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Szanowani Panstwo,

trafia do Was kolejny — tym razem juz sidd-
my — tom POSTEPOW POLSKIE] MEDYCYNY
I FARMACI]I, ktéry zawiera publikacje powstate
w wyniku realizacji projektéw naukowych finan-
sowanych przez Naukowa Fundacje Polpharmy.

Od 14 lat Fundacja wspiera najzdolniejszych mto-
dych badaczy stypendiami dla doktorantéw. W nu-
merze znalazly sie trzy publikacje, ktére powsta-
ty w trakcie realizacji programu dla doktorantéw.
W VI edycji konkursu laureatka zostala dr Beata
Matachowska z Zakladu Biostatyki i Medycy-
ny Translantacyjnej, Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi. Doktorantka zastosowala analize meta-
bolomiczna prébek krwi pobranych od dzieci z cu-
krzyca typu 1, ktére przebyly powiklania metabo-
liczne, takie jak kwasica cukrzycowa czy ciezka
hipoglikemia. Wyniki wskazuja, ze pomimo usta-
pienia objawéw klinicznych i odwrécenia zabu-
rzen réwnowagi kwasowo-zasadowej i hipoglike-
mii, pozostaje trwale pietno metaboliczne.

Réwniez w tej edycji stypendium otrzymat dr Mi-
chat Peller z Katedry i Kliniki Kardiologii War-
szawskiego Uniwersytetu Medycznego. Jego bada-
nia dotyczyly dysfunkcji $rédbtonka w wybranych
zespotach chorobowych. Wartos¢ uzyskanych wy-
nikéw podnosi fakt, ze Autor postugiwat sie za-
réwno nowa metoda oceny czynnos$ciowej, jak
i pomiarem stezenia wybranych biomarkeréw
$rédbtonkowych. Wyniki posiadaja duze znacze-

Stowo wstepne

Prof. dr hab. n. med. Zbigniew Gaciong

Przewodniczgcy Rady Naukowej
Postepow Polskiej Medycyny i Farmacji,
Redaktor Naczelny

nie praktyczne, pozwalajac identyfikowaé grupy
chorych o szczegélnie wysokim ryzyku sercowo-
-naczyniowym.

Z tej samej jednostki pochodzi kolejny laureat kon-
kursu dla doktorantéw — dr Krzysztof Ozieranski —
ktéry analizowal dostepne miedzynarodowe reje-
stry pacjentéw z niewydolnoscia serca, starajac sie
oceni¢ intrygujace — jak je okreslit — formy tera-
pii. Wedlug stownika jezyka polskiego oznacza to
metody wzbudzajace zainteresowanie i rzeczywi-
$cie analiza dr Ozieranskiego odnosi sie do bardzo
dyskutowanej obecnie kwestii réznic pomiedzy le-
kami moczopednymi. Tych, ktérych intryguje réz-
nica pomiedzy furosemidem i torasemidem — od-
sylam do artykulu w numerze. Warto podkresli¢,
ze dr Krzysztof Ozieranski otrzymal stypendium
w roku 2019, a zdazyl juz obroni¢ prace doktor-
ska, ktorej wyniki ukazatly sie w 3 publikacjach za-
mieszczonych w pismach o zasiegu miedzynaro-
dowym.

Od roku 2002 Fundacja oglasza corocznie konkurs
na najlepsze projekty badawcze w dziedzinie nauk
farmaceutycznych i medycznych. W roku 2015
jednym z laureatéw zostata dr n med. Agnieszka
Paradowska-Gorycka, ktérej projekt dotyczyt zna-
czenia $ciezki sygnatowej zwiazanej z receptorami
Toll-podobnymi oraz interferonami (TLR-IFN)
w patogenezie i obrazie klinicznym mieszanej cho-
roby tkanki tacznej. Wyniki zblizaja do poznania




istoty choroby i r6znorodnosci jej obrazu klinicz-
nego oraz daja podstawy do poszukiwania nowych
form terapii.

Laureatka XV edycji w roku 2016 zostata dr n med.
Joanna Bogustawska z Zakladu Biochemii i Biologii
Molekularnej CMKP w Warszawie. Dr Bogustawska
badala niekodujace, krazace czgsteczki mikroRNA
(miRNA), ktére reguluja czynno$¢ okolo 60% ge-
néw u czlowieka, a ich zaburzenia wykryto w szere-
gu nowotworéw. Autorka wykazata, Ze w raku ner-
ki dochodzi do zaburzen oddzialywania pomiedzy

miRNA a genami szlaku sygnalowego zwiazanego
z transformujacym czynnikiem wzrostu (TGEF-be-
ta). Jej wyniki moga tlumaczy¢ ,paradoks TGF-beta’,
ktéra to czasteczka hamuje rozwdj nowotworu na
wczesnym etapie, nasilajac jego progresje w postaci
zaawansowanej. Ta przemiana moze wigzac sie z od-
mienna regulacja przez miRNA, co stwarza szanse
na opracowanie nowych metod leczenia raka nerki.

Zapraszam do lektury
Prof. dr hab. n. med. Zbigniew Gaciong
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Streszczenie

W prezentowanej pracy zebrano wyniki trzech publikacji, powstalych na
podstawie prospektywnych, miedzynarodowych rejestréw obserwacyjnych
pacjentéw z niewydolnoscia 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 byla
ocena wplywu beta-adrenolitykéw na rokowanie w grupie pacjentéw z HF
i towarzyszacym migotaniem przedsionkéw, poréwnanie efektywnosci fu-
rosemidu i torasemidu w grupie pacjentéw z HF oraz préba oceny adheren-
cjilekarzy w Polsce do europejskich rekomendacji.

Do analizy oceniajacej wplyw beta-adrenolitykéw wlaczono 797 pacjen-
téw. Pacjenci przyjmujacy beta-adrenolityk w poréwnaniu do oséb bez be-
ta-adrenolityku rzadziej osiagali pierwszorzedowy (zgon z jakiejkolwiek
przyczyny; 10,9% vs 25,6%, p = 0,001) i drugorzedowy (zgon z jakiejkolwiek
przyczyny lub hospitalizacja z powodu HF; 30,6% vs 44,2%, p = 0,02) punkt
konicowy. Brak przyjmowania beta-adrenolityku byl niezaleznym predyk-
torem jedynie pierwszorzedowego punktu koricowego (HR 0,52; 95%Cl,
0,31-0,89; p = 0,02). Oba punkty koricowe najrzadziej obserwowano w gru-
pie z czestotliwo$cia rytmu serca 80—109/min.

W grupie 1440 pacjentéw z HF wykazano, ze pacjenci w leczeni torasemi-
dem, w poréwnaniu do furosemidu, rzadziej doswiadczali drugorzedowe-
go (zgon z jakiejkolwiek przyczyny lub hospitalizacja z powodu HF; 26,4%
vs 34,7%; p = 0,04), ale nie pierwszorzedowego (zgon z jakiejkolwiek przy-
czyny; 9,8% vs 14,1%; p = 0,13) punktu konicowego. U pacjentéw leczonych
furosemidem odnotowano nasilone objawy HF w klasie NYHA po roku
(p = 0,04). Przeanalizowano réwniez adherencje lekarzy w Polsce do wy-
tycznych leczenia HF. W analizie 209 ambulatoryjnych pacjentéw z HF
z obnizona frakcja wyrzutowa lewej komory wykazano satysfakcjonujacy
wynik adherencji do rekomendowanej terapii HF w 72% przypadkdw.

Stowa kluczowe: niewydolnos¢ serca, beta-adrenolityki, diuretyki pe-
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-

e-mail: krzysztof.ozieranski@gmail.com  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

Niewydolno$¢ serca (HF) jest powaznym proble-
mem ze wzgledu na przewlekly przebieg, a wzra-
stajaca liczba pacjentéw z HF w Polsce siega milio-
na 0séb w populacji ogélnej oraz ponad 10% wsrdd
os6b w wieku =70 lat [1, 2]. Zdekompensowana HF
jest najczestsza przyczyng hospitalizacji dorostych
w Polsce, przy czym nawet do 50% pacjentéw z HF
jest ponownie hospitalizowanych z powodu za-
ostrzenia HF w ciagu 6 miesiecy od wypisu ze szpita-
la [3, 4], a 5-letnia $miertelno$¢ w HF wynosi 50% [5].
Stad leczenie HF generuje ogromne koszty dla sys-
temu ochrony zdrowia i pacjentéw [1, 6]. Z danych
Narodowego Funduszu Zdrowia wynika, ze wydatki
zwiazane z hospitalizacjami z powodu HF pochtania-
ja ponad 700 mln z! rocznie i przekraczaja 94% bu-
dzetu przeznaczonego na leczenie HF [1, 6].

Aktualne trendy dotyczace kompleksowej terapii HF
koncentruja sie wokét kilku intrygujacych zagadnien,
takich jak udoskonalenie leczenia HF poprzez opty-
malizacje dostepnej farmakoterapii czy poprawe ad-
herencji lekarzy do europejskich wytycznych terapii
HF [2,5,7].

W prezentowanej pracy zebrano wyniki trzech publi-
kacji powstatych na podstawie danych pochodzacych

z prospektywnych, miedzynarodowych rejestréw ob-
serwacyjnych pacjentéw 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-
czyly préby oceny adherencji lekarzy w Polsce do eu-
ropejskich rekomendacji oraz oceny wybranych form
terapii HF. Szczegdlny nacisk polozono na poréwna-
nie skutecznoscileczenia pacjentéw z HF za pomoca
furosemidu lub torasemidu oraz wptywu stosowania
beta-adrenolitykdw na rokowanie w grupie pacjen-
téow z HF i towarzyszacym migotaniem przedsion-
kéw.

Beta-adrenolityki w leczeniu pacjentow z HF
i migotaniem przedsionkéw

Beta-adrenolityki obok inhibitoréw konwertazy an-
giotensyny, ze wzgledu na redukcje ryzyka hospita-
lizacji z powodu HF i zgonu, naleza do tzw. leczenia
pierwszego rzutu u pacjentéw z przewlekla niewy-
dolnoscia serca z obnizona frakcja wyrzutowa lewej
komory (HF-rEF) [2], jednak pomimo tak istotnych
zalet wciaz pojawiaja si¢ kontrowersje dotyczace
ich skuteczno$ci w podgrupie pacjentéw z HF z to-
warzyszgcym migotaniem przedsionkéw. W bada-
niach klinicznych z beta-adrenolitykami wiekszo$¢
uczestniczacych pacjentéw posiadalo rytm zato-

12
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kowy, a zaledwie 11-35% pacjentéw uwzglednio-
nych w tych badaniach mialo rozpoznane migotanie
przedsionkéw [8-11]. Co wigcej, analizy publikowa-
ne w ostatnim czasie prezentuja istotnie odmienne
wnioski. Metaanaliza dziesieciu randomizowanych
badan klinicznych nie wykazata korzysci w diugo-
terminowym rokowaniu podczas terapii beta-adre-
nolitykami u pacjentéw z HE-rEF i towarzyszacym
migotaniem przedsionkéw [12]. W przeciwienstwie
do wspomnianej metaanalizy, duzy ogdlnokrajowy
rejestr szwedzki [13] i analiza post-hoc badania AF-
-CHF [14] dowiodly znaczacego spadku $miertelno-
$ci ze wszystkich przyczyn w grupie pacjentéw z HF
i migotaniem przedsionkéw leczonych beta-adreno-
litykami (odpowiednio zmniejszenie ryzyka wzgled-
nego o 25i28%).

Kolejnym waznym zagadnieniem, ktére takze aktual-
nie jest poddawane licznym dyskusjom, jest docelo-
wa spoczynkowa czestotliwo$¢ rytmu serca u pacjen-
téw z HF i towarzyszacym migotaniem przedsionkéw.
Zaobserwowano, ze czestotliwo$¢ rytmu komor ser-
ca ponizej 70. uderzen na minute moze by¢ zwigzana
z gorszym rokowaniem pacjentéw z HF i migotaniem
przedsionkéw [15]. Aktualne zalecenia ESC dotyczg-
ce terapii HF i migotania przedsionkéw sa rozbiezne
w kontekscie optymalnej czestotliwosci rytmu serca.
Wytyczne HEF, jako cel terapii kontrolujacej czestotli-
wo$¢ rytmu komér u pacjentéw z HF i migotaniem
przedsionkéw, sugeruja zakres 60—100 uderzeni na mi-
nute, podczas gdy wytyczne ESC dotyczace migotania
przedsionkéw proponuja mniej rygorystyczny préog
<110 uderzeni na minute (oraz jednoczes$nie unikanie
bradykardii) [2, 16].

W pracy Ozieranskiego K. i wsp. przeanalizowano
dane 2019 pacjentéw zrekrutowanych do dwéch re-
jestrow HF ESC (Heart Failure Pilot oraz Heart Fa-
ilure Long-Term), z ktorych 797 os6b miato zdiagno-
zowane migotanie przedsionkéw [17]. Nastepnie
tych pacjentéw przydzielono do dwéch grup w zalez-
nosci od tego, czy otrzymywali leczenie beta-adreno-
litykiem (89,7%), czy nie (10,3%). Ci nieotrzymujacy
beta-adrenolityku, w poréwnaniu do oséb stosuja-
cych beta-adrenolityk, byli starsi; rzadziej byli plci
meskiej; mieli wyzsza frakcje wyrzutowa lewej ko-
mory; czesciej etiologia HF byla choroba wiericowa;
nierzadko w wywiadzie cierpieli na przewleklg obtu-
racyjna chorobe ptuc; mieli nizsze stezenie hemoglo-
biny; rzadziej otrzymywali antagonistéw receptora
mineralokortykoidowego, doustne leki przeciwkrze-
pliwe, statyny oraz mniej z nich miato w przeszlosci
implantowany kardiowerter defibrylator. Okazato
sie, ze pacjenci otrzymujacy beta-adrenolityk rza-
dziej osiagali pierwszorzedowy (zgon z jakiejkolwiek
przyczyny; 10,9% vs 25,6%, P = 0,001) i drugorzedo-

wy (zgon z jakiejkolwiek przyczyny lub hospitaliza-
cja z powodu HF; 30,6% vs 44,2%, P = 0,02) punkt
koficowy w poréwnaniu do os6b bez beta-adrenoli-
tyku. Brak przyjmowania beta-adrenolityku byt tak-
ze predyktorem obu punktéw koficowych w analizie
jednoczynnikowej, natomiast w analizie wieloczyn-
nikowej istotnos¢ zostata zachowana tylko dla pierw-
szorzedowego punktu konicowego (hazard ratio dla
stosowania beta-adrenolityku, 0,52; 95% przedzial
ufnosci, 0,31-0,89; P = 0,02). Dodatkowo w pracy po-
réwnano roczne rokowanie pacjentéw w zaleznosci
od spoczynkowej czestotliwosci rytmu serca (ponizej
80/min., 80—109/min. oraz 110 lub wiecej uderzen
na minute). Oba punkty koricowe wystepowaly naj-
czesciej w grupie z najwyzsza czestotliwo$cia rytmu
serca, podczas gdy najmniej zdarzen obserwowano
w grupie ze spoczynkowa czestotliwoscia rytmu ser-
ca w zakresie 80—109/min.

Wyniki tej analizy wpisuja sie w aktualne trendy pu-
blikacyjne i wydaja si¢ potwierdzaé wcze$niejsze
obawy, ze beta-adrenolityki nie zmniejszaja istot-
nie ryzyka hospitalizacji z powodu zaostrzenia HF
w grupie pacjentéw z HF i towarzyszacym migota-
niem przedsionkéw. Jednak ich zastosowanie w tej
grupie pacjentéw wciaz powinno by¢ rekomendowa-
ne ze wzgledu na redukcje ryzyka zgonu. Optymalna
spoczynkowg czestotliwo$cia rytmu serca w grupie
pacjentéw z HF i migotaniem przedsionkéw wyda-
je sie zakres 80—109 uderzen na minute, podczas gdy
wyzsza czesto$¢ wiaze sie z gorszym rokowaniem.

Diuretyki petlowe w leczeniu objawowej HF

Powszechna wiedza jest, ze odpowiednie zapobiega-
nie retencji ptynéw za pomoca leczenia diuretyczne-
go moze zmniejszy¢ ryzyko wystapienia zaostrzenia
HF [18]. Mimo to nawet 50% pacjentéw z HF wy-
maga ponownej hospitalizacji z powodu zaostrze-
nia objawéw choroby w ciagu 6 miesiecy od wypisu
ze szpitala, co §wiadczy o potrzebie poprawy opie-
ki ambulatoryjnej, w tym leczenia objawowego [2].
Obecne zalecenia nie podkreslaja jednak wyzszo-
$ci zadnego z dostepnych diuretykéw [2], natomiast
zdecydowanie najcze$ciej stosowanym diuretykiem
petlowym jest furosemid [19]. Wiadomo jednak,
ze furosemid jest lekiem szybko i krétko dzialaja-
cym, stad moze prowadzi¢ do zaburzen elektrolito-
wych i wigzac sie z niekorzystnym rokowaniem [20].
Nowe badania dotyczace innego diuretyku petlowe-
go — torasemidu — sa zachecajace i sugeruja szereg
korzystnych nastepstw jego dzialania, w tym reduk-
cje objawdéw oraz potencjalny spadek ryzyka zgonu
i hospitalizacji z powodu zaostrzenia HF [21, 22]. To-
rasemid wykazuje takze korzystny wplyw na uklad
renina-angiotensyna-aldosteron oraz redukuje widk-
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nienie i przebudowe lewej komory serca [23-25],
w czym upatruje sie jego potencjalnych zalet w sto-
sunku do furosemidu.

W publikacji powstatej w oparciu o polskie dane
z dwdch prospektywnych, miedzynarodowych re-
jestrow ESC (Heart Failure Pilot oraz Heart Failu-
re Long-Term) Ozieranski K. i wsp. przeanalizowali
2019 polskich pacjentéw [26]. W ostatecznej anali-
zie uwzgledniono 1440 pacjentéw leczonych furo-
semidem lub torasemidem. Gléwna analiza zostata
przeprowadzona na grupach pacjentéw dobranych
pod wzgledem charakterystyki klinicznej za po-
moca metody propensity score matching, aby wy-
eliminowa¢ potencjalny wptyw innych zmiennych
na konicowy wynik. Pacjenci leczeni torasemidem
rzadziej osiagali drugorzedowy punkt koncowy
(zgon z jakiejkolwiek przyczyny lub byli hospitali-
zowani z powodu HF; 26,4%) niz pacjenci w gru-
pie otrzymujacej furosemid (34,7%; p = 0,04). Nie
zaobserwowano réznic pomiedzy obiema grupa-
mi pod wzgledem czestotliwo$ci wystepowania
pierwszorzedowego punktu koricowego (zgon z ja-
kiejkolwiek przyczyny; 9,8% vs 14,1%; p = 0,13, od-
powiednio w grupie torasemidu i furosemidu).
Pierwszorzedowy i drugorzedowy punkt koncowy
najczesciej (odpowiednio 23,9% oraz 59,2%) obser-
wowano w grupie pacjentéw przyjmujacych jedno-
cze$nie furosemid i torasemid. Po roku obserwacji
w grupie leczonej furosemidem obserwowano tak-
ze wieksze nasilenie objawéw HF w klasie NYHA
w poréwnaniu do os6b leczonych furosemidem (p =
0,04). Szczegdlne korzysci ze stosowania torasemi-
du obserwowano w subpopulacjach pacjentéw z HF
o etiologii kardiomiopatii rozstrzeniowej oraz u pa-
cjentéw w mlodszym wieku (ponizej 65. roku zycia).
Wryniki tej pracy wpisuja sie w aktualne trendy ba-
dan naukowych nad optymalnym wyborem diure-
tykéw. Obecne wytyczne leczenia HF, pomimo kil-
ku dekad do$wiadczen ze stosowania diuretykdw,
nie podkreslaja wyzszosci zadnego z lekéw moczo-
pednych. Dostepne raporty sa zachecajace i suge-
ruja korzystniejsze dzialanie torasemidu w stosun-
ku do furosemidu. Wyniki prezentowanej pracy
sugeruja takze, ze torasemid moze mie¢ korzystny
wplyw na objawy HF i rokowanie pacjentéw z HF,
szczegblnie mlodszych pacjentéw, lub z kardiomio-
patia rozstrzeniows, ale wymaga to dalszych ana-
liz w prospektywnych randomizowanych badaniach
klinicznych.

Przestrzeganie wytycznych leczenia HF
Opublikowane niedawno $wiatowe wyniki miedzy-

narodowego, prospektywnego, obserwacyjnego reje-
stru QUALIFY, obejmujacego ambulatoryjnych pa-

cjentéw z HF, pokazuja wzglednie satysfakcjonujace
przestrzeganie rekomendacji ESC dotyczacych far-
makoterapii HF [7]. Na podstawie danych z rejestru
QUALIFY mozna wnioskowad, ze gtéwnym wyzwa-
niem pozostaje nadal osiagniecie docelowej dawki
danego leku [7]. W badanej populacji odsetek pa-
cjentéw przyjmujacych odpowiednia dawke lekow
byl w wiekszosci bardzo niski (14,8% dla lekdw beta-
-adrenolitycznych, 6,9% dla antagonistéw receptora
angiotensyny, 26,6% dla iwabadyny, 27,9% dla inhibi-
toréw konwertazy angiotensyny oraz 70,7% dla an-
tagonistéw receptora mineralokortykoidowego) [7].
Weciaz nie sa jednak znane dane dotyczace przestrze-
gania zalecen terapii HF w Polsce, stad prébe ich oce-
ny przedstawiono w niniejszej pracy. Tego rodzaju
dane sg bardzo pozadane ze wzgledu na ewentualna
potrzebe poprawy §wiadomosci lekarzy o potrzebie
intensyfikacji terapii HF oraz wdrozenia dzialan po-
prawiajacych odpowiednie prowadzenie terapii HF
w warunkach ambulatoryjnych, co moze w znaczacy
sposob przetozy¢ sie na przebieg choroby oraz ilo$¢
jej zaostrzen prowadzacych do licznych hospitaliza-
¢ji. Na podstawie analiz przeprowadzonych na bada-
nej populacji oszacowano poziom adherencji do wy-
tycznych leczenia HF w polskiej grupie.

Do badania QUALIFY w Polsce wlaczono 209 am-
bulatoryjnych pacjentéw z HF-rEF, ktérzy byli ho-
spitalizowani z powodu zaostrzenia HF w ciagu
ostatnich 1-15 miesigcy. Analiza przeprowadzona
przez Opolskiego G. i wsp. wykazala satysfakcjonu-
jace zastosowanie lekdéw zalecanych przez wytycz-
ne, jednak w zbyt niskich dawkach [27]. Sredni wiek
badanej grupy wynosit 67,4 (£10,9) lat, a 77% sta-
nowili mezczyzni. Prawie 92% pacjentéw otrzymy-
walo inhibitor konwertazy angiotensyny lub bloker
receptora angiotensyny, jednak odpowiednio zale-
dwie 27,4% i 4,0% z nich otrzymywato lek w daw-
ce docelowej. Okoto 97% pacjentéw mialo przepi-
sany beta-adrenolityk, a zaledwie 17,7% osiagneto
wlasciwa dawke leku. Antagoniste receptora mi-
neralokortykoidowego otrzymywalo 73,2% oséb,
z ktorych wiekszos¢ (66%) otrzymywala dawke do-
celowa. Iwabradyne przyjmowalo 14% pacjentdw,
przy czym zaledwie 13,8% z nich w dawce docelo-
wej. Przedstawiony w badaniu tzw. adherence score
(obliczany na podstawie stosowania podstawowych
lekéw w terapii HF, jak: inhibitory konwertazy an-
giotensyny, blokery receptora angiotensyny, beta-
-adrenolityki, antagonisci receptora mineralokor-
tykoidowego oraz iwabradyna) byt dobry u 72%
pacjentéw, umiarkowany u 24% i staby u 4%. Otrzy-
mane wyniki sugeruja, Ze w Polsce istnieje potrze-
ba poprawy adherencji do wytycznych leczenia
HE, szczegdblnie w warunkach ambulatoryjnych, co
moze przetozy¢ sie na poprawe rokowania pacjen-
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tow. Takie postepowanie jest kolejnym krokiem
w optymalizacji procesu leczenia HF.

PODSUMOWANIE

Podsumowujac, przedstawione wyniki opieraja sie
na danych z 3 duzych, miedzynarodowych, prospek-
tywnych rejestréw obserwacyjnych o uznanej meto-
dologii, co pozwolito na ocene wybranych form tera-
pii pacjentéw z HF oraz prébe analizy adherencji do
leczenia HF w polskiej grupie. Dzieki obserwacyjne-
mu i prospektywnemu charakterowi powyzszych re-
jestréow, w odréznieniu od randomizowanych badan
klinicznych, mozliwa byla analiza niewyselekcjono-
wanej grupy pacjentéw spotykanej w ambulatoryjnej
i szpitalnej praktyce klinicznej. Zaobserwowano po-
zytywny wplyw beta-adrenolitykéw na roczne prze-
zycie, przy braku wplywu na drugorzedowy punkt
koncowy (zgon z jakiejkolwiek przyczyny lub hospi-
talizacja z powodu zaostrzenia HF) pacjentéw z HF
i towarzyszacym migotaniem przedsionkéw. Podjeto
réwniez prébe okreslenia optymalnej spoczynkowej
czestotliwosci rytmu serca w tej grupie pacjentow,
ktéra wynosita 80—109 uderzen na minute. Przepro-
wadzona analiza wykazala réwniez korzystne dzia-
tanie torasemidu w poréwnaniu z furosemidem na
roczne rokowanie i nasilenie objawéw w grupie pa-
cjentéw z HF. Ponadto wyniki analiz wykazaly sa-
tysfakcjonujacy poziom adherencji do wytycznych
leczenia HF w Polsce, a jednocze$nie dowiodly po-
trzebe dalszych staran w kierunku optymalizacji te-
rapii HF poprzez osiaganie docelowych dawek lekéw
poprawiajacych rokowanie pacjentéw z HE.

FINANSOWANIE
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Streszczenie

Autoimmunizacyjne choroby tkanki tacznej (ACTD) charakteryzu-
ja sie spontaniczna stymulacja ukladu odpornosciowego i wytwarza-
niem autoprzeciwcial. Niektore autoprzeciwciata tworza komplek-
sy immunologiczne z DNA i/lub RNA, obecne w surowicy chorych na
ACTD, promujace zapalenie tkanek, a tym samym rozwdj réznych ob-
jawéw klinicznych choroby. Kompleksy immunologiczne, w ktérych za-
warte sg kwasy nukleinowe, moga dziata¢ jako ligandy dla endosomal-
nych recoptoréw Toll-podobnych (TLR), ktérych aktywacja indukuje
wydzielanie interferonéw typu I (IFN-I) oraz typu III. Celem niniejsze-
go projektu bylo miedzy innymi okreslenie, czy geny szlaku TLR-IFN
moga by¢ uwazane jako potencjalne biomarkery ACTD. Polimorfizmy
genu [FN-A i IFN-G wykazaly zwiazek z predyspozycja do rozwoju
SLE i MCTD, a polimorfizmy genu IFN-B z predyspozycja do rozwoju
SLE. Allel TLR7 rs5743305 T oraz allel rs5743316 A moga pelnic role
ochronng przed rozwojem MCTD, zas allel TLR7 rs1731479 T oraz al-
lel TLR8 rs17256081 C moga by¢ predykatorami rozwoju MCTD w po-
pulacji polskiej. Ekspresja mRNA IFN-a, IFN-f3, IFN-y oraz TLR3,TLR8
i TLR7 byla znacznie wyzsza u pacjentéw z SLE w stosunku do pacjen-
téw z MCTD i SSc. U pacjentéw MCTD anty-U1-70k (+) stwierdzono
wyzszy poziom IFN-y i nizszy poziom IFN- w surowicy niz u pacjen-
téw, u ktérych nie stwierdzono obecnosci tego przeciwciata. U chorych
na SLE IFN-a i IEN-y koreluja ze stezeniem sktadowych dopelniacza
a IFN-a z aktywnoscia choroby. Chociaz szczeg6lowa etiopatogeneza
ACTD nie jest ustalona, to badania potwierdzaja, iz nadmierna aktywa-
cjaimmunologiczna z udziatem endosomalnych receptoréw TLR i IFN-
a/-B/-y uznawane sg za wazny mechanizm patogenny tych schorzen.

Stowa kluczowe: receptory toll-like, interferon, patogeneza, choroby
tkanki tacznej
Abstract

Autoimmune connective tissue diseases (ACTD) are characterized
by spontaneous stimulation of the immune system and the production
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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
IEN-a, IEN-f, IEN-y, 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-y and lower IFN-3 serum
levels than patients without this antibody. In patients with SLE, serum
levels of IEN-a and IFN-y correlate with the concentration of comple-
ment components, and serum levels of IFN-« 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

WSTEP

Autoimmunizacyjne choroby tkanki tacznej (auto-
immune connective tissue diseases, ACTD) okre§la-
ne sg jako uktadowe choroby tkanki tacznej. Mimo
ze dotycza one niewielkiego odsetka populacji ogél-
nej, to — jako choroby przewlekle, rozpoczynaja-
ce sie w relatywnie mlodym wieku i prowadzace do
postepujacej niepetnosprawnosci ruchowej — stano-
wig wazny problem spoteczny i medyczny. Choro-
by uktadowe tkanki tacznej obejmuja procesem cho-
robowym liczne narzady i ukltady w organizmie, co
wiaze sie z koniecznoscia wielospecjalistycznego le-
czenia. Charakter tego typu schorzen taczy sie z wie-
loma niezwykle ucigzliwymi objawami, miewajac
ciezki przebieg, niekiedy zagrazajacy zyciu. Ponadto
osoby cierpigce na ACTD sa czesto wykluczone spo-
tecznie, a wynika to z rosnacego stopnia niepetno-
sprawnosci. W zwiazku z powyzszym, rzetelne bada-
nia naukowe sa wazne nie tylko dla os6b dotknietych
chorobg 0séb czy ich rodzin, ale réwniez dla calego
spoteczenistwa.

ACTD charakteryzuja si¢ spontaniczna stymulacja
uktadu odpornosciowego i wytwarzaniem przeciw-
cial przeciwko wlasnym sktadnikom komérkowym
(biatka lub kwasy nukleinowe). Klasyczny podziat
ACTD obejmuje toczen rumieniowaty ukladowy
(SLE), reumatoidalne zapalenie stawéw (RA), twar-

dzine uktadowa (SSc), zesp6t Sjogrena (SS) oraz
mieszang chorobe tkanki tacznej (MCTD). ACTD
sa trudne w diagnozie, ktéra opiera si¢ w duzej mie-
rze na analizie przeciwcial wystepujacych we krwi,
uwzglednionych w kryteriach klasyfikacji tych cho-
rob. Najczestszym schorzeniem tego typu jest RA
(wystepuje u ok. 2% ludzi), a jednym z najrzadszych
MCTD (10 przypadkéw/100 000 ludnosci) [1-3].

Uktadowe choroby tkanki facznej charakteryzuja sie
stymulacja uktadu odpornosciowego poprzez wy-
twarzanie autoprzeciwcial przeciwko komponen-
tom jadrowym i cytoplazmatycznym [4—6]. Przeciw-
ciala te wytwarzane sg przez autoreaktywne komérki
B przy wspélpracy z autoreaktywnymi komérkami T
[6]. Ponadto u pacjentéw z toczniem rumieniowatym
ukladowym scharakteryzowano populacje dojrza-
tych komérek B, ktére sa naturalnie autoreaktywne,
ale utrzymuja sie w stanie anergicznym. Stan aner-
giczny jest przejsciowy i odwracalny, jesli komor-
ki otrzymaja odpowiednie sygnaly komoérek pro-
-T i/lub pro-B lub gdy komérki zostana usuniete ze
$rodowiska autoreaktywnego [6]. Wérod pacjentéw
z ACTD bardzo charakterystyczne jest wystepowa-
nie przeciwcial reaktywnych wobec nukleosoméw,
dwuniciowego DNA, Ro/SSA, matych jadrowych ry-
bonukleoprotein czy La/SSB. U okoto 90% pacjentéw
stwierdza sie reaktywno$¢ na nukleosomy. Uwaza
sie, ze w uktadowych chorobach tkanki facznej do-
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Ryc. 1. Potencjalna rola endosomalnych TLR6w i IFN typu |'i typu Il w patogenezie ACTD. pDCs — plazmatyczne komérki dendrytyczne, mDCs

- dojrzata komérki dendrytyczne, NETs — neutrophil extracellular traps.

chodzi do przerwania tolerancji immunologicznej na
biatka wtasne, w tym DNA i inne bialka jadrowe. Po-
nadto liczne badania wskazuja, ze w podatnosci do
rozwoju i przebiegu ACTD wspétuczestnicza licz-
ne czynniki genetyczne i Srodowiskowe [7]. Niektdre
autoprzeciwciala tworza kompleksy immunologicz-
ne z DNA i/lub RNA, obecne w surowicy chorych

na ACTD, promujace zapalenie tkanek, a tym sa-
mym rozwdj réznych objawéw klinicznych choroby.
Kompleksy immunologiczne, w ktérych zawarte sa
kwasy nukleinowe, moga dziala¢ jako ligandy dla en-
dosomalnych recoptoréw Toll-podobnych (7oll-like
receptors, TLRs) [8, 9]. Endosomalne TLR wystepu-
ja gléwnie na komoérkach dendrytycznych, gdzie ich
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aktywacja indukuje wydzielanie interferonéw typu
I (IFN-I) oraz interferonéw typu III [10]. Pomimo iz
szlaki sygnalizacyjne endosomalnych TLR-éw wyka-
zuja niezwykte podobienstwa, to jednak wyniki po
aktywacji kazdego z nich prowadza do klinicznie od-
miennych fenotypéw choréb autoimmunizacyjnych.

Sciezka TLR-IFN w patogenezie uktadowych
choréb tkanki tgcznej

Chociaz patofizjologia ACTD pozostaje nie do kon-
ca poznana, wiele badan wskazuje na istotna role od-
pornosci wrodzonej, a gléwne geny ryzyka choroby
dziataja w obrebie szlaku interferonu typu I. Bada-
nia pokazuja, ze heterogeniczno$é w aktywacji szla-
ku interferonu typu I, interferonu typu Il oraz podlo-
ze genetyczne przyczyniaja sie do niejednorodno$ci
klinicznej obserwowanej w poszczegdlnych jednost-
kach uktadowych choréb tkanki tacznej. Biorac pod
uwage, ze szlak interferonu typu I jest gleboko po-
wigzany z patogeneza wielu chor6b autoimmuniza-
cyjnych, wlaczajac ACTD. Od wielu lat trwajg in-
tensywne badania w celu ustalenia, czy aktywno$¢
interferonu typu I i/lub typu II moze by¢ predykto-
rem odpowiedzi na leczenie, czy szlak interferonéw
moze by¢ ukierunkowany na leczenie [11].

Interferony sa krytycznymi cytokinami zaangazo-
wanymi w odpowiedz przeciwwirusowa. Interfe-
rony typu I u ludzi obejmuja dwanascie podtypow
interferonu-a (IFNa), IFNp, IFNw, IFNk i IFNe. Kaz-
dy podtyp jest wytwarzany przez poszczegélne ko-
morki w odpowiedzi na okreslone bodzce [11]. Pla-
zmacytoidalne komoérki dendrytyczne (pDC) sa
gléwnymi producentami IFN-a, podczas gdy komor-
ki takie jak: fibroblasty, komérki nabtonkowe, ko-
morki dendrytyczne, fagocyty i synowiocyty wytwa-
rzaja IFN-P. Interferony typu I uczestnicza nie tylko
w odpowiedzi immunologicznej przeciwko wirusom,
ale réwniez moga przyczyniac si¢ do stanéw zapal-
nych i utraty tolerancji przy rozregulowanej produk-
cji IEN (Ryc. 1).

IFN-a charakteryzuje sie bardzo szerokim zakre-
sem wplywu na uklad odpornosciowy, wlaczajac
regulacje ekspresji czasteczek gtéwnego ukladu
zgodnosci tkankowej (MHC) czy aktywacje komo-
rek prezentujacych antygen. Funkcje te stawiaja
IEN-a w roli facznika odporno$ci wrodzonej z na-
byta i sugeruja, ze IFN-a moze by¢ krytycznym
punktem przy ustalaniu ,progéw autoimmunizacji”
[12]. IEN-B, zwykle wytwarzany przez fibroblasty,
ma dziatanie przeciwwirusowe i antyproliferacyjne.
W komorkach odpornosciowych (najbardziej praw-
dopodobny cel dziatania terapeutycznego IFN-f
w stwardnieniu rozsianym) IFN- hamuje prezenta-

cje antygenu oraz proliferacje limfocytéw T, wply-
wa na ekspresje cytokin i metaloproteinazy (MMP)
[13]. Natomiast w obrebie rodziny IFN typu II wy-
réznia sie tylko IEN-y, ktéry, w przeciwienistwie do
IEN typu L i typu III, posredniczy w funkcjach pro-
zapalnych i immunomodulujacych [14]. IFN-y zo-
stal pierwotnie zidentyfikowany jako ,,czynnik akty-
wujacy makrofagi’, bedacy gléwnym fizjologicznym
celem dzialania IFN-y. Dzi$ juz wiadomo, ze IFN-y
ma réwniez istotny wptyw na komérki pomocni-
cze T (Th), komérki pomocnicze T pecherzykowe
(Tfh), komorki regulatorowe T (Treg) oraz komor-
ki B. IFN-y jest wazny réwniez dla lokalnego réz-
nicowania monocytéw w komoérki dendrytyczne
i makrofagi, ktére stuza jako gtéwne Zrédta IL-12
w miejscach infekcji. IFN-y wykazuje selektywne
dziatanie na komérki B w kontekscie autoimmuni-
zacji i wytwarzania autoprzeciwcial; taka selektyw-
no$¢ wspiera celowanie terapeutyczne IFN-y [15].

Wrodzona odpowiedZ immunologiczna moze by¢
aktywowana przez tak zwane receptory rozpozna-
wania wzorcéw (PRR), ktére wiaza sie z czastecz-
kami zwigzanymi z czynnikami zakaznymi (wzor-
ce molekularne zwigzane z patogenem, PAMP) lub
sktadnikami komdrkowymi uszkodzonych lub mar-
twych komérek (wzorce molekularne zwiazane
z uszkodzeniem, DAMPY) [16]. Wrodzone recepto-
ry immunologiczne, w tym receptory TLR, recepto-
ry RIG-podobne (RLR), receptory podobne do Nod,
sa zazwyczaj aktywowane na: makrofagach, komor-
kach dendrytycznych, komérkach nabtonkowych
i komédrkach $rodbtonka, gdzie zapewniaja szyb-
ka odpowiedZ organizmu, z jednoczesng produkcja
cytokin prozapalnych, ktére z kolei rekrutuja i akty-
wuja dodatkowe mediatory odpowiedzi immunolo-
gicznej. TLR-y ze wzgledu na lokalizacje dzieli sie na
dwie podrodziny: TLR wystepujace na powierzchni
komérki (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 i TLR10)
i TLR wewnatrzkomérkowe zlokalizowane w endo-
somach (TLR3, TLR7, TLRS, TLR9, TLR11, TLR12
i TLR13) [16]. TLR-y zlokalizowane na powierzch-
ni komoérek rozpoznaja gléwnie sktadniki bton drob-
noustrojow, takie jak: lipidy, lipoproteiny czy biatka.
Natomiast TLR-y endosomalne rozpoznaja kwasy
nukleinowe pochodzace od bakterii i wiruséw, a tak-
ze ,wlasne” kwasy nukleinowe (self-nucleic acids,
pochodzace od cztowieka) w stanach chorobowych,
takich jak autoimmunizacja [10, 11]. Endosomalne
TLR-y ulegaja ekspresji w komoérkach dendrytycz-
nych: TLR3 jest wyrazany na szpikowych komér-
kach dendrytycznych (MDC) podczas gdy TLR7,
-8 1 -9 ulegaja ekspresji na PDC. Aktywacja tych re-
ceptoréw prowadzi do aktywacji komérek odpor-
nosciowych, w szczegélnosci komoérek DC oraz ko-
morek B i T, a takze do niewtasciwego wytwarzania
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Ryc. 2. Funkcje endosomalnych TLR i IFN-a/-B/-y w procesie zapalnym.

INF-y, -a, - i wielu innych cytokin zapalnych, takich
jak: IL-1, IL- 6, IL-12 i TNF-a, ktére moga by¢ zaan-
gazowane w patogeneze ACTD (Ryc. 2) [4, 17, 18].

Wszystkie te mediatory zapalne przyczyniaja sie
do rozwoju i utrzymania procesu zapalnego po-
przez przewlekta aktywacje autoreaktywnych ko-
morek T. Udzial IFN-y w patogenezie ACTD wy-
nika z jego zdolnosci do czesciowego indukowania
aktywacji immunologicznej, prowadzacej do in-
dukcji dojrzewania komorek osocza i zwiekszane-
go wytwarzania autoprzeciwcial. Natomiast IFN-a
i IFN-B wydzielane przez wiele typéw komorek,
w tym: limfocyty, makrofagi fibroblasty, komoérki
$rédbtonka i osteoblasty sa bardzo istotnymi cyto-
kinami w $ciezce sygnatowej TLR3 i TLR7. Dlate-
go tez okres$lenie pozytywnych oraz negatywnych
regulatoréw funkcjonowania interferonéw moze
przyczyni¢ sie do lepszego zrozumienia, w jaki
sposo6b organizm wytwarza mechanizmy ochron-
ne przed ré6znymi infekcjami, wywolanymi patoge-
nami wewnatrzkomérkowymi, jednoczesnie ogra-
niczajac uszkodzenie tkanek spowodowane przez
niepohamowane reakcje zapalne [19-21]. Co wie-
cej, stymulacja TLR przez endogenne ligandy ma
coraz wiekszy wplyw na poczatek i rozwdj choroby
autoimmunologicznej. Ponadto patologia ACTD

zalezy réwniez od wytwarzania autoprzeciwcial
przez autoreaktywne komérki B, a takze prawdo-
podobnie od wzmozonej produkcji IFN-y. Oba te
procesy sa regulowane przez endosomalne TLR,
takie jak: TLR3, 7, 819 [22].

Rola badan genetycznych w patogenezie
choréb autoimmunizacyjnych — na tropie
biomarkeréw

W ciagu ostatnich lat coraz wigcej uwagi poswieca
sie polimorfizmom genetycznym mediatoréw zapa-
lenia, ktére moga by¢ pomocne w wyjadnieniu réz-
nic w przebiegu reakcji immunologicznych i zapal-
nych, a takze moga stuzy¢ jako geny podatnosci dla
stanow patologicznych. Co wiecej, polimorfizmy
staly sie standardowymi markerami genetycznymi
wykorzystywanymi do poszukiwania alleli sprzezo-
nych z dang jednostka chorobowa. Identyfikacja po-
limorfizméw funkcjonalnych jest wazna nie tylko dla
okreslenia efektu genetycznej zmiennosci ekspresji
i funkcji mediatoréw zapalenia, ale réwniez umoz-
liwia ocene wplywu podloza genetycznego na cho-
roby autoimmunologiczne. Ponadto odkrywanie
i terapeutyczne wykorzystanie genetycznych réz-
nic miedzy jednostkami przybliza nas do medycyny
spersonalizowanej i prowadzi do uzyskiwania lep-
szych wynikéw w monitorowaniu i leczeniu choréb
autoimmunologicznych. Warto zauwazy¢, ze choro-
by autoimmunologiczne nie majg tej samej patologii
lub objawéw, ale maja wspdlne mechanizmy immu-
nogenetyczne.

Badania asocjacyjne calego genomu (genome wide-
-association studies, GWAS) w SLE czy RA ziden-
tyfikowaly szereg genéw podatnosci i loci [23]. Co
ciekawe, wiekszo$¢ z tych genéw wydaje si¢ zaan-
gazowana w podobne i/lub pokrewne szlaki biolo-
giczne, w tym produkcje IEN typu I czy transdukcje
sygnalu immunologicznego [24, 25]. Do tej pory nie
opublikowano GWAS dla MCTD. Fakt, ze MCTD
jest rzadka, ztozona chorobg, rekrutacja odpowied-
nio duzej liczby pacjentéw jest trudna. Dlatego
uwazamy, Ze nasza grupa 145 pacjentéw z MCTD
o bardzo szczegdélowej charakterystyce stanowi
warto$¢ dodana tej pracy, a wyniki naszych badan
moga by¢ znaczace réwniez dla praktyki kliniczne;j.
Ponadto lepsze zrozumienie mechanizméw dziata-
nia receptoréw TLR 3/7/8 i interferonéw w ukla-
dzie autoimmunologicznym oraz zidentyfikowanie
ligandéw (aktywatordw i inhibitoréw), pozwalaja-
cych na ,regulowanie” ich poziomu w komérce, jest
istotnym kierunkiem prowadzonych obecnie badan
nad strategia terapeutyczna bélu, najczesciej zgta-
szang przez pacjentéw reumatologicznych, istotnie
wplywajaca na ich jako$¢ zycia.
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CEL PROJEKTU

Biorac pod uwage istotno$¢ drogi sygnalowej TLR/
IFN w odpowiedzi immunologicznej oraz réznico-
waniu sie komorek, celem niniejszego projektu byto
miedzy innymi okre$lenie, czy geny powyzszego
szlaku moga by¢ uwazane jako potencjalne biomar-
kery ACTD. W tym celu przeprowadziliémy naste-
pujace badania:

Oznaczenie polimorfizméw genéw TLR3, TLR7,
TLRS, INF-y, IFN-a, IFN-p z badaniem asocjacyj-
nym;

Oznaczenie stezenia bialek INF-y, IFN-a, IFN-f
w surowicy z badaniem asocjacyjnym;

Oznaczenie poziomu ekspresji mRNA genéw TLR3,

TLR7, TLRS, INF-y, IEN-a, IFN-p w krwi obwodo-
wej z badaniem asocjacyjnym.

WYNIKI

Do badania wlaczono nastepujace grupy:

« Grupe niespokrewnionych chorych cierpiacych na
mieszana chorobe tkanki facznej (MCTD, grupa
badana), pochodzenia polskiego, znajdujacych sie
pod opieka Kliniki i Polikliniki Uktadowych Choréb
Tkanki Lacznej oraz Przychodni Przyklinicznej Na-
rodowego Instytutu Geriatrii, Reumatologii i Reha-
bilitacji w Warszawie. Wszyscy chorzy zakwalifiko-
wani do badania spelniali kryteria klasyfikacyjne
Alarcon-Segovii/Villareala. U wszystkich przepro-
wadzono badania podmiotowe, przedmiotowe, la-
boratoryjne oraz radiologiczne.

>

Grupe niespokrewnionych chorych z toczniem ru-
mieniowatym uktadowym (SLE), znajdujacych sie
pod opieka Kliniki i Polikliniki Uktadowych Choréb
Tkanki Lacznej oraz Przychodni Przyklinicznej Na-
rodowego Instytutu Geriatrii, Reumatologii i Reha-
bilitacji w Warszawie. Chorzy zakwalifikowani do
badania spetniali kryteria klasyfikacyjne American
College of Rheumatology/Systemic Lupus Interna-
tional Collaborating Clinics (ACR/SLICC) z 2012
roku. U wszystkich pacjentéw przeprowadzono ba-
dania podmiotowe, przedmiotowe, laboratoryjne
oraz radiologiczne.

-

Grupe niespokrewnionych chorych z twardzina
uktadowa (SSc), znajdujacych sie pod opieka Klini-
ki i Polikliniki Uktadowych Choréb Tkanki Lacznej
oraz Przychodni Przyklinicznej Narodowego Insty-
tutu Geriatrii, Reumatologii i Rehabilitacji w War-

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

+ Grupe niespokrewnionych zdrowych dawcéw krwi,
pozyskanych z regionalnego Centrum Krwiodaw-
stwa i Krwiolecznictwa w Warszawie, u ktérych na
podstawie wywiadu wykluczono: choroby autoim-
munologiczne, nowotwory, ostry lub przewlekly
stan zapalny, zakazenie, niewydolno$¢ uktadu kra-
zenia, niewydolno$¢ uktadu oddechowego, nerek
czy watroby (wszystkie osoby podpisaly zgode na
udzial w badaniu).

Skale aktywno$ci MCTD (MCTD-AI) opracowano
na podstawie skali aktywnosci SLE-SLEDAI. Wskaz-
nik uszkodzedn MCTD (MCTD-DI) jest odpowied-
nikiem skali SLICC/ACR DI wykorzystywanej do
oceny stopnia uszkodzen w SLE. Mediana wartosci
MCTD-AI wyniosta 9,4 punktu (najnizszy — 0, naj-
wyzszy — 32 punkty). Mediana MCTD-DI wyniosta
5 (najnizsza warto$¢ — 0, najwyzsza — 68). Przeciw-
ciata przeciwjadrowe (ANA) w mianie >1: 320 wy-
kryto u 88% pacjentow z MCTD. 99% pacjentow
z MCTD mialo przeciwciata anty-U1-RNP: anty-
-70K wykryto u 72% pacjentéw, anty-A u 82% bada-
nych i anty-C u 77% pacjentéw.

Przecietna aktywno$¢ choroby tocznia rumieniowa-
tego uktadowego, oceniana przy pomocy wskaznika
SELENA-SLEDALI wynosila 4 punkty (najnizszy — 0,
najwyzszy — 12), podczas gdy przecietny wskaznik
uszkodzen SLE oceniany przez indeks SLICC wyno-
sit 4 punkty (najnizszy — 0, najwyzszy — 17). ANA
w mianie >1: 320 wykryto u 48% pacjentéw z SLE,
a przeciwciala anty-U1-RNP zaobserwowano u 14%
pacjentéw z SLE.

Przecietna aktywno$¢ choroby u pacjentéw z twar-
dzing uktadowa oceniana przy pomocy wskaznika
EScSG-AI (European Scleroderma Research Group
Activity Index) wyniosta 0,5 punktu (najnizszy — 0,
najwyzszy — 9). Przecietny wskaznik uszkodzen osza-
cowany za pomoca wskaznika Damage Index wyniost
2 punkty (najnizszy — 0, najwyzszy — 15). ANA w mia-
nie >1: 320 wykryto u 75% pacjentéw z SSc. U pacjen-
téw z SSc nie wykryto przeciwcial anty-U1-RNP.

Prezentowane badanie zostalo zatwierdzone przez
Komisje Bioetyczna Narodowego Instytutu Geriatrii,
Reumatologii i Rehabilitacji w Warszawie. Wszyscy
pacjenci i zdrowi dawcy wyrazili §$wiadoma pisem-
na zgode na badanie, ktére przeprowadzono zgodnie
z Deklaracjg Helsinska.
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Ryc. 3. Wzgledny poziom ekspresji IFN-q, [FN-B, TLR7.

Polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (SNP), zlo-
kalizowane w genach zwigzanych z interferonem
typu I oraz typu III, sa czynnikami ryzyka dla nie-
ktérych choréb reumatycznych i moga wyjasniac
pewna niejednorodno$¢ w odpowiedzi na interferon
typu I/1II, obserwowana miedzy pacjentami z ukta-
dowymi chorobami tkanki facznej. Niewlasciwa ak-
tywacja odpowiedzi immunologicznej przez TLR-
-y przyczynia sie réwniez do rozregulowania szlaku
interferonu typu I. Na podstawie badan GWAS zi-
dentyfikowano geny dla interferonéw oraz geny in-
dukowane interferonami jako loci, ktére przyczynia-
ja sie do podatnosci i/lub ciezkosci ACTD [12, 23,
26-28]. W przeprowadzonych w ramach projektu
badaniach wykazali$my, ze polimorfizmy genu IFN-
-A rs10757212 i rs37582236 byly istotnie powiaza-
ne z predyspozycja do rozwoju SLE i MCTD, poli-
morfizmy genu IFN-B rs7873167 i rs10964831 oraz
IFN-G rs1861493 z predyspozycja do rozwoju SLE.
Natomiast polimorfizm genu IFN-G rs2069718
z predyspozycja do rozwoju MCTD w naszej popu-
lacji. Analiza polimorfizméw zlokalizowanych w ge-
nach dla TLR-6w wykazata, ze allel TLR7 rs5743305
T oraz allel rs5743316 A moga pelnié role ochron-
na przed rozwojem MCTD, a allel TLR7 rs1731479
T oraz allel TLR8 rs17256081 C moga by¢ predyka-
torami rozwoju MCTD w populacji polskiej. Nasze

badania po raz pierwszy wykazaly, ze polimorfizmy
w genach dla IFN-éw oraz w genie dla TLR7 moga
odgrywac role w predyspozycji do rozwoju MCTD.
Warianty genetyczne zwiazane ze szlakami sygnato-
wymi IEN typu I zostaly powiazane z rozwojem i po-
stepem RA, sugerujac role IFN typu I jako czynnika
wyzwalajacego rozwdj tej choroby [29]. Ponadto, ba-
dania GWAS dotyczace pacjentéw z SLE wykazaly, ze
kluczowe warianty genetyczne zaangazowane w nad-
mierna aktywacje proces6w zapalnych lub regulacje
wrodzonej odpowiedzi immunologicznej sa $ciéle
skorelowane z IFN typu I [30, 31]. Dodatkowo allele
ryzyka, ktére dzialaja w genach szlaku IFN, sa réw-
niez zaangazowane w patogeneze tocznia [32]. Dla-
tego tez rozregulowana sygnalizacja interferonu typu
I zwigzana ze SLE jest obecnie rozpoznawana jako
nowa rodzina choréb zwanych ,interferonopatiami”
Badania funkcjonalne przyczynowych wariantéw al-
lelicznych powinny zwiekszy¢ nasza umiejetnosé do
wprowadzenia analiz genetycznych do codziennej
praktyki klinicznej. Zrozumienie regulacji szlaku in-
terferonéw u ludzi bedzie miato wazne implikacje te-
rapeutyczne zwigzane z bezpieczenstwem zastoso-
wanego leczenia. Rozumiejac regulacje genetyczna
i podstawy molekularne interferonu typu I oraz typu
III w ACTD, mozemy terapeutycznie interweniowac
w bardziej spersonalizowany sposéb — na podstawie
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rozregulowania molekularnego wystepujacego u da-
nego osobnika.

Nasze badania mialy réwniez na celu okreslenie
ekspresji mRNA TLR3/7/8 oraz INF-a/-B/-y we
wszystkich badanych grupach. Poréwnanie ekspre-
sji mRNA TLR3/7/8 oraz INF-a/-B/-y miedzy gru-
pami pacjentéw z MCTD, SLE i SSC wykazalo, ze
ekspresja badanych IFN-6w jest najsilniejsza u pa-
cjentéw z SLE, $rednia u pacjentéw z MCTD i naj-
nizsza w SSc (Ryc. 3).

Zwiekszone wytwarzanie IFN-y zostalo potwierdzone
u pacjentéw SLE réwniez w innych badaniach [33]. Wy-
kazano takze, ze blokowanie /[FN-y normalizuje ekspre-
sje genéw regulowanych przez IFN i poziomy chemoki-
ny CXCL10 w surowicy u pacjentéw z SLE [34].

Analiza poziomu IFN w surowicy pacjentéw wyka-
zala réznice poziomu cytokin w stosunku do ana-
lizy ekspresji mRNA. Badania pokazaly, ze poziom
IFN-a byt najwyzszy u chorych na MCTD, a najniz-
szy u chorych na SLE. W przypadku IFN-f poziom
biatka w surowicy byl najwyzszy u pacjentéw z SSc,
a najnizszy w MCTD. Uwaza sie, ze podwyzszony
poziom IFN-a znaczaco przyczynia sie do rozwoju
i utrzymania autoimmunizacji poprzez przewlekla
aktywacje autoreaktywnych komérek T i B [35].

Zgodnie z definicja MCTD, u wszystkich chorych
wystepuja przeciwciata anty-U1-RNP w mianie zde-
cydowanie wyzszym niz w innych chorobach tkanki
tacznej. Badania Greidingera [36] wykazaly sekwen-
cje w powstawaniu przeciwcial przeciwko poszcze-
gbélnym sktadnikom kompleksu U1-RNP. Zwykle
jako pierwsze pojawiaja sie przeciwciata anty-Ul-
-70K, nastepnie anty-Sm-B, anty-U1-A, a jako ostat-
nie anty-U1-C. U pacjentéw MCTD z dodatnim wy-
nikiem anty-U1-70k stwierdzono wysokie poziomy
IFN-vy i bardzo niskie poziomy IFN-f w poréwnaniu
do pacjentéw bez tego przeciwciata. W przypadku
chorych na toczen rumieniowaty uktadowy zaobser-
wowali$my, ze zaréwno IFN-a, jak i IFN-y koreluja
ze stezeniem skladowych dopelniacza, a IFN-a z ak-
tywno$cia choroby. Nasze badania pokazuja, iz $ciez-
ka TLR/IFN ma najwigksze znaczenie w patogenezie
tocznia rumieniowatego uktadowego. By¢ moze wy-
kazane przez nas réznice w ekspresji genéw na po-
ziomie mRNA czy bialka wynikaja tez z rodzaju za-
stosowanego leczenia u poszczegélnych pacjentdw.
Badania in vitro pokazaly, ze leczenie hydroksychlo-
roching uposledza zdolno$¢ pDC do wytwarzania
IFNa i TNF w odpowiedzi na stymulacje agonista-
mi TLR9 i TLR7 [11]. Wsréd naszych pacjentéw tyl-
ko chorzy na SLE przyjmowali hydroksychlorochine,
co moze korelowac¢ z niskim poziomem IFN-a w su-

rowicy tych pacjentéw. Ponadto niektére czynniki
genetyczne i/lub szlaki sygnalowe moga wyjasniac
okreslone fenotypy choroby. A co wazniejsze, czyn-
niki lezace u podstaw tych mechanizméw nie beda
wspdlne dla wszystkich pacjentéw. Podejrzewamy,
ze zmienno$¢ szlaku interferonu typu I oraz typu III
moze by¢ jednym z kluczowych czynnikéw w niewy-
jasnionej dziedzicznosci choroby reumatyczne;j.

Wyniki uzyskane z powyzszych badan interferonu
typu IiIIl oraz endosomalnych TLR-6w, w tym tych
identyfikujacych loci ryzyka choroby, moga poméc
wyjasni¢ heterogeniczno$¢ w patogenezie moleku-
larnej uktadowych choréb tkanki tacznej. Chociaz
szczegbélowa etiopatogeneza uktadowych choréb
tkanki facznej nie jest ustalona, to jednak badania po-
twierdzajg, iz nadmierna aktywacja immunologiczna
z udziatem receptoréw TLR, szczegblnie TLR3/7/8
i interferonu (IFN-a/-B/-y), uznawane sa za bardzo
wazny mechanizm patogenny tych schorzen. Posia-
daja one potencjal dla rozwoju terapii w zakresie za-
kazen wirusowych i choréb autoimmunizacyjnych.
Dotychczas zbadano i wyjaéniono wiele mechani-
zmo6w oraz wykazano role wielu czasteczek sygna-
fowych w kontekscie aktywacji szlakéw sygnalowych
zaleznych od receptoréw TLR. Mimo to w dalszym
ciggu brakuje nowych, potencjalnych strategii umoz-
liwiajacych kontrolowana ingerencje w szlaki TLR,
cho¢ zapotrzebowanie na nowe $rodki przeciwwiru-
sowe i leki immunosupresyjne stale rosnie.

WNIOSKI | DALSZE KIERUNKI BADAN

IEN typu I i III pierwotnie badano pod katem ich
dziatania przeciwwirusowego, jednak ostatnie do-
wody wykazaly, ze maja one réwniez funkcje im-
munomodulujaca w autoimmunizacji i sa gléwnymi
mediatorami w patogenezie SLE. Dlatego opracowy-
wane sa nowe strategie terapeutyczne ukierunkowa-
ne na IFN i szlaki sygnalowe IFN, ktére wydaja sie
obiecujace dla modulowania aktywnosci choroby
w SLE. Uzyskane przez nas wyniki moga wskazywac,
ze §ciezka sygnatowa TLR-IFN réwniez w patogene-
zie MCTD moze mie¢ do$¢ istotne znaczenie. Na-
lezy zwrdci¢ jednak uwage, ze analiza ekspresji ge-
néw na poziomie mRNA zostata przeprowadzona z
pelnej krwi, gdyz celem projektu byto poszukiwanie
biomarkeréw MCTD. Uzyskane przez nas wyniki
wymagaja dalszego potwierdzenia i kontynuacji ba-
dan w tym zakresie, z uwzglednieniem analizy eks-
presji TLR-6w w PMBC oraz badan funkcjonalnych
(np. stymulacji PMBC przeciwcialem U1-RNP).
Aby umozliwi¢ regulacje aktywnosci TLR, potrze-
ba wiecej badan nad inhibitorami $ciezki TLR-IFN,
co moze przyczynic sie do stworzenia nowych alter-
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natywnych opcji terapeutycznych, zapewniajacych
dlugoterminowe terapie z ograniczonymi efektami
ubocznymi.
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Streszczenie

W ostatnich latach wzrosta rola oceny funkcji Sr6dbtonka w zakresie
rozpoznawania przedklinicznych form choréb ukladu sercowo-na-
czyniowego. Jednocze$nie pojawiaja sie narzedzia do oceny funkcji
$rédbtonka, bedace w pelni obiektywne i zautomatyzowane, co istot-
nie wplywa na tatwos$¢ wykonywania oznaczen. Wydaje sie, ze moga
one wyprze¢ najczesciej stosowana metode pomiaru funkcji §rédbton-
ka, ktéra jest dylatacja tetnicy w odpowiedzi na niedokrwienie. Oprécz
warto$ci diagnostycznej, poprawa funkgcji sr6dbtonka moze stanowic cel
leczenia pacjentéw z rozpoznanymi chorobami ukladu sercowo-naczy-
niowego. Wykazano korzystny wplyw aktywno$ci fizycznej u pacjentéw
po zawale serca z uniesieniem odcinka ST na funkcje §rédblonka. Naj-
wigksze korzys$ci odniesli pacjenci z bardziej nasilong, wyj$ciowa dy-
funkcjg $rodbtonka. Udowodniono réwniez pozytywny efekt stosowa-
nia beta-adrenolitykéw na funkcje srédbtonka. Dziatanie takie wykazuja
réwniez inne leki hipotensyjne. Ponadto zaburzenia funkcji srédbtonka
wplywaja réwniez na wystepowanie zaburzen rytmu serca, w tym migo-
tania przedsionkéw. Udowodniono jednak, ze dluzszy czas trwania epi-
zodu arytmii zmniejsza stopien zaburzen funkcji §rédbtonka, ocenia-
nych za pomoca pomiaru stezenia biomarkeréw w surowicy. Sytuacja
ta moze by¢ zwiazana z adaptacja organizmu do wystepowania arytmii.

Stowa kluczowe: sr6dblonek, zawatl serca, migotanie przedsionkéw,
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

WSTEP

Spojrzenie na role $srédbtonka w utrzymaniu ho-
meostazy zmienilo sie na przestrzeni ostatnich lat.
Wczeéniej uwazano, ze $rédblonek bierze udziat
gtéwnie w lokalnej regulacji proceséw krzepniecia,
produkuje i uwalnia substancje wazoaktywne, wply-
wa na remodeling naczyn oraz moduluje wzrost na-
czyn. Obecnie przewaza poglad, ze srédbtonek po-
winien by¢ traktowany jak narzad wplywajacy na
funkcjonowanie catego organizmu. Spojrzenie takie
powoduje, ze pod wzgledem masy catkowitej $réd-
blonek jest drugim po watrobie najwiekszym narza-
dem ludzkiego ciata [1].

Badania oceniajace funkcje srédbtonka sg multidy-
scyplinarne i dotycza m.in. takich dziedzin jak: on-
kologia, hematologa czy kardiologia. W prezentowa-
nym artykule przedstawiona zostanie rola sr6dbtonka
w diagnostyce oraz monitorowania wybranych cho-
réb uktadu sercowo-naczyniowego. Wezeéniejsze
prace pokazuja, ze dysfunkcje srodblonka mozna
traktowacd jako przedkliniczna manifestacje choréb
ukfadu sercowo-naczyniowego, m.in.: nadci$nienia
tetniczego, choroby niedokrwiennej serca czy zabu-
rzen rytmu serca.

Istotna kwestig jest réwniez wybér metody oceny
funkcji §rédbtonka. W chwili obecnej brakuje jedno-
znacznych wytycznych dotyczacych wyboru opty-
malnego narzedzia do pomiaru funkcji sr6dblonka.
Jedna z najcze$ciej stosowanych metod jest ocena
dylatacji tetnicy w odpowiedzi na niedokrwienie
(FMD). W ostatnim czasie wzrasta jednak popular-
no$¢ zautomatyzowanych metod oceny funkgcji $réd-
btonka.

METODY OCENY FUNKCJI SRODBLONKA

Ocena biochemiczna

Oznaczenia biochemiczne markeréw wydzielanych
przez komérki srédbtonka moga by¢ jedna z metod

oceny jego funkcji. Obecnie najczesciej wykorzysty-
wanymi biomarkerami oceny sa: tlenek azotu, endo-
telina-1, czynnik von Willebranda, trombomodulina,
endotelialny czynnik wzrostu, wybrane cytokiny oraz
prostaglandyny [2—4]. Warto zaznaczy¢, ze istnieja
odmienne mechanizmy dzialania poszczegdlnych
biomarkeréw, a takze zmienny okres ich péttrwania.
Pomiar stezenia jedynie wybranych biomarkeréw
moze w niepelny sposéb ocenia¢ funkcje $rédbton-
ka, nie odzwierciedlajac zlozonosci zachodzacych
proceséw.

Dylatacja tetnicy w odpowiedzi na niedokrwienie

Dylatacja tetnicy w odpowiedzi na niedokrwienie
(flow-mediated dilation, FMD) jest najczesciej sto-
sowang metoda czynno$ciowej oceny funkcji §réd-
btonka. Metoda to polega na ocenie $rednicy tetni-
cy ramiennej oraz predkosci przeplywu krwi przed
i po 5-minutowym niedokrwieniu. Pomiaru pred-
kosci przeplywu krwi dokonuje sie najczesciej w 15.
sekundzie po zwolnieniu ucisku. Srednica naczynia
jest z reguly oceniana w 60. sekundzie powrotu prze-
ptywu krwi przez naczynie [5]. Przy prawidlowej
funkcji érédblonka $rednica tetnicy ramiennej po-
winna wzrosna¢ o minimum 7-10% [6]. Warto za-
znaczy¢, ze jest to metoda subiektywna, uzalezniona
od umiejetnosci osoby wykonujacej badanie. R6zni-
ce te moga wynosi¢ nawet kilkadziesiat procent [7].
Kolejne ograniczenie stanowi koniecznos$¢ stosowa-
nia aparatéw ultrasonograficznych o bardzo dobrej
jakosci zapisu. Rdznice pomiaru na poziomie 0,1 mm
moga powodowac kilkudziesiecioprocentowe zmia-
ny warto$ci FMD.

Pomiar zmian w napieciu naczyn w przebiegu
reaktywnego przekrwienia

Pomiar zmian w napieciu $cian naczyn w przebie-
gu reaktywnego przekrwienia (Reactive Hiperemia
Peripheral Arterial Tonometry, RH-PAT) to jed-
na z nowszych metod nieinwazyjnej oceny funkcji
$rédblonka. Pozwala ona na ocene czynno$ci obwo-
dowych naczyn mikrokrazenia w sposdéb obiektyw-
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ny, niezalezny od badacza [8—10]. W licznych pra-
cach wykazano, ze pacjenci z dysfunkcja srédblonka
mikrokrazenia wienicowego cechuja sie niska ob-
wodowa odpowiedzia w postaci przekrwienia (hi-
peremii) w poréwnaniu do 0séb z prawidlowa czyn-
noscia srodbtonka naczyn wieicowych. Sugeruje to
duze znaczenie techniki RH-PAT jako nieinwazyjnej
metody monitorowania funkcji §rédbtonka naczyn
wienicowych [11]. Dziatanie jego jest oparte o reak-
cje tetnicze wywolane za posrednictwem $rédblon-
ka na dystalnym paliczku w odpowiedzi na pieciomi-
nutowe zamkniecie tetnicy ramiennej. Nieinwazyjny
system zawiera przyrzad pomiarowy zlozony z pary
czujnikéw opartych o technologie pletyzmograficz-
na, ktére przekazuja ujednolicone pole ci$nienia
na dystalne dwie trzecie palcéw wlacznie z ich ko-
niuszkami. Po zalozeniu czujnikéw na palce wska-
zujace obu rak wykonywany jest pomiar kontrolny.
Nastepnie poprzez napelnienie rekawa stosowane-
go do pomiaru ci$nienia tetniczego nastepuje za-
mkniecie tetnicy ramiennej na 5 minut. Po tym cza-
sie ucisk rekawa jest szybko zwalniany i dokonywany
jest kolejny pomiar. U pacjentéw z prawidlowa funk-
cja $érodbtonka obserwuje sie istotny wzrost ci$nienia
w obrebie palcéw, co wskazuje na prawidlowe roz-
szerzenie naczyn tetniczych.

ROLA SRODBLONKA W ROZWOJU | LECZENIU
CHOROBY NIEDOKRWIENNEJ SERCA — WPLYW
AKTYWNOSCI FIZYCZNEJ

Zaburzenia czynnosci $Srédbtonka sa $cisle zwiaza-
ne z wystepowaniem choroby wiericowej. Wykazano
réwniez istotnie czestsza obecnos$¢ zaburzen funk-
cji srodblonka u pacjentéw po zawale serca [12].
Zaburzenia funkcji sr6dbtonka maja charakter od-
wracalny, dlatego szczegdlnie wazne jest wczesne
wdrazanie leczenia, ktérego jedna z form moze by¢
zwiekszenie poziomu aktywnosci fizycznej chore-
go [13]. Wczeéniejsze badania udowodnity zwiazek
pomiedzy stopniem zaawansowania ED a ryzykiem
wystapienia incydentéw wieticowych [14]. W zwiaz-
ku z tym nalezy oczekiwad, ze chorzy, u ktérych wy-
stapil zawal serca, beda odznaczaé sie wigkszymi za-
burzeniami w zakresie funkcji $rédbtonka. Liczne
publikacje opisuja korzystny wplyw odpowiednio
zaplanowanej rehabilitacji kardiologicznej na dlugo-
terminowe rokowanie chorych po zawale serca [15,
16]. U tych oséb, ktore przebyty zawal serca, rehabi-
litacja kardiologiczna powinna trwaé przez cale zy-
cie. W sposéb szczegélny nalezy skupic sie na jed-
nym z jej etapow, realizowanym w ambulatoryjnych
osrodkach rehabilitacji, kiedy to chorzy pod okiem
specjalistéw rozpoczynaja ten proces. Pomimo wie-
dzy, ze rehabilitacja kardiologiczna ogranicza $mier-

telno$¢ oraz poprawia jakos¢ zycia chorych po OZW,
wciaz jednak brakuje precyzyjnych danych okreslaja-
cych w sposéb obiektywny wplyw tego typu dziatania
na funkcje §rédbtonka.

W grupie 29 analizowanych pacjentéw, u 16 (55,2%)
wyj$ciowo wystepowatla dysfunkcja srédblonka. Nie
wykazano istotnych réznic pomiedzy pacjentami
z dysfunkcja i bez dysfunkcji §rédbtonka w zakresie:
wieku, plci, chordb wspoélistniejacych, stosowanej
farmakoterapii oraz frakcji wyrzutowej lewej komo-
ry. Pojawil sie jednak trend wskazujacy na gorsza wy-
dolnos¢ fizyczna wérdd pacjentdéw z dysfunkeja $réd-
btonka w poréwnaniu z pacjentami z prawidlowa
funkcja $§rédblonka. Przeprowadzono réwniez ana-
lize oceniajaca zmiane stopnia dysfunkgcji §rédblon-
ka w podgrupie pacjentéw bez wyjsciowej dysfunkcji
$rodbtonka i w podgrupie z dysfunkcja $rédbtonka.
Analiza ta wykazala istotna poprawe funkcji §réd-
btonka po cyklu rehabilitacji kardiologicznej u pa-
cjentow z wyjsciowa dysfunkcja srédblonka. Istotnej
réznicy nie wykazano dla pacjentéw bez wyjsciowej
dysfunkgcji ér6dbtonka [17].

OCENA FUNKCJI SRODBLONKA U PACJENTOW
Z MIGOTANIEM PRZEDSIONKOW

U pacjentéw z rozpoznanym migotaniem przedsion-
kéw istotnie czesciej obserwuje sie zaburzenie funk-
cji §rodbtonka w poréwnaniu z populacja ogdlna.
Nieprawidlowa funkcja sprzyja wiéknieniu tkanki
przedsionkéw oraz moze zwiekszad ryzyko wystepo-
wania powiktan zakrzepowo-zatorowych. Oznacza
to, ze zaburzenia funkgcji §rédblonka beda sprzyjac
zmianie charakteru arytmii z napadowej na prze-
trwalg lub utrwalona poprzez niekorzystny remo-
deling substratu arytmii. Ponadto arytmia, poprzez
niemiarowa prace serca, sprzyja nasileniu dysfunkcji
$rodbtonka [18].

Wzajemne oddzialywanie pomiedzy obecnoscia
arytmii a funkcja srédblonka przedstawia praca do-
tyczaca oceny wplywu czasu trwania epizodu mi-
gotania przedsionkéw na funkcje §rédbtonka, oce-
niang przy pomocy pomiaru stezenia biomarkeréw
w surowicy krwi zylnej [19]. Pacjentéw z przetrwa-
lym migotaniem przedsionkéw podzielono na trzy
podgrupy wraz z rosnacym czasem trwania epizo-
du migotania przedsionkéw. Badanie to wykazalo, ze
wraz ze wzrostem czasu trwania epizodu migotania
przedsionkéw maleje stezenie endoteliny-1 — jedne-
go z najcze$ciej ocenianego biomarkera oceny za-
burzen funkcji §rédbtonka. Wynik taki moze wska-
zywac na tworzenie sie pewnego stanu rownowagi
wraz z czasem trwania epizodu migotania przed-
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sionkéw. Wyzsze stezenia endoteliny-1 u pacjentéw
z krétszym czasem trwania epizodu arytmii moga
wskazywac na wysokie ryzyko zakrzepowo-zatoro-
we w tej grupie, co oznacza, ze czas trwania arytmii
oraz jej charakter (napadowe vs przetrwate/utrwalo-
ne migotanie przedsionkéw) nie powinny wplywaé
na wskazania do leczenia przeciwzakrzepowego.

WPLYW FARMAKOTERAPII NA FUNKCJE
SRODBLONKA

Wplyw lekéw hipotensyjnych na funkcje srédbton-
ka wydaje sie $cisle zwiazany z obniZeniem ci$nienia
krwi. Ponadto wlasciwosci antyoksydacyjne inhibi-
toréw konwertazy angiotensyny, antagonistéw re-
ceptora angiotensyny i antagonistéw wapnia sa do-
brze udowodnione [20-22]. Dotychczasowe badania
sugeruja, ze redukcja stresu oksydacyjnego jest jed-
nym z mechanizméw poprawy funkcji srédbtonka.
Kolejna grupe lekéw hipotensyjnych stanowia be-
ta-adrenolityki, ktére zostaly wprowadzone do te-
rapii w latach 60. Obecnie dostepne sa trzy genera-
cje beta-adrenolitykow: nieselektywne, selektywne
i beta-adrenolityki o dodatkowych wtasciwosciach
rozszerzajacych naczynia. Wydaje sig, ze dodatko-

PISMIENNICTWO

wa wlasciwos$é beta-adrenolitykow trzeciej gene-
racji, zwigzana z zaleznym od tlenku azotu rozsze-
rzaniem naczynia krwionoéne, ma kluczowy wplyw
na poprawe funkcji srédbtonka [23]. Obserwacje te
potwierdzono metaanaliza oceniajaca wplyw beta-
-andrenolitykéw na funkcje $rédbtonka oceniang za
pomoca badania FMD [24]. Wykazala ona korzyst-
niejszy wplyw beta-adrenolitykdw trzeciej generacji
na poprawe funkcji §rédbtonka w poréwnaniu z be-
ta-adrenolitykami drugiej generacji. Ponadto ob-
serwowano poprawe funkcji §rédbtonka, stosujac
beta-adrenolityki drugiej i trzeciej generacji w po-
réwnaniu z placebo.

WNIOSKI

Rola $rédbtonka w patomechanizmie rozwoju cho-
réb sercowo-naczyniowych jest dobrze udokumen-
towana. Pomimo licznych metod pomiaru funkcji
$rédblonka, wciaz brak jest metody uznanej za refe-
rencyjna. Wczesne zidentyfikowanie zaburzen funk-
¢ji sr6dblonka moze pomdéc wyselekcjonowaé osoby
o zwiekszonym ryzyku wystepowania choréb ukta-
du sercowo-naczyniowego oraz umozliwi¢ dziatania
prewencyjne.
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Streszczenie

W raku nerki obserwuje sie zaburzenia szlaku sygnatowego TGF-$1
oraz ekspresji czgsteczek mikroRNA (miRNA). TGF-1 jest waznym re-
gulatorem wielu proceséw komdrkowych i moze przyczynia¢ sie do roz-
woju wielu choréb, w tym nowotworéw. Pelni w nich dwojaka funkcje
zwang ,paradoksem TGF-B1”: hamuje rozwdj nowotworu na wczesnych
jego etapach, promujac natomiast progresje nowotwordw zaawansowa-
nych. Do przelaczania si¢ TGF-P1 z funkcji supresorowej w onkogenna
moga przyczyniac sie miRNA, male niekodujace czasteczki RNA, ktére
reguluja ekspresje genéw. W artykule przedstawiono najnowsze infor-
macje dotyczace wzajemnej regulacji miedzy miRNA a szlakiem sygna-
fowym TGF-[1 oraz jej potencjalnego znaczenia w terapii raka nerki.

Stowa kluczowe: TGF-p1, rak nerki, mikroRNA

Abstract

Alterations in TGF-P1 signalling in renal cancer are accompanied by di-
sturbed expression of microRNAs (miRNAs). TGF-P1 is an important
regulator of key cellular processes and contributes to the development
of many diseases, including cancer. At early cancer stages, TGF-$1 in-
hibits proliferation and tumour growth, while as the disease progres-
ses, TGF-P1 stimulates metastasis. This dual TGF-f1 effect in cancers is
called the “TGF-B1 paradox” miRNAs — small, noncoding RNAs which
regulate genes expression may contribute to the switching of TGF-1
from suppressor to oncogenic function. The article presents the latest
information regarding mutual regulation between miRNAs and the
TGE-B1 signalling pathway as well as its potential role in the treatment
of kidney cancer.

Keywords: TGF-p1, renal cancer, microRNA
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WSTEP

Rak nerki stanowi okolo 3% wszystkich nowotwo-
réow czlowieka, a najczesciej wystepujacym jego ty-
pem jest rak nerkowokomérkowy (renal cell cancer,
RCC), wywodzacy sie z nabtonka kanalikéw proksy-
malnych. Wyréznia sie 3 podtypy RCC: jasnokomor-
kowy (clear cell renal cell carcinoma, ccRCC), bro-
dawkowaty (papillary renal cell carcinoma, pRCC)
i chromofobny (chromophobe renal cell carcinoma,
chRCC), przy czym najczesciej (75-80% przypad-
kéw) diagnozowany jest ccRCC, ktdry jest réwniez
najbardziej agresywnym podtypem, charakteryzu-
jacym sie duza zdolnoscia do tworzenia przerzutow
i opornoscia na chemioterapie [1, 2]. Gtéwnym zabu-
rzeniem genetycznym wystepujacym w ccRCC jest
utrata integralnosci fragmentu chromosomu 3p, pro-
wadzaca do mutacji w genach: VHL, PBRM1, BAP1
i SETD2. W 80% przypadkéw ccRCC obserwuje sie
mutacje, hipermetylacje promotora lub utrate hete-
rozygotycznosci genu VHL (von Hippel Lindau), kt6-
re prowadza do powstania nieaktywnej formy tego
biatka. Aktywny VHL oddzialuje z HIFla i HIF2a
(czynniki transkrypcyjne aktywowane hipoksja), kie-
rujac je do proteosomalnej degradacji. W warunkach
hipoksji (niskiego stezenia tlenu) lub inaktywacji
VHL nastepuje stabilizacja i nagromadzenie czynni-
kéw HIF, a w konsekwencji aktywacja miedzy inny-
mi angiogenezy poprzez indukcje ekspresji VEGF lub
proliferacji na skutek aktywacji PDGF, EGFR, TGFa

(3].

Wsréd potencjalnych molekularnych biomarke-
ré6w RCC wymienia sie czasteczki mikroRNA (miR-
NA). Sa to krétkie (18-25 pz), niekodujace czastecz-
ki RNA, ktére wiagzac sie¢ do sekwencji MRE (miRNA
response elements) w 3’UTR transkryptéw, powoduja
degradacje mRNA lub zahamowanie translacji. Sza-
cuje sie, ze miRNA reguluja ekspresje ponad 60% ge-
n6w czlowieka, a co za tym idzie, wplywaja na wie-
le kluczowych proceséw komérkowych, takich jak:
wzrost komoérek, proliferacja, r6znicowanie, apopto-
za czy migracja. Zaburzenia ekspresji i funkcjonowa-
nia tych czgsteczek moga przyczyniac sie do rozwoju
nowotworéw. Szeroko opisano role miRNA w RCC:
wykazano ich role w diagnostyce i prognozowaniu
tego nowotworu [4—6], opisano udzial miRNA w re-
gulacji wzrostu, cyklu komoérkowego, apoptozy, an-
giogenezy, migracji i inwazji komérek RCC [7]. Po-
nadto wykazano, Ze analiza ekspresji tych czasteczek
moze by¢ pomocna w wyborze odpowiedniej meto-
dy leczenia pacjentéw z rakiem nerki. Stwierdzono
miedzy innymi korelacje pomiedzy podwyzszonym
poziomem czasteczki miR-183 w surowicy pacjen-
téw RCC, a lepsza ich odpowiedzia na cytotoksycz-
ny efekt terapii komoérkami NK (natural killer) [8].

Podwyzszony poziom ekspresji miR-381 uwrazliwia
komérki linii 786-O wyprowadzone z RCC na 5-flu-
orouracyl [9], a ekspresja miR-942 wplywa na odpo-
wiedz pacjentéw z rakiem nerkowokomérkowym na
leczenie sunitinibem [10].

W wielu tkankach wykazano wzajemna regulacje
pomiedzy czasteczkami miRNA a szlakiem sygnato-
wym TGF-B1 [11-17]. Cytokina TGF-p1 jest wielo-
funkcyjnym biatkiem regulujacym wzrost komorek,
ich réznicowanie, adhezje, migracje i apoptoze. Jed-
noczes$nie odgrywa wazna role w rozwoju i progre-
sji nowotwordw. We wczesnej fazie ich pelni funkcje
supresora poprzez hamowanie proliferacji komdrek
nowotworowych, natomiast wraz z progresja cho-
roby nowotworowej stymuluje migracje, inwazje
i tworzenie przerzutéw, czyli wykazuje wlasciwo-
$ci onkogenne. Ten dwojaki efekt dzialania TGF-p1
nazywany jest ,paradoksem TGF-1” Dokladne po-
znanie mechanizmdw dziatania TGF-B1 oraz zna-
lezienie czasteczek, ktére odpowiadaja za te zmien-
ng role TGF-B1, moze mie¢ duze znaczenie w terapii
nowotworéw, w tym RCC. W prezentowanej pracy
omoéwiono mechanizmy wzajemnego oddziatywa-
nia miedzy czasteczkami miRNA a szlakiem sygnato-
wym TGF- w raku nerki, polegajace na: 1) regulacji
ekspresji genéw szlaku sygnalowego TGF-P1 przez
czasteczki miRNA; 2) regulacji ekspresji tych czaste-
czek przez TGF-P1, oraz 3) wplywie czasteczek miR-
NA na procesy regulowane przez TGF-f1.

SZLAK SYGNALOWY TGF-B

Rodzina czynnikéw wzrostu TGF-f to duza grupa
okoto 33 cytokin odgrywajacych wazna role w re-
gulacji wielu kluczowych proceséw komérkowych.
W jej sktad wchodza miedzy innymi: trzy izoformy
TGE-B: TGF-B1, TGF-B2 i TGF-B3, aktywiny A i B,
inhibiny A i B, bialka morfogenetyczne ko$ci (Browth
Morphogenetic Proteins, BMP) oraz czynniki wzro-
stu i roznicowania (Growth Differentiation Factors,
GDF). Najlepiej poznanym bialkiem tej rodziny jest
TGE-P1, ktéry jest syntetyzowany w formie prekur-
sorowej, zawierajacej na koncu C peptyd sygnatowy,
skladajacy sie z 112 reszt aminokwasowych, ktéry
zostaje usuniety w aparacie Golgiego przez prote-
azy podczas procesu dojrzewania tego biatka. Doj-
rzala czasteczka TGF-B1 pozostaje jednak zwiazana
niekowalencyjne z N-koicowym fragmentem bial-
ka LAP (Latency Associated Protein), tworzac w ten
spos6b tzw. maty kompleks latentny (Small Laten-
cy Complex, SLC), ktéry moze taczy¢ si¢ z biatkiem
LTBP (Latent TGF-f Binding Protein) i formowac
duzy kompleks latentny. Tworzenie tych komplek-
s6w jest niezbedne do prawidlowego dojrzewania
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Ryc. 1. Mechanizm dziatania szlaku sygnatowego TGF-B1 (zalezny i niezalezny od biatek SMAD). Na granatowo zaznaczono miRNA, ktére
reguluja ekspresje gendw szlaku sygnatowego TGF-B1 w guzach Wilmsa, a na rézowo czasteczki requlujgce ekspresje tych gendw w raku

nerkowokomdrkowym.

i sekrecji TGF-B1, wptywa na jego stabilno$¢ oraz
chroni przed jego przedwczesna aktywacja. TGF-f1
jest aktywowany (uwalniany z tych komplekséw)
pod wplywem réznych czynnikéw, miedzy innymi:
wahan temperatury i pH, oksydacji przez reaktyw-
ne formy tlenu (Reactive Oxygen Species, ROS) czy
proteolityczne ciecie przez proteazy, takie jak: biatka
MMP (Matrix Metalloproteinases) i plazminy. Waz-
na role w aktywacji TGF- odgrywaja réwniez trom-
bospondyna TSP-1 i integryny szczegdlnie avp6,
ktéra wiaze sie z domena RGD obecna w kompleksie
LAP/TGE-p i uwalnia dojrzala czasteczke TGF-f1
(18, 19].

Aktywny TGF-p1 jest dimerem o masie czasteczko-
wej 25 kDa i uczestniczy w przekazywaniu sygna-
t6w komérkowych poprzez oddzialywanie ze spe-
cyficznymi receptorami btonowymi, wykazujacymi
aktywno$¢ kinaz serynowo-treoninowych. TGF-p1
wiaze sie do receptora typu II (TGFBR2), ktéry two-
rzy heterodimer z receptorem typu I (TGFBR1). Po
zwiazaniu TGF-B1 nastepuje fosforylacja cytopla-
zmatycznej domeny Gs TGFBR1 i aktywacja $ciezek
sygnalowych. W kanonicznym mechanizmie dziala-
nia TGF-f1, fosforylacja TGFBR1 prowadzi do ak-
tywacji biatek SMAD2 i SMAD3, ktére oddzialuja
z biatkami SMAD4, transportowanymi nastepnie do

jadra komérkowego, gdzie nastepuje regulacja eks-
presji genéw zaleznych od TGF-pB1. Bialka SMAD6
i SMAD7 negatywnie reguluja $ciezke sygnato-
wa TGF-P1, gléwnie na skutek wspétzawodnictwa
z biatkami SMAD?2 i 3 o wiazanie sie z receptorem
oraz tworzenie kompleksu z biatkiem SMAD4. Ha-
muja one rowniez transkrypcje genéw zaleznych od
TGEF-B1 poprzez wiazanie si¢ z DNA w rejonie pro-
motorowym tych genéw [20] (Ryc. 1).

Cytokina TGF-B1 moze réwniez dziata¢ niezalez-
nie od biatek SMAD w tzw. mechanizmie niekano-
nicznym. Aktywuje wéwczas miedzy innymi biatka:
MAPK (Mitogen-activated protein kinases), TAK1
(TGE-B - activated kinase), Ras, RHOA (Ras Homo-
logy Family Member A), P13K (phosphoinositide 3-ki-
nase) czy PP2A (protein phosphatase 2A), co z kolei
prowadzi do aktywacji wielu innych bialek i calych
szlakéw sygnatowych. Na przyklad aktywacja TAK1
przez TGF-B1 prowadzi do indukcji ekspresji CO-
L1A1 i fibronektyny poprzez aktywacje MKK3/6
(MAPK kinase) i p38 oraz MKK4/7 i INK (C-Jun N-
-terminal kinase). Szlak kinaz RAS-RAF-MEK-ERK1
moze by¢ aktywowany przez TGF-1 w wyniku fos-
forylacji bialka SHCA. Cytokina TGF-B1 regulu-
je aktywno$c¢ wielu GTP-az z rodziny RHO — w tym
RHOA - poprzez stymulacje ubikwitynacji i degra-
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dacje tego bialka przez PARG6 (Partioning defective 6
homolog alpha) [21, 22]. Davis i wsp. opisali niekano-
niczny mechanizm dziatania TGF-B1, w ktérym cy-
tokina ta reguluje biosynteze niektérych czasteczek
mikroRNA (w tym miR-21) poprzez oddziatywanie
bialek SMAD (SMAD]I, 2, 3, 51 8) z sekwencja SBE
(SMAD binding elements) w pri-miRNA (sekwencje
prekursorowe mikroRNA), co wplywa na wydajnos¢
przycinania tych prekursoréw przez rybonukleaze
DROSHA [23-25] (Ryc. 1).

Cytokina TGF-p1, poprzez aktywacje tak wielu réz-
nych szlakéw sygnalowych, uczestniczy w regula-
¢ji kluczowych proceséw komérkowych, takich jak:
embriogeneza, proliferacja, wzrost i réznicowanie
komorek, apoptoza, produkcja macierzy zewnatrz-
komorkowej czy regulacja dziatania uktadu immuno-
logicznego w tym proces gojenia sie ran. Szlak sygna-
fowy TGE-P podlega precyzyjnej regulacji, zaleznej
od typu tkanek i komorek, ich stopnia zréznicowa-
nia oraz odzialywania z innymi szlakami sygnatowy-
mi. Zaburzenia funkcjonowania tego szlaku moga
prowadzi¢ do rozwoju choréb, w tym nowotworo-
wych. Wspomniany wcze$niej ,,paradoks TGF-$1”
wynika z zaburzen epigenetycznych oraz mutacji
w genach szlaku TGF-p1, dzieki ktérym na wcze-
snych etapach kancerogenezy mozliwe jest hamowa-
nie proliferacji i angiogenezy oraz indukcja apopto-
zy, natomiast w zaawansowanych stadiach choroby
stymulacja powstawania przerzutéw poprzez akty-
wacje EMT (przej$cie nablonkowo-mezenchymalne,
Epithelial-Mesenchymal transition), modulowanie
mikro$rodowiska guza, indukcje syntezy chemokin
oraz wyciszanie odpowiedzi immunologicznej [21,
22, 26-31]. W licznych nowotworach, w tym w raku
piersi [32], watroby [33], jelita grubego [34], trzust-
ki [35] czy pluc [36] stwierdzono zaburzenia eks-
presji miedzy innymi: TGFB1, TGFBR1, TGFBR2,
SMAD?2 czy SMAD4. Zaburzenia szlaku sygnato-
wego TGF-B w nowotworach zostaly réwniez po-
twierdzone przez konsorcjum TCGA (The Cancer
Genome Atlas). W badaniach przeprowadzonych na
prébkach z 33 typow nowotworéw od ponad 9000
pacjentéw stwierdzono zaburzenia tej $ciezki w po-
nad 40% przypadkéw nowotworéw. Ponadto wyka-
zano korelacje ekspresji genow szlaku sygnatowego
TGE-p oraz mikroRNA (wytypowanych jako poten-
cjalnie regulujace ich ekspresje), co moze $wiadczy¢
o regulacji szlaku TGF- przez te czasteczki [37].

ZABURZENIA SZLAKU SYGNALOWEGO TGF-B
W RAKU NERKI

Biatka szlaku sygnatowego TGEF- pelnia wazna role
w rozwoju i prawidtowym funkcjonowaniu nerek.

Wykazano miedzy innymi udzial TGF-f1 w roz-
woju kanalikéw nerkowych [38] oraz Aktywiny
A i TGF-P2 podczas tworzenia sie paczka moczowo-
dowego [39]. Wyciszenie ekspresji TGFB2 u myszy
prowadzito do agenezji nerek [49].

Szeroko opisano role TGF-f w rozwoju widknienia
nerek na skutek stymulacji produkcji bialek macie-
rzy zewnatrzkomdrkowej (ECM). Zwléknienie ne-
rek moze prowadzi¢ do rozwoju przewlektej cho-
roby nerek (chronic kidney diseases, CKD), a nawet
schytkowej niewydolno$ci tego narzadu (End-stage
renal diseases, ESRD) [41-44]. Wykazano podwyz-
szony poziom TGF-P1 we krwi i moczu pacjentéw
z postepujacym widknieniem nerek. Wyciszenie tej
cytokiny za pomoca przeciwcial, antysensownych
oligonukleotydéw lub innych inhibitoréw hamowato
wléknienie nerek w eksperymentach przeprowadzo-
nych zaréwno in vivo, jak i in vitro [41].

Rola TGF-B w rozwoju raka nerki jest niejasna,
a opisane wyniki badan sa czesto sprzeczne. W wie-
lu pracach opisano podwyzszony poziom TGF-f1
w prébkach tkanek RCC oraz liniach komérkowych
wyprowadzonych z tego nowotworu [45-50]. U pa-
cjentéw z nowotworem nerek stwierdzono réwniez
wyzszy poziom TGF-B1 w osoczu i surowicy krwi
[51-53], krwi obwodowej oraz w limfocytach nacie-
kajacych guz (tumor infiltrating lymphocytes, TILs)
[54]. Wykazano, ze poziom ten koreluje ze stop-
niem zaawansowania i agresywnosci nowotworu
ijest wyzszy u pacjentéw z przerzutujacym rakiem
nerki [53], co wskazuje na role TGF-B1 w progresji
tego nowotworu [55]. Odmienne wyniki przedsta-
wil zespdt Zheng’a. Wykazali oni obnizenie poziomu
TGE-B1 w prébkach z przerzutéw RCC w poréwna-
niu z wycinkami pierwotnych guzéw, spowodowa-
ne hipermetylacja promotora TGFB1. Co istotne,
wyniki te zostaly potwierdzone w badaniach in vivo
na mysich ksenograftach guzéw pierwotnych i prze-
rzutéw. Inkubacja komérek nowotworowych z inhi-
bitorem metylacji (5-aza-2’~deoksycytydyny) przed
wprowadzeniem ich do organizmu zwierzat pro-
wadzita do spadku ekspresji TGF-P1 i zmniejszenia
wielko$ci guza oraz wydluzata czas przezycia myszy
[56]. Niejednoznaczne sa réwniez wyniki dotyczace
funkcjonalnosci szlaku TGF-B1 w liniach komérko-
wych wyprowadzonych z ccRCC. Ananth i wsp. wy-
kazali, Ze szlak ten jest nieaktywny w komérkach linii
786-0 na skutek braku ekspresji receptora TGFBR?2,
podczas gdy Sjolund i wsp. potwierdzili jego funkcjo-
nalnos¢ w tych komérkach [57-58]. Funkcjonalno$¢
ta zostala rowniez potwierdzona w naszych bada-
niach, prowadzonych w ramach grantu przyznanego
przez Fundacje Naukowa Polpharmy (praca w przy-
gotowaniu).
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Jedna z przyczyn obserwowanych w ccRCC za-
burzen poziomu TGF-f1 moze by¢ inaktywa-
cja genu VHL. Wykazano, ze VHL obniza stabil-
no$¢ TGF-B1, prowadzac do zahamowania jego
ekspresji w komdrkach ccRCC 786-0O. Wyciszenie
tej cytokiny przy pomocy przeciwciat prowadzi-
to do zahamowania wzrostu guzéw i angiogene-
zy w mysich ksenograftach [57]. Komérki z inak-
tywowanym VHL wydzielaly wiecej TGF-1 i byly
bardziej wrazliwe na jego dzialanie niz te z aktyw-
nym VHL [59]. Z kolei przywrécenie ekspresji VHL
w komoérkach ccRCC zmniejszato sekrecje TGF-B1
przez te komérki, hamowatlo réwniez poziom fos-
forylacji biatlka SMAD2, a co za tym idzie, obniza-
Yo odpowiedz komoérek ccRCC na stymulacje przez
TGEF-B1, co potwierdza wzajemna regulacje pomie-
dzy tymi szlakami [60]. Mechanizm tej regulacji zo-
stal wyjasniony miedzy innymi przez Mallikarjuna
i wsp., ktérzy wykazali, ze aktywny VHL w odpo-
wiedzi na TGF-P1 prowadzi do ubikwitynacji re-
ceptora TGFBR1 w komérkach ccRCC, co prowa-
dzi do zahamowania ekspresji zaleznych od TGF-f1
genéw [61].

Badano réwniez poziom receptoréw TGF- w RCC.
Analiza ekspresji TGFBR1 u pacjentéw z ccRCC wy-
kazala, Zze wyzszy jego poziom koreluje z gorszym
rokowaniem pacjentéw [58]. Bostrom i wsp. stwier-
dzili, ze zahamowanie receptora TGFBR1 przy uzy-
ciu inhibitora SB431542 stymuluje inwazyjnos¢
komorek ccRCC [60]. Ponadto analiza przeprowa-
dzona na 151 przypadkach nowotworéw drég mo-
czowych wykazata wyzsze ryzyko wystapienia raka
nerki u pacjentéw z wyzszym poziomem ekspre-
sji wariantu TGFBR1 - Int7624A [62]. W niekt6-
rych pracach wykazano réwniez spadek poziomu
TGFBR2 wraz z progresja raka nerki, co moze by¢
przyczyna obserwowanej w zaawansowanym RCC
opornosci komérek nowotworowych na hamowa-
nie ich wzrostu przez TGF-p1 [63, 64]. Odmienne
wyniki otrzymali Parker i wsp., ktérzy wykazali, ze
spadek ekspresji TGFBR2 koreluje z lepszym roko-
waniem pacjentéw z ccRCC [65]. Podobnie zesp6l
Kominsky’ego zaobserwowal, ze wyciszenie ekspre-
sji TGFBR2 u myszy hamuje tworzenie przerzutéw
ccRCC do kosci [66]. Analiza poziomu receptora
TGFBR3 wykazata spadek jego poziomu w ccRCC.
Sjolund i wsp. zaobserwowali zwiazek miedzy ob-
nizonym poziomem TGFBR3 a krétszym czasem
przezycia pacjentéw z ccRCC [58]. Podobnie Nishi-
da i wsp. stwierdzili niski poziom ekspres;ji tego re-
ceptora w préobkach tkanek od pacjentéw z zaawan-
sowana postacia ccRCC. Jednocze$nie wykazali, Ze
wyciszenie ekspresji tego receptora hamuje migra-
cje komorek i powstawanie przerzutéw ccRCC do
pluc [67].

Analizowano takze ekspresje i role innych bia-
tek szlaku sygnalowego TGF-f1 w RCC. Immuno-
histochemiczna analiza poziomu biatek SMAD?2,
SMAD3 i SMAD4 w 637 prébkach od pacjentéw
z ccRCC wykazata negatywna korelacje poziomu
bialek SMAD3 i SMAD4 z wiekiem pacjentéw oraz
stopniem zaawansowania i ztosliwo$ci nowotworu,
a takze dlugoscia czasu przezycia pacjentéw wolne-
go od progresji [68]. Réwniez Sitaram i wsp. bada-
li immunohistochemicznie poziom ekspresji biatek
SMAD?2 i SMAD3 (ufosforylowanych pSMAD2/3)
oraz bialka PAI-1 (zaleznego od TGF-B1). Wykaza-
li oni nadekspresje tych biatek w prébkach tkanek od
pacjentéw z ccRCC o wyzszym stopniu zaawansowa-
nia, a poziom tych biatek korelowat z wielko$cia guza
inizsza przezywalnoscia pacjentéw. Ponadto hodow-
la komdrek linii ccRCC: 786-O i A498 w obecnosci
TGEF-B1 aktywowata poziom TGFBR1 i szlak TGF-/
Smad/PAI-1, a w konsekwencji inwazyjne wlasciwo-
$ci komédrek nowotworowych [69].

Intensywne badania nad rola cytokiny TGF-1 w re-
gulacji kluczowych proceséw zwiazanych z roz-
wojem i progresja RCC wykazaly, ze wptywa ona
na proces angiogenezy, przej$cie nablonkowo-me-
zenchymalne, adhezje oraz przerzutowanie. Udzial
TGF-P1 w regulacji angiogenezy opisali Yagasaki
i wsp., ktérzy oznaczali poziom TGF-B1 oraz innych
czynnikéw 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 korelacje pomiedzy
ekspresja VEGF oraz TGF-B1 a stopniem zaawan-
sowania i ztosliwosci nowotworu. Ponadto poziom
bialka TGF-P1 negatywnie korelowat z gestoscia mi-
krounaczynienia (microvessel density, MVD), czyli
czynnikiem sluzacym do oceny intensywnosci pro-
cesu neoangiogenezy (im jest wyzszy, tym lepsze sa
rokowania pacjentéw z ccRCC) [70]. Sprzeczne wy-
niki otrzymat zesp6t Taguchi i wsp., ktérzy wykaza-
li, ze TGF-p1 w komérkach ccRCC nie wplywal na
poziom gltéwnych regulatoréw angiogenezy: THBS1
i VEGFA [71].

TGF-P1 uznawany jest za jeden z gtéwnych regu-
latoréw przejscia nablonkowo-mezenchymalnego
(EMT). Rola TGF-B1 w regulacji EMT oraz adhe-
zji, migracji i inwazyjnosci komoérek ccRCC zosta-
ta réwniez dobrze udokumentowana w tym typie
nowotworu. EMT jest zlozonym, wieloetapowym
procesem, ktéry polega na przeksztalceniu komé-
rek nablonkowych w komérki o charakterze me-
zenchymalnym. Rozpoczyna sie on od utraty po-
taczen miedzy komoérkami, nastepnie stopniowej
degradacji ulega blona podstawna. Zmiany te sa
spowodwane spadkiem ekspresji bialek powierzch-
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niowych: E-kadheryny, klaudyny czy okludyny,
a wzrostem ekspresji biatek charakterystycznych
dla komérek mezenchymalnych: N-kadheryny czy
integryny aVp6. W konsekwencji komérki naby-
waja zdolno$¢ do migracji, co jest kluczowe dla
progresji i przerzutowania komérek nowotworo-
wych [72]. W naszych wcze$niejszych badaniach
wykazali$my, ze nadekspresja TGF-B1 prowadzi
do wzrostu ekspresji genéw zwiazanych z adhe-
zja i modelowaniem macierzy zewnatrzkomoérko-
wej: TGFBI, COL1A1, COL5A1, COL8A1, FNI1,
ITGAS5, ITGAM i TIMP1 w RCC [47]. W ccRCC,
podobnie jak w innych nowotworach, wykazano, ze
TGEF-p1 wplywa na obnizenie ekspresji E-kadhery-
ny, a wzrostu ekspresji wimentyny i N-kadheryny,
co prowadzi do aktywacji EMT [73-76]. TGF-p1
za posrednictwem biatek SMAD2/3 indukuje eks-
presje bialka PINCH-1, ktére oddziatuje z kinaza
zwigzang z integrynami ILK (kinaza serynowo-tre-
oninowa aktywujaca mate GTP-azy, PI3K i kinazy
MAP), co prowadzi do spadku ekspresji E-kadhe-
ryny i indukcji EMT [77]. TGE-B1 stymuluje po-
ziom integryn, w tym aVB3 i aV6, ktére z kolei
biorg udziat w uwalnianiu TGF-B1 z kompleksu la-
tentnego. Ponadto integryna aVpB3 aktywuje kom-
pleks FAK/Src (kinaza ognisk przylegania, focal
adhesion kinase, FAK; Src — protoonkogenna kina-
za), co prowadzi do aktywacji EMT poprzez hamo-
wanie zaleznych od E-kadheryny oddziatywan ko-
morka-komorka. Feldkoren i wsp. potwierdzili ten
mechanizm indukcji EMT przez TGF-p1 w komdr-
kach RCC, wykazali oni, ze transfekcja tych komé-
rek syntetycznym ligandem domeny RGD integry-
ny aVB3 zwiekszata spadek poziomu E-kadheryny,
co potwierdza synergistyczne odzialywanie miedzy
TGEF-B1 a integrynami w hamowaniu jej ekspresji.
Autorzy wykazali réwniez, ze w tej wzajemnej re-
gulacji uczestniczy czynnik transkrypcyjny Snaill.
Wyciszenie ekspresji FAK i PINCH-1 przy pomo-
cy siRNA hamowato oddzialywanie TGF-f1/RGD
[78]. Spadek poziomu E-kadheryny wskutek in-
dukgcji ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych Sna-
il1, Slug i ZEB1 w ccRCC pod wplywem dzialania
TGEF-B1 potwierdzili réwniez Tretbar i wsp. [76].
Huang i wsp. wykazali z kolei, ze TGF-p1 wptywa
na migracje i inwazyjno$¢ komérek linii 786-O po-
przez dzialanie na poziom mRNA i biatka Fascinl
wiazgcego aktyne i odgrywajacego kluczowa role
w migracji komérek nowotworowych [79].

TGF-P1 wplywa réwniez na tworzenie przerzutéw
RCC do ko$ci, ktére wystepuja u okoto 40% pacjen-
tow z ccRCC [80]. Kominsky i wsp. wykazali eks-
presje TGF-P1ijego receptoréw w probkach pobra-
nych z przerzutéw raka nerek do kosci (RCC bone
metastases, RBM) oraz linii komérkowej wypro-

wadzonej z tych przerzutéw RBM1-1T4. Jednocze-
$nie potwierdzili, ze komoérki te wydzielaja TGF-p1
i TGF-B2, a ich hodowla w obecnos$ci TGF-p1
prowadzi do wzrostu fosforylacji biatek SMAD2
i SMAD3, co wskazuje na funkcjonalno$¢ klasycz-
nego mechanizmu dziatania tej cytokiny w tych ko-
morkach. W do$wiadczeniach na liniach komérko-
wych z wyciszonym receptorem TGFBR2 wykazano
tez bezposredni wptyw TGF-P1 na tworzenie prze-
rzutéw RCC do kosci. Komorki te byly niewrazliwe
na stymulacje TGF-P1, a wprowadzenie ich do kosci
udowej bezgrasiczych myszy typu ,,nude” hamowa-
fo wzrost guza RCC i osteolize kosci. Co ciekawe,
hodowla komérek RBM-IT4 w obecnoéci TGF-f1
nie wplywata na ich proliferacje [66], co moze suge-
rowad, ze stymulacja tworzenia przerzutéw RCC do
ko$ci przez TGF-P1 nie jest bezposrednia. TGF-f1
moze stymulowaé powstawanie RBM poprzez in-
dukcje parakrynnych oddzialywan miedzy komér-
kami nowotworowymi a mikro$rodowiskiem kosci.
Kominsky i wsp. w innej swojej pracy potwierdzili
te hipoteze, wykazujac, ze TGF-p1 indukuje w prze-
rzutach ccRCC do kosci ekspresje MMP-13 (ma-
trix metallopeptidase 13) — biatka zaangazowane-
go w degradacje macierzy zewnatrzkomoérkowej
(ECM) [81].

MIKRORNA | SZLAK SYGNALOWY TGF-B W RAKU
NERKI

Mimo dobrze poznanej roli czasteczek mikroR-
NA w raku nerki, niewiele jest prac opisujacych ich
zwiazek ze szlakiem sygnatowym TGF-fB1 i gtéwnie
dotycza one roli miRNA w regulacji ekspresji bia-
tek tego szlaku. Wykazano miedzy innymi udzial
miRNA w regulacji ekspresji biatka SMAD4. I tak
na przyklad stwierdzono, ze jego ekspresja jest re-
gulowana przez miR-19a, ktérego nadekspresje ob-
serwuje sie w RCC i koreluje ona ze stabg przezy-
walnos$cia pacjentéow. Transfekcja komérek RCC
miR-19a prowadzila do indukcji proliferacji tych
komérek oraz spadku ekspresji SMAD4 i PTEN
[82]. Zhai i wsp. wykazali natomiast stymulacje mi-
gracji i inwazyjno$ci komérek RCC po nadekspresji
miR-452-5p, spowodowana zahamowaniem szlaku
sygnalowego SMAD4/SMAD?7, wynikajacym z ob-
nizenia ekspresji SMAD4 przez te czasteczke miR-
NA. Co ciekawe, mechanizm ten jest hamowany
przez sunitinib nalezacy do grupy inhibitoréw kinaz
tyrozynowych (tyrosine kinase inhibitor, TKI), sto-
sowany jako chemioterapeutyk pierwszego wybo-
ru w leczeniu RCC, ktéry hamuje migracje i inwa-
zyjnos$¢ komoérek RCC poprzez obnizenie ekspresji
miR-452-5p. Nadekspresja tej czasteczki koreluje
z krétsza przezywalnoscia pacjentéw z nerkowoko-
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moérkowym rakiem nerki [83]. Opisano réwniez re-
gulacje ekspresji SMAD4 i SMADS5 przez miR-224
[84]. Ekspresja SMAD4 moze by¢ réwniez regulo-
wana posrednio przez czasteczke miR-629. Wyka-
zano, ze reguluje ona ekspresje bialka TRIM33, be-
dacego inhibitorem szlaku sygnatowego TGF-p1/
SMAD. Biatko to wptywa na poziom SMAD4, jego
lokalizacje komérkowa oraz konkuruje ze SMAD4
o wigzanie ze SMAD2/3. Nadekspresja miR-629
w komoérkach RCC indukuje zalezng od TGF-B1 ak-
tywacje SMAD2/3 oraz SMAD4 poprzez zahamo-
wanie ekspresji TRIM33 [85].

Opisano takze regulacje ekspresji receptora
TGFBRI1 przez czasteczke miR-140-5p w komor-
kach wyprowadzonych z guza Wilmsa (nefrobla-
stoma), bedacego najczestszym nowotworem nerek
wystepujacym u dzieci [86]. Pochodzenie tych no-
wotworo6w jest nie do korica poznane, jednak uwaza
sie, ze wywodzg sie one z nieprawidlowo przetrwa-
tych embrionalnych komérek macierzystych ner-
ki, ktére ulegly transformacji nowotworowej [87].
W nowotworze tym wykazano réwniez, ze miR-
-192, miR-194, miR-141 i miR-200c reguluja eks-
presje bialka ACVR2B (receptor aktywiny typu 2B),
nalezacego do szlaku sygnalowego TGF-P1. Stwier-
dzono obnizona ekspresje tych czasteczek miRNA
w prébkach pobranych od dzieci z tym nowotwo-
rem w poréwnaniu z prébkami kontrolnymi (pobra-
nymi z nerek oséb dorostych) [88].

Wykazano tez regulacje ekspresji innego bialka szla-
ku sygnalowego TGF-P1: TAK1 (TGF-f-activated
kinase 1) w raku nerkowokomérkowym przez miR-
-486-6p. W komorkach wyprowadzonych z tego no-
wotworu obserwuje sie podwyzszony poziom TAK1,
prowadzacy do stymulacji wzrostu guza. Proces ten
moze by¢ odwrdcony przez zwiekszenie ekspresji
miR-486-6p [89].

Czasteczki mikroRNA moga réwniez uczestniczy¢
w regulacji proceséw indukowanych przez TGF-f1.
Shi i wsp. wykazali, ze TGF-B1 indukuje ekspresje
RBL2 (retinoblastoma-like protein), co prowadzi do
zahamowania proliferacji i cyklu komérkowego. Jed-
noczes$nie wykazano, ze ekspresja RBL2 jest z kolei
hamowana przez miR-93 poprzez jego wigzanie sie
w rejonie 3’'UTR tego transkryptu. Zatem miR-93
hamuje zalezna od TGF-B1 indukcje ekspresji RBL2,
a tym samym inaktywuje supresorowe wlasciwosci
TGE-B1. Co ciekawe, wykazano, ze cytokina TGF-B1
hamuje poziom miR-93, co w konsekwencji prowa-
dzi do nadekspresji RBL2 i $wiadczy o istnieniu me-
chanizmu zwrotnej regulacji pomiedzy TGF-p1,
miR-93 a RBL2 [90]. W innej pracy udowodniono,
ze miR-429 hamuje indukowany przez TGF-B1 pro-

ces EMT. Transfekcja komérek RCC ta czasteczka
miRNA prowadzita do zahamowania zaleznego od
TGF-P1 spadku poziomu E-kadheryny, ktéry, jak
opisano powyzej, jest kluczowy dla rozpoczecia pro-
cesu EMT [91].

Cytokina TGF-P1 moze réwniez wplywac na ekspre-
sje czasteczek mikroRNA. W naszych badaniach wy-
kazalismy wplyw tej cytokiny na ekspresje czasteczek
miRNA regulujacych poziom genéw zwiazanych
z adhezja i macierza zewnatrzkomoérkowa. Hodow-
la komérek ccRCC w obecnosci TGF-B1 prowadzi-
ta do zahamowania ekspresji miR-30a-5p i miR-328
oraz indukgcji ekspresji miR-25-3p. Zaobserwowali-
$my réwniez silng korelacje pomiedzy tymi miRNA,
a TGF-B1 w prébkach bedacych wycinkami ccRCC.
TGEF-P1 indukowal ekspresje genéw COL5A1
i ITGAS5, stymulacja ta byta silniejsza po wyciszeniu
miR-25-3p, co sugeruje, ze ta czasteczka hamuje za-
lezna od TGF-P1 regulacje ekspresji badanych genéw
adhezyjnych [92].

W ramach finansowanego przez Naukowa Fundacje
Polpharmy grantu pt.: Czgsteczki mikroRNA posred-
niczgce w dziataniu TGF-B1 w raku nerki: poszuki-
wanie nowych potencjalnych markeréw nowotworze-
nia i celow terapeutycznych badali$my oddzialywanie
miedzy czasteczkami miRNA a cytokina TGF-fB1.
Przeprowadzona przez nas globalna analiza wpty-
wu TGF-B1 na poziom czasteczek miRNA (przy
uzyciu mikromacierzy) wykazata wptyw tej cytoki-
ny na poziom ekspresji miR-181a-5p, miR-181b-5p,
miR-125b-5p, miR-155-5p oraz miR-30c-5p, stwier-
dziliSmy réwniez, ze czasteczki te reguluja ekspresje
gen6w zwigzanych z proliferacja (praca w przygoto-
waniu).

Jak opisano powyzej, czasteczki mikroRNA moga
uczestniczy¢ w regulacji ekspresji genéw szla-
ku sygnatowego TGF-PB1 poprzez wiazanie sie¢ do
3’'UTR ich transkryptéw. W celu wytypowania ta-
kich czasteczek przeprowadziliSmy analize bio-
informatyczna przy uzyciu programu miRSystem
http://mirsystem.cgm.ntu.edu.tw/ [93], ktéry inte-
gruje wyniki 7 programoéw stuzacych do szukania
miejsc wigzania czasteczek miRNA, przy czym do
dalszych analiz wybierali$my tylko czasteczki, kté-
rych potencjalne oddzialywanie z 3’UTR transkryp-
téw TGFBI, TGFBRI1, TGFBR2, TGFBR3, SMAD2,
SMAD3, SMAD4, SMADS, SMAD6 oraz SMAD7
zostalo wytypowane przez przynajmniej 4 progra-
my. W ten sposéb wytypowano 197 miRNA. Na
rycinie 2 przedstawiono czasteczki miRNA, kté-
re potencjalnie oddziatuja z 3'UTR przynajmniej
4 z 10 analizowanych transkryptéw i sa to miedzy
innymi: miR-15b-5p, miR-16-5p, miR-21-5p, miR-
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@ smaD7
B hsa-mir-16-a6p
@ swvaDs
@ smam

@ TGFBR3

M hsa-mir-27b-3p
B hsa-mir-27a-3p
B hsa-mir-155-5p
M hsa-mir-15b-5p

@ smare

M hsa-mir-21-5p
M hsa-mir-590-5p

B hsa-mir-19b-3p

M hsa-mir-20a-5p
W hsa-mir-130a-3p

B hsa-mir-145-5p
M hsa-mir-18a-5p

M hsa-mir-93-5p

B hsa-mir-92a-3p

M nsa-mir-519d-3p @ TGFB1
B hsa-mir-106b-5p
B hsa-mr-17-5p . @ SMAD6

W hsa-mir200-5p () TGFBR2

@ smaps

M hsa-mir-204-5p

@ TGFBR1

Ryc 2. Czasteczki mikroRNA potencjalnie wigzg sie z 3'UTR transkryptéw szlaku sygnatowego TGF-B1. Na schemacie zaznaczono czgsteczki
mikroRNA, ktére potencjalnie oddziatujg z co najmniej 4 z 10 analizowanych genéw. Analiza zostata wykonana przy pomocy programu
bioinformatycznego miRNet: https:/www.mirnet.ca/miRNet/home.xhtml [106]. Lista czgsteczek miRNA, poddanych analizie w programie

miRNet zostata utworzona przy uzyciu programu miRSystem: http:/mirsystem.cgm.ntu.edu.tw/ [93], kt6ry integruje wyniki 7 programow

bioinformatycznych stuzacych do typowania miejsc wigzania czgsteczek miRNA, przy czym do analizy w miRNet wybrano tylko te czasteczki

mMiRNA, ktére zostaty wytypowane przez przynajmniej 4 z 7 programow.

-27b-3p, miR-155-5p czy miR-204-5p. Wiekszos¢
tych oddzialywan zostala potwierdzona ekspery-
mentalnie w réznych tkankach i nowotworach, np.:
wigzanie si¢ miR-16-5p z 3’UTR SMAD3 [94, 95]
i SMAD?7 [96]; miR-21-5p z 3'UTR TGEBR3 [97]
i SMAD?7 [98], oraz miR-155-5p z 3’'UTR SMAD4
[99] i SMADS5 [100, 101]. Do tej pory nie potwier-
dzono tych odziatywan w raku nerki.

Przeprowadziliémy réwniez analize bioinformatycz-
na przy uzyciu programu: Encori (http://starbase.
sysu.edu.cn/index.php) [102], ktéry wykorzystuje
dane dotyczace ekspresji genéw, miRNA oraz innych
niekodujacych czasteczek RNA z konsorcjum TCGA
(The Cancer Genome Atlas Program, https://www.
cancer.gov/tcga) w celu wytypowania czasteczek
miRNA, ktérych ekspresja w ccRCC koreluje z eks-
presja genéw szlaku sygnatowego TGF-$1: TGFBI,
TGFBR1, TGFBR2, TGFBR3, SMAD2, SMAD3,
SMAD4, SMADG6 i SMAD7. Wyniki tej analizy zo-
staly przedstawione w tabeli 1. Ekspresja czasteczek
miR-10b-5p i miR-139-5p koreluje dodatnio z eks-

presja najwiekszej liczby genéw szlaku sygnatowego
TGE-B1 (miR-10b-5p vs SMAD4, SMAD6, SMAD?7,
TGFBR2, TGFBR3 oraz miR-139-5p vs SMAD2,
SMAD4, SMAD6, TGFBR2 i TGFBR3). Co ciekawe,
wykazali§my réwniez korelacje miedzy ekspresja wy-
typowanych powyzej czasteczek miRNA potencjal-
nie regulujacych ekspresje genéw szlaku sygnalowe-
go TGF-B1 a ekspresja tych genéw, 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. Moze to potwierdza¢ wza-
jemna regulacje miedzy tymi czasteczkami miRNA
a szlakiem sygnatowym TGF-B1 w ccRCC.

DALSZE KIERUNKI BADAN

Ze wzgledu na zaburzenia $ciezki sygnalowej
TGF-B1 w nowotworach, intensywnie poszukuje
sie czasteczek oddziatujacych bezposrednio z biat-
kami tego szlaku i modulujacymi ich poziom. Do
tej pory stosowano miedzy innymi: przeciwciata
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Tabela I. Czasteczki mikroRNA, ktérych poziom w ccRCC koreluje z poziomem gendw szlaku sygnatowego TGF-B1. Wyniki uzyskano
przy uzyciu programu Encori (http:/starbase.sysu.edu.cn/index.php), korelacje wyliczono na danych dla 517 prébek ccRCC z bazy

TCGA. W tabeli przedstawiono czasteczki miRNA, dla ktdrych wspétczynnik r wynosi przynajmniej +/-0,3.

Gen, ktérego

Gen, ktérego

Eksprqua Wspéic%ynnik Wartosé eksprgsja Wspéiczynnik Wartosé

oreluje korelacji r koreluje korelacji r

z ekspresja Spermana P z ekspresja Spermana

miRNA miRNA
TGFBR3 0,3 34E-12 hsa-miR-182-5p SMAD6 -0,318 1,39E-13

hsa-miR-10a-5p SMAD4 0,322 5,85E-14 hsa-miR-182-5p SMAD7 -0,328 2,16E-14
hsa-miR-10b-5p SMAD4 0,386 8,55E-20 hsa-miR-182-5p TGFBR2 -0,369 395E-18
hsa-miR-10b-5p SMAD6 0,326 2,99E-14 hsa-miR-182-5p TGFBR3 -0,47 8,52E-30
hsa-miR-10b-5p SMAD7 0,405 7,38E-22 hsa-miR-183-5p SMAD6 -0,328 1,98E-14
hsa-miR-10b-5p TGFBR2 0,441 5,1E-26 hsa-miR-183-5p SMAD7 -0,361 2,3E-17
hsa-miR-10b-5p TGFBR3 0,436 1,92E-25 hsa-miR-183-5p TGFBR2 -0,389 4,36E-20
hsa-miR-125a-5p  SMAD4 0,372 2,15E-18 hsa-miR-183-5p TGFBR3 -0,478 7.12E-31
hsa-miR-125a-5p  TGFBR3 0,331 1,12E-14 hsa-miR-193a-3p  TGFBIT 0,317 1,44E-13
hsa-miR-126-3p SMAD6 0,352 1,52E-16 hsa-miR-193a-5p  TGFBIT 0,371 2,8E-18
hsa-miR-126-3p SMAD7 0,35 2,2TE-16 hsa-miR-193b-3p  SMAD4 -0,303 1,78E-12
hsa-miR-126-3p TGFBR2 0,451 2,53E-27 hsa-miR-193b-3p  SMAD7 -0,317 1,46E-13
hsa-miR-126-3p TGFBR3 0,473 3,81E-30 hsa-miR-193b-3p  TGFBR2 -0,353 1,29E-16
hsa-miR-126-5p TGFBR2 0,437 1,45E-25 hsa-miR-199a-3p  TGFBIT 0,305 1,45E-12
hsa-miR-126-5p TGFBR3 0,417 3,33E-23 hsa-miR-199a-5p  TGFBI1 0,338 2,74E-15
hsa-miR-130a-3p  TGFBIT 0,322 579E-14 hsa-miR-199b-3p  TGFBIT 0,304 1,53E-12
hsa-miR-130b-3p  SMAD4 -0,3 3,48E-12 hsa-miR-200b-3p  TGFBIT -0,344 8,02E-16
hsa-miR-134-5p TGFBI1 0,308 8,44E-13 hsa-miR-204-5p TGFBR3 0,464 531E-29
hsa-miR-139-5p SMAD2 0,35 2,29E-16 hsa-miR-21-5p TGFBIT 0,383 1,76E-19
hsa-miR-139-5p SMAD4 0,442 4,32E-26 hsa-miR-21-5p SMAD4 -0,411 1,74E-22
hsa-miR-139-5p SMAD6 0,495 2,69E-33 hsa-miR-221-3p TGFBR3 -0,341 1,5E-15
hsa-miR-139-5p TGFBR2 0,625 2,11E-57 hsa-miR-222-3p TGFBR3 -0,327 2,4E-14
hsa-miR-139-5p TGFBR3 0,608 1,32E-53 hsa-miR-22-3p SMAD4 -0,347 4,6E-16
hsa-miR-142-5p SMAD4 -0,31 5,33E-13 hsa-miR-22-3p SMAD7 -0,378 5,39E-19
hsa-miR-143-3p TGFBR2 0,359 367E-17 hsa-miR-22-3p TGFBR2 -0,3 3,36E-12
hsa-miR-143-3p TGFBR3 0,378 5,76E-19 hsa-miR-22-3p TGFBR3 -0,348 3,34E-16
hsa-miR-145-5p SMADG6 0,338 2,72E-15 hsa-miR-23b-3p SMAD4 0,301 2,61E-12
hsa-miR-145-5p SMAD7 0,329 1,75E-14 hsa-miR-27b-3p SMAD6 0,305 1,46E-12
hsa-miR-145-5p TGFBR2 0,348 3,42E-16 hsa-miR-29b-3p TGFBR2 -0,333 T4E-15
hsa-miR-145-5p TGFBR3 0,358 4,14E17 hsa-miR-29b-3p TGFBR3 -0,391 2,61E-20
hsa-miR-146b-5p  SMAD4 -0,326 2,75E-14 hsa-miR-30a-5p TGFBI1 -0,386 8,58E-20
hsa-miR-155-5p TGFBI1 0,32 8,29E-14 hsa-miR-30d-5p TGFBI1 -0,365 9,07E-18
hsa-miR-181a-5p  TGFBR2 0,336 4,04E-15 hsa-miR-30e-5p TGFBIT -0,347 4,87E-16
hsa-miR-181a-5p  TGFBR3 0,353 1,42E-16 hsa-miR-338-3p SMAD6 0,347 4,55E-16
hsa-miR-181d-5p  TGFBIT 0,341 1,57E-15 hsa-miR-338-3p SMAD7 0,329 1,78E-14
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Tabelal. c.d.

Gen, ktérego

ekspresja Wspétczynnik

koreluje korelacji r e

z gkspresjq Spermana

miRNA
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 418E-13
hsa-miR-660-5p TGFB1 -0,353 1,18E-16
hsa-miR-874-3p SMAD2 0,308 7,72E-13
hsa-miR-892¢-3p  TGFBT -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

neutralizujace TGF-P1, antysensowne oligonukle-
otydy (ASO), inhibitory receptordéw, czy recepto-
ry ,pulapki” nie posiadajace domeny cytoplazma-
tycznej. Pierwszym opisanym przykladem tego
typu terapii w nowotworach ukladu moczowego
bylo zastosowanie oligonukleotydéw antysensow-
nych (ASO) w celu zablokowania sekrecji TGF-p1
przez komérki wyprowadzone z raka pecherza mo-
czowego, co prowadzilo do zahamowania wzro-
stu tych komdérek in vitro i in vivo [103]. Ostatnio
przeprowadzono badania z wykorzystaniem M7824
— dwufunkcjonalnego biatka fuzyjnego, sktadajace-
go sie z monokolonalnego przeciwciala anty-PLD-
-L1 (inhibitor immunologicznych punktéw kontro-
Inych) oraz zewnatrzkomérkowej domeny TGFBR2

(ktore wychwytuje wszystkie formy TGE-f3, bloku-
jac w ten sposéb immunosupresyjne wlasciwosci
tych biatek). Traktowanie komérek wyprowadzo-
nych z raka pecherza moczowego M7824 hamo-
walo ekspresje genéw zwiazanych z angiogeneza,
przebudowa macierzy zewnatrzkomérkowej, EMT
oraz poziom bialek zewnatrzkomoérkowych zwigza-
nych z modulacja uktadu immunologicznego [104].
Wykazano, ze czasteczki miRNA moga wplywaé na
odpowiedz komérek nowotworowych na leczenie
chemioterapeutykami. Miedzy innymi zwiekszona
ekspresja miR-145 (ktéry reguluje poziom TGFBR2
i SMAD3) prowadzi do rozwoju opornoéci komérek
raka pecherza moczowego na gemcytabine. Ponad-
to stwierdzono, ze transfekcja komérek raka pro-
staty miR-582-3p i miR-582-5p hamowata migra-
cje i inwazje komoérek nowotworowych in vivo oraz
tworzenie przerzutéw in vitro. Badane czastecz-
ki miRNA hamowatly poziom SMAD2, SMAD4,
TGFBR1 i TGFBR2, a w konsekwencji blokowaty
caly szlak sygnalowy TGF-f [105]. Do tej pory nie
opisano przykladéw hamowania §ciezki sygnato-
wej TGF-B w leczeniu raka nerki. Uzyskane w ra-
mach projektu wyniki pozwalaja lepiej poznaé¢ mo-
lekularne podtoze dzialania TGF-P1 w raku nerki,
co moze by¢ przydatne w opracowaniu terapii tego
nowotworu. Jeéli uda sie potwierdzi¢ bezposred-
nie odziatlywania analizowanych w ramach grantu
przyznanego przez Naukowa Fundacje Polpharmy
miRNA z transkryptami szlaku TGF-B1, by¢ moze
zyskamy czasteczki, ktére moga by¢ bezposredni-
mi modulatorami tego szlaku o znaczeniu terapeu-
tycznym.

WNIOSKI

W artykule szeroko zostaly opisane wzajemne za-
leznosci miedzy czasteczkami mikroRNA a szla-
kiem sygnatowym TGF-B1. W raku nerki obserwuje
sie zaburzenia ekspresji czasteczek miRNA oraz po-
ziomu i funkcjonowania biatek szlaku sygnatowego
TGEF-P1, a biorac pod uwage ich role w regulacji wie-
lu proceséw zwiazanych z nowotworzeniem, pozna-
nie mechanizméw wzajemnych oddzialywan miedzy
cytoking TGF-B1 a miRNA moze przyczynic sie do
opracowania nowych strategii leczenia raka nerki.
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Streszczenie

Wstep: Ostre powiktania cukrzycy — kwasica ketonowa (DKA) i hipoglike-
mia (HG) — stanowig niebezpieczenistwo nie tylko ze wzgledu na niosace
ze soba zagrozenie zycia, ale réwniez ze wzgledu na dlugotrwate nastep-
stwa ich przebycia.

Cel: Celem pracy byta identyfikacja surowiczych zmian metabolicznych
wywolanych przez epizod DKA i HG, ktére utrzymuja si¢ pomimo wy-
réwnania typowych parametréw laboratoryjnych zaburzonych w trakcie
epizodéw oraz wytypowanie potencjalnych dlugotrwatych biomarkeréw
przebycia epizodu DKA i HG.

Materialy i metody: Cztery grupy dzieci z rozpoznaniem cukrzycy typu 1
zostaly zrekrutowane do badania: pacjenci po epizodzie DKA i HG, dzie-
ci z dobrze wyréwnana cukrzyca (EDM) oraz $wiezo rozpoznang cukrzy-
ca typu 1 bez DKA (NDM). Prébki krwi zostaly pobrane od pacjentéw
w trakcie hospitalizacji w trzech punktach czasowych (poczawszy od przy-
jecia do szpitala): Oh — 24h — 72h dla grupy DKA oraz NDM, a od pacjen-
téow z grupy HG w schemacie Oh — 12h — 48h. Od pacjentéw z grupy EDM
pobrano jedna prébke podczas rutynowo wykonywanych badan kon-
trolnych. Pacjentéw dobrano do dwdéch serii prébek: DKA-NDM-EDM
(N = 20x3, N = 10x3, N = 10) oraz HG-EDM-NDM (N = 10x3, N = 25,
N = 15x3). Metabolomiczny odcisk palca zostal wykonany za pomoca LC-
-QTOE-MS (Agilent 6550 iFunnel).

Wyniki: W serii DKA, po filtrowaniu technicznym, do analizy statystycz-
nej wytypowano 248 cech metabolicznych sposréd 712 (w jonizacji po-
zytywnej) oraz 295 z 652 (w jonizacji negatywnej). Analiza statystyczna
wytypowala 22 cechy metaboliczne jako potencjalne biomarkery przeby-
cia epizodu DKA utrzymujace si¢ do 72 godzin od epizodu. Drzewo de-
cyzyjne oparte na dwéch najlepszych metabolitach osiagneto czuto$é na
poziomie 95% (PU (przedzial ufnosci): 81,79-99,13%) oraz swoistos¢ 80%
(PU: 67,30-88,81%) w diagnostyce przeszltych epizodéw 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 wytypowala 9 cech metabolicznych
jako potencjalne biomarkery przebycia epizodu HG w ciagu ostatnich 48h.
Drzewo decyzyjne oparte na dwdch najlepszych metabolitach osiagneto
czulo$¢ na poziomie 90% (PU: 72,32-97,38%) oraz swoisto$¢ 80% (PU:
68,39-88,26%) w diagnostyce przeszlych epizodéw HG.
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Whnioski: Zaburzenia metaboliczne wywotane kwasica ketonowa moga utrzy-
mywac sie w surowicy pacjentdéw przez co najmniej 72 godzin od epizodu, a hi-
poglikemia przez co najmniej 48 godzin.

Stowa 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 T1IDM
(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): Oh — 24h — 72h for DKA and NDM group
and Oh — 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

z T1DM, jak i samych pacjentéw. Rozpoznanie ostrych

powiklan T1DM jest relatywnie proste za pomoca po-

Kwasica ketonowa (DKA) oraz hipoglikemia (HG)
sa typowymi ostrymi powiktaniami cukrzycy typu 1
(T1DM). Monitorowanie ich objawoéw, a takze prze-
ciwdzialanie ich rozwojowi sg jednymi z gléwnych
wyzwan zaréwno dla pediatréw, opiekunéw dzieci

wszechnie dostepnych testéw laboratoryjnych, tj. po-
miaru stezenia glukozy czy pomiaru wystepowania cial
ketonowych w moczu, ktére to sa dostepne nie tylko
w wyspecjalizowanych jednostkach laboratoryjnych,
ale takze w domu pacjenta. Normalizacja parame-
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tréw oznaczanych dostepnymi metodami nie wyklu-
cza jednak, iz wszystkie szlaki metaboliczne, ktérych
aktywno$¢ zostata zaburzona poprzez epizod kwasicy
ketonowej (DKA) lub hipoglikemii (HG), wrécily do
normalnego funkcjonowania.

Rozwdéj DKA wynika z niedoboru krazacej insuliny
oraz z wyrzutu hormonéw kontrregulacyjnych, tj. ka-
techolaminy, glukagonu, kortyzolu oraz somatotropi-
ny [1]. Niedobdr insuliny moze by¢ bezwzgledny — ty-
powo w przypadku nowo rozpoznanej TIDM - lub
wzgledny, wynikajacy z wiekszego zapotrzebowania
na insuline, spowodowanego dzialaniem hormonéw
kontrregulacyjnych wydzielonych w odpowiedzi na
stres (uogdlniona reakcja zapalna, obrazenia ciala czy
tez choroba przebiegajaca z goraczka) [1]. Najpowaz-
niejszym nastepstwem rozwoju kwasicy ketonowej jest
obrzek mézgu.

Istniejg jednak dowody, iz epizod DKA pozostawia me-
taboliczne i neurologiczne pietno w organizmie. W pi-
$miennictwie mozemy odnalez¢ dane sugerujace, ze
nawet po 6 miesiacach po epizodzie DKA, z towarzy-
szacym obrzekiem moézgu, 35% pacjentéw prezentu-
je objawy utrwalonych zaburzen neurologicznych, tj.:
zaburzenie funkcji motorycznych, ostabienie wzroku,
ostabienie pamieci krétkotrwalej, problemy z mows,
zaburzenia emocjonalne lub problemy z uczeniem si¢
[2]. Dodatkowo, towarzyszaca nowemu rozpoznaniu
T1DM DKA predysponuje pacjenta do nastepczego
gorszego wyréwnania cukrzycy niezaleznie od czyn-
nikéw demograficznych czy socjoekonomicznych [3,
4] W zwiazku z powyzszym, unikanie epizodéw DKA
i §ciste monitorowanie jej wystepowania stanowi jeden
z celéw terapeutycznych leczenia T1IDM.

Patofizjologicznym podlozem hipoglikemii jest nad-
miar insuliny. Podobnie jak w przypadku DKA, moze
by¢ on bezwzgledny i wzgledny. Epizod hipoglike-
mii moze pozostawic¢ trwale nastepstwa fizjologiczne,
w szczeg6lnosci w zakresie funkcji neurologicznych.
Sa to miedzy innymi: oslabienie orientacji przestrzen-
nej [5], obnizenie zdolno$ci poznawczych, takich jak:
logiczne myslenie, zdolno$ci werbalne, ograniczenie
zdolno$ci psychoruchowych [6], a takze uposledzenie
funkcjonowania narzadu przedsionkowego [7]. Pomi-
mo iz samo wystepowanie cukrzycy typu 1 wydaje sie
nie wplywac istotnie na wyniki w nauce [8], to wysta-
pienie epizodu hipoglikemii, a w szczegdlnosci epi-
zodu z towarzyszacymi drgawkami, moze wiazac sie
z deficytami percepcji, ruchu, pamieci, a takze umie-
jetnosci wymagajacych skupienia nawet po 7 latach od
wystapienia epizodu [9].

Dodatkowo nalezy pamietac, ze mechanizmy kontrre-
gulacyjne u pacjentéw z cukrzyca typu 1 sg zaburzone,

co skraca im czas miedzy wystapieniem objawéw pro-
dromalnych hipoglikemii a utrata $wiadomosci. Zjawi-
sko to nazywamy nie§wiadomoscia hipoglikemii. Sza-
cuje sie, Ze wystepuje ono u 25% pacjentéw z TIDM
w wieku rozwojowym [10] i prowadzi do 6-krotnego
wzrostu ryzyka ciezkiej hipoglikemii [11]. Hipogli-
kemia pozostawia tez nastepstwa metaboliczne. Po
pierwsze, zaraz po epizodzie hipoglikemii mamy do
czynienia z reaktywna hiperglikemia (zjawisko Somo-
gyi) [12]. Ponadto aktywacja mechanizméw kontr-
regulacyjnych zwiazana jest z pohipoglikemicznym
wzrostem insulinoopornosci najprawdopodobniej me-
diowanym przez aktywacje lipolizy [13]. Dodatkowo
epizody hipoglikemii u dobrze wyréwnanych pacjen-
téw prowadza do podniesienia sie markeréw stanu za-
palnego [14]. Dlatego tez zmiany prozapalne wywotane
hipoglikemia moga sprzyjac utrzymywaniu sie w orga-
nizmie stanu zapalnego wraz ze wszystkimi tego kon-
sekwencjami [15].

W zwiazku z powyzszym, istnieje potrzeba opraco-
wania biomarkeréw pozwalajacych na monitorowa-
nie wystepowania ostrych powiklan cukrzycy celem
ich prewencji i zapobiegania wystepowaniu odlegtych
nastepstw.

Jak wspomniano wyzej, ostre powiklania cukrzy-
cy wiaza sie z przewleklymi konsekwencjami, a takze
nastepczym gorszym wyréwnaniem metabolicznym.
Wydaje sie, ze kazdy epizod hipoglikemii czy kwasicy
ketonowej pozostawia po sobie swoiste pigtno metabo-
liczne, ktére moze przyczynia¢ sie do uszkodzenia or-
ganizmu, pomimo wyréwnania takich parametréw jak
stezenie glukozy czy pH krwi. Nie sa dobrze poznane
szlaki metaboliczne, ktére moglyby by¢ odpowiedzial-
ne za takie zjawisko. Dlatego tez potrzebny jest szeroki
wglad w profil metaboliczny pacjentéw po takich epi-
zodach, aby lepiej zrozumie¢ patogeneze nastepstw
metabolicznych pozostawionych przez ostre powi-
kfanie cukrzycy. Metabolomika — jedna z technologii
omicznych, tzn. wysokoprzepustowych technik, kté-
re maja za zadanie zbadanie, identyfikacje jak i kwan-
tyfikacje calosci metabolitéw wystepujacych w danej
prébce biologicznej — wydaje sie idealna technikg, aby
osiagnac ten cel.

W zwiazku z powyzszym postanowiono przeprowa-
dzi¢ badanie surowiczego profilu metabolomicznego
przebycia kwasicy ketonowej lub hipoglikemii w popu-
lacji pediatryczne;j.

MATERIALY | METODY

Badanie uzyskalo zgode Komisji Etyki Uniwersyte-
tu Medycznego w Lodzi (nr RNN/71/14/KE z dnia
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13 maja 2014 r.), a pacjenci spetniajacy kryteria zostali
wlaczeni do badania po wyjasnieniu im i ich rodzicom
zalozen projektu oraz po podpisaniu formularza §wia-
domej zgody przez rodzicéw lub, w przypadku dzie-
ci powyzej 16. roku zycia, przez samych pacjentéw.
Sposréd 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 Lodzi prospektyw-
nie zrekrutowano pacjentéw do badania.

Sposréd pacjentéw Kliniki zrekrutowano dzieci do
jednej z 4 grup przewidzianych przez protokél bada-
nia, w tym dwdéch grup badanych:

« grupa DKA (diabetes ketoacidosis) — pacjenci hospi-
talizowani z powodu kwasicy ketonowej (pH <7,30 i/
lub HCO, <15 mmol/L);

« grupa HG (hypoglycemia) — pacjenci hospitalizowa-
ni z powodu epizodu hipoglikemii (stezenie glukozy
ponizej 70 mg/dL oraz wystapienie utraty Swiadomo-
$ci lub drgawek).

oraz dwéch grup poréwnawczych:

« grupa NDM (newly diagnosed diabetes mellitus) —
pacjenci ze $wiezo rozpoznana T1DM bez kwasicy
ketonowej (pH>7,35, HCO,>21 mmo/L);

o grupa EDM (established diabetes mellitus) — pa-
cjenci z ustabilizowana cukrzyca (czas trwania cu-
krzycy powyzej pot roku oraz brak epizodu kwasi-
cy ketonowej lub hipoglikemii w przeciagu ostatnich
3 miesiecy).

Protokot badania zakladal pobranie 3 prébek krwi
w réznych odstepach czasowych w zaleznosci od gru-
py, do ktorej nalezal pacjent. Dla grupy DKA i NDM
prébki pobrano przy przyjeciu pacjenta do szpita-
la — Oh, a nastepnie po 48h i po 72h. Prébki z kolej-
nych punktéw czasowych dla grupy DKA oznaczono
jako: DKA-1, DKA-2, DKA-3, a od pacjentdw z grupy
NDM oznaczono jako: NDM-4, NDM-5, NDM-6. Od
pacjentéw z grupy HG pobrano prébki przy przyjeciu
— Oh, po 12h i po 48h. W przypadku grupy ze stabilng
cukrzyca pobrana zostata tylko jedna prébka (oznaczo-
no jako EDM), jako ze nie przewidywano dynamicz-
nych zmian w poziomie metabolitéw tychze pacjentow
w czasie trwania hospitalizacji.

Pomiary wykonano za pomoca chromatografii cieczo-
wej polaczonej ze spektrometria 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 pomoca protokolu opisane-
go wczesniej [16]. Wszystkie analizy przeprowadzono

w zgodzie z obecnie obowigzujacymi standardami dla
badan metabolomicznych opartych o spektrometrie
mas z uzyciem metodologii kontroli jakosci [17, 18].

ANALIZA STATYSTYCZNA

Na wstepie odfiltrowano cechy metaboliczne, ktére
charakteryzowaly sie wspéiczynnikiem RSD (relati-
ve standard deviation) dla prébek QC >20% oraz te,
ktére ulegaly detekeji w wiecej niz 1/3 prébek $lepych.
Wyniki odczytéw z poszczegélnych prébek podzielo-
no przez catkowita liczbe odczytéw i pomnozono razy
100 000 000. Do analizy statystycznej wybrano cechy
metaboliczne ulegajace detekcji w co najmniej 80%
prébek z kazdej z grup poddanych analizie. Nastepnie
wykonano jednoczynnikowa analize danych za pomo-
cg analizy wariancji (ANOVA) oraz przeprowadzono
procedure Benjaminiego-Hochberga, aby uwzgled-
ni¢ wielokrotne testowanie hipotez. Do analizy post-
-hoc wybrano cechy z FDR (false discovery rate) <0,15.
Jako test post-hoc wykorzystano test ¢-studenta z po-
prawka Bonferroniego. Dodatkowo, za pomoca narze-
dzia Metaboanalyst 4.0 [19], przeprowadzono wielo-
wymiarowe analizy na danych poddanych identycznej
obrébce danych jak te, ktére poddano analizie jedno-
czynnikowej, lecz dodatkowo uzupelniono braki da-
nych za pomoca procedury K-najblizszych sgsiadéw
(nearest neighbor, K-NN) oraz poddano skalowaniu za
pomoca algorytmu Pareto. Wykonane analizy wielo-
wymiarowe obejmowaly dyskryminacyjng metode or-
togonalnych czastkowych najmniejszych kwadratow
(orthogonal partial least square discriminant analy-
sis, OPLS-DA). Cechy powtarzajace si¢ w obu anali-
zach wytypowano do identyfikacji. Na podstawie ana-
lizy ROC (Receiver Operating Characteristic) wybrano
metabolity najlepiej réznicujace pacjentéw po przeby-
ciu epizodu DKA/HG i na podstawie tak wybranych
metabolitéw opracowano drzewo decyzyjne, uzywajac
algorytmu CART. Te analizy przeprowadzano za po-
moca programu STASTISTICA 13.1 (TIBCO Softwa-
re, Palo Alto, CA, USA).

WYNIKI

Kwasica ketonowa

Do profilowania metabolomicznego w tym eta-
pie badania, sposréd zrekrutowanych oséb, wybra-
no pacjentéw (wedtug kryteriéw opisanych ponizej)
po epizodzie kwasicy ketonowej (DKA, N = 20, razy
3 punkty czasowe (Oh — 24h —72h), czyli tacznie 60
probek) oraz dwie grupy poréwnawcze — dzieci z do-
brze wyréwnana cukrzyca (EDM, N = 10) oraz $wie-
zo rozpoznana cukrzycg typu 1 bez kwasicy ketono-
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Tabela I. Charakterystyka kliniczna pacjentéw wybranych do profilowania metabolomicznego przebycia epizodu kwasicy ketonowe;j.

DKA (N = 20) NDM (N = 10) EDM (N = 10) p
Ple¢ - chtopcy 10/20 (50%) 5/10 (50%) 50% 1,0
Srednia Srednia Srednia
+/-0dch. Std. +/-0dch. Std. +/-0dch. Std.
Wiek [lata] 10,35+/-3,54 9,91+4/-3,78 10,41+/-3,41 0,9383
Czas trwania cukrzycy [lata] 2,28 +/-4,34# 0,04/-0,0% 5,00+/-3,30%# 0,0001
HbA1c [%] 11,79+/-2,594# 11,254/-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+4/-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
10,59+/-3,26S 21,564/-1,218 W normie (21-27) <0,0001

HCO3- [mmol/L]

§ - istotna réznica miedzy grupg DKA i NDM, # — istotna réznica miedzy grupa DKA i EDM, * — istotna réznica miedzy grupg NDM i EDM

Jonizacja pozytywna Jonizacja negatywna
[ |
RSD<0.2 I
[
Obecnosc w probkach
" $lepyche(. 33 =
| 398 m/z | | 508 m/z |
] Detekejd we wisystkich ]
248 m/z rupach>=80% 295 m/2
. ) ! . . ! . Prosta analiza statystyczna
6 mfz 112 mfz 163 mfz 47 m/z T58 mfz 165 mfz T TeT
Ysmiz | d6miz | Lsomi | Lemiz | Sami Lm3m Sl
' OPLS-DA [vs EDM])
dls r s X
T5 oraz .2 m/z 7 oraz L Bm/z
T12 oraz L 10 m/z

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

wej (NDM, N = 10, razy 3 punkty czasowe (Oh — 24h
—72h), czyli facznie 30 prébek). Charakterystyka kli-
niczna pacjentéw wybranych do profilowania przed-
stawiono w tabeli L.

Filtracje danych z profilowania metabolomicznego
odcisku palca kwasicy ketonowej zaprezentowano na
rycinie 1. Poréwnujac dane z prostej i zaawansowa-
nej analizy statystycznej, wytypowano 7 cech metabo-
licznych, ktérych zmienione stezenie utrzymuje sie po
przebyciu epizodu kwasicy ketonowej z jonizacji pozy-
tywnej i 15 cech z jonizacji negatywne;j.

Na rycinie 2 mozna zaobserwowac¢, ze wyselekcjono-
wane cechy grupuja sie w 4 wyrazne klastry. Pierwszy
z nich zawiera 9 cech metabolicznych, ktére charak-
teryzuja sie podniesionym poziomem w surowicy pa-
cjentéw po przebyciu epizodu DKA w stosunku do
grup poréwnawczych. Drugi klaster zawiera 3 cechy
o podniesionym poziomie u pacjentéw w grupie bada-
nej, ale co ciekawe, ich poziom podniesiony byt u pa-
cjentéw, u ktérych nie wykryto podniesienia poziomu
metabolitéw z pierwszego klastra. Trzeci klaster za-
wiera jedynie 2 cechy, ktére charakteryzowal sie ob-
nizonym poziomem u pacjentéw w grupie badane;j.
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Tabela Il. Charakterystyka kliniczna pacjentéw wybranych do profilowania metabolomicznego przebycia epizodu hipoglikemii.

HG (N =10) EDM (N = 25) NDM (N = 15) P
Ple¢ - chiopey 5/10 (50%) 13/25 (52%) 8/15 (53%) 0,9867

Srednia Srednia Srednia

+/-0dch. Std. +/-0dch. Std. +/-0dch. Std.
Wiek [lata] 15,054/-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+4/-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+4/-0,36$ 0,54+/-0,42 0,0230

DDI - dobowa dawka insuliny, * - istotna réznica w poréwnaniu post-hoc miedzy grupg NDM i EDM, # — istotna réznica w poréwnaniu post-hoc
miedzy grupa HG i EDM, $ — istotna roznica w poréwnaniu post-hoc miedzy grupg HG i NDM.

Czwarty klaster zawiera 8 cech o obnizonym poziomie
w grupie badanej. Wszystkie wytypowane cechy meta-
boliczne zostaly nastepnie poddane prébie identyfika-
¢ji za pomoca fragmentacji widma w komorze kolizyj-
nej (LC-MS/MS).

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

W grupie DKA znalazly sie dane z grupy DKA-1 (czer-
wone znaczniki na gérze mapy) DKA-2 (pomarariczo-
we znaczniki) i DKA3 (zlote znaczniki) w grupie NDM
dane z grupy NDM-4 (granatowe znaczniki), NDM-
-5 (niebieskie znaczniki) i NDM-6 (jasnoniebieskie)
i wszystkie profile od pacjentéw z grupy EDM (zielo-
ne znaczniki). Na mapie wyrdznione 4 klastry danych:
pierwszy — gorny (czerwony), drugi — srodkowy gérny
(granatowy), trzeci — §rodkowy dolny (zielony), czwar-

ty — dolny (z61ty).

Za pomoca algorytmu CART opracowano drzewo de-
cyzyjne sluzace do diagnostyki przeszlych epizodéw
DKA. Zostato ono oparte na dwéch najlepszych me-
tabolitach i osiagnelo czulo$¢ na poziomie 95% (PU
(przedziat ufnosci): 81,79-99,13%) oraz swoistos¢ 80%
(PU: 67,30-88,81%).

Hipoglikemia

Do profilowania metabolomicznego w tym etapie
badania, spo$réd zrekrutowanych dzieci, wybra-
no (wedlug kryteriéw opisanych ponizej) 10 pa-
cjentow po epizodzie hipoglikemii — grupa badana
(HG, N = 10, razy 3 punkty czasowe, czyli tacznie
30 prébek) oraz dwie grupy poréwnawcze — dzieci
z dobrze wyréwnana cukrzyca (EDM, N = 25) oraz
dzieci ze $wiezo rozpoznang cukrzyca (czysta hiper-
glikemia) (NDM = 15, razy 3 punkty czasowe, czy-
li facznie 45 prébek). Charakterystyke pacjentéw
przedstawiono w tabeli II.

Filtracje danych z profilowania metabolomicznego
odcisku palca hipoglikemii zaprezentowano na rycinie
3. Poréwnujac dane z prostej i zaawansowanej anali-
zy statystycznej, wytypowano 5 cech metabolicznych,
ktérych zmienione stezenie utrzymuje sie po przeby-
ciu epizodu kwasicy ketonowej z jonizacji pozytywnej
i4 cechy z jonizacji negatywnej.

Podsumowujac wyniki z obu jonizacji, facznie wyty-
powano 9 cech metabolicznych mogacych stanowié¢
potencjalne markery przebycia epizodu hipoglike-
mii. Na rycinie 4 mozna zaobserwowac, ze wyse-
lekcjonowane cechy grupuja sie w 2 klastry. Pierw-
szy klaster, sktadajacy sie z 4 cech, charakteryzuje sie
obnizonym poziomem w grupie HG, a drugi klaster
sklada sie z 5 cech charakteryzujacych sie podniesio-
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Ryc. 3. Algorytm filtracji danych z profilowania metabolomicznego odcisku palca hipoglikemii.
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Ryc. 4. Mapa cieplna przedstawiajgca wyniki klasteryzacji hierarchicznej (odlegto$é Euklidesowa) 9 cech metabolicznych wytypowanych do
identyfikacji jako markery przebycia epizodu hipoglikemii.

nym poziomem w grupie HG w poréwnaniu do obu  Za pomoca algorytmu CART opracowano drzewo

grup poréwnawczych. decyzyjne stuzace do diagnostyki przeszlych epizo-
déw HG. Zostalo ono oparte na dwéch najlepszych

W grupie HG znalazly sie dane z podgrupy HG-1  metabolitach i osiagneto czutos¢ na poziomie 90%

(purpurowe znaczniki na gérze mapy) HG-2 (ré6zowe  (PU: 72,32-97,38%) oraz swoistos¢ 80% (PU: 68,39—

znaczniki) i HG-3 (jasnorézowe znaczniki) w grupie  88,26%).

NDM dane z podgrupy NDM-4 (granatowe znaczni-

ki), NDM-5 (niebieskie znaczniki) i NDM-6 (jasno-

niebieskie) i profile od pacjentéw z grupy EDM (zielo- DYSKUSJA

ne znaczniki). Na mapie wyrézniono 2 klastry danych

(prawa strona wykresu): pierwszy — gérny (r6zowy) Przedstawiony projekt stanowi jedna z pierwszych

skupiajacy cechy o obnizonym poziomie wérdd pacjen-  tego typu préb zastosowania niecelowanej metabolo-

téw z grupy HG oraz drugi — dolny (seledynowy) sku-  miki w badaniach nad ostrymi powiktaniami cukrzy-

piajacy cechy o podniesionym stezeniu wérdd pacjen-  cy u dzieci. Dotychczas techniki metabolomiczne

téw z grupy HG. w diabetologii byly stosowane w badaniach na zwie-
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rzetach nad nowymi substancjami leczniczymi (hi-
poglikemizujacymi) [20, 21], w przypadku poszuki-
wania markeréw predykcyjnych rozwoju T2DM [22]
czy tez wystapienia przewlektych powikian T2DM
[23], a takze biomarkeréw prognostycznych cukrzy-
cy ciazowej [24]. Prace dotyczace cukrzycy typu 1 sa
nieliczne i dotycza gtéwnie poréwnania oséb cho-
rych i zdrowych [25, 26]. Potencjal zastosowania
technik metabolomicznych w badaniach nad cu-
krzyca u dzieci wraz z krétkim podsumowaniem do-
tychczasowych wynikéw opisali prof. Frohnert i prof.
Rewers w pracy z 2016 w Pediatric Diabetes [27]. Do-
datkowo, szerokie podsumowanie badan wykorzy-
stania metabolomiki w cukrzycy typu 11i 2 przed-
stawiono w niedawno opublikowanym przegladzie
literatury [28], zwracajac uwage, iz TIDM zwiaza-
na jest z podniesionym stezeniem LPE, LPC oraz na-
syconych kwaséw tluszczowych o krétkim faricuchu
weglowym. Co ciekawe, zaburzenia stezen fosfolipi-
déw (obnizone stezenie fosfatydylocholiny i kwasu
bursztynowego) wykryto juz w surowicy krwi pepo-
winowej, ktére w ciaggu najblizszych 12 lat rozwing
T1DM [29], co wskazuje na istotna role fosfolipidow
w patogenezie rozwoju T1DM.

Jakkolwiek nasze badanie jest pierwszg préba scharak-
teryzowania metabolomicznie nastepstw ostrych po-
wiktan cukrzycy wsréd pacjentéw z T1DM, to prze-
prowadzono podobne badanie wéréd pacjentéow
z T2DM. Wu i wsp. badali zmiany profilu metabolo-
micznego i proteomicznego u pacjentéw z T2DM oraz
zdrowych ochotnikéw w czasie wykonywania klam-
ry euglikemicznej i hipoglikemicznej [30]. Wykryli
oni 78 metabolitow i biatek zmieniajacych sie istotnie
w trakcie trwania klamry hipoglikemicznej u pacjen-
téw z T2DM. Sposréd tych substancji 49 wykazywalo
réwniez istotne zmiany w grupie kontrolnej w czasie
trwania klamry hipoglikemicznej. Co ciekawe, wiek-

PISMIENNICTWO

szo$¢ wykrytych zmian ustepowala w ciagu 24 go-
dzin od zakoniczenia klamry i jedynie trzy metabolity:
1-stearoilglicerofosfoinozytol, 1,6—anhydroglukoza
oraz X—16938 (metabolit niezidentyfikowany) utrzy-
mywaly zmienione stezenie po dobie od przeprowa-
dzenia do$wiadczenia.

Nie odnaleziono badania dotyczacego kwasicy keto-
nowej, w ktérym wykorzystano by techniki metabo-
lomiczne. Najbardziej zblizonym scenariuszem do
poréwnania z opisywanym badaniem byl projekt wy-
konany przez Dutta i wsp. Poréwnano w nim m.in.
profil metabolomiczny pacjentéw z T1DM, u ktérych
odstawiono leczenie insuling na 8h z pacjentami na-
dalleczonymi insuling oraz z grupg zdrowych ochotni-
kéw [31]. Badacze odnalezli 176 istotnie zmienionych
metabolitéw. Wsréd nich mozna odnalez¢ 1-linoleoil-
fosfatydylocholine (CAS: 1371830), charakteryzujaca
sie prawie dwukrotnie podniesionym stezeniem u pa-
cjentéw leczonym insuling w stosunku do pacjentéw,
u ktérych odstawiono leczenie.

Ostre powiklania cukrzycy typu 1 wywoluja pietno
metaboliczne, utrzymujace sie pomimo przywrdce-
nia prawidlowego stezenia glukozy oraz wyréwnania
kwasicy metabolicznej. W przypadku kwasicy ketono-
wej zmiany metaboliczne utrzymuja sie co najmniej do
72h. W przypadku hipoglikemii zmiany metaboliczne
na poziomie surowicy mozna wykry¢ co najmniej do
48h od epizodu.

Opisane wyniki oraz wnioski pochodza z rozprawy
na stopien doktora nauk medycznych pt. ,Profilowa-
nie metabolomiczne ostrych powiklan cukrzycy typu
1 udzieci” dr. n. med. Beaty Matachowskiej, Promotor:
dr hab. Wojciech Fendler prof. UM, Zaktad Biostaty-
styki i Medycyny Translacyjnej, Uniwersytet Medycz-
ny w Lodzi, Wydzial Lekarski.
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INSTRUKCJE DLA AUTOROW

Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji. Zeszyty Naukowej
Fundacji Polpharmy to czasopismo naukowe publikujace
przegladowe i pogladowe prace naukowe powstate na pod-
stawie projektéw badawczych finansowanych ze §rodkéw Na-
ukowej Fundacji Polpharmy. Tematyka prac publikowanych
w czasopi$mie obejmuje wiele zagadnien z zakresu medycyny
i farmacji. Celem publikacji jest prezentacja osiagnie¢ Auto-
row projektow finansowanych przez Fundacje w odniesie-
niu do stanu wiedzy w obszarze nauki, ktérego dotyczyl re-
alizowany projekt.

Skiad Rady Naukowej gwarantuje wysoki poziom publikowa-
nych prac.

Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji ukazuja sie raz w roku.
Redakcja przyjmuje do druku artykuly w jezyku polskim lub an-
gielskim, przy czym tytul, streszczenie, stowa kluczowe i afilia-
cje powinny by¢ dodatkowo napisane w jezyku angielskim (lub
polskim w przypadku prac anglojezycznych).

Redakcja Postepow Polskiej Medycyny i Farmacji uznaje zasa-
dy zawarte w Deklaracji helsiniskiej i w zwiazku z tym oczekuje
od autoréw, aby wszelkie badania wykonane z udzialem czlo-
wieka zostaly przeprowadzone zgodnie z tymi zasadami.

REGULAMIN RECENZOWANIA | PRZYJMOWANIA PRAC

Redakcja rozpatruje nadeslane prace, ktére zostana uznane
przez recenzentéw i redaktoréw za wlasciwe pod wzgledem
tematyki i stanowiace oryginalny wkiad do postepu w nauce
i/lub praktyce klinicznej lub maja pozadane walory dydaktycz-
ne (szkoleniowe). Podpis pierwszego autora pod oswiadcze-
niem jest réwnoznaczny ze stwierdzeniem, ze:

+ zlozona praca jest wlasna,

« wszyscy autorzy wyrazaja zgode na publikacje przedstawio-

nego materiatu.

Otrzymany manuskrypt jest na wstepie oceniany przez ze-
spol redakcyjny Postepow Polskiej Medycyny i Farmacji pod
wzgledem poprawno$ci przygotowania manuskryptu, doku-
mentacji fotograficznej, obecnosci zgody wszystkich autoréw
na publikacje. Manuskrypty niekompletne beda zwracane au-
torom do uzupelnienia bez analizy merytorycznej.

Manuskrypt, co do ktérego nie ma uwag wstepnych, zostaje
opatrzony kolejnym numerem, o ktérym informuje si¢ auto-
ra korespondencyjnego. Maszynopis kazdej pracy poddaje sie
recenzjom. Kompetentnych recenzentéw wyznacza Redaktor
Naczelny. Recenzenci przygotowuja opinie, ktére zawieraja
uzasadnione zalecenia i sugestie poprawek i uzupetnien tresci
i formy artykulu. Recenzje s3 anonimowe.

Dyskwalifikacja nadestanego maszynopisu wymaga dwéch ne-
gatywnych recenzji. Redaktor Naczelny zastrzega sobie prawo
odmowy druku pracy zawierajacej wyniki badan, w ktérych nie

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

Ostateczna decyzja o przyjeciu pracy do druku lub jej odrzuce-
niu nalezy do uprawnien Rady Naukowej i nie podlega odwo-
taniu. Podjetych decyzji Rada Naukowa nie musi uzasadnia¢.

Proces recenzowania pracy nie powinien trwaé dluzej niz 3-4
tygodnie, jednak Redakcja nie moze zagwarantowac okreslone-
go terminu podjecia decyzji.

ZEZWOLENIA NA DRUK

Materiatom wykorzystanym z innych Zrédet musi towarzyszy¢
pisemna zgoda pierwszego autora oraz wydawcy pierwotnej
publikacji, w ktérej material ten zostat opublikowany i w ktdrej
wyrazona jest zgoda na przedruk na famach Postepow Polskiej
Medycyny i Farmagcji.

W stosunku do prac, ktdre sa w trakcie przygotowania do dru-
ku, nalezy uzyskac zgode na pi$mie od autoréw, osoby, jak réw-
niez Redakcji czasopisma, ktére udostepnilo dane niepubliko-
wane lub informacje ustne wykorzystywane w artykule.

POUFNOSC INFORMACJI O PACJENCIE

Zmiana danych biograficznych pacjenta w celu ochrony tozsa-
mos$ci stanowi manipulacje danych i nie powinno do niej do-
chodzi¢. Niemniej jednak autorzy prac naukowych maja obo-
wiazek ochrania¢ dane osobowe pacjenta. Publikowaé nalezy
wylacznie informacje o znaczeniu naukowym lub klinicznym.
W zwiazku z tym jezeli zawarte w artykule informacje umozli-
wiaja w jakikolwiek sposéb ustalenie tozsamosci badanej osoby;,
autorzy muszg uzyska¢ pisemna zgode tej osoby lub jej opieku-
na na opublikowanie jej wynikéw, w tym zdjec fotograficznych,
obrazéw radiologicznych i innych, przed zlozeniem pracy do
druku. Szczegély dotyczace rasy, pochodzenia etnicznego, kul-
turowego i religii osoby badanej powinny by¢ podane wylacznie
w przypadku, gdy zdaniem autora wywieraja wplyw na prze-
bieg choroby i/lub leczenia dyskutowanego w danym tekscie.

PRAWA AUTORSKIE

Po akceptacji pracy do druku autorzy przekazuja prawa autor-
skie Naukowej Fundacji Polpharmy. Od momentu akceptacji
pracy do druku w Postepach Polskiej Medycyny i Farmacji in-
formacji w niej zawartych nie wolno ujawni¢ w prasie do czasu
ukazania si¢ numeru czasopisma, w ktorym artykul wystepuje.

Po akceptacji pracy do druku zlozone materialy staja si¢ wlas-
nos$cig Naukowej Fundacji Polpharmy i nie moga sie ukazywac
w innej publikacji bez pisemnej zgody Naukowej Fundacji Pol-
pharmy.
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Za date przyjecia do druku uwaza sie date nadeslania ostatecz-
nej wersji artykutu. Redakcja dostarcza jeden egzemplarz cza-
sopisma kazdemu autorowi opublikowanej pracy.

ODPOWIEDZIALNOSC CYWILNA

Wydawca i Rada Naukowa czynia wszelkie starania, aby za-
pewni¢ rzetelno$¢ informacji, opinii i stwierdzen zawartych
w artykule ukazujacym si¢ w Postepach Polskiej Medycyny
i Farmacji. Niemniej jednak za tres¢ artykutéw i reklam od-
powiada wylacznie autor, sponsor lub firma marketingowa.
Zgodnie z powyzszym ani Wydawca, ani Rada Naukowa, ani
Naukowa Fundacja Polpharmy nie ponosza odpowiedzialno-
$ci za skutki ewentualnych nierzetelnosci.

Redakcja stara sie zapewni¢ w zakresie publikacji rzetelno$¢
dawkowania lekéw i innych danych ilosciowych. Jednakowoz
Redakcja zaleca czytelnikom, aby wszystkie metody i techniki
polegajace na podawaniu lekéw opisane w Postepach Polskiej
Medycyny i Farmacji byly stosowane wylacznie zgodnie z in-
strukcjami i zaleceniami producentéw lekéw lub sprzetu, wy-
danymi w kraju danego czytelnika.

KATEGORIE ARTYKULOW

Redakcja Postepow Polskiej Medycyny i Farmacji przyjmu-

je do druku:

« prace przegladowe, tj. doniesienia przedstawiajace obec-
ny stan wiedzy na dany temat ze szczeg6lnym uwzglednie-
niem biezacych kontrowersji, podejscia teoretycznego i prak-
tycznego do zagadnienia, nierozwiazanych probleméw itp.,
uwzgledniajace wlasciwie dobrane pismiennictwo;

« prace pogladowe: opisy dotyczace waznych zagadnien, kon-
trowersji i opinii w medycynie i farmacji, teksty dydaktyczne
(szkoleniowe);

« krétkie doniesienia: opisy wybranych rozwiazan klinicznych
w przypadku konkretnych probleméw, ewentualnie nowe od-
krycia jeszcze niepotwierdzone eksperymentalnie.

INSTRUKCJA DLA AUTOROW

Niniejszy regulamin jest zgodny z wytycznymi opracowa-
nymi przez Wspdlny Komitet Wydawcéw Czasopism Bio-
medycznych, opublikowanymi w opracowaniu pt.: Jednolite
wymagania dotyczgce prac ztozonych do druku w czasopismach
biomedycznych (Uniform Requirements for Manuscripts Sub-
mitted to Biomedical Journals N Eng ] Med 1997; 336: 309-15;
www.acponline.org/journals/resource/ unifreqr.htm).

PRZYGOTOWYWANIE | NADSYLANIE MANUSKRYPTOW
Tekst

Manuskrypt powinien by¢ przygotowany w dowolnej wersji
Microsoft Word. Tekst nalezy pisa¢ czcionka 12-punktowa
Times New Roman z odstepami péttorej linii miedzy wierszami.

Tabele

Tabele mozna nadsyta¢ w dowolnej wersji edytora tekstowego
Microsoft Word lub arkusza kalkulacyjnego Microsoft Excel.

Wykresy

Wykresy lub diagramy powinny by¢ nadestane w postaci plikow:
+ Microsoft Word (wklejone rysunki),

« prezentacji Microsoft Power Point,

» wykres6ow arkusza kalkulacyjnego Microsoft Excel,

« graficznych o rozszerzeniach * jpg, *.gif, * tiff.

Kazdy wykres lub diagram powinien by¢ zawarty w oddziel-
nym pliku. W przypadku uzycia jakiegokolwiek innego opro-
gramowania (np. statystycznego) prosimy o kontakt z redak-
cja w celu uzgodnienia szczegéléw dotyczacych wybranego
formatu wykresu.

Ryciny

Ryciny powinny by¢ przygotowane w rozdzielczosci 300 dpi
lub wiekszej w formacie *.pdf, *.eps lub *.jpeg.

Strona tytutowa

Praca powinna mie¢ strone tytulowa, na ktérej znajduja sie

nastepujace informacje:

« pelny tytul artykutu w jezyku polskim i angielskim,

« imie i nazwisko kazdego autora (bez tytuléw), jednostke
organizacyjna kazdego autora (miejsce pracy),

« streszczenie w jezyku polskim i angielskim,

+ 3-6 s16w kluczowych w jezyku polskim i angielskim,

« imie i nazwisko, tytul, adres, numer telefonu i/lub faksu, e-mail
autora, ktéry odpowiada za przygotowanie pracy do druku,

« zrédla wsparcia materialnego w postaci grantéw i dotacji,
subwencji, sprzetu, lekéw itp.

Streszczenia

Streszczenia nie powinny przekraczac 250 stéw.

W tekscie pracy nalezy zamies$ci¢ w postaci wyodrebnio-

nych tabel nastepujace zestawienia:

1. Stan wiedzy w chwili rozpoczecia projektu;

2. Co przyniosta realizacja grantu Naukowej Fundacji Polphar-
my;

3. Dalsze kierunki badar (opcjonalnie).

Przed piSmiennictwem w razie potrzeby mozna zalaczy¢ po-
dzigkowania. Podkresla si¢ w nich wklad wszystkich oséb,
ktére pomagaly w prowadzeniu badan i ktére nie spelniajg kry-
teriéw wlaczenia do zespolu autoréw, np. asystentéw, techni-
kéw, kierownikéw jednostek dajacych tylko ogdlne wsparcie.
Autorzy maja obowiazek ujawnic¢ fakt otrzymywania wsparcia
finansowego lub materialnego.
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Pi$miennictwo zawiera pozycje z literatury ponumerowane
w kolejnosci ich wystepowania w tekscie (styl Vancouver), wy-
brane pod wzgledem wazno$ci, aktualno$ci i dostepnosci. Po-
zycje wystepujace po raz pierwszy w tabelach lub rycinach na-
lezy ponumerowac tak, aby utrzymac kolejno$¢ z pozycjami
cytowanymi w tekscie.

DOPUSZCZALNE FORMATY CYTOWANIA

We wszystkich przypadkach prosimy o zwrécenie uwagi na
stosowane znaki interpunkcyjne oddzielajace poszczegdlne
pola bibliograficzne cytowanej pozycji. Zrédta internetowe
z racji latwos$ci zmian lub korekt powinny zawiera¢ date po-
brania badz przejrzenia pliku. Podajac liste autoréw, nalezy
uzy¢ zwrotu ,i wsp.; jesli liczba autoréw cytowanej pozycji
jest wyzsza niz 3.

Typowy artykut w czasopismie

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

Ten sam artykut z uwagi na pomytki redakcyjne z opubli-
kowang pézniej errata

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

Artykut opublikowany wytacznie 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]. Dostepny pod adresem
URL:http://www.cdc.gov/ncidod/EID/eid.htm.

Artykut bez autora

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

Monografia z okreslonym/okreslonymi autorem/autorami

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

Ksigzka redagowana

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

Ksigzka wydana przez organizacje

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

Rozdziat w ksigzce

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.

Materiaty kongresowe

Kimura J., Shibasaki H. redd.: Recent advances in clinical neu-
rophysiology, materialy z X Miedzynarodowego 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,
materialy z VII Swiatowego Kongresu nt. Informatyki Medycz-
nej, 1992.09.6-10, Genewa, Szwajcaria.

Nie nalezy cytowad, na ogol, abstraktéw, niepubliko-
wanych danych ani informacji ustnej. Jezeli jednak sa
one niezbedne (dotycza wlasnych wynikéw zamiesz-
czonych w pracach bedacych w druku lub szykowanych
do niego), mozna je wlaczy¢ do tekstu w odpowiednim
miejscu.

TABELE I ILUSTRACJE

Tabele majg swoja numeracje w kolejnosci wystepowania
pierwszego odwotania w tekscie oraz krétki tytul. W nagtéw-
kach kolumn stosuje si¢ krétkie hasta lub skréty. Wskaza-
ny jest najprostszy mozliwy uklad tabeli, bez zbednych po-
ziomych lub pionowych linii podzialu. Wyjasnienia, w tym
tlumaczenia niestandardowych skrétéw, nalezy umiesci¢
w przypisach pod tabela, nie za$ w samej tabeli. Dolne przy-
pisy pod tabela nalezy ponumerowac odrebnie, zaczynajac od
1 dla kazdej tabeli. Nalezy sie upewni¢, czy kazda tabela jest
wymieniona w tekscie.

Nalezy przedstawi¢ pomiary statystyczne odmiennosci, jak np.
odchylenie standardowe, standardowy bfad pomiaru $redniej.
Jezeli dane pochodza z innego Zrédla opublikowanego lub nie-
publikowanego, nalezy uzyskac zgode i podaé zrédto w pelnym
cytacie.

Ryciny i zdjecia powinny by¢ wykonane profesjonalnie; nie-
dopuszczalne sg napisy reczne. Redakcja przyjmuje ryciny
i zdjecia w formie elektronicznej w mozliwe najwyzszej jakos-
ci (rozdzielczo$¢ min. 300 dpi). Litery, cyfry i symbole musza
by¢ wszedzie jasne i rtownomierne i mie¢ taki rozmiar, aby po
zmniejszeniu w celu drukowania pozostaly czytelne. Tytuly
i wyjasnienia nalezy pisa¢ w podpisach, nie zas na samych ry-
cinach.
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Ryciny powinny by¢ ponumerowane w kolejno$ci wystepowa-
nia pierwszego odwotania w tekscie. Nalezy si¢ upewnié, czy
kazda rycina jest wymieniona w tekscie. Jezeli dana rycina zo-
stala juz opublikowana, nalezy poda¢ zrédlo i uzyskac pisem-
na zgode osoby majacej prawa autorskie na przedruk materia-
tu za wyjatkiem dokumentéw stanowigcych dobro publiczne.
Zdjecia moga by¢ kolorowe lub czarno-biate. Redakcja druku-
je standardowo zdjecia w postaci czarno-bialej. Istnieje mozli-
wos¢ wydrukowania zdjecia w pelnym kolorze, po konsultacji
z Redakcja.

Zdjecia mikroskopowe powinny mie¢ wewnetrzne oznacze-
nie skali. Uzywane w zdjeciu mikroskopowym symbole, strzatki
i litery powinny by¢ w kolorze kontrastujacym z tlem. W przy-
padku fotografii badanych oséb albo nalezy ukry¢ ich tozsa-
mo$¢, albo uzyskaé pisemna zgode na opublikowanie zdjecia.
Redakcja przyjmuje zdjecia w formie elektronicznej w mozliwie
najwyzszej jakosci (rozdzielczo$¢ min. 300 dpi).

Legendy pod rycinami nalezy numerowac cyframi arabskimi
odpowiadajacymi kolejnym rycinom.

Jednostki miary. Pomiary dlugosci, wysokosci, wagi i objeto-
$ci powinny by¢ podane w jednostkach metrycznych (np. metr,
kilogram, litr i inne) lub w systemie dziesietnym (np. decyme-
try). Temperatura musi by¢ podana w stopniach Celsjusza. Ci$-
nienie tetnicze powinno by¢ podane w milimetrach stupa rteci.
Wszystkie kliniczne pomiary hematologiczne i chemiczne po-
winny by¢ podane w systemie metrycznym wedlug Miedzyna-
rodowego System Miar (SI). Alternatywne jednostki, niepocho-
dzace z tego systemu, powinny by¢ dodane w nawiasach.

Skroty i symbole. Redakcja wymaga stosowania jedynie stan-
dardowych skrétéw. Nie nalezy uzywaé skrotéw w tytule
ani w streszczeniach. Pelna wersja terminu, dla ktérego uzy-
wa si¢ danego skrétu, musi by¢ podana przed pierwszym wy-
stapieniem skrétu w tekscie za wyjatkiem standardowych jed-
nostek miar.

WYSLANIE ARTYKULU DO CZASOPISMA

Autorzy sa proszeni o przestanie manuskryptu droga elektro-
niczna na adres: office@indexcopernicus.com.

Manuskryptowi powinien towarzyszy¢ list przewodni podpi-
sany, w miare mozliwosci, przez wszystkich autoréw. List ten
powinien zawierac:

1. Oswiadczenie dotyczace statusu danej pracy, faktu, ze nie
byta dotad opublikowana albo ze zostala opublikowana czes-
ciowo w innej redakcji, wedlug wytycznych zawartych po-
wyzej;

2. Zaswiadczenie ujawniajace istnienie ewentualnych zwigz-
kéw finansowych (w tym informacje dotyczace np. grantu,
z podaniem Zrédta i numeru grantu) lub powigzan moga-
cych budzié zastrzezenia;

3. Oswiadczenie, ze wszyscy autorzy czytali i potwierdzili, ze
okreslone powyzej wymagania dotyczace wspolautorstwa
zgodnie z powyzszym zostaly spelnione oraz ze kazdy autor
uwaza, ze zlozony tekst stanowi rzetelng prace wszystkich
wymienionych autoréw;

4. Dane personalne, adres i telefony gléwnego autora, ktéry
odpowiada za porozumiewanie si¢ z pozostalymi autorami
w sprawach dotyczacych ewentualnych korekt i koricowego
zatwierdzenia ,szczotki” autorskiej do druku (jezeli autor nie
poda odrebnego adresu do korespondencji dla czytelnikéw,
adres ten zostanie wydrukowany na koncu opublikowanej
pracy jako ,adres do korespondencji”).

Nalezy zalaczy¢ réwniez zgody na przedruki opublikowanych
materialéw, na wykorzystanie reprodukcji publikowanych ma-
terialéw, na uzycie zdje¢ lub podawanie danych o osobach, kt6-
rych tozsamo$¢ mozna ustali¢, oraz zgody na imienne wyrdz-
nienie osé6b za ich wklad.

Redakcja Postepow Polskiej Medycyny i Farmacji uwa-
za ww. warunki za spelnione, jezeli zlozony zostanie podpis
pierwszego autora.

KOMPLET MATERIALOW NALEZY PRZEStAC
DO REDAKCJI NA ADRES:

Index Copernicus sp. z o.0.

Postepy 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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o Polpharma

Jestesmy jednym z narodowych czempiondéw gospodarczych i najwiekszym polskim producentem
lekow. Wptywamy na rozwdj polskiej gospodarki w oparciu o wiedze i innowacyjne technologie.
Naszym mottem jest hasto ,Ludzie pomagajg Ludziom”. Od ponad 80 lat cieszymy sie zaufaniem

lekarzy, farmaceutoéw i pacjentéw, wytwarzajac leki wysokiej jakosci, bezpieczne i skuteczne.

Jestesmy
dumni

2 N3s2ego
f02Woju

e Jestesmy liderem polskiego rynku farmaceutycznego.

® Dynamicznie rozwijamy sie w regionie Europy

Srodkowo-Wschodniej i Azji Centralnej.
J o Zatrudniamy ok. 7500 pracownikéw w Polsce i za granica.

e Od 2000 . zainwestowali$my ponad 1,5 mld zt w badania
i rozw@j - najwiecej w polskiej farmaciji.

® Przeznaczylismy ok. 20 min zt na rozwdj
polskiej nauki i dziatalno$¢ Naukowej
Fundacji Polpharmy.

o Wdrazamy najlepsze praktyki spotecznej

odpowiedzialnosci biznesu.

www.polpharma.pl




NAUKOWA
v FUNDACJA
POLPHARMY

ul. Bobrowiecka 6
00-728 WARSZAWA

www.polpharma.pl/fundacja




