFN-α, IFN-β 
w surowicy z badaniem asocjacyjnym;

Oznaczenie poziomu ekspresji mRNA genów TLR3, 
TLR7, TLR8, INF-γ, IFN-α, IFN-β w krwi obwodo-
wej z badaniem asocjacyjnym.

wYniki

Do badania włączono następujące grupy:

•  Grupę niespokrewnionych chorych cierpiących na 
mieszaną chorobę tkanki łącznej (MCTD, grupa 
badana), pochodzenia polskiego, znajdujących się 
pod opieką Kliniki i Polikliniki Układowych Chorób 
Tkanki Łącznej oraz Przychodni Przyklinicznej Na-
rodowego Instytutu Geriatrii, Reumatologii i Reha-
bilitacji w Warszawie. Wszyscy chorzy zakwalifiko-
wani do badania spełniali kryteria klasyfikacyjne 
Alarcon-Segovii/Villareala. U wszystkich przepro-
wadzono badania podmiotowe, przedmiotowe, la-
boratoryjne oraz radiologiczne. 

•  Grupę niespokrewnionych chorych z toczniem ru-
mieniowatym układowym (SLE), znajdujących się 
pod opieką Kliniki i Polikliniki Układowych Chorób 
Tkanki Łącznej oraz Przychodni Przyklinicznej Na-
rodowego Instytutu Geriatrii, Reumatologii i Reha-
bilitacji w Warszawie. Chorzy zakwalifikowani do 
badania spełniali kryteria klasyfikacyjne American 
College of Rheumatology/Systemic Lupus Interna-
tional Collaborating Clinics (ACR/SLICC) z 2012 
roku. U wszystkich pacjentów przeprowadzono ba-
dania podmiotowe, przedmiotowe, laboratoryjne 
oraz radiologiczne. 

•  Grupę niespokrewnionych chorych z  twardziną 
układową (SSc), znajdujących się pod opieką Klini-
ki i Polikliniki Układowych Chorób Tkanki Łącznej 
oraz Przychodni Przyklinicznej Narodowego Insty-
tutu Geriatrii, Reumatologii i Rehabilitacji w War-

szawie. Chorzy zakwalifikowani do badania spełniali 
kryteria klasyfikacyjne ACR/European League Aga-
inst Rheumatism (EULAR) z 2013 roku. U wszyst-
kich przeprowadzono badania podmiotowe, przed-
miotowe, laboratoryjne oraz radiologiczne. 

•  Grupę niespokrewnionych zdrowych dawców krwi, 
pozyskanych z regionalnego Centrum Krwiodaw-
stwa i Krwiolecznictwa w Warszawie, u których na 
podstawie wywiadu wykluczono: choroby autoim-
munologiczne, nowotwory, ostry lub przewlekły 
stan zapalny, zakażenie, niewydolność układu krą-
żenia, niewydolność układu oddechowego, nerek 
czy wątroby (wszystkie osoby podpisały zgodę na 
udział w badaniu).

Skalę aktywności MCTD (MCTD-AI) opracowano 
na podstawie skali aktywności SLE-SLEDAI. Wskaź-
nik uszkodzeń MCTD (MCTD-DI) jest odpowied-
nikiem skali SLICC/ACR DI wykorzystywanej do 
oceny stopnia uszkodzeń w SLE. Mediana wartości 
MCTD-AI wyniosła 9,4 punktu (najniższy – 0, naj-
wyższy – 32 punkty). Mediana MCTD-DI wyniosła 
5 (najniższa wartość – 0, najwyższa – 68). Przeciw-
ciała przeciwjądrowe (ANA) w mianie >1: 320 wy-
kryto u 88% pacjentów z MCTD. 99% pacjentów 
z MCTD miało przeciwciała anty-U1-RNP: anty-
-70K wykryto u 72% pacjentów, anty-A u 82% bada-
nych i anty-C u 77% pacjentów.

Przeciętna aktywność choroby tocznia rumieniowa-
tego układowego, oceniana przy pomocy wskaźnika 
SELENA-SLEDAI, wynosiła 4 punkty (najniższy – 0, 
najwyższy – 12), podczas gdy przeciętny wskaźnik 
uszkodzeń SLE oceniany przez indeks SLICC wyno-
sił 4 punkty (najniższy – 0, najwyższy – 17). ANA 
w mianie >1: 320 wykryto u 48% pacjentów z SLE, 
a przeciwciała anty-U1-RNP zaobserwowano u 14% 
pacjentów z SLE.

Przeciętna aktywność choroby u pacjentów z twar-
dziną układową oceniana przy pomocy wskaźnika 
EScSG-AI (European Scleroderma Research Group 
Activity Index) wyniosła 0,5 punktu (najniższy – 0, 
najwyższy – 9). Przeciętny wskaźnik uszkodzeń osza-
cowany za pomocą wskaźnika Damage Index wyniósł 
2 punkty (najniższy – 0, najwyższy – 15). ANA w mia-
nie >1: 320 wykryto u 75% pacjentów z SSc. U pacjen-
tów z SSc nie wykryto przeciwciał anty-U1-RNP.

Prezentowane badanie zostało zatwierdzone przez 
Komisję Bioetyczną Narodowego Instytutu Geriatrii, 
Reumatologii i Rehabilitacji w Warszawie. Wszyscy 
pacjenci i zdrowi dawcy wyrazili świadomą pisem-
ną zgodę na badanie, które przeprowadzono zgodnie 
z Deklaracją Helsińską.
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Polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (SNP), zlo-
kalizowane w genach związanych z  interferonem 
typu I oraz typu III, są czynnikami ryzyka dla nie-
których chorób reumatycznych i mogą wyjaśniać 
pewną niejednorodność w odpowiedzi na interferon 
typu I/III, obserwowaną między pacjentami z ukła-
dowymi chorobami tkanki łącznej. Niewłaściwa ak-
tywacja odpowiedzi immunologicznej przez TLR-
-y przyczynia się również do rozregulowania szlaku 
interferonu typu I. Na podstawie badań GWAS zi-
dentyfikowano geny dla interferonów oraz geny in-
dukowane interferonami jako loci, które przyczynia-
ją się do podatności i/lub ciężkości ACTD [12, 23, 
26–28]. W przeprowadzonych w ramach projektu 
badaniach wykazaliśmy, że polimorfizmy genu IFN-
-A rs10757212 i rs37582236 były istotnie powiąza-
ne z predyspozycją do rozwoju SLE i MCTD, poli-
morfizmy genu IFN-B rs7873167 i rs10964831 oraz 
IFN-G rs1861493 z predyspozycją do rozwoju SLE. 
Natomiast polimorfizm genu IFN-G rs2069718 
z predyspozycją do rozwoju MCTD w naszej popu-
lacji. Analiza polimorfizmów zlokalizowanych w ge-
nach dla TLR-ów wykazała, że allel TLR7 rs5743305 
T oraz allel rs5743316 A mogą pełnić rolę ochron-
ną przed rozwojem MCTD, a allel TLR7 rs1731479 
T oraz allel TLR8 rs17256081 C mogą być predyka-
torami rozwoju MCTD w populacji polskiej. Nasze 

badania po raz pierwszy wykazały, że polimorfizmy 
w genach dla IFN-ów oraz w genie dla TLR7 mogą 
odgrywać rolę w predyspozycji do rozwoju MCTD. 
Warianty genetyczne związane ze szlakami sygnało-
wymi IFN typu I zostały powiązane z rozwojem i po-
stępem RA, sugerując rolę IFN typu I jako czynnika 
wyzwalającego rozwój tej choroby [29]. Ponadto, ba-
dania GWAS dotyczące pacjentów z SLE wykazały, że 
kluczowe warianty genetyczne zaangażowane w nad-
mierną aktywację procesów zapalnych lub regulację 
wrodzonej odpowiedzi immunologicznej są ściśle 
skorelowane z IFN typu I [30, 31]. Dodatkowo allele 
ryzyka, które działają w genach szlaku IFN, są rów-
nież zaangażowane w patogenezę tocznia [32]. Dla-
tego też rozregulowana sygnalizacja interferonu typu 
I związana ze SLE jest obecnie rozpoznawana jako 
nowa rodzina chorób zwanych „interferonopatiami”. 
Badania funkcjonalne przyczynowych wariantów al-
lelicznych powinny zwiększyć naszą umiejętność do 
wprowadzenia analiz genetycznych do codziennej 
praktyki klinicznej. Zrozumienie regulacji szlaku in-
terferonów u ludzi będzie miało ważne implikacje te-
rapeutyczne związane z bezpieczeństwem zastoso-
wanego leczenia. Rozumiejąc regulację genetyczną 
i podstawy molekularne interferonu typu I oraz typu 
III w ACTD, możemy terapeutycznie interweniować 
w bardziej spersonalizowany sposób – na podstawie 

Ryc. 3. Względny poziom ekspresji IFN-α, IFN-β, TLR7. 
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rozregulowania molekularnego występującego u da-
nego osobnika.

Nasze badania miały również na celu określenie 
ekspresji mRNA TLR3/7/8 oraz INF-α/-β/-γ we 
wszystkich badanych grupach. Porównanie ekspre-
sji mRNA TLR3/7/8 oraz INF-α/-β/-γ między gru-
pami pacjentów z MCTD, SLE i SSC wykazało, że 
ekspresja badanych IFN-ów jest najsilniejsza u pa-
cjentów z SLE, średnia u pacjentów z MCTD i naj-
niższa w SSc (Ryc. 3). 

Zwiększone wytwarzanie IFN-γ zostało potwierdzone 
u pacjentów SLE również w innych badaniach [33]. Wy-
kazano także, że blokowanie IFN-γ normalizuje ekspre-
sję genów regulowanych przez IFN i poziomy chemoki-
ny CXCL10 w surowicy u pacjentów z SLE [34]. 

Analiza poziomu IFN w surowicy pacjentów wyka-
zała różnice poziomu cytokin w stosunku do ana-
lizy ekspresji mRNA. Badania pokazały, że poziom 
IFN-α był najwyższy u chorych na MCTD, a najniż-
szy u chorych na SLE. W przypadku IFN-β poziom 
białka w surowicy był najwyższy u pacjentów z SSc, 
a najniższy w MCTD. Uważa się, że podwyższony 
poziom IFN-α znacząco przyczynia się do rozwoju 
i utrzymania autoimmunizacji poprzez przewlekłą 
aktywację autoreaktywnych komórek T i B [35]. 

Zgodnie z definicją MCTD, u wszystkich chorych 
występują przeciwciała anty-U1-RNP w mianie zde-
cydowanie wyższym niż w innych chorobach tkanki 
łącznej. Badania Greidingera [36] wykazały sekwen-
cję w powstawaniu przeciwciał przeciwko poszcze-
gólnym składnikom kompleksu U1-RNP. Zwykle 
jako pierwsze pojawiają się przeciwciała anty-U1-
-70K, następnie anty-Sm-B, anty-U1-A, a jako ostat-
nie anty-U1-C. U pacjentów MCTD z dodatnim wy-
nikiem anty-U1-70k stwierdzono wysokie poziomy 
IFN-γ i bardzo niskie poziomy IFN-β w porównaniu 
do pacjentów bez tego przeciwciała. W przypadku 
chorych na toczeń rumieniowaty układowy zaobser-
wowaliśmy, że zarówno IFN-α, jak i IFN-γ korelują 
ze stężeniem składowych dopełniacza, a IFN-α z ak-
tywnością choroby. Nasze badania pokazują, iż ścież-
ka TLR/IFN ma największe znaczenie w patogenezie 
tocznia rumieniowatego układowego. Być może wy-
kazane przez nas różnice w ekspresji genów na po-
ziomie mRNA czy białka wynikają też z rodzaju za-
stosowanego leczenia u poszczególnych pacjentów. 
Badania in vitro pokazały, że leczenie hydroksychlo-
rochiną upośledza zdolność pDC do wytwarzania 
IFNα i TNF w odpowiedzi na stymulację agonista-
mi TLR9 i TLR7 [11]. Wśród naszych pacjentów tyl-
ko chorzy na SLE przyjmowali hydroksychlorochinę, 
co może korelować z niskim poziomem IFN-α w su-

rowicy tych pacjentów. Ponadto niektóre czynniki 
genetyczne i/lub szlaki sygnałowe mogą wyjaśniać 
określone fenotypy choroby. A co ważniejsze, czyn-
niki leżące u podstaw tych mechanizmów nie będą 
wspólne dla wszystkich pacjentów. Podejrzewamy, 
że zmienność szlaku interferonu typu I oraz typu III 
może być jednym z kluczowych czynników w niewy-
jaśnionej dziedziczności choroby reumatycznej.

Wyniki uzyskane z powyższych badań interferonu 
typu I i III oraz endosomalnych TLR-ów, w tym tych 
identyfikujących loci ryzyka choroby, mogą pomóc 
wyjaśnić heterogeniczność w patogenezie moleku-
larnej układowych chorób tkanki łącznej. Chociaż 
szczegółowa etiopatogeneza układowych chorób 
tkanki łącznej nie jest ustalona, to jednak badania po-
twierdzają, iż nadmierna aktywacja immunologiczna 
z udziałem receptorów TLR, szczególnie TLR3/7/8 
i interferonu (IFN-α/-β/-γ), uznawane są za bardzo 
ważny mechanizm patogenny tych schorzeń. Posia-
dają one potencjał dla rozwoju terapii w zakresie za-
każeń wirusowych i chorób autoimmunizacyjnych. 
Dotychczas zbadano i wyjaśniono wiele mechani-
zmów oraz wykazano rolę wielu cząsteczek sygna-
łowych w kontekście aktywacji szlaków sygnałowych 
zależnych od receptorów TLR. Mimo to w dalszym 
ciągu brakuje nowych, potencjalnych strategii umoż-
liwiających kontrolowaną ingerencję w szlaki TLR, 
choć zapotrzebowanie na nowe środki przeciwwiru-
sowe i leki immunosupresyjne stale rośnie.

wnioSki i DaLSze kieRUnki BaDaŃ 

IFN typu I i III pierwotnie badano pod kątem ich 
działania przeciwwirusowego, jednak ostatnie do-
wody wykazały, że mają one również funkcję im-
munomodulującą w autoimmunizacji i są głównymi 
mediatorami w patogenezie SLE. Dlatego opracowy-
wane są nowe strategie terapeutyczne ukierunkowa-
ne na IFN i szlaki sygnałowe IFN, które wydają się 
obiecujące dla modulowania aktywności choroby 
w SLE. Uzyskane przez nas wyniki mogą wskazywać, 
że ścieżka sygnałowa TLR-IFN również w patogene-
zie MCTD może mieć dość istotne znaczenie. Na-
leży zwrócić jednak uwagę, że analiza ekspresji ge-
nów na poziomie mRNA została przeprowadzona z 
pełnej krwi, gdyż celem projektu było poszukiwanie 
biomarkerów MCTD. Uzyskane przez nas wyniki 
wymagają dalszego potwierdzenia i kontynuacji ba-
dań w tym zakresie, z uwzględnieniem analizy eks-
presji TLR-ów w PMBC oraz badań funkcjonalnych 
(np. stymulacji PMBC przeciwciałem U1-RNP). 
Aby umożliwić regulację aktywności TLR, potrze-
ba więcej badań nad inhibitorami ścieżki TLR-IFN, 
co może przyczynić się do stworzenia nowych alter-
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natywnych opcji terapeutycznych, zapewniających 
długoterminowe terapie z ograniczonymi efektami 
ubocznymi.
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Streszczenie

W ostatnich latach wzrosła rola oceny funkcji śródbłonka w zakresie 
rozpoznawania przedklinicznych form chorób układu sercowo-na-
czyniowego. Jednocześnie pojawiają się narzędzia do oceny funkcji 
śródbłonka, będące w pełni obiektywne i zautomatyzowane, co istot-
nie wpływa na łatwość wykonywania oznaczeń. Wydaje się, że mogą 
one wyprzeć najczęściej stosowaną metodę pomiaru funkcji śródbłon-
ka, którą jest dylatacja tętnicy w odpowiedzi na niedokrwienie. Oprócz 
wartości diagnostycznej, poprawa funkcji śródbłonka może stanowić cel 
leczenia pacjentów z rozpoznanymi chorobami układu sercowo-naczy-
niowego. Wykazano korzystny wpływ aktywności fizycznej u pacjentów 
po zawale serca z uniesieniem odcinka ST na funkcję śródbłonka. Naj-
większe korzyści odnieśli pacjenci z bardziej nasiloną, wyjściową dy-
funkcją śródbłonka. Udowodniono również pozytywny efekt stosowa-
nia beta-adrenolityków na funkcję śródbłonka. Działanie takie wykazują 
również inne leki hipotensyjne. Ponadto zaburzenia funkcji śródbłonka 
wpływają również na występowanie zaburzeń rytmu serca, w tym migo-
tania przedsionków. Udowodniono jednak, że dłuższy czas trwania epi-
zodu arytmii zmniejsza stopień zaburzeń funkcji śródbłonka, ocenia-
nych za pomocą pomiaru stężenia biomarkerów w surowicy. Sytuacja 
ta może być związana z adaptacją organizmu do występowania arytmii. 

Słowa kluczowe: śródbłonek, zawał serca, migotanie przedsionków, 
beta-adrenolityki

Abstract

In recent years, the role of endothelial function assessment in the recogni-
tion of preclinical forms of cardiovascular disease has increased. At the 
same time, there are tools to assess endothelial function that are fully ob-
jective and automated, which significantly affects the ease of assessment. 
It seems that they can displace the most commonly used method of me-
asuring endothelial function, which is dilatation of the artery in response 
to ischemia. In addition to the diagnostic value, the improvement of en-
dothelial function may be the goal of treatment of patients with known 
cardiovascular diseases. The beneficial effect of physical activity in pa-
tients after ST segment elevation myocardial infarction on endothelial 
function has been demonstrated. Patients with more severe, baseline en-
dothelial diffusion experienced the greatest benefits. Similarly, a positive 
effect of beta-blockers on endothelial function has been demonstrated. 
Other antihypertensive drugs also have this effect. Endothelial dysfunc-
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tion also affects the occurrence of arrhythmias, including atrial fibrilla-
tion. However, it has been shown that the longer duration of the arrhyth-
mia episode decreases the degree of endothelial dysfunction as assessed 
by measuring serum biomarkers’ levels. The situation may be related to 
the adaptation of the body to the occurrence of arrhythmias.

Keywords: endothelium, myocardial infarction, atrial fibrillation, be-
ta-blockers

wStęP

Spojrzenie na rolę śródbłonka w utrzymaniu ho-
meostazy zmieniło się na przestrzeni ostatnich lat. 
Wcześniej uważano, że śródbłonek bierze udział 
głównie w lokalnej regulacji procesów krzepnięcia, 
produkuje i uwalnia substancje wazoaktywne, wpły-
wa na remodeling naczyń oraz moduluje wzrost na-
czyń. Obecnie przeważa pogląd, że śródbłonek po-
winien być traktowany jak narząd wpływający na 
funkcjonowanie całego organizmu. Spojrzenie takie 
powoduje, że pod względem masy całkowitej śród-
błonek jest drugim po wątrobie największym narzą-
dem ludzkiego ciała [1]. 

Badania oceniające funkcję śródbłonka są multidy-
scyplinarne i dotyczą m.in. takich dziedzin jak: on-
kologia, hematologa czy kardiologia. W prezentowa-
nym artykule przedstawiona zostanie rola śródbłonka 
w diagnostyce oraz monitorowania wybranych cho-
rób układu sercowo-naczyniowego. Wcześniejsze 
prace pokazują, że dysfunkcję śródbłonka można 
traktować jako przedkliniczną manifestację chorób 
układu sercowo-naczyniowego, m.in.: nadciśnienia 
tętniczego, choroby niedokrwiennej serca czy zabu-
rzeń rytmu serca.

Istotną kwestią jest również wybór metody oceny 
funkcji śródbłonka. W chwili obecnej brakuje jedno-
znacznych wytycznych dotyczących wyboru opty-
malnego narzędzia do pomiaru funkcji śródbłonka. 
Jedną z najczęściej stosowanych metod jest ocena 
dylatacji tętnicy w odpowiedzi na niedokrwienie 
(FMD). W ostatnim czasie wzrasta jednak popular-
ność zautomatyzowanych metod oceny funkcji śród-
błonka.

metoDY ocenY FUnkcJi śRóDBłonka

ocena biochemiczna

Oznaczenia biochemiczne markerów wydzielanych 
przez komórki śródbłonka mogą być jedną z metod 

oceny jego funkcji. Obecnie najczęściej wykorzysty-
wanymi biomarkerami oceny są: tlenek azotu, endo-
telina-1, czynnik von Willebranda, trombomodulina, 
endotelialny czynnik wzrostu, wybrane cytokiny oraz 
prostaglandyny [2–4]. Warto zaznaczyć, że istnieją 
odmienne mechanizmy działania poszczególnych 
biomarkerów, a także zmienny okres ich półtrwania. 
Pomiar stężenia jedynie wybranych biomarkerów 
może w niepełny sposób oceniać funkcję śródbłon-
ka, nie odzwierciedlając złożoności zachodzących 
procesów.

Dylatacja tętnicy w odpowiedzi na niedokrwienie

Dylatacja tętnicy w odpowiedzi na niedokrwienie 
(flow-mediated dilation, FMD) jest najczęściej sto-
sowaną metodą czynnościowej oceny funkcji śród-
błonka. Metoda to polega na ocenie średnicy tętni-
cy ramiennej oraz prędkości przepływu krwi przed 
i po 5-minutowym niedokrwieniu. Pomiaru pręd-
kości przepływu krwi dokonuje się najczęściej w 15. 
sekundzie po zwolnieniu ucisku. Średnica naczynia 
jest z reguły oceniana w 60. sekundzie powrotu prze-
pływu krwi przez naczynie [5]. Przy prawidłowej 
funkcji śródbłonka średnica tętnicy ramiennej po-
winna wzrosnąć o minimum 7–10% [6]. Warto za-
znaczyć, że jest to metoda subiektywna, uzależniona 
od umiejętności osoby wykonującej badanie. Różni-
ce te mogą wynosić nawet kilkadziesiąt procent [7]. 
Kolejne ograniczenie stanowi konieczność stosowa-
nia aparatów ultrasonograficznych o bardzo dobrej 
jakości zapisu. Różnice pomiaru na poziomie 0,1 mm 
mogą powodować kilkudziesięcioprocentowe zmia-
ny wartości FMD.

Pomiar zmian w napięciu naczyń w przebiegu 
reaktywnego przekrwienia

Pomiar zmian w napięciu ścian naczyń w przebie-
gu reaktywnego przekrwienia (Reactive Hiperemia 
Peripheral Arterial Tonometry, RH-PAT) to jed-
na z nowszych metod nieinwazyjnej oceny funkcji 
śródbłonka. Pozwala ona na ocenę czynności obwo-
dowych naczyń mikrokrążenia w sposób obiektyw-
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ny, niezależny od badacza [8–10]. W licznych pra-
cach wykazano, że pacjenci z dysfunkcją śródbłonka 
mikrokrążenia wieńcowego cechują się niską ob-
wodową odpowiedzią w postaci przekrwienia (hi-
peremii) w porównaniu do osób z prawidłową czyn-
nością śródbłonka naczyń wieńcowych. Sugeruje to 
duże znaczenie techniki RH-PAT jako nieinwazyjnej 
metody monitorowania funkcji śródbłonka naczyń 
wieńcowych [11]. Działanie jego jest oparte o reak-
cje tętnicze wywołane za pośrednictwem śródbłon-
ka na dystalnym paliczku w odpowiedzi na pięciomi-
nutowe zamknięcie tętnicy ramiennej. Nieinwazyjny 
system zawiera przyrząd pomiarowy złożony z pary 
czujników opartych o technologię pletyzmograficz-
ną, które przekazują ujednolicone pole ciśnienia 
na dystalne dwie trzecie palców włącznie z ich ko-
niuszkami. Po założeniu czujników na palce wska-
zujące obu rąk wykonywany jest pomiar kontrolny. 
Następnie poprzez napełnienie rękawa stosowane-
go do pomiaru ciśnienia tętniczego następuje za-
mknięcie tętnicy ramiennej na 5 minut. Po tym cza-
sie ucisk rękawa jest szybko zwalniany i dokonywany 
jest kolejny pomiar. U pacjentów z prawidłową funk-
cją śródbłonka obserwuje się istotny wzrost ciśnienia 
w obrębie palców, co wskazuje na prawidłowe roz-
szerzenie naczyń tętniczych.

RoLa śRóDBłonka w RozwoJU i LeczeniU 
cHoRoBY nieDokRwienneJ SeRca – wPłYw 
aktYwności FizYczneJ

Zaburzenia czynności śródbłonka są ściśle związa-
ne z występowaniem choroby wieńcowej. Wykazano 
również istotnie częstszą obecność zaburzeń funk-
cji śródbłonka u pacjentów po zawale serca [12]. 
Zaburzenia funkcji śródbłonka mają charakter od-
wracalny, dlatego szczególnie ważne jest wczesne 
wdrażanie leczenia, którego jedną z form może być 
zwiększenie poziomu aktywności fizycznej chore-
go [13]. Wcześniejsze badania udowodniły związek 
pomiędzy stopniem zaawansowania ED a ryzykiem 
wystąpienia incydentów wieńcowych [14]. W związ-
ku z tym należy oczekiwać, że chorzy, u których wy-
stąpił zawał serca, będą odznaczać się większymi za-
burzeniami w zakresie funkcji śródbłonka. Liczne 
publikacje opisują korzystny wpływ odpowiednio 
zaplanowanej rehabilitacji kardiologicznej na długo-
terminowe rokowanie chorych po zawale serca [15, 
16]. U tych osób, które przebyły zawał serca, rehabi-
litacja kardiologiczna powinna trwać przez całe ży-
cie. W sposób szczególny należy skupić się na jed-
nym z jej etapów, realizowanym w ambulatoryjnych 
ośrodkach rehabilitacji, kiedy to chorzy pod okiem 
specjalistów rozpoczynają ten proces. Pomimo wie-
dzy, że rehabilitacja kardiologiczna ogranicza śmier-

telność oraz poprawia jakość życia chorych po OZW, 
wciąż jednak brakuje precyzyjnych danych określają-
cych w sposób obiektywny wpływ tego typu działania 
na funkcję śródbłonka.

W grupie 29 analizowanych pacjentów, u 16 (55,2%) 
wyjściowo występowała dysfunkcja śródbłonka. Nie 
wykazano istotnych różnic pomiędzy pacjentami 
z dysfunkcją i bez dysfunkcji śródbłonka w zakresie: 
wieku, płci, chorób współistniejących, stosowanej 
farmakoterapii oraz frakcji wyrzutowej lewej komo-
ry. Pojawił się jednak trend wskazujący na gorszą wy-
dolność fizyczną wśród pacjentów z dysfunkcją śród-
błonka w porównaniu z pacjentami z prawidłową 
funkcją śródbłonka. Przeprowadzono również ana-
lizę oceniającą zmianę stopnia dysfunkcji śródbłon-
ka w podgrupie pacjentów bez wyjściowej dysfunkcji 
śródbłonka i w podgrupie z dysfunkcją śródbłonka. 
Analiza ta wykazała istotną poprawę funkcji śród-
błonka po cyklu rehabilitacji kardiologicznej u pa-
cjentów z wyjściową dysfunkcją śródbłonka. Istotnej 
różnicy nie wykazano dla pacjentów bez wyjściowej 
dysfunkcji śródbłonka [17].

ocena FUnkcJi śRóDBłonka U PacJentów 
z migotaniem PRzeDSionków

U pacjentów z rozpoznanym migotaniem przedsion-
ków istotnie częściej obserwuje się zaburzenie funk-
cji śródbłonka w porównaniu z populacją ogólną. 
Nieprawidłowa funkcja sprzyja włóknieniu tkanki 
przedsionków oraz może zwiększać ryzyko występo-
wania powikłań zakrzepowo-zatorowych. Oznacza 
to, że zaburzenia funkcji śródbłonka będą sprzyjać 
zmianie charakteru arytmii z napadowej na prze-
trwałą lub utrwaloną poprzez niekorzystny remo-
deling substratu arytmii. Ponadto arytmia, poprzez 
niemiarową pracę serca, sprzyja nasileniu dysfunkcji 
śródbłonka [18]. 

Wzajemne oddziaływanie pomiędzy obecnością 
arytmii a funkcją śródbłonka przedstawia praca do-
tycząca oceny wpływu czasu trwania epizodu mi-
gotania przedsionków na funkcję śródbłonka, oce-
nianą przy pomocy pomiaru stężenia biomarkerów 
w surowicy krwi żylnej [19]. Pacjentów z przetrwa-
łym migotaniem przedsionków podzielono na trzy 
podgrupy wraz z rosnącym czasem trwania epizo-
du migotania przedsionków. Badanie to wykazało, że 
wraz ze wzrostem czasu trwania epizodu migotania 
przedsionków maleje stężenie endoteliny-1 – jedne-
go z najczęściej ocenianego biomarkera oceny za-
burzeń funkcji śródbłonka. Wynik taki może wska-
zywać na tworzenie się pewnego stanu równowagi 
wraz z czasem trwania epizodu migotania przed-
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sionków. Wyższe stężenia endoteliny-1 u pacjentów 
z krótszym czasem trwania epizodu arytmii mogą 
wskazywać na wysokie ryzyko zakrzepowo-zatoro-
we w tej grupie, co oznacza, że czas trwania arytmii 
oraz jej charakter (napadowe vs przetrwałe/utrwalo-
ne migotanie przedsionków) nie powinny wpływać 
na wskazania do leczenia przeciwzakrzepowego. 

wPłYw FaRmakoteRaPii na FUnkcJę 
śRóDBłonka

Wpływ leków hipotensyjnych na funkcję śródbłon-
ka wydaje się ściśle związany z obniżeniem ciśnienia 
krwi. Ponadto właściwości antyoksydacyjne inhibi-
torów konwertazy angiotensyny, antagonistów re-
ceptora angiotensyny i antagonistów wapnia są do-
brze udowodnione [20–22]. Dotychczasowe badania 
sugerują, że redukcja stresu oksydacyjnego jest jed-
nym z mechanizmów poprawy funkcji śródbłonka. 
Kolejną grupę leków hipotensyjnych stanowią be-
ta-adrenolityki, które zostały wprowadzone do te-
rapii w latach 60. Obecnie dostępne są trzy genera-
cje beta-adrenolityków: nieselektywne, selektywne 
i beta-adrenolityki o dodatkowych właściwościach 
rozszerzających naczynia. Wydaje się, że dodatko-

wa właściwość beta-adrenolityków trzeciej gene-
racji, związana z zależnym od tlenku azotu rozsze-
rzaniem naczynia krwionośne, ma kluczowy wpływ 
na poprawę funkcji śródbłonka [23]. Obserwacje te 
potwierdzono metaanalizą oceniającą wpływ beta-
-andrenolityków na funkcję śródbłonka ocenianą za 
pomocą badania FMD [24]. Wykazała ona korzyst-
niejszy wpływ beta-adrenolityków trzeciej generacji 
na poprawę funkcji śródbłonka w porównaniu z be-
ta-adrenolitykami drugiej generacji. Ponadto ob-
serwowano poprawę funkcji śródbłonka, stosując 
beta-adrenolityki drugiej i trzeciej generacji w po-
równaniu z placebo.

wnioSki

Rola śródbłonka w patomechanizmie rozwoju cho-
rób sercowo-naczyniowych jest dobrze udokumen-
towana. Pomimo licznych metod pomiaru funkcji 
śródbłonka, wciąż brak jest metody uznanej za refe-
rencyjną. Wczesne zidentyfikowanie zaburzeń funk-
cji śródbłonka może pomóc wyselekcjonować osoby 
o zwiększonym ryzyku występowania chorób ukła-
du sercowo-naczyniowego oraz umożliwić działania 
prewencyjne. 
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Streszczenie 

W raku nerki obserwuje się zaburzenia szlaku sygnałowego TGF-β1 
oraz ekspresji cząsteczek mikroRNA (miRNA). TGF-β1 jest ważnym re-
gulatorem wielu procesów komórkowych i może przyczyniać się do roz-
woju wielu chorób, w tym nowotworów. Pełni w nich dwojaką funkcję 
zwaną „paradoksem TGF-β1”: hamuje rozwój nowotworu na wczesnych 
jego etapach, promując natomiast progresję nowotworów zaawansowa-
nych. Do przełączania się TGF-β1 z funkcji supresorowej w onkogenną 
mogą przyczyniać się miRNA, małe niekodujące cząsteczki RNA, które 
regulują ekspresję genów. W artykule przedstawiono najnowsze infor-
macje dotyczące wzajemnej regulacji między miRNA a szlakiem sygna-
łowym TGF-β1 oraz jej potencjalnego znaczenia w terapii raka nerki. 
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Abstract

Alterations in TGF-β1 signalling in renal cancer are accompanied by di-
sturbed expression of microRNAs (miRNAs). TGF-β1 is an important 
regulator of key cellular processes and contributes to the development 
of many diseases, including cancer. At early cancer stages, TGF-β1 in-
hibits proliferation and tumour growth, while as the disease progres-
ses, TGF-β1 stimulates metastasis. This dual TGF-β1 effect in cancers is 
called the “TGF-β1 paradox”. miRNAs – small, noncoding RNAs which 
regulate genes expression may contribute to the switching of TGF-β1 
from suppressor to oncogenic function. The article presents the latest 
information regarding mutual regulation between miRNAs and the 
TGF-β1 signalling pathway as well as its potential role in the treatment 
of kidney cancer. 
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wStęP

Rak nerki stanowi około 3% wszystkich nowotwo-
rów człowieka, a najczęściej występującym jego ty-
pem jest rak nerkowokomórkowy (renal cell cancer, 
RCC), wywodzący się z nabłonka kanalików proksy-
malnych. Wyróżnia się 3 podtypy RCC: jasnokomór-
kowy (clear cell renal cell carcinoma, ccRCC), bro-
dawkowaty (papillary renal cell carcinoma, pRCC) 
i chromofobny (chromophobe renal cell carcinoma, 
chRCC), przy czym najczęściej (75–80% przypad-
ków) diagnozowany jest ccRCC, który jest również 
najbardziej agresywnym podtypem, charakteryzu-
jącym się dużą zdolnością do tworzenia przerzutów 
i opornością na chemioterapię [1, 2]. Głównym zabu-
rzeniem genetycznym występującym w ccRCC jest 
utrata integralności fragmentu chromosomu 3p, pro-
wadząca do mutacji w genach: VHL, PBRM1, BAP1 
i SETD2. W 80% przypadków ccRCC obserwuje się 
mutacje, hipermetylację promotora lub utratę hete-
rozygotyczności genu VHL (von Hippel Lindau), któ-
re prowadzą do powstania nieaktywnej formy tego 
białka. Aktywny VHL oddziałuje z HIF1α i HIF2α 
(czynniki transkrypcyjne aktywowane hipoksją), kie-
rując je do proteosomalnej degradacji. W warunkach 
hipoksji (niskiego stężenia tlenu) lub inaktywacji 
VHL następuje stabilizacja i nagromadzenie czynni-
ków HIF, a w konsekwencji aktywacja między inny-
mi angiogenezy poprzez indukcję ekspresji VEGF lub 
proliferacji na skutek aktywacji PDGF, EGFR, TGFα 
[3]. 

Wśród potencjalnych molekularnych biomarke-
rów RCC wymienia się cząsteczki mikroRNA (miR-
NA). Są to krótkie (18–25 pz), niekodujące cząstecz-
ki RNA, które wiążąc się do sekwencji MRE (miRNA 
response elements) w 3’UTR transkryptów, powodują 
degradację mRNA lub zahamowanie translacji. Sza-
cuje się, że miRNA regulują ekspresję ponad 60% ge-
nów człowieka, a co za tym idzie, wpływają na wie-
le kluczowych procesów komórkowych, takich jak: 
wzrost komórek, proliferacja, różnicowanie, apopto-
za czy migracja. Zaburzenia ekspresji i funkcjonowa-
nia tych cząsteczek mogą przyczyniać się do rozwoju 
nowotworów. Szeroko opisano rolę miRNA w RCC: 
wykazano ich rolę w diagnostyce i prognozowaniu 
tego nowotworu [4–6], opisano udział miRNA w re-
gulacji wzrostu, cyklu komórkowego, apoptozy, an-
giogenezy, migracji i inwazji komórek RCC [7]. Po-
nadto wykazano, że analiza ekspresji tych cząsteczek 
może być pomocna w wyborze odpowiedniej meto-
dy leczenia pacjentów z rakiem nerki. Stwierdzono 
między innymi korelację pomiędzy podwyższonym 
poziomem cząsteczki miR-183 w surowicy pacjen-
tów RCC, a lepszą ich odpowiedzią na cytotoksycz-
ny efekt terapii komórkami NK (natural killer) [8]. 

Podwyższony poziom ekspresji miR-381 uwrażliwia 
komórki linii 786-O wyprowadzone z RCC na 5-flu-
orouracyl [9], a ekspresja miR-942 wpływa na odpo-
wiedź pacjentów z rakiem nerkowokomórkowym na 
leczenie sunitinibem [10]. 

W wielu tkankach wykazano wzajemną regulację 
pomiędzy cząsteczkami miRNA a szlakiem sygnało-
wym TGF-β1 [11–17]. Cytokina TGF-β1 jest wielo-
funkcyjnym białkiem regulującym wzrost komórek, 
ich różnicowanie, adhezję, migrację i apoptozę. Jed-
nocześnie odgrywa ważną rolę w rozwoju i progre-
sji nowotworów. We wczesnej fazie ich pełni funkcję 
supresora poprzez hamowanie proliferacji komórek 
nowotworowych, natomiast wraz z progresją cho-
roby nowotworowej stymuluje migrację, inwazję 
i tworzenie przerzutów, czyli wykazuje właściwo-
ści onkogenne. Ten dwojaki efekt działania TGF-β1 
nazywany jest „paradoksem TGF-β1”. Dokładne po-
znanie mechanizmów działania TGF-β1 oraz zna-
lezienie cząsteczek, które odpowiadają za tę zmien-
ną rolę TGF-β1, może mieć duże znaczenie w terapii 
nowotworów, w tym RCC. W prezentowanej pracy 
omówiono mechanizmy wzajemnego oddziaływa-
nia między cząsteczkami miRNA a szlakiem sygnało-
wym TGF-β w raku nerki, polegające na: 1) regulacji 
ekspresji genów szlaku sygnałowego TGF-β1 przez 
cząsteczki miRNA; 2) regulacji ekspresji tych cząste-
czek przez TGF-β1, oraz 3) wpływie cząsteczek miR-
NA na procesy regulowane przez TGF-β1. 

SzLak SYgnałowY tgF-β

Rodzina czynników wzrostu TGF-β to duża grupa 
około 33 cytokin odgrywających ważną rolę w re-
gulacji wielu kluczowych procesów komórkowych. 
W jej skład wchodzą między innymi: trzy izoformy 
TGF-β: TGF-β1, TGF-β2 i TGF-β3, aktywiny A i B, 
inhibiny A i B, białka morfogenetyczne kości (Browth 
Morphogenetic Proteins, BMP) oraz czynniki wzro-
stu i różnicowania (Growth Differentiation Factors, 
GDF). Najlepiej poznanym białkiem tej rodziny jest 
TGF-β1, który jest syntetyzowany w formie prekur-
sorowej, zawierającej na końcu C peptyd sygnałowy, 
składający się z 112 reszt aminokwasowych, który 
zostaje usunięty w aparacie Golgiego przez prote-
azy podczas procesu dojrzewania tego białka. Doj-
rzała cząsteczka TGF-β1 pozostaje jednak związana 
niekowalencyjne z N-końcowym fragmentem biał-
ka LAP (Latency Associated Protein), tworząc w ten 
sposób tzw. mały kompleks latentny (Small Laten-
cy Complex, SLC), który może łączyć się z białkiem 
LTBP (Latent TGF-β Binding Protein) i formować 
duży kompleks latentny. Tworzenie tych komplek-
sów jest niezbędne do prawidłowego dojrzewania 
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i sekrecji TGF-β1, wpływa na jego stabilność oraz 
chroni przed jego przedwczesną aktywacją. TGF-β1 
jest aktywowany (uwalniany z  tych kompleksów) 
pod wpływem różnych czynników, między innymi: 
wahań temperatury i pH, oksydacji przez reaktyw-
ne formy tlenu (Reactive Oxygen Species, ROS) czy 
proteolityczne cięcie przez proteazy, takie jak: białka 
MMP (Matrix Metalloproteinases) i plazminy. Waż-
ną rolę w aktywacji TGF-β odgrywają również trom-
bospondyna TSP-1 i  integryny szczególnie αvβ6, 
która wiąże się z domeną RGD obecną w kompleksie 
LAP/TGF-β i uwalnia dojrzałą cząsteczkę TGF-β1 
[18, 19]. 

Aktywny TGF-β1 jest dimerem o masie cząsteczko-
wej 25 kDa i uczestniczy w przekazywaniu sygna-
łów komórkowych poprzez oddziaływanie ze spe-
cyficznymi receptorami błonowymi, wykazującymi 
aktywność kinaz serynowo-treoninowych. TGF-β1 
wiąże się do receptora typu II (TGFBR2), który two-
rzy heterodimer z receptorem typu I (TGFBR1). Po 
związaniu TGF-β1 następuje fosforylacja cytopla-
zmatycznej domeny Gs TGFBR1 i aktywacja ścieżek 
sygnałowych. W kanonicznym mechanizmie działa-
nia TGF-β1, fosforylacja TGFBR1 prowadzi do ak-
tywacji białek SMAD2 i SMAD3, które oddziałują 
z białkami SMAD4, transportowanymi następnie do 

jądra komórkowego, gdzie następuje regulacja eks-
presji genów zależnych od TGF-β1. Białka SMAD6 
i  SMAD7 negatywnie regulują ścieżkę sygnało-
wą TGF-β1, głównie na skutek współzawodnictwa 
z białkami SMAD2 i 3 o wiązanie się z receptorem 
oraz tworzenie kompleksu z białkiem SMAD4. Ha-
mują one również transkrypcję genów zależnych od 
TGF-β1 poprzez wiązanie się z DNA w rejonie pro-
motorowym tych genów [20] (Ryc. 1). 

Cytokina TGF-β1 może również działać niezależ-
nie od białek SMAD w tzw. mechanizmie niekano-
nicznym. Aktywuje wówczas między innymi białka: 
MAPK (Mitogen-activated protein kinases), TAK1 
(TGF-β – activated kinase), Ras, RHOA (Ras Homo-
logy Family Member A), PI3K (phosphoinositide 3-ki-
nase) czy PP2A (protein phosphatase 2A), co z kolei 
prowadzi do aktywacji wielu innych białek i całych 
szlaków sygnałowych. Na przykład aktywacja TAK1 
przez TGF-β1 prowadzi do indukcji ekspresji CO-
L1A1 i  fibronektyny poprzez aktywację MKK3/6 
(MAPK kinase) i p38 oraz MKK4/7 i JNK (C-Jun N-
-terminal kinase). Szlak kinaz RAS-RAF-MEK-ERK1 
może być aktywowany przez TGF-β1 w wyniku fos-
forylacji białka SHCA. Cytokina TGF-β1 regulu-
je aktywność wielu GTP-az z rodziny RHO – w tym 
RHOA – poprzez stymulację ubikwitynacji i degra-

Ryc. 1. Mechanizm działania szlaku sygnałowego TGF-β1 (zależny i niezależny od białek SMAD). Na granatowo zaznaczono miRNA, które 
regulują ekspresję genów szlaku sygnałowego TGF-β1 w guzach Wilmsa, a na różowo cząsteczki regulujące ekspresję tych genów w raku 
nerkowokomórkowym.
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dację tego białka przez PAR6 (Partioning defective 6 
homolog alpha) [21, 22]. Davis i wsp. opisali niekano-
niczny mechanizm działania TGF-β1, w którym cy-
tokina ta reguluje biosyntezę niektórych cząsteczek 
mikroRNA (w tym miR-21) poprzez oddziaływanie 
białek SMAD (SMAD1, 2, 3, 5 i 8) z sekwencją SBE 
(SMAD binding elements) w pri-miRNA (sekwencje 
prekursorowe mikroRNA), co wpływa na wydajność 
przycinania tych prekursorów przez rybonukleazę 
DROSHA [23–25] (Ryc. 1). 

Cytokina TGF-β1, poprzez aktywację tak wielu róż-
nych szlaków sygnałowych, uczestniczy w regula-
cji kluczowych procesów komórkowych, takich jak: 
embriogeneza, proliferacja, wzrost i różnicowanie 
komórek, apoptoza, produkcja macierzy zewnątrz-
komórkowej czy regulacja działania układu immuno-
logicznego w tym proces gojenia się ran. Szlak sygna-
łowy TGF-β podlega precyzyjnej regulacji, zależnej 
od typu tkanek i komórek, ich stopnia zróżnicowa-
nia oraz odziaływania z innymi szlakami sygnałowy-
mi. Zaburzenia funkcjonowania tego szlaku mogą 
prowadzić do rozwoju chorób, w tym nowotworo-
wych. Wspomniany wcześniej „paradoks TGF-β1” 
wynika z zaburzeń epigenetycznych oraz mutacji 
w genach szlaku TGF-β1, dzięki którym na wcze-
snych etapach kancerogenezy możliwe jest hamowa-
nie proliferacji i angiogenezy oraz indukcja apopto-
zy, natomiast w zaawansowanych stadiach choroby 
stymulacja powstawania przerzutów poprzez akty-
wację EMT (przejście nabłonkowo-mezenchymalne, 
Epithelial-Mesenchymal transition), modulowanie 
mikrośrodowiska guza, indukcję syntezy chemokin 
oraz wyciszanie odpowiedzi immunologicznej [21, 
22, 26–31]. W licznych nowotworach, w tym w raku 
piersi [32], wątroby [33], jelita grubego [34], trzust-
ki [35] czy płuc [36] stwierdzono zaburzenia eks-
presji między innymi: TGFB1, TGFBR1, TGFBR2, 
SMAD2 czy SMAD4. Zaburzenia szlaku sygnało-
wego TGF-β w nowotworach zostały również po-
twierdzone przez konsorcjum TCGA (The Cancer 
Genome Atlas). W badaniach przeprowadzonych na 
próbkach z 33 typów nowotworów od ponad 9000 
pacjentów stwierdzono zaburzenia tej ścieżki w po-
nad 40% przypadków nowotworów. Ponadto wyka-
zano korelację ekspresji genów szlaku sygnałowego 
TGF-β oraz mikroRNA (wytypowanych jako poten-
cjalnie regulujące ich ekspresję), co może świadczyć 
o regulacji szlaku TGF-β przez te cząsteczki [37]. 

zaBURzenia SzLakU SYgnałowego tgF-β 
w RakU neRki

Białka szlaku sygnałowego TGF-β pełnią ważną rolę 
w rozwoju i prawidłowym funkcjonowaniu nerek. 

Wykazano między innymi udział TGF-β1 w roz-
woju kanalików nerkowych [38] oraz Aktywiny 
A i TGF-β2 podczas tworzenia się pączka moczowo-
dowego [39]. Wyciszenie ekspresji TGFB2 u myszy 
prowadziło do agenezji nerek [49]. 

Szeroko opisano rolę TGF-β w rozwoju włóknienia 
nerek na skutek stymulacji produkcji białek macie-
rzy zewnątrzkomórkowej (ECM). Zwłóknienie ne-
rek może prowadzić do rozwoju przewlekłej cho-
roby nerek (chronic kidney diseases, CKD), a nawet 
schyłkowej niewydolności tego narządu (End-stage 
renal diseases, ESRD) [41–44]. Wykazano podwyż-
szony poziom TGF-β1 we krwi i moczu pacjentów 
z postępującym włóknieniem nerek. Wyciszenie tej 
cytokiny za pomocą przeciwciał, antysensownych 
oligonukleotydów lub innych inhibitorów hamowało 
włóknienie nerek w eksperymentach przeprowadzo-
nych zarówno in vivo, jak i in vitro [41].

Rola TGF-β w  rozwoju raka nerki jest niejasna, 
a opisane wyniki badań są często sprzeczne. W wie-
lu pracach opisano podwyższony poziom TGF-β1 
w próbkach tkanek RCC oraz liniach komórkowych 
wyprowadzonych z tego nowotworu [45–50]. U pa-
cjentów z nowotworem nerek stwierdzono również 
wyższy poziom TGF-β1 w osoczu i surowicy krwi 
[51–53], krwi obwodowej oraz w limfocytach nacie-
kających guz (tumor infiltrating lymphocytes, TILs) 
[54]. Wykazano, że poziom ten koreluje ze stop-
niem zaawansowania i  agresywności nowotworu 
i jest wyższy u pacjentów z przerzutującym rakiem 
nerki [53], co wskazuje na rolę TGF-β1 w progresji 
tego nowotworu [55]. Odmienne wyniki przedsta-
wił zespół Zheng’a. Wykazali oni obniżenie poziomu 
TGF-β1 w próbkach z przerzutów RCC w porówna-
niu z wycinkami pierwotnych guzów, spowodowa-
ne hipermetylacją promotora TGFB1. Co istotne, 
wyniki te zostały potwierdzone w badaniach in vivo 
na mysich ksenograftach guzów pierwotnych i prze-
rzutów. Inkubacja komórek nowotworowych z inhi-
bitorem metylacji (5-aza-2’–deoksycytydyny) przed 
wprowadzeniem ich do organizmu zwierząt pro-
wadziła do spadku ekspresji TGF-β1 i zmniejszenia 
wielkości guza oraz wydłużała czas przeżycia myszy 
[56]. Niejednoznaczne są również wyniki dotyczące 
funkcjonalności szlaku TGF-β1 w liniach komórko-
wych wyprowadzonych z ccRCC. Ananth i wsp. wy-
kazali, że szlak ten jest nieaktywny w komórkach linii 
786-O na skutek braku ekspresji receptora TGFBR2, 
podczas gdy Sjolund i wsp. potwierdzili jego funkcjo-
nalność w tych komórkach [57–58]. Funkcjonalność 
ta została również potwierdzona w naszych bada-
niach, prowadzonych w ramach grantu przyznanego 
przez Fundację Naukową Polpharmy (praca w przy-
gotowaniu). 
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Jedną z  przyczyn obserwowanych w  ccRCC za-
burzeń poziomu TGF-β1 może być inaktywa-
cja genu VHL. Wykazano, że VHL obniża stabil-
ność TGF-β1, prowadząc do zahamowania jego 
ekspresji w komórkach ccRCC 786-O. Wyciszenie 
tej cytokiny przy pomocy przeciwciał prowadzi-
ło do zahamowania wzrostu guzów i angiogene-
zy w mysich ksenograftach [57]. Komórki z inak-
tywowanym VHL wydzielały więcej TGF-β1 i były 
bardziej wrażliwe na jego działanie niż te z aktyw-
nym VHL [59]. Z kolei przywrócenie ekspresji VHL 
w komórkach ccRCC zmniejszało sekrecję TGF-β1 
przez te komórki, hamowało również poziom fos-
forylacji białka SMAD2, a co za tym idzie, obniża-
ło odpowiedź komórek ccRCC na stymulację przez 
TGF-β1, co potwierdza wzajemną regulację pomię-
dzy tymi szlakami [60]. Mechanizm tej regulacji zo-
stał wyjaśniony między innymi przez Mallikarjuna 
i wsp., którzy wykazali, że aktywny VHL w odpo-
wiedzi na TGF-β1 prowadzi do ubikwitynacji re-
ceptora TGFBR1 w komórkach ccRCC, co prowa-
dzi do zahamowania ekspresji zależnych od TGF-β1 
genów [61]. 

Badano również poziom receptorów TGF-β w RCC. 
Analiza ekspresji TGFBR1 u pacjentów z ccRCC wy-
kazała, że wyższy jego poziom koreluje z gorszym 
rokowaniem pacjentów [58]. Bostrom i wsp. stwier-
dzili, że zahamowanie receptora TGFBR1 przy uży-
ciu inhibitora SB431542 stymuluje inwazyjność 
komórek ccRCC [60]. Ponadto analiza przeprowa-
dzona na 151 przypadkach nowotworów dróg mo-
czowych wykazała wyższe ryzyko wystąpienia raka 
nerki u pacjentów z wyższym poziomem ekspre-
sji wariantu TGFBR1 – Int7624A [62]. W niektó-
rych pracach wykazano również spadek poziomu 
TGFBR2 wraz z progresją raka nerki, co może być 
przyczyną obserwowanej w zaawansowanym RCC 
oporności komórek nowotworowych na hamowa-
nie ich wzrostu przez TGF-β1 [63, 64]. Odmienne 
wyniki otrzymali Parker i wsp., którzy wykazali, że 
spadek ekspresji TGFBR2 koreluje z lepszym roko-
waniem pacjentów z ccRCC [65]. Podobnie zespół 
Kominsky’ego zaobserwował, że wyciszenie ekspre-
sji TGFBR2 u myszy hamuje tworzenie przerzutów 
ccRCC do kości [66]. Analiza poziomu receptora 
TGFBR3 wykazała spadek jego poziomu w ccRCC. 
Sjolund i wsp. zaobserwowali związek między ob-
niżonym poziomem TGFBR3 a krótszym czasem 
przeżycia pacjentów z ccRCC [58]. Podobnie Nishi-
da i wsp. stwierdzili niski poziom ekspresji tego re-
ceptora w próbkach tkanek od pacjentów z zaawan-
sowaną postacią ccRCC. Jednocześnie wykazali, że 
wyciszenie ekspresji tego receptora hamuje migra-
cję komórek i powstawanie przerzutów ccRCC do 
płuc [67]. 

Analizowano także ekspresję i  rolę innych bia-
łek szlaku sygnałowego TGF-β1 w RCC. Immuno-
histochemiczna analiza poziomu białek SMAD2, 
SMAD3 i SMAD4 w 637 próbkach od pacjentów 
z ccRCC wykazała negatywną korelację poziomu 
białek SMAD3 i SMAD4 z wiekiem pacjentów oraz 
stopniem zaawansowania i złośliwości nowotworu, 
a także długością czasu przeżycia pacjentów wolne-
go od progresji [68]. Również Sitaram i wsp. bada-
li immunohistochemicznie poziom ekspresji białek 
SMAD2 i SMAD3 (ufosforylowanych pSMAD2/3) 
oraz białka PAI-1 (zależnego od TGF-β1). Wykaza-
li oni nadekspresję tych białek w próbkach tkanek od 
pacjentów z ccRCC o wyższym stopniu zaawansowa-
nia, a poziom tych białek korelował z wielkością guza 
i niższą przeżywalnością pacjentów. Ponadto hodow-
la komórek linii ccRCC: 786-O i A498 w obecności 
TGF-β1 aktywowała poziom TGFBR1 i szlak TGF-β/
Smad/PAI-1, a w konsekwencji inwazyjne właściwo-
ści komórek nowotworowych [69]. 

Intensywne badania nad rolą cytokiny TGF-β1 w re-
gulacji kluczowych procesów związanych z  roz-
wojem i progresją RCC wykazały, że wpływa ona 
na proces angiogenezy, przejście nabłonkowo-me-
zenchymalne, adhezję oraz przerzutowanie. Udział 
TGF-β1 w regulacji angiogenezy opisali Yagasaki 
i wsp., którzy oznaczali poziom TGF-β1 oraz innych 
czynników angiogennych, takich jak: VEGF i MMP2 
w preparatach tkanek ccRCC utrwalonych w parafi-
nie (formalin-fixed, paraffin-embedded ccRCC tis-
sue samples, FFPE) i stwierdzili korelację pomiędzy 
ekspresją VEGF oraz TGF-β1 a stopniem zaawan-
sowania i złośliwości nowotworu. Ponadto poziom 
białka TGF-β1 negatywnie korelował z gęstością mi-
krounaczynienia (microvessel density, MVD), czyli 
czynnikiem służącym do oceny intensywności pro-
cesu neoangiogenezy (im jest wyższy, tym lepsze są 
rokowania pacjentów z ccRCC) [70]. Sprzeczne wy-
niki otrzymał zespół Taguchi i wsp., którzy wykaza-
li, że TGF-β1 w komórkach ccRCC nie wpływał na 
poziom głównych regulatorów angiogenezy: THBS1 
i VEGFA [71]. 

TGF-β1 uznawany jest za jeden z głównych regu-
latorów przejścia nabłonkowo-mezenchymalnego 
(EMT). Rola TGF-β1 w regulacji EMT oraz adhe-
zji, migracji i inwazyjności komórek ccRCC zosta-
ła również dobrze udokumentowana w tym typie 
nowotworu. EMT jest złożonym, wieloetapowym 
procesem, który polega na przekształceniu komó-
rek nabłonkowych w komórki o charakterze me-
zenchymalnym. Rozpoczyna się on od utraty po-
łączeń między komórkami, następnie stopniowej 
degradacji ulega błona podstawna. Zmiany te są 
spowodwane spadkiem ekspresji białek powierzch-
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niowych: E-kadheryny, klaudyny czy okludyny, 
a wzrostem ekspresji białek charakterystycznych 
dla komórek mezenchymalnych: N-kadheryny czy 
integryny αVβ6. W konsekwencji komórki naby-
wają zdolność do migracji, co jest kluczowe dla 
progresji i przerzutowania komórek nowotworo-
wych [72]. W naszych wcześniejszych badaniach 
wykazaliśmy, że nadekspresja TGF-β1 prowadzi 
do wzrostu ekspresji genów związanych z adhe-
zją i modelowaniem macierzy zewnątrzkomórko-
wej: TGFBI, COL1A1, COL5A1, COL8A1, FN1, 
ITGA5, ITGAM i TIMP1 w RCC [47]. W ccRCC, 
podobnie jak w innych nowotworach, wykazano, że 
TGF-β1 wpływa na obniżenie ekspresji E-kadhery-
ny, a wzrostu ekspresji wimentyny i N-kadheryny, 
co prowadzi do aktywacji EMT [73–76]. TGF-β1 
za pośrednictwem białek SMAD2/3 indukuje eks-
presję białka PINCH-1, które oddziałuje z kinazą 
związaną z integrynami ILK (kinaza serynowo-tre-
oninowa aktywująca małe GTP-azy, PI3K i kinazy 
MAP), co prowadzi do spadku ekspresji E-kadhe-
ryny i indukcji EMT [77]. TGF-β1 stymuluje po-
ziom integryn, w tym αVβ3 i αVβ6, które z kolei 
biorą udział w uwalnianiu TGF-β1 z kompleksu la-
tentnego. Ponadto integryna αVβ3 aktywuje kom-
pleks FAK/Src (kinaza ognisk przylegania, focal 
adhesion kinase, FAK; Src – protoonkogenna kina-
za), co prowadzi do aktywacji EMT poprzez hamo-
wanie zależnych od E-kadheryny oddziaływań ko-
mórka-komórka. Feldkoren i wsp. potwierdzili ten 
mechanizm indukcji EMT przez TGF-β1 w komór-
kach RCC, wykazali oni, że transfekcja tych komó-
rek syntetycznym ligandem domeny RGD integry-
ny αVβ3 zwiększała spadek poziomu E-kadheryny, 
co potwierdza synergistyczne odziaływanie między 
TGF-β1 a integrynami w hamowaniu jej ekspresji. 
Autorzy wykazali również, że w tej wzajemnej re-
gulacji uczestniczy czynnik transkrypcyjny Snail1. 
Wyciszenie ekspresji FAK i PINCH-1 przy pomo-
cy siRNA hamowało oddziaływanie TGF-β1/RGD 
[78]. Spadek poziomu E-kadheryny wskutek in-
dukcji ekspresji czynników transkrypcyjnych Sna-
il1, Slug i ZEB1 w ccRCC pod wpływem działania 
TGF-β1 potwierdzili również Tretbar i wsp. [76]. 
Huang i wsp. wykazali z kolei, że TGF-β1 wpływa 
na migrację i inwazyjność komórek linii 786-O po-
przez działanie na poziom mRNA i białka Fascin1 
wiążącego aktynę i odgrywającego kluczową rolę 
w migracji komórek nowotworowych [79]. 

TGF-β1 wpływa również na tworzenie przerzutów 
RCC do kości, które występują u około 40% pacjen-
tów z ccRCC [80]. Kominsky i wsp. wykazali eks-
presję TGF-β1 i jego receptorów w próbkach pobra-
nych z przerzutów raka nerek do kości (RCC bone 
metastases, RBM) oraz linii komórkowej wypro-

wadzonej z tych przerzutów RBM1-IT4. Jednocze-
śnie potwierdzili, że komórki te wydzielają TGF-β1 
i  TGF-β2, a  ich hodowla w  obecności TGF-β1 
prowadzi do wzrostu fosforylacji białek SMAD2 
i SMAD3, co wskazuje na funkcjonalność klasycz-
nego mechanizmu działania tej cytokiny w tych ko-
mórkach. W doświadczeniach na liniach komórko-
wych z wyciszonym receptorem TGFBR2 wykazano 
też bezpośredni wpływ TGF-β1 na tworzenie prze-
rzutów RCC do kości. Komórki te były niewrażliwe 
na stymulację TGF-β1, a wprowadzenie ich do kości 
udowej bezgrasiczych myszy typu „nude” hamowa-
ło wzrost guza RCC i osteolizę kości. Co ciekawe, 
hodowla komórek RBM-IT4 w obecności TGF-β1 
nie wpływała na ich proliferację [66], co może suge-
rować, że stymulacja tworzenia przerzutów RCC do 
kości przez TGF-β1 nie jest bezpośrednia. TGF-β1 
może stymulować powstawanie RBM poprzez in-
dukcję parakrynnych oddziaływań między komór-
kami nowotworowymi a mikrośrodowiskiem kości. 
Kominsky i wsp. w innej swojej pracy potwierdzili 
tę hipotezę, wykazując, że TGF-β1 indukuje w prze-
rzutach ccRCC do kości ekspresję MMP-13 (ma-
trix metallopeptidase 13) – białka zaangażowane-
go w degradację macierzy zewnątrzkomórkowej 
(ECM) [81]. 

mikRoRna i SzLak SYgnałowY tgF-β w RakU 
neRki

Mimo dobrze poznanej roli cząsteczek mikroR-
NA w raku nerki, niewiele jest prac opisujących ich 
związek ze szlakiem sygnałowym TGF-β1 i głównie 
dotyczą one roli miRNA w regulacji ekspresji bia-
łek tego szlaku. Wykazano między innymi udział 
miRNA w regulacji ekspresji białka SMAD4. I tak 
na przykład stwierdzono, że jego ekspresja jest re-
gulowana przez miR-19a, którego nadekspresję ob-
serwuje się w RCC i koreluje ona ze słabą przeży-
walnością pacjentów. Transfekcja komórek RCC 
miR-19a prowadziła do indukcji proliferacji tych 
komórek oraz spadku ekspresji SMAD4 i PTEN 
[82]. Zhai i wsp. wykazali natomiast stymulację mi-
gracji i inwazyjności komórek RCC po nadekspresji 
miR-452-5p, spowodowaną zahamowaniem szlaku 
sygnałowego SMAD4/SMAD7, wynikającym z ob-
niżenia ekspresji SMAD4 przez tę cząsteczkę miR-
NA. Co ciekawe, mechanizm ten jest hamowany 
przez sunitinib należący do grupy inhibitorów kinaz 
tyrozynowych (tyrosine kinase inhibitor, TKI), sto-
sowany jako chemioterapeutyk pierwszego wybo-
ru w leczeniu RCC, który hamuje migrację i inwa-
zyjność komórek RCC poprzez obniżenie ekspresji 
miR-452-5p. Nadekspresja tej cząsteczki koreluje 
z krótszą przeżywalnością pacjentów z nerkowoko-
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mórkowym rakiem nerki [83]. Opisano również re-
gulację ekspresji SMAD4 i SMAD5 przez miR-224 
[84]. Ekspresja SMAD4 może być również regulo-
wana pośrednio przez cząsteczkę miR-629. Wyka-
zano, że reguluje ona ekspresję białka TRIM33, bę-
dącego inhibitorem szlaku sygnałowego TGF-β1/
SMAD. Białko to wpływa na poziom SMAD4, jego 
lokalizację komórkową oraz konkuruje ze SMAD4 
o wiązanie ze SMAD2/3. Nadekspresja miR-629 
w komórkach RCC indukuje zależną od TGF-β1 ak-
tywację SMAD2/3 oraz SMAD4 poprzez zahamo-
wanie ekspresji TRIM33 [85]. 

Opisano także regulację ekspresji receptora 
TGFBR1 przez cząsteczkę miR-140-5p w komór-
kach wyprowadzonych z guza Wilmsa (nefrobla-
stoma), będącego najczęstszym nowotworem nerek 
występującym u dzieci [86]. Pochodzenie tych no-
wotworów jest nie do końca poznane, jednak uważa 
się, że wywodzą się one z nieprawidłowo przetrwa-
łych embrionalnych komórek macierzystych ner-
ki, które uległy transformacji nowotworowej [87]. 
W nowotworze tym wykazano również, że miR-
-192, miR-194, miR-141 i miR-200c regulują eks-
presję białka ACVR2B (receptor aktywiny typu 2B), 
należącego do szlaku sygnałowego TGF-β1. Stwier-
dzono obniżoną ekspresję tych cząsteczek miRNA 
w próbkach pobranych od dzieci z tym nowotwo-
rem w porównaniu z próbkami kontrolnymi (pobra-
nymi z nerek osób dorosłych) [88]. 

Wykazano też regulację ekspresji innego białka szla-
ku sygnałowego TGF-β1: TAK1 (TGF-β-activated 
kinase 1) w raku nerkowokomórkowym przez miR-
-486-6p. W komórkach wyprowadzonych z tego no-
wotworu obserwuje się podwyższony poziom TAK1, 
prowadzący do stymulacji wzrostu guza. Proces ten 
może być odwrócony przez zwiększenie ekspresji 
miR-486-6p [89]. 

Cząsteczki mikroRNA mogą również uczestniczyć 
w regulacji procesów indukowanych przez TGF-β1. 
Shi i wsp. wykazali, że TGF-β1 indukuje ekspresję 
RBL2 (retinoblastoma-like protein), co prowadzi do 
zahamowania proliferacji i cyklu komórkowego. Jed-
nocześnie wykazano, że ekspresja RBL2 jest z kolei 
hamowana przez miR-93 poprzez jego wiązanie się 
w rejonie 3’UTR tego transkryptu. Zatem miR-93 
hamuje zależną od TGF-β1 indukcję ekspresji RBL2, 
a tym samym inaktywuje supresorowe właściwości 
TGF-β1. Co ciekawe, wykazano, że cytokina TGF-β1 
hamuje poziom miR-93, co w konsekwencji prowa-
dzi do nadekspresji RBL2 i świadczy o istnieniu me-
chanizmu zwrotnej regulacji pomiędzy TGF-β1, 
miR-93 a RBL2 [90]. W innej pracy udowodniono, 
że miR-429 hamuje indukowany przez TGF-β1 pro-

ces EMT. Transfekcja komórek RCC tą cząsteczką 
miRNA prowadziła do zahamowania zależnego od 
TGF-β1 spadku poziomu E-kadheryny, który, jak 
opisano powyżej, jest kluczowy dla rozpoczęcia pro-
cesu EMT [91]. 

Cytokina TGF-β1 może również wpływać na ekspre-
sję cząsteczek mikroRNA. W naszych badaniach wy-
kazaliśmy wpływ tej cytokiny na ekspresję cząsteczek 
miRNA regulujących poziom genów związanych 
z adhezją i macierzą zewnątrzkomórkową. Hodow-
la komórek ccRCC w obecności TGF-β1 prowadzi-
ła do zahamowania ekspresji miR-30a-5p i miR-328 
oraz indukcji ekspresji miR-25-3p. Zaobserwowali-
śmy również silną korelację pomiędzy tymi miRNA, 
a TGF-β1 w próbkach będących wycinkami ccRCC. 
TGF-β1 indukował ekspresję genów COL5A1 
i ITGA5, stymulacja ta była silniejsza po wyciszeniu 
miR-25-3p, co sugeruje, że ta cząsteczka hamuje za-
leżną od TGF-β1 regulację ekspresji badanych genów 
adhezyjnych [92]. 

W ramach finansowanego przez Naukową Fundację 
Polpharmy grantu pt.: Cząsteczki mikroRNA pośred-
niczące w działaniu TGF-β1 w raku nerki: poszuki-
wanie nowych potencjalnych markerów nowotworze-
nia i celów terapeutycznych badaliśmy oddziaływanie 
między cząsteczkami miRNA a cytokiną TGF-β1. 
Przeprowadzona przez nas globalna analiza wpły-
wu TGF-β1 na poziom cząsteczek miRNA (przy 
użyciu mikromacierzy) wykazała wpływ tej cytoki-
ny na poziom ekspresji miR-181a-5p, miR-181b-5p, 
miR-125b-5p, miR-155-5p oraz miR-30c-5p, stwier-
dziliśmy również, że cząsteczki te regulują ekspresję 
genów związanych z proliferacją (praca w przygoto-
waniu). 

Jak opisano powyżej, cząsteczki mikroRNA mogą 
uczestniczyć w  regulacji ekspresji genów szla-
ku sygnałowego TGF-β1 poprzez wiązanie się do 
3’UTR ich transkryptów. W celu wytypowania ta-
kich cząsteczek przeprowadziliśmy analizę bio-
informatyczną przy użyciu programu miRSystem 
http://mirsystem.cgm.ntu.edu.tw/ [93], który inte-
gruje wyniki 7 programów służących do szukania 
miejsc wiązania cząsteczek miRNA, przy czym do 
dalszych analiz wybieraliśmy tylko cząsteczki, któ-
rych potencjalne oddziaływanie z 3’UTR transkryp-
tów TGFB1, TGFBR1, TGFBR2, TGFBR3, SMAD2, 
SMAD3, SMAD4, SMAD5, SMAD6 oraz SMAD7 
zostało wytypowane przez przynajmniej 4 progra-
my. W ten sposób wytypowano 197 miRNA. Na 
rycinie 2 przedstawiono cząsteczki miRNA, któ-
re potencjalnie oddziałują z 3’UTR przynajmniej 
4 z 10 analizowanych transkryptów i są to między 
innymi: miR-15b-5p, miR-16-5p, miR-21-5p, miR-

http://mirsystem.cgm.ntu.edu.tw/
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-27b-3p, miR-155-5p czy miR-204-5p. Większość 
tych oddziaływań została potwierdzona ekspery-
mentalnie w różnych tkankach i nowotworach, np.: 
wiązanie się miR-16-5p z 3’UTR SMAD3 [94, 95] 
i SMAD7 [96]; miR-21-5p z 3’UTR TGFBR3 [97] 
i SMAD7 [98], oraz miR-155-5p z 3’UTR SMAD4 
[99] i SMAD5 [100, 101]. Do tej pory nie potwier-
dzono tych odziaływań w raku nerki. 

Przeprowadziliśmy również analizę bioinformatycz-
ną przy użyciu programu: Encori (http://starbase.
sysu.edu.cn/index.php) [102], który wykorzystuje 
dane dotyczące ekspresji genów, miRNA oraz innych 
niekodujących cząsteczek RNA z konsorcjum TCGA 
(The Cancer Genome Atlas Program, https://www.
cancer.gov/tcga) w  celu wytypowania cząsteczek 
miRNA, których ekspresja w ccRCC koreluje z eks-
presją genów szlaku sygnałowego TGF-β1: TGFB1, 
TGFBR1, TGFBR2, TGFBR3, SMAD2, SMAD3, 
SMAD4, SMAD6 i SMAD7. Wyniki tej analizy zo-
stały przedstawione w tabeli 1. Ekspresja cząsteczek 
miR-10b-5p i miR-139-5p koreluje dodatnio z eks-

presją największej liczby genów szlaku sygnałowego 
TGF-β1 (miR-10b-5p vs SMAD4, SMAD6, SMAD7, 
TGFBR2, TGFBR3 oraz miR-139-5p vs SMAD2, 
SMAD4, SMAD6, TGFBR2 i TGFBR3). Co ciekawe, 
wykazaliśmy również korelację między ekspresją wy-
typowanych powyżej cząsteczek miRNA potencjal-
nie regulujących ekspresję genów szlaku sygnałowe-
go TGF-β1 a ekspresją tych genów, np.: miR-21-5p 
vs TGFB1 i SMAD4, miR-130e-3p vs TGFB1, miR- 
-145-5p vs SMAD6, SMAD7, TGFBR2 i TGFBR3 czy 
miR-155-5p a TGFB1. Może to potwierdzać wza-
jemną regulację między tymi cząsteczkami miRNA 
a szlakiem sygnałowym TGF-β1 w ccRCC. 

DaLSze kieRUnki BaDaŃ

Ze względu na zaburzenia ścieżki sygnałowej 
TGF-β1 w nowotworach, intensywnie poszukuje 
się cząsteczek oddziałujących bezpośrednio z biał-
kami tego szlaku i modulującymi ich poziom. Do 
tej pory stosowano między innymi: przeciwciała 

Ryc 2. Cząsteczki mikroRNA potencjalnie wiążą się z 3’UTR transkryptów szlaku sygnałowego TGF-β1. Na schemacie zaznaczono cząsteczki 
mikroRNA, które potencjalnie oddziałują z co najmniej 4 z 10 analizowanych genów. Analiza została wykonana przy pomocy programu 
bioinformatycznego miRNet: https://www.mirnet.ca/miRNet/home.xhtml [106]. Lista cząsteczek miRNA, poddanych analizie w programie 
miRNet została utworzona przy użyciu programu miRSystem: http://mirsystem.cgm.ntu.edu.tw/ [93], który integruje wyniki 7 programów 
bioinformatycznych służących do typowania miejsc wiązania cząsteczek miRNA, przy czym do analizy w miRNet wybrano tylko te cząsteczki 
miRNA, które zostały wytypowane przez przynajmniej 4 z 7 programów. 

https://www.mirnet.ca/miRNet/home.xhtml
http://mirsystem.cgm.ntu.edu.tw/
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Gen, którego 
ekspresja 
koreluje 
z ekspresją 
miRNA

Współczynnik 
korelacji r 
Spermana

Wartość 
p 

 TGFBR3 0,3 3,4E-12

hsa-miR-10a-5p SMAD4 0,322 5,85E-14

hsa-miR-10b-5p SMAD4 0,386 8,55E-20

hsa-miR-10b-5p SMAD6 0,326 2,99E-14

hsa-miR-10b-5p SMAD7 0,405 7,38E-22

hsa-miR-10b-5p TGFBR2 0,441 5,1E-26

hsa-miR-10b-5p TGFBR3 0,436 1,92E-25

hsa-miR-125a-5p SMAD4 0,372 2,15E-18

hsa-miR-125a-5p TGFBR3 0,331 1,12E-14

hsa-miR-126-3p SMAD6 0,352 1,52E-16

hsa-miR-126-3p SMAD7 0,35 2,27E-16

hsa-miR-126-3p TGFBR2 0,451 2,53E-27

hsa-miR-126-3p TGFBR3 0,473 3,81E-30

hsa-miR-126-5p TGFBR2 0,437 1,45E-25

hsa-miR-126-5p TGFBR3 0,417 3,33E-23

hsa-miR-130a-3p TGFB1 0,322 5,79E-14

hsa-miR-130b-3p SMAD4 -0,3 3,48E-12

hsa-miR-134-5p TGFB1 0,308 8,44E-13

hsa-miR-139-5p SMAD2 0,35 2,29E-16

hsa-miR-139-5p SMAD4 0,442 4,32E-26

hsa-miR-139-5p SMAD6 0,495 2,69E-33

hsa-miR-139-5p TGFBR2 0,625 2,11E-57

hsa-miR-139-5p TGFBR3 0,608 1,32E-53

hsa-miR-142-5p SMAD4 -0,31 5,33E-13

hsa-miR-143-3p TGFBR2 0,359 3,67E-17

hsa-miR-143-3p TGFBR3 0,378 5,76E-19

hsa-miR-145-5p SMAD6 0,338 2,72E-15

hsa-miR-145-5p SMAD7 0,329 1,75E-14

hsa-miR-145-5p TGFBR2 0,348 3,42E-16

hsa-miR-145-5p TGFBR3 0,358 4,14E-17

hsa-miR-146b-5p SMAD4 -0,326 2,75E-14

hsa-miR-155-5p TGFB1 0,32 8,29E-14

hsa-miR-181a-5p TGFBR2 0,336 4,04E-15

hsa-miR-181a-5p TGFBR3 0,353 1,42E-16

hsa-miR-181d-5p TGFB1 0,341 1,57E-15
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hsa-miR-182-5p SMAD6 -0,318 1,39E-13

hsa-miR-182-5p SMAD7 -0,328 2,16E-14

hsa-miR-182-5p TGFBR2 -0,369 3,95E-18

hsa-miR-182-5p TGFBR3 -0,47 8,52E-30

hsa-miR-183-5p SMAD6 -0,328 1,98E-14

hsa-miR-183-5p SMAD7 -0,361 2,3E-17

hsa-miR-183-5p TGFBR2 -0,389 4,36E-20

hsa-miR-183-5p TGFBR3 -0,478 7,12E-31

hsa-miR-193a-3p TGFB1 0,317 1,44E-13

hsa-miR-193a-5p TGFB1 0,371 2,8E-18

hsa-miR-193b-3p SMAD4 -0,303 1,78E-12

hsa-miR-193b-3p SMAD7 -0,317 1,46E-13

hsa-miR-193b-3p TGFBR2 -0,353 1,29E-16

hsa-miR-199a-3p TGFB1 0,305 1,45E-12

hsa-miR-199a-5p TGFB1 0,338 2,74E-15

hsa-miR-199b-3p TGFB1 0,304 1,53E-12

hsa-miR-200b-3p TGFB1 -0,344 8,02E-16

hsa-miR-204-5p TGFBR3 0,464 5,31E-29

hsa-miR-21-5p TGFB1 0,383 1,76E-19

hsa-miR-21-5p SMAD4 -0,411 1,74E-22

hsa-miR-221-3p TGFBR3 -0,341 1,5E-15

hsa-miR-222-3p TGFBR3 -0,327 2,4E-14

hsa-miR-22-3p SMAD4 -0,347 4,6E-16

hsa-miR-22-3p SMAD7 -0,378 5,39E-19

hsa-miR-22-3p TGFBR2 -0,3 3,36E-12

hsa-miR-22-3p TGFBR3 -0,348 3,34E-16

hsa-miR-23b-3p SMAD4 0,301 2,61E-12

hsa-miR-27b-3p SMAD6 0,305 1,46E-12

hsa-miR-29b-3p TGFBR2 -0,333 7,4E-15

hsa-miR-29b-3p TGFBR3 -0,391 2,61E-20

hsa-miR-30a-5p TGFB1 -0,386 8,58E-20

hsa-miR-30d-5p TGFB1 -0,365 9,07E-18

hsa-miR-30e-5p TGFB1 -0,347 4,87E-16

hsa-miR-338-3p SMAD6 0,347 4,55E-16

hsa-miR-338-3p SMAD7 0,329 1,78E-14

Tabela I. Cząsteczki mikroRNA, których poziom w ccRCC koreluje z poziomem genów szlaku sygnałowego TGF-β1. Wyniki uzyskano 
przy użyciu programu Encori (http://starbase.sysu.edu.cn/index.php), korelację wyliczono na danych dla 517 próbek ccRCC z bazy 
TCGA. W tabeli przedstawiono cząsteczki miRNA, dla których współczynnik r wynosi przynajmniej +/- 0,3. 

http://starbase.sysu.edu.cn/index.php


Bogusławska J.: Interakcje między szlakiem sygnałowym TGF-β1...

© Postępy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2020 | 7 | 33–4642

neutralizujące TGF-β1, antysensowne oligonukle-
otydy (ASO), inhibitory receptorów, czy recepto-
ry „pułapki” nie posiadające domeny cytoplazma-
tycznej. Pierwszym opisanym przykładem tego 
typu terapii w nowotworach układu moczowego 
było zastosowanie oligonukleotydów antysensow-
nych (ASO) w celu zablokowania sekrecji TGF-β1 
przez komórki wyprowadzone z raka pęcherza mo-
czowego, co prowadziło do zahamowania wzro-
stu tych komórek in vitro i in vivo [103]. Ostatnio 
przeprowadzono badania z wykorzystaniem M7824 
– dwufunkcjonalnego białka fuzyjnego, składające-
go się z monokolonalnego przeciwciała anty-PLD-
-L1 (inhibitor immunologicznych punktów kontro-
lnych) oraz zewnątrzkomórkowej domeny TGFBR2 

(które wychwytuje wszystkie formy TGF-β, bloku-
jąc w ten sposób immunosupresyjne właściwości 
tych białek). Traktowanie komórek wyprowadzo-
nych z raka pęcherza moczowego M7824 hamo-
wało ekspresję genów związanych z angiogenezą, 
przebudową macierzy zewnątrzkomórkowej, EMT 
oraz poziom białek zewnątrzkomórkowych związa-
nych z modulacją układu immunologicznego [104]. 
Wykazano, że cząsteczki miRNA mogą wpływać na 
odpowiedź komórek nowotworowych na leczenie 
chemioterapeutykami. Między innymi zwiększona 
ekspresja miR-145 (który reguluje poziom TGFBR2 
i SMAD3) prowadzi do rozwoju oporności komórek 
raka pęcherza moczowego na gemcytabinę. Ponad-
to stwierdzono, że transfekcja komórek raka pro-
staty miR-582-3p i miR-582-5p hamowała migra-
cję i inwazję komórek nowotworowych in vivo oraz 
tworzenie przerzutów in vitro. Badane cząstecz-
ki miRNA hamowały poziom SMAD2, SMAD4, 
TGFBR1 i TGFBR2, a w konsekwencji blokowały 
cały szlak sygnałowy TGF-β [105]. Do tej pory nie 
opisano przykładów hamowania ścieżki sygnało-
wej TGF-β w leczeniu raka nerki. Uzyskane w ra-
mach projektu wyniki pozwalają lepiej poznać mo-
lekularne podłoże działania TGF-β1 w raku nerki, 
co może być przydatne w opracowaniu terapii tego 
nowotworu. Jeśli uda się potwierdzić bezpośred-
nie odziaływania analizowanych w ramach grantu 
przyznanego przez Naukową Fundację Polpharmy 
miRNA z transkryptami szlaku TGF-β1, być może 
zyskamy cząsteczki, które mogą być bezpośredni-
mi modulatorami tego szlaku o znaczeniu terapeu-
tycznym.

wnioSki

W artykule szeroko zostały opisane wzajemne za-
leżności między cząsteczkami mikroRNA a  szla-
kiem sygnałowym TGF-β1. W raku nerki obserwuje 
się zaburzenia ekspresji cząsteczek miRNA oraz po-
ziomu i funkcjonowania białek szlaku sygnałowego 
TGF-β1, a biorąc pod uwagę ich rolę w regulacji wie-
lu procesów związanych z nowotworzeniem, pozna-
nie mechanizmów wzajemnych oddziaływań między 
cytokiną TGF-β1 a miRNA może przyczynić się do 
opracowania nowych strategii leczenia raka nerki. 
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hsa-miR-338-3p TGFBR2 0,436 2,16E-25

hsa-miR-338-3p TGFBR3 0,393 1,59E-20

hsa-miR-362-5p TGFB1 -0,36 2,73E-17

hsa-miR-365a-3p TGFBR2 -0,321 7,77E-14

hsa-miR-365b-3p TGFBR2 -0,321 8,04E-14

hsa-miR-378a-3p SMAD2 -0,306 1,06E-12

hsa-miR-378a-3p SMAD7 -0,307 9,77E-13

hsa-miR-379-5p TGFB1 0,312 3,99E-13

hsa-miR-455-5p TGFBR3 0,308 8,44E-13

hsa-miR-4677-3p SMAD4 -0,303 2,04E-12

hsa-miR-497-5p TGFB1 0,331 1,04E-14

hsa-miR-500a-3p TGFB1 -0,327 2,28E-14

hsa-miR-502-3p TGFB1 -0,318 1,42E-13

hsa-miR-532-5p TGFB1 -0,48 4E-31

hsa-miR-584-5p TGFBR2 0,448 6,25E-27

hsa-miR-584-5p TGFBR3 0,375 1,17E-18

hsa-miR-589-5p SMAD7 -0,306 1,19E-12

hsa-miR-625-3p SMAD4 -0,312 4,18E-13

hsa-miR-660-5p TGFB1 -0,353 1,18E-16

hsa-miR-874-3p SMAD2 0,308 7,72E-13

hsa-miR-892c-3p TGFB1 -0,316 1,85E-13

hsa-miR-96-5p TGFBR2 -0,338 2,9E-15

hsa-miR-96-5p TGFBR3 -0,357 5,26E-17

hsa-miR-99b-5p TGFBR3 0,356 6,68E-17

Tabela I. c.d.
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Streszczenie

Wstęp: Ostre powikłania cukrzycy – kwasica ketonowa (DKA) i hipoglike-
mia (HG) – stanowią niebezpieczeństwo nie tylko ze względu na niosące 
ze sobą zagrożenie życia, ale również ze względu na długotrwałe następ-
stwa ich przebycia. 
Cel: Celem pracy była identyfikacja surowiczych zmian metabolicznych 
wywołanych przez epizod DKA i HG, które utrzymują się pomimo wy-
równania typowych parametrów laboratoryjnych zaburzonych w trakcie 
epizodów oraz wytypowanie potencjalnych długotrwałych biomarkerów 
przebycia epizodu DKA i HG. 
Materiały i metody: Cztery grupy dzieci z rozpoznaniem cukrzycy typu 1 
zostały zrekrutowane do badania: pacjenci po epizodzie DKA i HG, dzie-
ci z dobrze wyrównaną cukrzycą (EDM) oraz świeżo rozpoznaną cukrzy-
cą typu 1 bez DKA (NDM). Próbki krwi zostały pobrane od pacjentów 
w trakcie hospitalizacji w trzech punktach czasowych (począwszy od przy-
jęcia do szpitala): 0h – 24h – 72h dla grupy DKA oraz NDM, a od pacjen-
tów z grupy HG w schemacie 0h – 12h – 48h. Od pacjentów z grupy EDM 
pobrano jedną próbkę podczas rutynowo wykonywanych badań kon-
trolnych. Pacjentów dobrano do dwóch serii próbek: DKA-NDM-EDM 
(N = 20x3, N = 10x3, N = 10) oraz HG-EDM-NDM (N = 10x3, N = 25, 
N = 15x3). Metabolomiczny odcisk palca został wykonany za pomocą LC-
-QTOF-MS (Agilent 6550 iFunnel). 
Wyniki: W serii DKA, po filtrowaniu technicznym, do analizy statystycz-
nej wytypowano 248 cech metabolicznych spośród 712 (w jonizacji po-
zytywnej) oraz 295 z 652 (w jonizacji negatywnej). Analiza statystyczna 
wytypowała 22 cechy metaboliczne jako potencjalne biomarkery przeby-
cia epizodu DKA utrzymujące się do 72 godzin od epizodu. Drzewo de-
cyzyjne oparte na dwóch najlepszych metabolitach osiągnęło czułość na 
poziomie 95% (PU (przedział ufności): 81,79–99,13%) oraz swoistość 80% 
(PU: 67,30–88,81%) w diagnostyce przeszłych epizodów DKA.
W serii HG, po filtrowaniu technicznym, do analizy statystycznej wytypo-
wano 359 z 1006 cech z jonizacji pozytywnej oraz 374 z 763 cech z joniza-
cji negatywnej. Analiza statystyczna wytypowała 9 cech metabolicznych 
jako potencjalne biomarkery przebycia epizodu HG w ciągu ostatnich 48h. 
Drzewo decyzyjne oparte na dwóch najlepszych metabolitach osiągnęło 
czułość na poziomie 90% (PU: 72,32–97,38%) oraz swoistość 80% (PU: 
68,39–88,26%) w diagnostyce przeszłych epizodów HG.
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wStęP 

Kwasica ketonowa (DKA) oraz hipoglikemia (HG) 
są typowymi ostrymi powikłaniami cukrzycy typu 1 
(T1DM). Monitorowanie ich objawów, a także prze-
ciwdziałanie ich rozwojowi są jednymi z głównych 
wyzwań zarówno dla pediatrów, opiekunów dzieci 

z T1DM, jak i samych pacjentów. Rozpoznanie ostrych 
powikłań T1DM jest relatywnie proste za pomocą po-
wszechnie dostępnych testów laboratoryjnych, tj. po-
miaru stężenia glukozy czy pomiaru występowania ciał 
ketonowych w moczu, które to są dostępne nie tylko 
w wyspecjalizowanych jednostkach laboratoryjnych, 
ale także w domu pacjenta. Normalizacja parame-

Wnioski: Zaburzenia metaboliczne wywołane kwasicą ketonową mogą utrzy-
mywać się w surowicy pacjentów przez co najmniej 72 godzin od epizodu, a hi-
poglikemią przez co najmniej 48 godzin. 

Słowa kluczowe: kwasica ketonowa, hipoglikemia, cukrzyca typu 1, biomar-
ker, metabolomika

Abstract 

Acute type 1 diabetes mellitus (T1DM) complications – diabetes ketoacidosis 
(DKA) and hypoglycemia (HG) – are dangerous not only as a threat to patients’ 
life but also because of their long-term sequelae. 
Aim: Evaluation of serum metabolic changes caused by episode of DKA and 
HG, that can be detected despite restoring parameters typically changed du-
ring the episodes. Selection of putative long-standing biomarkers of past epi-
sodes of DKA and HG. 
Materials and methods: Four groups of children with T1DM were recru-
ited: patients after episode of DKA and HG, children with established T1DM 
(EDM) and patients with newly diagnosed diabetes without diabetes ketoaci-
dosis (NDM). Serum samples were collected in three group-specific time po-
ints (since the hospital admission): 0h – 24h – 72h for DKA and NDM group 
and 0h – 12h – 48h for HG group. From EDM patients only one sample was 
collected during running routine laboratory tests. Patients were assigned to 
two batches: DKA-NDM-EDM (N = 20x3, N = 10x3, N = 10) and HG-EDM-
-NDM (N = 10x3, N = 25, N = 15x3). All patients within the batches were mat-
ched based on age and sex. Metabolic fingerprinting was performed with LC-
-QTOF-MS (Agilent 6550 iFunnel). 
Results: In DKA batch after technical filtering 248 metabolomic features out 
of 712 (in positive ionization) and 295 out of 652 (in negative ionization) were 
suitable for between-group comparisons. Statistical analysis selected 22 meta-
bolic features as putative biomarkers of episodes of DKA occurrence in nearest 
72h. Decision tree to diagnose past DKA episode, based on two best metabo-
lites, achieved sensitivity of 95% (CI (confidence interval): 81.79–99.13%) and 
specificity of 80% (CI: 67.30–88.81%). 
In HG batch after technical filtering 359 metabolomic features out of 1006 (in 
positive ionization) and 374 out of 763 (in negative ionization) were suitable for 
between-group comparisons. Statistical analysis selected 9 metabolic features 
as putative biomarkers of episodes of DKA occurrence in nearest 48h. Deci-
sion tree to diagnose past HG episode, based on two best metabolites, achieved 
sensitivity of 90% (CI: 72.32–97.38%) and specificity 80% (CI: 68.39–88.26%).
Conclusions: Metabolic disturbances caused by DKA may be traced in serum 
up to 72h after the episode and for hypoglycemia up to 48h. 

Keywords: diabetes ketoacidosis, hypoglycemia, type 1 diabetes, biomarkers, 
metabolomics
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trów oznaczanych dostępnymi metodami nie wyklu-
cza jednak, iż wszystkie szlaki metaboliczne, których 
aktywność została zaburzona poprzez epizod kwasicy 
ketonowej (DKA) lub hipoglikemii (HG), wróciły do 
normalnego funkcjonowania. 

Rozwój DKA wynika z niedoboru krążącej insuliny 
oraz z wyrzutu hormonów kontrregulacyjnych, tj. ka-
techolaminy, glukagonu, kortyzolu oraz somatotropi-
ny [1]. Niedobór insuliny może być bezwzględny – ty-
powo w przypadku nowo rozpoznanej T1DM – lub 
względny, wynikający z większego zapotrzebowania 
na insulinę, spowodowanego działaniem hormonów 
kontrregulacyjnych wydzielonych w odpowiedzi na 
stres (uogólniona reakcja zapalna, obrażenia ciała czy 
też choroba przebiegająca z gorączką) [1]. Najpoważ-
niejszym następstwem rozwoju kwasicy ketonowej jest 
obrzęk mózgu. 

Istnieją jednak dowody, iż epizod DKA pozostawia me-
taboliczne i neurologiczne piętno w organizmie. W pi-
śmiennictwie możemy odnaleźć dane sugerujące, że 
nawet po 6 miesiącach po epizodzie DKA, z towarzy-
szącym obrzękiem mózgu, 35% pacjentów prezentu-
je objawy utrwalonych zaburzeń neurologicznych, tj.: 
zaburzenie funkcji motorycznych, osłabienie wzroku, 
osłabienie pamięci krótkotrwałej, problemy z mową, 
zaburzenia emocjonalne lub problemy z uczeniem się 
[2]. Dodatkowo, towarzysząca nowemu rozpoznaniu 
T1DM DKA predysponuje pacjenta do następczego 
gorszego wyrównania cukrzycy niezależnie od czyn-
ników demograficznych czy socjoekonomicznych [3, 
4] W związku z powyższym, unikanie epizodów DKA 
i ścisłe monitorowanie jej występowania stanowi jeden 
z celów terapeutycznych leczenia T1DM.

Patofizjologicznym podłożem hipoglikemii jest nad-
miar insuliny. Podobnie jak w przypadku DKA, może 
być on bezwzględny i względny. Epizod hipoglike-
mii może pozostawić trwałe następstwa fizjologiczne, 
w szczególności w zakresie funkcji neurologicznych. 
Są to między innymi: osłabienie orientacji przestrzen-
nej [5], obniżenie zdolności poznawczych, takich jak: 
logiczne myślenie, zdolności werbalne, ograniczenie 
zdolności psychoruchowych [6], a także upośledzenie 
funkcjonowania narządu przedsionkowego [7]. Pomi-
mo iż samo występowanie cukrzycy typu 1 wydaje się 
nie wpływać istotnie na wyniki w nauce [8], to wystą-
pienie epizodu hipoglikemii, a w szczególności epi-
zodu z towarzyszącymi drgawkami, może wiązać się 
z deficytami percepcji, ruchu, pamięci, a także umie-
jętności wymagających skupienia nawet po 7 latach od 
wystąpienia epizodu [9]. 

Dodatkowo należy pamiętać, że mechanizmy kontrre-
gulacyjne u pacjentów z cukrzycą typu 1 są zaburzone, 

co skraca im czas między wystąpieniem objawów pro-
dromalnych hipoglikemii a utratą świadomości. Zjawi-
sko to nazywamy nieświadomością hipoglikemii. Sza-
cuje się, że występuje ono u 25% pacjentów z T1DM 
w wieku rozwojowym [10] i prowadzi do 6-krotnego 
wzrostu ryzyka ciężkiej hipoglikemii [11]. Hipogli-
kemia pozostawia też następstwa metaboliczne. Po 
pierwsze, zaraz po epizodzie hipoglikemii mamy do 
czynienia z reaktywną hiperglikemią (zjawisko Somo-
gyi) [12]. Ponadto aktywacja mechanizmów kontr-
regulacyjnych związana jest z pohipoglikemicznym 
wzrostem insulinooporności najprawdopodobniej me-
diowanym przez aktywację lipolizy [13]. Dodatkowo 
epizody hipoglikemii u dobrze wyrównanych pacjen-
tów prowadzą do podniesienia się markerów stanu za-
palnego [14]. Dlatego też zmiany prozapalne wywołane 
hipoglikemią mogą sprzyjać utrzymywaniu się w orga-
nizmie stanu zapalnego wraz ze wszystkimi tego kon-
sekwencjami [15]. 

W związku z powyższym, istnieje potrzeba opraco-
wania biomarkerów pozwalających na monitorowa-
nie występowania ostrych powikłań cukrzycy celem 
ich prewencji i zapobiegania występowaniu odległych 
następstw. 

Jak wspomniano wyżej, ostre powikłania cukrzy-
cy wiążą się z przewlekłymi konsekwencjami, a także 
następczym gorszym wyrównaniem metabolicznym. 
Wydaje się, że każdy epizod hipoglikemii czy kwasicy 
ketonowej pozostawia po sobie swoiste piętno metabo-
liczne, które może przyczyniać się do uszkodzenia or-
ganizmu, pomimo wyrównania takich parametrów jak 
stężenie glukozy czy pH krwi. Nie są dobrze poznane 
szlaki metaboliczne, które mogłyby być odpowiedzial-
ne za takie zjawisko. Dlatego też potrzebny jest szeroki 
wgląd w profil metaboliczny pacjentów po takich epi-
zodach, aby lepiej zrozumieć patogenezę następstw 
metabolicznych pozostawionych przez ostre powi-
kłanie cukrzycy. Metabolomika – jedna z technologii 
omicznych, tzn. wysokoprzepustowych technik, któ-
re mają za zadanie zbadanie, identyfikację jak i kwan-
tyfikację całości metabolitów występujących w danej 
próbce biologicznej – wydaje się idealną techniką, aby 
osiągnąć ten cel. 

W związku z powyższym postanowiono przeprowa-
dzić badanie surowiczego profilu metabolomicznego 
przebycia kwasicy ketonowej lub hipoglikemii w popu-
lacji pediatrycznej. 

mateRiałY i metoDY

Badanie uzyskało zgodę Komisji Etyki Uniwersyte-
tu Medycznego w Łodzi (nr RNN/71/14/KE z dnia 
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13 maja 2014 r.), a pacjenci spełniający kryteria zostali 
włączeni do badania po wyjaśnieniu im i ich rodzicom 
założeń projektu oraz po podpisaniu formularza świa-
domej zgody przez rodziców lub, w przypadku dzie-
ci powyżej 16. roku życia, przez samych pacjentów. 
Spośród dzieci hospitalizowanych w Klinice Pediatrii, 
Onkologii, Hematologii i Diabetologii (obecnie Klini-
ka Pediatrii, Diabetologii, Endokrynologii i Nefrologii) 
Szpitala Uniwersyteckiego Nr 4 im. Marii Konopnic-
kiej Uniwersytetu Medycznego w Łodzi prospektyw-
nie zrekrutowano pacjentów do badania. 

Spośród pacjentów Kliniki zrekrutowano dzieci do 
jednej z 4 grup przewidzianych przez protokół bada-
nia, w tym dwóch grup badanych: 

•  grupa DKA (diabetes ketoacidosis) – pacjenci hospi-
talizowani z powodu kwasicy ketonowej (pH <7,30 i/
lub HCO3

-  <15 mmol/L); 
•  grupa HG (hypoglycemia) – pacjenci hospitalizowa-

ni z powodu epizodu hipoglikemii (stężenie glukozy 
poniżej 70 mg/dL oraz wystąpienie utraty świadomo-
ści lub drgawek). 

oraz dwóch grup porównawczych: 

•  grupa NDM (newly diagnosed diabetes mellitus) – 
pacjenci ze świeżo rozpoznaną T1DM bez kwasicy 
ketonowej (pH>7,35, HCO3

->21 mmo/L); 
•  grupa EDM (established diabetes mellitus) – pa-

cjenci z ustabilizowaną cukrzycą (czas trwania cu-
krzycy powyżej pół roku oraz brak epizodu kwasi-
cy ketonowej lub hipoglikemii w przeciągu ostatnich 
3 miesięcy).

Protokół badania zakładał pobranie 3 próbek krwi 
w różnych odstępach czasowych w zależności od gru-
py, do której należał pacjent. Dla grupy DKA i NDM 
próbki pobrano przy przyjęciu pacjenta do szpita-
la – 0h, a następnie po 48h i po 72h. Próbki z kolej-
nych punktów czasowych dla grupy DKA oznaczono 
jako: DKA-1, DKA-2, DKA-3, a od pacjentów z grupy 
NDM oznaczono jako: NDM-4, NDM-5, NDM-6. Od 
pacjentów z grupy HG pobrano próbki przy przyjęciu 
– 0h, po 12h i po 48h. W przypadku grupy ze stabilną 
cukrzycą pobrana została tylko jedna próbka (oznaczo-
no jako EDM), jako że nie przewidywano dynamicz-
nych zmian w poziomie metabolitów tychże pacjentów 
w czasie trwania hospitalizacji. 

Pomiary wykonano za pomocą chromatografii cieczo-
wej połączonej ze spektrometrią mas z kwadrupolem 
i analizatorem czasu przelotu (LC-QTOF-MS mo-
del 6550 i Funnel Q-TOF-MS, Agilent Technologies, 
Santa Clara, CA, USA) za pomocą protokołu opisane-
go wcześniej [16]. Wszystkie analizy przeprowadzono 

w zgodzie z obecnie obowiązującymi standardami dla 
badań metabolomicznych opartych o spektrometrię 
mas z użyciem metodologii kontroli jakości [17, 18].

anaLiza StatYStYczna

Na wstępie odfiltrowano cechy metaboliczne, które 
charakteryzowały się współczynnikiem RSD (relati-
ve standard deviation) dla próbek QC >20% oraz te, 
które ulegały detekcji w więcej niż 1/3 próbek ślepych. 
Wyniki odczytów z poszczególnych próbek podzielo-
no przez całkowitą liczbę odczytów i pomnożono razy 
100 000 000. Do analizy statystycznej wybrano cechy 
metaboliczne ulegające detekcji w co najmniej 80% 
próbek z każdej z grup poddanych analizie. Następnie 
wykonano jednoczynnikową analizę danych za pomo-
cą analizy wariancji (ANOVA) oraz przeprowadzono 
procedurę Benjaminiego-Hochberga, aby uwzględ-
nić wielokrotne testowanie hipotez. Do analizy post-
-hoc wybrano cechy z FDR (false discovery rate) <0,15. 
Jako test post-hoc wykorzystano test t-studenta z po-
prawką Bonferroniego. Dodatkowo, za pomocą narzę-
dzia Metaboanalyst 4.0 [19], przeprowadzono wielo-
wymiarowe analizy na danych poddanych identycznej 
obróbce danych jak te, które poddano analizie jedno-
czynnikowej, lecz dodatkowo uzupełniono braki da-
nych za pomocą procedury K-najbliższych sąsiadów 
(nearest neighbor, K-NN) oraz poddano skalowaniu za 
pomocą algorytmu Pareto. Wykonane analizy wielo-
wymiarowe obejmowały dyskryminacyjną metodę or-
togonalnych cząstkowych najmniejszych kwadratów 
(orthogonal partial least square discriminant analy-
sis, OPLS-DA). Cechy powtarzające się w obu anali-
zach wytypowano do identyfikacji. Na podstawie ana-
lizy ROC (Receiver Operating Characteristic) wybrano 
metabolity najlepiej różnicujące pacjentów po przeby-
ciu epizodu DKA/HG i na podstawie tak wybranych 
metabolitów opracowano drzewo decyzyjne, używając 
algorytmu CART. Te analizy przeprowadzano za po-
mocą programu STASTISTICA 13.1 (TIBCO Softwa-
re, Palo Alto, CA, USA).

wYniki

kwasica ketonowa

Do profilowania metabolomicznego w  tym eta-
pie badania, spośród zrekrutowanych osób, wybra-
no pacjentów (według kryteriów opisanych poniżej) 
po epizodzie kwasicy ketonowej (DKA, N = 20, razy 
3 punkty czasowe (0h – 24h –72h), czyli łącznie 60 
próbek) oraz dwie grupy porównawcze – dzieci z do-
brze wyrównaną cukrzycą (EDM, N = 10) oraz świe-
żo rozpoznaną cukrzycą typu 1 bez kwasicy ketono-
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wej (NDM, N = 10, razy 3 punkty czasowe (0h – 24h 
– 72h), czyli łącznie 30 próbek). Charakterystyka kli-
niczna pacjentów wybranych do profilowania przed-
stawiono w tabeli I. 

Filtrację danych z profilowania metabolomicznego 
odcisku palca kwasicy ketonowej zaprezentowano na 
rycinie 1. Porównując dane z prostej i zaawansowa-
nej analizy statystycznej, wytypowano 7 cech metabo-
licznych, których zmienione stężenie utrzymuje się po 
przebyciu epizodu kwasicy ketonowej z jonizacji pozy-
tywnej i 15 cech z jonizacji negatywnej.  

Na rycinie 2 można zaobserwować, że wyselekcjono-
wane cechy grupują się w 4 wyraźne klastry. Pierwszy 
z nich zawiera 9 cech metabolicznych, które charak-
teryzują się podniesionym poziomem w surowicy pa-
cjentów po przebyciu epizodu DKA w stosunku do 
grup porównawczych. Drugi klaster zawiera 3 cechy 
o podniesionym poziomie u pacjentów w grupie bada-
nej, ale co ciekawe, ich poziom podniesiony był u pa-
cjentów, u których nie wykryto podniesienia poziomu 
metabolitów z pierwszego klastra. Trzeci klaster za-
wiera jedynie 2 cechy, które charakteryzował się ob-
niżonym poziomem u pacjentów w grupie badanej. 

Ryc. 1. Algorytm filtracji danych z profilowania metabolomicznego odcisku palca kwasicy ketonowej.

Tabela I. Charakterystyka kliniczna pacjentów wybranych do profilowania metabolomicznego przebycia epizodu kwasicy ketonowej.

  DKA (N = 20) NDM (N = 10) EDM (N = 10) p 

Płeć – chłopcy 10/20 (50%) 5/10 (50%) 50% 1,0

  Średnia
+/-Odch. Std.

Średnia
+/-Odch. Std.

Średnia
+/-Odch. Std.  

Wiek [lata] 10,35+/-3,54 9,91+/-3,78 10,41+/-3,41 0,9383

Czas trwania cukrzycy [lata] 2,28 +/-4,34# 0,0+/-0,0* 5,00+/-3,30*# 0,0001

HbA1c [%] 11,79+/-2,59# 11,25+/-1,62* 7,45+/-1,33*# <0,0001 

Peptyd C [ng/mL] 0,30+/-0,24# 0,67+/-0,45* 0,02+/-0,02*# <0,0001

BMI z-score -0,62+/-1,08 -0,94+/-1,52* -0,42+/-0,77* 0,0259

pH 7,18+/-0,09$ 7,38 +/-0,02$ W normie (7,35–7,45) <0,0001

HCO3- [mmol/L] 10,59+/-3,26$ 21,56+/-1,21$ W normie (21–27) <0,0001

$ – istotna różnica między grupą DKA i NDM, # – istotna różnica między grupą DKA i EDM, * – istotna różnica między grupą NDM i EDM
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Czwarty klaster zawiera 8 cech o obniżonym poziomie 
w grupie badanej. Wszystkie wytypowane cechy meta-
boliczne zostały następnie poddane próbie identyfika-
cji za pomocą fragmentacji widma w komorze kolizyj-
nej (LC-MS/MS). 

W grupie DKA znalazły się dane z grupy DKA-1 (czer-
wone znaczniki na górze mapy) DKA-2 (pomarańczo-
we znaczniki) i DKA3 (złote znaczniki) w grupie NDM 
dane z grupy NDM-4 (granatowe znaczniki), NDM-
-5 (niebieskie znaczniki) i NDM-6 (jasnoniebieskie) 
i wszystkie profile od pacjentów z grupy EDM (zielo-
ne znaczniki). Na mapie wyróżnione 4 klastry danych: 
pierwszy – górny (czerwony), drugi – środkowy górny 
(granatowy), trzeci – środkowy dolny (zielony), czwar-
ty – dolny (żółty). 

Za pomocą algorytmu CART opracowano drzewo de-
cyzyjne służące do diagnostyki przeszłych epizodów 
DKA. Zostało ono oparte na dwóch najlepszych me-
tabolitach i osiągnęło czułość na poziomie 95% (PU 
(przedział ufności): 81,79–99,13%) oraz swoistość 80% 
(PU: 67,30–88,81%). 

Hipoglikemia

Do profilowania metabolomicznego w tym etapie 
badania, spośród zrekrutowanych dzieci, wybra-
no  (według kryteriów opisanych poniżej) 10 pa-
cjentów po epizodzie hipoglikemii – grupa badana 
(HG, N = 10, razy 3 punkty czasowe, czyli łącznie 
30 próbek) oraz dwie grupy porównawcze – dzieci 
z dobrze wyrównaną cukrzycą (EDM, N = 25) oraz 
dzieci ze świeżo rozpoznaną cukrzycą (czysta hiper-
glikemia) (NDM = 15, razy 3 punkty czasowe, czy-
li łącznie 45 próbek). Charakterystykę pacjentów 
przedstawiono w tabeli II.

Filtrację danych z profilowania metabolomicznego 
odcisku palca hipoglikemii zaprezentowano na rycinie 
3. Porównując dane z prostej i zaawansowanej anali-
zy statystycznej, wytypowano 5 cech metabolicznych, 
których zmienione stężenie utrzymuje się po przeby-
ciu epizodu kwasicy ketonowej z jonizacji pozytywnej 
i 4 cechy z jonizacji negatywnej.  

Podsumowując wyniki z obu jonizacji, łącznie wyty-
powano 9 cech metabolicznych mogących stanowić 
potencjalne markery przebycia epizodu hipoglike-
mii. Na rycinie 4 można zaobserwować, że wyse-
lekcjonowane cechy grupują się w 2 klastry. Pierw-
szy klaster, składający się z 4 cech, charakteryzuje się 
obniżonym poziomem w grupie HG, a drugi klaster 
składa się z 5 cech charakteryzujących się podniesio-

Ryc. 2. Mapa cieplna przedstawiająca wyniki klasteryzacji 
hierarchicznej (odległość Euklidesowa) 22 cech metabolicznych 
wytypowanych do identyfikacji jako markery przebycia epizodu kwasicy 
ketonowej. 

Tabela II. Charakterystyka kliniczna pacjentów wybranych do profilowania metabolomicznego przebycia epizodu hipoglikemii.

HG (N = 10) EDM (N = 25) NDM (N = 15) P

Płeć – chłopcy 5/10 (50%) 13/25 (52%) 8/15 (53%) 0,9867

Średnia
+/-Odch. Std.

Średnia
+/-Odch. Std.

Średnia
+/-Odch. Std.

Wiek [lata] 15,05+/-2,74$ 15,00+/-2,58*$ 9,26+/-3,33* <0,0001

Czas trwania cukrzycy [lata] 5,95+/-3,61$ 5,25+/-3,55*$ 0,00+/-0,00* <0,0001

HbA1c [mg%] 8,17+/-2,07$ 7,31+/-1,02*$ 11,26+/-1,78* <0,0001

DDI [U/kg] 0,82+/-0,16 0,77+/-0,27 0,57+/-0,21 0,0191

BMI z-score 0,38+/-1,00 0,37+/-0,85 -0,50+/-1,48 0,0436

Peptyd C [ng/mL] 0,13+/-0,19$ 0,26+/-0,36$ 0,54+/-0,42 0,0230

DDI – dobowa dawka insuliny, * – istotna różnica w porównaniu post-hoc między grupą NDM i EDM, # – istotna różnica w porównaniu post-hoc 
między grupą HG i EDM, $ – istotna różnica w porównaniu post-hoc między grupą HG i NDM.
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nym poziomem w grupie HG w porównaniu do obu 
grup porównawczych. 

W grupie HG znalazły się dane z podgrupy HG-1 
(purpurowe znaczniki na górze mapy) HG-2 (różowe 
znaczniki) i HG-3 (jasnoróżowe znaczniki) w grupie 
NDM dane z podgrupy NDM-4 (granatowe znaczni-
ki), NDM-5 (niebieskie znaczniki) i NDM-6 (jasno-
niebieskie) i profile od pacjentów z grupy EDM (zielo-
ne znaczniki). Na mapie wyróżniono 2 klastry danych 
(prawa strona wykresu): pierwszy – górny (różowy) 
skupiający cechy o obniżonym poziomie wśród pacjen-
tów z grupy HG oraz drugi – dolny (seledynowy) sku-
piający cechy o podniesionym stężeniu wśród pacjen-
tów z grupy HG. 

Za pomocą algorytmu CART opracowano drzewo 
decyzyjne służące do diagnostyki przeszłych epizo-
dów HG. Zostało ono oparte na dwóch najlepszych 
metabolitach i osiągnęło czułość na poziomie 90% 
(PU: 72,32–97,38%) oraz swoistość 80% (PU: 68,39–
88,26%).

DYSkUSJa

Przedstawiony projekt stanowi jedną z pierwszych 
tego typu prób zastosowania niecelowanej metabolo-
miki w badaniach nad ostrymi powikłaniami cukrzy-
cy u dzieci. Dotychczas techniki metabolomiczne 
w diabetologii były stosowane w badaniach na zwie-

Ryc. 3. Algorytm filtracji danych z profilowania metabolomicznego odcisku palca hipoglikemii.

Ryc. 4. Mapa cieplna przedstawiająca wyniki klasteryzacji hierarchicznej (odległość Euklidesowa) 9 cech metabolicznych wytypowanych do 
identyfikacji jako markery przebycia epizodu hipoglikemii. 
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rzętach nad nowymi substancjami leczniczymi (hi-
poglikemizującymi) [20, 21], w przypadku poszuki-
wania markerów predykcyjnych rozwoju T2DM [22] 
czy też wystąpienia przewlekłych powikłań T2DM 
[23], a także biomarkerów prognostycznych cukrzy-
cy ciążowej [24]. Prace dotyczące cukrzycy typu 1 są 
nieliczne i dotyczą głównie porównania osób cho-
rych i zdrowych [25, 26]. Potencjał zastosowania 
technik metabolomicznych w badaniach nad cu-
krzycą u dzieci wraz z krótkim podsumowaniem do-
tychczasowych wyników opisali prof. Frohnert i prof. 
Rewers w pracy z 2016 w Pediatric Diabetes [27]. Do-
datkowo, szerokie podsumowanie badań wykorzy-
stania metabolomiki w cukrzycy typu 1 i 2 przed-
stawiono w niedawno opublikowanym przeglądzie 
literatury [28], zwracając uwagę, iż T1DM związa-
na jest z podniesionym stężeniem LPE, LPC oraz na-
syconych kwasów tłuszczowych o krótkim łańcuchu 
węglowym. Co ciekawe, zaburzenia stężeń fosfolipi-
dów (obniżone stężenie fosfatydylocholiny i kwasu 
bursztynowego) wykryto już w surowicy krwi pępo-
winowej, które w ciągu najbliższych 12 lat rozwiną 
T1DM [29], co wskazuje na istotną rolę fosfolipidów 
w patogenezie rozwoju T1DM. 

Jakkolwiek nasze badanie jest pierwszą próbą scharak-
teryzowania metabolomicznie następstw ostrych po-
wikłań cukrzycy wśród pacjentów z T1DM, to prze-
prowadzono podobne badanie wśród pacjentów 
z T2DM. Wu i wsp. badali zmiany profilu metabolo-
micznego i proteomicznego u pacjentów z T2DM oraz 
zdrowych ochotników w czasie wykonywania klam-
ry euglikemicznej i hipoglikemicznej [30]. Wykryli 
oni 78 metabolitów i białek zmieniających się istotnie 
w trakcie trwania klamry hipoglikemicznej u pacjen-
tów z T2DM. Spośród tych substancji 49 wykazywało 
również istotne zmiany w grupie kontrolnej w czasie 
trwania klamry hipoglikemicznej. Co ciekawe, więk-

szość wykrytych zmian ustępowała w ciągu 24 go-
dzin od zakończenia klamry i jedynie trzy metabolity:  
1–stearoilglicerofosfoinozytol, 1,6–anhydroglukoza 
oraz X–16938 (metabolit niezidentyfikowany) utrzy-
mywały zmienione stężenie po dobie od przeprowa-
dzenia doświadczenia. 

Nie odnaleziono badania dotyczącego kwasicy keto-
nowej, w którym wykorzystano by techniki metabo-
lomiczne. Najbardziej zbliżonym scenariuszem do 
porównania z opisywanym badaniem był projekt wy-
konany przez Dutta i wsp. Porównano  w nim m.in. 
profil metabolomiczny pacjentów z T1DM, u których 
odstawiono leczenie insuliną na 8h z pacjentami na-
dal leczonymi insuliną oraz z grupą zdrowych ochotni-
ków [31]. Badacze odnaleźli 176 istotnie zmienionych 
metabolitów. Wśród nich można odnaleźć 1-linoleoil-
fosfatydylocholinę (CAS: 1371830), charakteryzującą 
się prawie dwukrotnie podniesionym stężeniem u pa-
cjentów leczonym insuliną w stosunku do pacjentów, 
u których odstawiono leczenie. 

Ostre powikłania cukrzycy typu 1 wywołują piętno 
metaboliczne, utrzymujące się pomimo przywróce-
nia prawidłowego stężenia glukozy oraz wyrównania 
kwasicy metabolicznej. W przypadku kwasicy ketono-
wej zmiany metaboliczne utrzymują się co najmniej do 
72h. W przypadku hipoglikemii zmiany metaboliczne 
na poziomie surowicy można wykryć co najmniej do 
48h od epizodu.

Opisane wyniki oraz wnioski pochodzą z rozprawy 
na stopień doktora nauk medycznych pt. „Profilowa-
nie metabolomiczne ostrych powikłań cukrzycy typu 
1 u dzieci” dr. n. med. Beaty Małachowskiej, Promotor: 
dr hab. Wojciech Fendler prof. UM, Zakład Biostaty-
styki i Medycyny Translacyjnej, Uniwersytet Medycz-
ny w Łodzi, Wydział Lekarski.
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Instrukcje dla Autorów

Postępy Polskiej Medycyny i Farmacji. Zeszyty Naukowej 
Fundacji Polpharmy to czasopismo naukowe publikujące 
przeglądowe i poglądowe prace naukowe powstałe na pod-
stawie projektów badawczych finansowanych ze środków Na-
ukowej Fundacji Polpharmy. Tematyka prac publikowanych 
w czasopiśmie obejmuje wiele zagadnień z zakresu medycyny 
i farmacji. Celem publikacji jest prezentacja osiągnięć Auto-
rów projektów finansowanych przez Fundację w odniesie-
niu do stanu wiedzy w obszarze nauki, którego dotyczył re-
alizowany projekt.

Skład Rady Naukowej gwarantuje wysoki poziom publikowa-
nych prac.

Postępy Polskiej Medycyny i Farmacji ukazują się raz w roku. 
Redakcja przyjmuje do druku artykuły w języku polskim lub an-
gielskim, przy czym tytuł, streszczenie, słowa kluczowe i afilia-
cje powinny być dodatkowo napisane w języku angielskim (lub 
polskim w przypadku prac anglojęzycznych).

Redakcja Postępów Polskiej Medycyny i Farmacji uznaje zasa-
dy zawarte w Deklaracji helsińskiej i w związku z tym oczekuje 
od autorów, aby wszelkie badania wykonane z udziałem czło-
wieka zostały przeprowadzone zgodnie z tymi zasadami.

RegULamin Recenzowania i PRzYJmowania PRac

Redakcja rozpatruje nadesłane prace, które zostaną uznane 
przez recenzentów i redaktorów za właściwe pod względem 
tematyki i stanowiące oryginalny wkład do postępu w nauce  
i/lub praktyce klinicznej lub mają pożądane walory dydaktycz-
ne (szkoleniowe). Podpis pierwszego autora pod oświadcze-
niem jest równoznaczny ze stwierdzeniem, że:
• złożona praca jest własna,
•  wszyscy autorzy wyrażają zgodę na publikację przedstawio-

nego materiału.

Otrzymany manuskrypt jest na wstępie oceniany przez ze-
spół redakcyjny Postępów Polskiej Medycyny i Farmacji pod 
względem poprawności przygotowania manuskryptu, doku-
mentacji fotograficznej, obecności zgody wszystkich autorów 
na publikację. Manuskrypty niekompletne będą zwracane au-
torom do uzupełnienia bez analizy merytorycznej.

Manuskrypt, co do którego nie ma uwag wstępnych, zostaje 
opatrzony kolejnym numerem, o którym informuje się auto-
ra korespondencyjnego. Maszynopis każdej pracy poddaje się 
recenzjom. Kompetentnych recenzentów wyznacza Redaktor 
Naczelny. Recenzenci przygotowują opinie, które zawierają 
uzasadnione zalecenia i sugestie poprawek i uzupełnień treści 
i formy artykułu. Recenzje są anonimowe.

Dyskwalifikacja nadesłanego maszynopisu wymaga dwóch ne-
gatywnych recenzji. Redaktor Naczelny zastrzega sobie prawo 
odmowy druku pracy zawierającej wyniki badań, w których nie 

przestrzegano zasad etycznych eksperymentu klinicznego sfor-
mułowanych w Deklaracji Światowego Zgromadzenia Medycz-
nego w Helsinkach w roku 1964, w Tokio w roku 1975 i w zale-
ceniach Światowej Organizacji Zdrowia w 1982 roku. 

Ostateczna decyzja o przyjęciu pracy do druku lub jej odrzuce-
niu należy do uprawnień Rady Naukowej i nie podlega odwo-
łaniu. Podjętych decyzji Rada Naukowa nie musi uzasadniać.

Proces recenzowania pracy nie powinien trwać dłużej niż 3-4 
tygodnie, jednak Redakcja nie może zagwarantować określone-
go terminu podjęcia decyzji.

zezwoLenia na DRUk

Materiałom wykorzystanym z innych źródeł musi towarzyszyć 
pisemna zgoda pierwszego autora oraz wydawcy pierwotnej 
publikacji, w której materiał ten został opublikowany i w której 
wyrażona jest zgoda na przedruk na łamach Postępów Polskiej 
Medycyny i Farmacji.

W stosunku do prac, które są w trakcie przygotowania do dru-
ku, należy uzyskać zgodę na piśmie od autorów, osoby, jak rów-
nież Redakcji czasopisma, które udostępniło dane niepubliko-
wane lub informacje ustne wykorzystywane w artykule.

PoUFność inFoRmacJi o PacJencie

Zmiana danych biograficznych pacjenta w celu ochrony tożsa-
mości stanowi manipulację danych i nie powinno do niej do-
chodzić. Niemniej jednak autorzy prac naukowych mają obo-
wiązek ochraniać dane osobowe pacjenta. Publikować należy 
wyłącznie informacje o znaczeniu naukowym lub klinicznym. 
W związku z tym jeżeli zawarte w artykule informacje umożli-
wiają w jakikolwiek sposób ustalenie tożsamości badanej osoby, 
autorzy muszą uzyskać pisemną zgodę tej osoby lub jej opieku-
na na opublikowanie jej wyników, w tym zdjęć fotograficznych, 
obrazów radiologicznych i innych, przed złożeniem pracy do 
druku. Szczegóły dotyczące rasy, pochodzenia etnicznego, kul-
turowego i religii osoby badanej powinny być podane wyłącznie 
w przypadku, gdy zdaniem autora wywierają wpływ na prze-
bieg choroby i/lub leczenia dyskutowanego w danym tekście.

PRawa aUtoRSkie

Po akceptacji pracy do druku autorzy przekazują prawa autor-
skie Naukowej Fundacji Polpharmy. Od momentu akceptacji 
pracy do druku w Postępach Polskiej Medycyny i Farmacji in-
formacji w niej zawartych nie wolno ujawnić w prasie do czasu 
ukazania się numeru czasopisma, w którym artykuł występuje.

Po akceptacji pracy do druku złożone materiały stają się włas- 
nością Naukowej Fundacji Polpharmy i nie mogą się ukazywać 
w innej publikacji bez pisemnej zgody Naukowej Fundacji Pol- 
pharmy.
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Za datę przyjęcia do druku uważa się datę nadesłania ostatecz-
nej wersji artykułu. Redakcja dostarcza jeden egzemplarz cza-
sopisma każdemu autorowi opublikowanej pracy.

oDPowieDziaLność cYwiLna

Wydawca i Rada Naukowa czynią wszelkie starania, aby za-
pewnić rzetelność informacji, opinii i stwierdzeń zawartych 
w artykule ukazującym się w Postępach Polskiej Medycyny 
i Farmacji. Niemniej jednak za treść artykułów i reklam od-
powiada wyłącznie autor, sponsor lub firma marketingowa. 
Zgodnie z powyższym ani Wydawca, ani Rada Naukowa, ani 
Naukowa Fundacja Polpharmy nie ponoszą odpowiedzialno-
ści za skutki ewentualnych nierzetelności.

Redakcja stara się zapewnić w zakresie publikacji rzetelność 
dawkowania leków i innych danych ilościowych. Jednakowoż 
Redakcja zaleca czytelnikom, aby wszystkie metody i techniki 
polegające na podawaniu leków opisane w Postępach Polskiej 
Medycyny i Farmacji były stosowane wyłącznie zgodnie z in-
strukcjami i zaleceniami producentów leków lub sprzętu, wy-
danymi w kraju danego czytelnika.

kategoRie aRtYkUłów

Redakcja Postępów Polskiej Medycyny i Farmacji przyjmu-
je do druku:
•  prace przeglądowe, tj. doniesienia przedstawiające obec-

ny stan wiedzy na dany temat ze szczególnym uwzględnie-
niem bieżących kontrowersji, podejścia teoretycznego i prak-
tycznego do zagadnienia, nierozwiązanych problemów itp., 
uwzględniające właściwie dobrane piśmiennictwo;

•  prace poglądowe: opisy dotyczące ważnych zagadnień, kon-
trowersji i opinii w medycynie i farmacji, teksty dydaktyczne 
(szkoleniowe);

•  krótkie doniesienia: opisy wybranych rozwiązań klinicznych 
w przypadku konkretnych problemów, ewentualnie nowe od-
krycia jeszcze niepotwierdzone eksperymentalnie.

inStRUkcJa DLa aUtoRów

Niniejszy regulamin jest zgodny z wytycznymi opracowa-
nymi przez Wspólny Komitet Wydawców Czasopism Bio-
medycznych, opublikowanymi w opracowaniu pt.: Jedno lite 
wymagania dotyczące prac złożonych do druku w cza sopismach 
biomedycznych (Uniform Requirements for Manuscripts Sub-
mitted to Biomedical Journals N Eng J Med 1997; 336: 309-15; 
www.acponline.org/journals/resource/ unifreqr.htm).

PRzYgotowYwanie i naDSYłanie manUSkRYPtów

tekst

Manuskrypt powinien być przygotowany w dowolnej wersji 
Microsoft Word. Tekst należy pisać czcionką 12-punktową 
Times New Roman z odstępami półtorej linii między wierszami. 

tabele

Tabele można nadsyłać w dowolnej wersji edytora tekstowego 
Microsoft Word lub arkusza kalkulacyjnego Microsoft Excel.

Wykresy

Wykresy lub diagramy powinny być nadesłane w postaci plików:
• Microsoft Word (wklejone rysunki),
• prezentacji Microsoft Power Point,
• wykresów arkusza kalkulacyjnego Microsoft Excel,
• graficznych o rozszerzeniach *.jpg, *.gif, *.tiff.

Każdy wykres lub diagram powinien być zawarty w oddziel-
nym pliku. W przypadku użycia jakiegokolwiek innego opro-
gramowania (np. statystycznego) prosimy o kontakt z redak-
cją w celu uzgodnienia szczegółów dotyczących wybranego 
formatu wykresu.

ryciny

Ryciny powinny być przygotowane w rozdzielczości 300 dpi 
lub większej w formacie *.pdf, *.eps lub *.jpeg.

Strona tytułowa

Praca powinna mieć stronę tytułową, na której znajdują się 
następujące informacje:
•  pełny tytuł artykułu w języku polskim i angielskim,
•  imię i nazwisko każdego autora (bez tytułów), jednostkę 

organizacyjną każdego autora (miejsce pracy),
•  streszczenie w języku polskim i angielskim,
•  3-6 słów kluczowych w języku polskim i angielskim,
•  imię i nazwisko, tytuł, adres, numer telefonu i/lub faksu, e-mail 

autora, który odpowiada za przygotowanie pracy do druku,
•  źródła wsparcia materialnego w postaci grantów i dotacji, 

subwencji, sprzętu, leków itp.

streszczenia

Streszczenia nie powinny przekraczać 250 słów.

W tekście pracy należy zamieścić w postaci wyodrębnio-
nych tabel następujące zestawienia:
1. Stan wiedzy w chwili rozpoczęcia projektu;
2.  Co przyniosła realizacja grantu Naukowej Fundacji Polphar-

my;
3. Dalsze kierunki badań (opcjonalnie).

Przed piśmiennictwem w razie potrzeby można załączyć po-
dziękowania. Podkreśla się w nich wkład wszystkich osób, 
które pomagały w prowadzeniu badań i które nie spełniają kry-
teriów włączenia do zespołu autorów, np. asystentów, techni-
ków, kierowników jednostek dających tylko ogólne wsparcie. 
Autorzy mają obowiązek ujawnić fakt otrzymywania wsparcia 
finansowego lub materialnego.
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Piśmiennictwo zawiera pozycje z literatury ponumerowane 
w kolejności ich występowania w tekście (styl Vancouver), wy-
brane pod względem ważności, aktualności i dostępności. Po-
zycje występujące po raz pierwszy w tabelach lub rycinach na-
leży ponumerować tak, aby utrzymać kolejność z pozycjami 
cytowanymi w tekście. 

DoPUSzczaLne FoRmatY cYtowania

We wszystkich przypadkach prosimy o zwrócenie uwagi na 
stosowane znaki interpunkcyjne oddzielające poszczególne 
pola bibliograficzne cytowanej pozycji. Źródła internetowe 
z racji łatwości zmian lub korekt powinny zawierać datę po-
brania bądź przejrzenia pliku. Podając listę autorów, należy 
użyć zwrotu „i wsp.”, jeśli liczba autorów cytowanej pozycji 
jest wyższa niż 3.

typowy artykuł w czasopiśmie

Lichtenstein G.R., Hanauer S.B., Sandborn W.J.: Management of 
Crohn’s disease in adults, Am J Gastroenterol, 2009; 104: 465-83.

ten sam artykuł z uwagi na pomyłki redakcyjne z opubli-
kowaną później erratą

Koffler D., Reidenberg M.M.: Antibodies to nuclear antigens in 
patients treated with procainamide or acetylprocainamide [er-
rata opublikowana w: N Engl J Med, 1979; 302: 322-5], N Engl 
J Med, 1979, 301: 1382-5.

artykuł opublikowany wyłącznie elektroniczne

Drayer D.E., Koffler D.: Factors in the emergence of infectious 
diseases, Emerg Infect Dis [periodyk online], 1995, Jan-Mar [cy-
towany 1996.06.05]; 1(1): [24 ekrany]. Dostępny pod adresem 
URL:http://www.cdc.gov/ncidod/EID/eid.htm.

artykuł bez autora

Cancer in South Africa [tekst redakcyjny], S Afr Med J, 1994: 
84: 15.

monografia z określonym/określonymi autorem/autorami

Ringsven M.K., Bond D.: Gerontology and leadership skills for 
nurses. II wyd. Albany, Nowy Jork, Delmar Publishers, 1996.

książka redagowana

Norman U., Redfern S.J. redd.: Mental health care for elderly 
people, Nowy Jork, Churchill Livingstone, 1996.

książka wydana przez organizację

Institute of Medicine (US), Looking at the Future of the Medi-
cal Program, Waszyngton, The Institute, 1992.

Rozdział w książce

Phillips S.J., Whisnant J.R.: Hypertension and stroke, w: La-
ragh J.H., Brenner B.M. editors: Hypertension: pathophysio-
logy, diagnosis, and management, II wyd., Nowy Jork, Raven 
Press, 1995, 465-78.

materiały kongresowe

Kimura J., Shibasaki H. redd.: Recent advances in clinical neu-
rophysiology, materiały z X Międzynarodowego Kongresu 
EMG i Neurofizjologii Klinicznej, 1995.10.15-19, Kioto, Japo-
nia, Amsterdam, Elsevier, 1996.

referat

Bengtsson S., Solheim B.G.: Enforcement of data protection, 
privacy and security in medical information, w: Lun K.G., 
Oegoulet P., Piemme T.E., Rienhoff O. redd.: MEDINFO 92, 
materiały z VII Światowego Kongresu nt. Informatyki Medycz-
nej, 1992.09.6-10, Genewa, Szwajcaria.

Nie należy cytować, na ogół, abstraktów, niepubliko-
wanych danych ani informacji ustnej. Jeżeli jednak są 
one niezbędne (dotyczą własnych wyników zamiesz-
czonych w pracach będących w druku lub szykowanych 
do niego), można je włączyć do tekstu w odpowiednim 
miejscu.

taBeLe i iLUStRacJe

Tabele mają swoją numerację w kolejności występowania 
pierwszego odwołania w tekście oraz krótki tytuł. W nagłów-
kach kolumn stosuje się krótkie hasła lub skróty. Wskaza-
ny jest najprostszy możliwy układ tabeli, bez zbędnych po-
ziomych lub pionowych linii podziału. Wyjaśnienia, w tym 
tłumaczenia niestandardowych skrótów, należy umieścić 
w przypisach pod tabelą, nie zaś w samej tabeli. Dolne przy-
pisy pod tabelą należy ponumerować odrębnie, zaczynając od 
1 dla każdej tabeli. Należy się upewnić, czy każda tabela jest 
wymieniona w tekście.

Należy przedstawić pomiary statystyczne odmienności, jak np. 
odchylenie standardowe, standardowy błąd pomiaru średniej. 
Jeżeli dane pochodzą z innego źródła opublikowanego lub nie-
publikowanego, należy uzyskać zgodę i podać źródło w pełnym 
cytacie.

Ryciny i zdjęcia powinny być wykonane profesjonalnie; nie-
dopuszczalne są napisy ręczne. Redakcja przyjmuje ryciny 
i zdjęcia w formie elektronicznej w możliwe najwyższej jakoś- 
ci (rozdzielczość min. 300 dpi). Litery, cyfry i symbole muszą 
być wszędzie jasne i równomierne i mieć taki rozmiar, aby po 
zmniejszeniu w celu drukowania pozostały czytelne. Tytuły 
i wyjaśnienia należy pisać w podpisach, nie zaś na samych ry-
cinach.
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Ryciny powinny być ponumerowane w kolejności występowa-
nia pierwszego odwołania w tekście. Należy się upewnić, czy 
każda rycina jest wymieniona w tekście. Jeżeli dana rycina zo-
stała już opublikowana, należy podać źródło i uzyskać pisem-
ną zgodę osoby mającej prawa autorskie na przedruk materia-
łu za wyjątkiem dokumentów stanowiących dobro publiczne. 
Zdjęcia mogą być kolorowe lub czarno-białe. Redakcja druku-
je standardowo zdjęcia w postaci czarno-białej. Istnieje możli-
wość wydrukowania zdjęcia w pełnym kolorze, po konsultacji 
z Redakcją.

Zdjęcia mikroskopowe powinny mieć wewnętrzne oznacze-
nie skali. Używane w zdjęciu mikroskopowym symbole, strzałki 
i litery powinny być w kolorze kontrastującym z tłem. W przy-
padku fotografii badanych osób albo należy ukryć ich tożsa-
mość, albo uzyskać pisemną zgodę na opublikowanie zdjęcia. 
Redakcja przyjmuje zdjęcia w formie elektronicznej w możliwie 
najwyższej jakości (rozdzielczość min. 300 dpi).

Legendy pod rycinami należy numerować cyframi arabskimi 
odpowiadającymi kolejnym rycinom.

Jednostki miary. Pomiary długości, wysokości, wagi i objęto-
ści powinny być podane w jednostkach metrycznych (np. metr, 
kilogram, litr i inne) lub w systemie dziesiętnym (np. decyme-
try). Temperatura musi być podana w stopniach Celsjusza. Ciś- 
nienie tętnicze powinno być podane w milimetrach słupa rtęci. 
Wszystkie kliniczne pomiary hematologiczne i chemiczne po-
winny być podane w systemie metrycznym według Międzyna-
rodowego System Miar (SI). Alternatywne jednostki, niepocho-
dzące z tego systemu, powinny być dodane w nawiasach.

Skróty i symbole. Redakcja wymaga stosowania jedynie stan-
dardowych skrótów. Nie należy używać skrótów w  tytule 
ani w streszczeniach. Pełna wersja terminu, dla którego uży-
wa się danego skrótu, musi być podana przed pierwszym wy-
stąpieniem skrótu w tekście za wyjątkiem standardowych jed-
nostek miar.

wYSłanie aRtYkUłU Do czaSoPiSma

Autorzy są proszeni o przesłanie manuskryptu drogą elektro-
niczną na adres: office@indexcopernicus.com.

Manuskryptowi powinien towarzyszyć list przewodni podpi-
sany, w miarę możliwości, przez wszystkich autorów. List ten 
powinien zawierać:

1.  Oświadczenie dotyczące statusu danej pracy, faktu, że nie 
była dotąd opublikowana albo że została opublikowana częś- 
ciowo w innej redakcji, według wytycznych zawartych po-
wyżej;

2.  Zaświadczenie ujawniające istnienie ewentualnych związ-
ków finansowych (w tym informacje dotyczące np. grantu, 
z podaniem źródła i numeru grantu) lub powiązań mogą-
cych budzić zastrzeżenia;

3.  Oświadczenie, że wszyscy autorzy czytali i potwierdzili, że 
określone powyżej wymagania dotyczące współautorstwa 
zgodnie z powyższym zostały spełnione oraz że każdy autor 
uważa, że złożony tekst stanowi rzetelną pracę wszystkich 
wymienionych autorów;

4.  Dane personalne, adres i telefony głównego autora, który 
odpowiada za porozumiewanie się z pozostałymi autorami 
w sprawach dotyczących ewentualnych korekt i końcowego 
zatwierdzenia „szczotki” autorskiej do druku (jeżeli autor nie 
poda odrębnego adresu do korespondencji dla czytelników, 
adres ten zostanie wydrukowany na końcu opublikowanej 
pracy jako „adres do korespondencji”). 

Należy załączyć również zgody na przedruki opublikowanych 
materiałów, na wykorzystanie reprodukcji publikowanych ma-
teriałów, na użycie zdjęć lub podawanie danych o osobach, któ-
rych tożsamość można ustalić, oraz zgody na imienne wyróż-
nienie osób za ich wkład.

Redakcja Postępów Polskiej Medycyny i  Farmacji uwa-
ża ww. warunki za spełnione, jeżeli złożony zostanie podpis 
pierwszego autora.

komPLet mateRiałów naLeżY PRzeSłać 
Do ReDakcJi na aDReS:

Index Copernicus sp. z o.o.
Postępy Polskiej Medycyny i Farmacji
ul. Kasprzaka 31A/184, 01-234 Warszawa
tel.: +48 22 487 53 93
e-mail: office@indexcopernicus.com
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