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1. Wykaz dorobku naukowego

. o es . Punktacja
Rodzaj publikacji Liczba Impact Factor MNISW
Publikacje wlqczone. d.0 ) 9.206 280
rozprawy doktorskiej
Publikacje, ktore nie
zostaly wlaczone do 2 9,081 240
rozprawy doktorskiej
Streszczenia zjazdowe
Polskie 2 - -
Zagraniczne 1
Razem 7 18,287 520
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2. Wykaz skrotow

ALP — Fosfataza alkaliczna

ALT - Aminotransferaza alaninowa

AMA — Przeciwciala przeciwmitochondrialne

ANA — Przeciwciala przeciwjadrowe

AST — Aminotransferaza asparaginianowa

CDT - Ubogoweglowodanowe izoformy transferyny, transferyna desialowana
EASL - European Association for the Study of the Liver
ECPW - Endoskopowa cholangiopankreatografia wsteczna
EUS — Ultrasonografia endoskopowa

GGT - Gamma-glutamylotransferaza

LDH — Dehydrogenaza mleczanowa

MRCP - Cholangiopankreatografia rezonansu magnetycznego
OZT — Ostre zapalenie trzustki

PBC — Pierwotne zapalenie drog zétciowych

PCT — Prokalcytonina

PZT — Przewlekte zapalenie trzustki

Tf — Transferyna

TK — Tomografia komputerowa



3. Wstep

Wigkszos¢ biatek we krwi jest zwigzanych z glikanami, tworzac glikoproteiny, rdéznigce
si¢ strukturg zaréwno cze$ci biatkowej jak 1 weglowodanowej, co jest podstawa
wyodrebnienia specyficznych izoform. Oznaczanie izoform bialek w chorobach moze
przynie$¢ wiecej korzysci diagnostycznych niz oznaczanie catkowitych ich stezen, poprzez
ograniczenie koniecznosci wykonania badan inwazyjnych, zmniejszenie kosztow
1 przyspieszenie rozpoznania, co umozliwia wczesniejsze wdrozenie leczenia. Ponadto,
oznaczanie st¢zen izoform biatek/glikoprotein moze mie¢ znaczenie w diagnostyce
réznicowe] czy tez ocenie stopnia zaawansowania choroby. Na przykladzie
mikroheterogenno$ci transferyny udowodniono juz swoiste zmiany stezen jej izoform we
krwi m.in. w chorobach watroby [1,2], w nowotworach trzustki [3], czy w chorobach
reumatycznych [4-6]. Dodatkowo, w niektorych chorobach stgzenia izoform zmieniaty si¢ w
zalezno$ci od stopnia histologicznego zaawansowania choroby czy aktywno$ci choroby. W
tej pracy, stanowigcej cykl publikacji, skupitam si¢ na poznaniu profilu izoform transferyny w
chorobie, ktorej diagnostyka i/lub monitorowanie przysparza wielu trudnos$ci, czyli w
pierwotnym zapaleniu drég zotciowych oraz w ostrym i1 przewleklym zapaleniu trzustki,
ktorego diagnostyka kliniczna i laboratoryjna jest dobrze udokumentowana i stosowana w

praktyce.
3.1. Pierwotne zapalenie drog zolciowych

Pierwotne zapalenie drog zotciowych (ang. primary biliary cholangitis, PBC), dawnie;j
znane jako pierwotna marsko$¢ zolciowa watroby, jest przewlekla choroba
wewnatrzwatrobowych drog zotciowych, o podiozu autoimmunologicznym, przebiegajaca
z zapaleniem, cholestazg 1 retencja kwasow zotciowych [7]. Wieloletni proces uszkadzania
drobnych przewodzikoéw zoélciowych wewnatrzwatrobowych przez komorki zapalne, gldwnie
limfocyty, prowadzi do wupo$ledzenia wydzielania Zo6lci z watroby - cholestazy.
Zatrzymywanie 1 akumulacja hydrofobowych kwasow zotciowych, takich jak kwas cholowy
1 kwas chenodeoksycholowy, prowadzi do uszkodzenia hepatocytow. W zaawansowanym
etapie choroby u czesci pacjentdéw dochodzi do widknienia i marskosci watroby [8,9].
Choruja gtownie kobiety w 5. 1 6. dekadzie zycia [10]. Czesto$¢ wystgpowania waha si¢ od
1,91 do 40,2 na 100 000 osob [11]. Nawet do 50-60% pacjentéw w momencie rozpoznania
nie ma objawdw klinicznych, co opdznia rozpoznanie choroby [12]. Wsrdd symptomow tej

choroby mozna wymieni¢ przewlekle zmegczenie (u ok. 80% pacjentow), swiad skory (obecny
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u 40-80% chorych) [13], bol w prawej okolicy podzebrowej, hepatomegalia, przebarwienia
skorne, zottaki (wynikajace z zaburzen gospodarki lipidowej), sucho$¢ spojowek i jamy
ustnej, zottaczka (w zaawansowanym etapie choroby) [14]. PBC czesto towarzysza inne
choroby autoimmunologiczne m.in. zespot Sjégrena, autoimmunologiczne choroby tarczycy,

twardzina uktadowa czy reumatoidalne zapalenie stawow [13].
3.1.1. Diagnostyka pierwotnego zapalenia drog zolciowych

Diagnostyka PBC czgsto jest skomplikowana i wymaga rdéznicowania z innymi
chorobami przebiegajacymi z uszkodzeniem drog zoélciowych m.in. z pierwotnym
stwardniajacym zapaleniem drog zolciowych (PSC) czy tez obecnosciag przeszkod
mechanicznych w drogach zoétciowych. Do rozpoznania PBC niezbedne jest speinienie
minimum dwoéch z trzech kryteriow diagnostycznych: podwyzszona aktywno$¢ ALP;
obecno$¢ autoprzeciwcial AMA (miano >1:40) i/lub innych specyficznych dla PBC
przeciwcial ANA - anty-spl100, anty-gp210; obecno$¢ w badaniu wycinka biopsyjnego
nieropnego, destrukcyjnego zapalenia drog zotciowych oraz destrukcji matych i/lub $rednich
przewodéw  zotciowych [15]. Wsréd badan biochemicznych najbardziej typowa
nieprawidlowoscig jest zwigkszona aktywno$¢ ALP i GGT. Czgsto rowniez wystgpuje
zwigkszona aktywno$¢ AST, ALT i podwyzszone stezenia immunoglobulin — szczeg6lnie
klasy IgM. Hiperbilirubinemia pojawia si¢ zwykle w zaawansowanej chorobie [10,14]. Do
zroznicowania cholestazy zewnatrzwatrobowej od wewnatrzwatrobowej zalecane jest badanie
USG. W przypadku koniecznos$ci poszerzenia diagnostyki o inne badania obrazowe
rekomendowane jest wykonanie m.in. cholangiopankreatografii rezonansu magnetycznego
(MRCP) czy ultrasonografii endoskopowej (EUS). W ocenie stopnia wtoknienia pomocne jest
badanie elastograficzne [15]. Badanie histopatologiczne bioptatdow watroby w wigkszosci
przypadkéw nie jest wymagane do postawienia rozpoznania u pacjentow z laboratoryjnymi
cechami cholestazy oraz obecno$cia we krwi wysokospecyficznych autoprzeciwcial AMA,
jednakze rozstrzyga o rozpoznaniu w przypadku oséb bez autoprzeciwciat [12]. Pomimo
wielu zalet biopsja watroby jest badaniem inwazyjnym i1 wigze si¢ z ryzykiem wystgpienia
powiklan takich jak m.in. bdl, krwawienia, infekcje bakteryjne, odma, czy zapalenia
otrzewnej [16]. Do oceny zaawansowania histologicznego PBC  standardowo

wykorzystywane sg czterostopniowe skale, takie jak klasyfikacja Ludwiga.
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Tabela 1. Skala zaawansowania widknienia watroby wg. Ludwiga [17].

Stopien | Skala wg. Ludwiga

I Zapalenie przestrzeni wrotnych

11 Zapalenie wrotne oraz okolowrotne bez tworzenia przegrod wioknistych i martwicy
mostkujace;j

11} Wioknienie zrazikéw i/lub martwica mostkujaca

v Marskosé

3.2. Ostre zapalenie trzustki

Ostre zapalenie trzustki (ang. acute pancreatitis, OZT) jest ostrym stanem zapalnym
trzustki. Pojawienie si¢ reakcji zapalnej jest zwigzane z przedwczesng aktywacja proenzymow
trzustkowych. Pod wptywem aktywnych enzyméw dochodzi do samotrawienia trzustki
i sagsiadujacych tkanek. Réznego stopnia uszkodzenia powstaja w okolicznych tkankach,
a nieraz takze 1 w odleglych narzadach. Roczna zachorowalno$¢ na OZT wg. r6znych zrodet
waha si¢ od 13 do 56 na 100 000 osob [18-20]. W Polsce wspotczynnik zachorowalnosci jest
nieco wyzszy — 72,1 na 100 000 os6b [21]. Smiertelno$¢ wynosi 5-17% w ciezkiej postaci
OZT, 1 1,5% w tagodnej [18]. Za ok. 70-80% zachorowan odpowiadajg lacznie kamica
zotciowa (21-50%) [22,23] 1 alkohol (16-41%) [18,24,25]. Do rzadszych czynnikow
etiologicznych OZT naleza: hipertriglicerydemia, leki, urazy jamy brzusznej, dziedziczenie
OZT, hiperkalcemia, infekcje, guzy 1 wrodzone wady trzustki, choroby autoimmunologiczne,
jatrogenne (endoskopowa cholangiopankreatografia wsteczna ECPW) [18,22,24,25] oraz
czynniki nieznane (idiopatyczne). Najczgstszym objawem jest pojawiajacy sie nagle silny bol
w gornej czgsci brzucha, promieniujacy do plecéw, ktoremu towarzyszg nudnosci, wymioty i
goraczka. U chorych moze tez wystapi¢ przyspieszony puls, napiecie i1 tkliwos§¢ brzucha przy

dotyku, hipotensja, letarg, zéttaczka [24,26]. Wystepuja 2 postacie OZT:

e S$rodmiazszowe obrzekowe OZT — wystepuje u 80-90% pacjentdOw i przebiega tagodnie;.
Charakteryzuje si¢ powigkszeniem trzustki w wyniku obrzeku zapalnego; obecne moga
by¢ réwniez ostre okototrzustkowe zbiorniki ptynu.

e martwicze OZT — w badaniach obecna martwica migzszu trzustki i/lub tkanek

okototrzustkowych; cechuje sie ciezkim przebiegiem choroby [24,27].

12



3.2.1. Diagnostyka ostrego zapalenia trzustki

Podstawa diagnostyki laboratoryjnej przyczyniajacg si¢ do rozpoznania OZT jest 3-krotny
wzrost powyzej gornej granicy wartosci referencyjnych aktywnos$ci amylazy lub lipazy, przy
czym lipaza jest bardziej swoistym markerem dla OZT i utrzymuje si¢ we krwi przez dluzszy
czas [23,25]. Wsréd innych badan wykonywanych u pacjentéw z podejrzeniem OZT mozna
wymieni¢: amylaze¢ w moczu, elastaz¢ w kale, morfologi¢ krwi. Stosowane s3 rowniez
wskazniki oznaczane we krwi obrazujace ci¢zkos¢ choroby lub ryzyko wystapienia powiktan:
proby watrobowe (moga $wiadczy¢ o etiologii zotciowej OZT): AST, ALT, ALP, GGT,
bilirubina, LDH; wskazniki stanu zapalnego (leukocytoza, CRP, PCT); czas protrombinowy,
zwigkszone stezenie mocznika, kreatyniny, glukozy, obnizone st¢zenie albuminy i wapnia
[18,20,23,24]. Podstawowym nieinwazyjnym badaniem obrazowym wykonywanym
u pacjentdw z podejrzeniem OZT jest USG jamy brzusznej [26], poniewaz nawet do 50%
przypadkéw OZT jest zwigzana z obecno$cig kamieni zolciowych [20]. Tomografia
komputerowa (TK) z kontrastem nie jest badaniem rutynowym, a wykonanie jej jest
bezzasadne u 0soéb z tagodnym OZT i bez powiktan. W przypadkach, gdy ustalenie czynnika
etiologicznego OZT jest trudne i nie ma wyraznego potwierdzenia obecno$ci kamicy,
zalecane jest wykonanie badania MRCP i1 EUS. Obie metody wykazuja bardzo wysoka
czutos¢ 1 specyficznos¢ w diagnozowaniu kamicy przewodu zolciowego. Metoda inwazyjna,
jaka jest endoskopowa cholangiopankreatografia wsteczna (ECPW) nie jest standardowo

stosowana w OZT [23].
3.3. Przewlekle zapalenie trzustki

Przewlekle zapalenie trzustki (ang. chronic pancreatitis, PZT) jest przewlekta chorobg
zapalng trzustki charakteryzujaca si¢ postepujacym, nieodwracalnym wioknieniem migzszu
trzustki, co prowadzi do niewydolno$ci zewnatrz- i wewnatrzwydzielniczej trzustki. Czgstosé
wystepowania PZT to okoto 0,2-0,6% populacji [28]. Roczna zachorowalno$¢ waha od 5 do
14 na 100 000 os6b [19,29]. Na PZT choruja przewaznie osoby miedzy 40 a 60 rokiem zycia,
przy czym choroba czes$ciej wystepuje u mezczyzn [30]. Czynniki etiologiczne PZT wg.
systemu TIGAR-O zostaly podzielone na kilka grup: toksyczno-metaboliczne (alkohol,
palenie tytoniu, hiperkalcemia, leki i1 toksyny, hiperlipidemia, przewlekta niewydolnos¢
nerek), idiopatyczne (o wczesnym i pdznym poczatku, tropikalne), genetyczne (mutacje
genow m.in. PRSS1, CFTR, SPINKI1), autoimmunologiczne, nawracajgce 1 cigzkie OZT

(cigzkie martwicze OZT, choroby naczyn, niedokrwienie, popromienne), zaporowe (trzustka
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dwudzielna, niedroznos$¢ przewodu trzustkowego np. z powodu guza, zaburzenia zwieracza
Oddiego) [29]. Naduzywanie alkoholu jest gtéwna przyczyng PZT i stanowi ok. 70-80%
wszystkich przypadkow [30]. Najczgstszym objawem klinicznym (wystepuje u 85%
pacjentow) jest bol w nadbrzuszu, nasilajacy si¢ po positkach, promieniujgcy do plecow.
Czesto towarzyszg mu nudnosci 1 wymioty. Kliniczng oznakg niewydolnosci
zewnatrzwydzielniczej trzustki jest biegunka thuszczowa. U chorych pojawiaja si¢ tez
zaburzenia gospodarki weglowodanowej, w tym cukrzyca [31], a takze nawracajace epizody

tagodnej zottaczki [32].
3.3.1. Diagnostyka przewleklego zapalenia trzustki

Nie ma uniwersalnego ,,ztotego standardu” diagnostycznego dla PZT. Rozpoznanie
PZT jest czgsto oczywiste w zaawansowanym okresie choroby, jednak we wczesnym stadium
diagnostyka jest trudna i oparta na potaczeniu kilku metod diagnostycznych. Wsrdd badan
laboratoryjnych obserwuje si¢ umiarkowany wzrost aktywnosci amylazy i lipazy lub sg one
w normie. Badaniami obrazowymi wykonywanymi w pierwszej kolejnosci jest USG i TK,
jednak USG ma dosy¢ niska czuto$¢ na poziomie 60-70% [33]. TK umozliwia uzyskanie
informacji klinicznych dotyczacych miagzszu trzustki (np. wykrycia zwapnien), przewodu
trzustkowego (poszerzenie lub zwezenie) czy tez obecnosci pseudotorbieli [29]. MRCP
obrazuje przewod trzustkowy, uwidacznia poszerzenia 1 zwegzenia, a podanie dozylne
sekretyny zapewnia jeszcze lepsza wizualizacj¢ nieprawidtowosci przewodu trzustkowego
1 jego gatezi [32]. Do inwazyjnych metod obrazowych naleza EUS i ECPW. EUS
charakteryzuje si¢ wysoka czutoscig w obrazowaniu migzszu i1 przewodow trzustkowych, w
szczegblnosci we wcezesnych stadiach choroby [32,33]. ECPW umozliwia uwidocznienie
poszerzeni lub zwe¢zen przewodu trzustkowego i1 jego odgatezien oraz usunigcie kamieni i
ztogow, nie powala jednak na ocen¢ migzszu trzustki. [34]. W diagnostyce PZT stosowane s3
tez testy czynnosciowe. Bezposrednim badaniem, oceniajagcym zewnatrzwydzielnicza
zdolnos$¢ trzustki jest test sekretyninowo-cholecystokininowy. Czesécie] wykonywane sg testy
posrednie np. oznaczanie st¢zenia elastazy 1 w kale. Innym testem jest ocena wydalania
thuszczu z katem. Przyczynia si¢ on do potwierdzenia zaburzen wchtaniania thuszczéw, w tym

do zdiagnozowania biegunki ttuszczowej [31,32].
3.4. Glikozylacja bialek

Glikozylacja to ko- i potranslacyjna modyfikacja biatek, ulega jej wigkszo$¢ biatek

w organizmie. Polega na tworzeniu glikoprotein poprzez przylaczenie wigzaniem

14



kowalencyjnym (N-glikozydowym lub O-glikozydowym) tancuchow cukrowych do
polipeptydéw [35]. Glikozylacja zachodzi przy udziale enzymow, ktore mozna podzieli¢ na 2
grupy:
o glikozylotransferazy, ktorych zadaniem jest przytaczanie nowych reszt cukrowych,
e glikozydazy, ktore hydrolizuja wigzania glikozydowe oraz odtaczajg reszty cukrowe.
Enzymy te wykazuja swoisto§¢ wobec przylaczanej reszty cukrowej, a takze typu
wigzania, ktore tworzg badz hydrolizuja. Budowa glikanow, taczacych si¢ z tancuchem
polipeptydowym, jest uwarunkowana wspoéldziataniem tych enzymow. Glikany sktadajg sig
z kilku lub kilkudziesigciu reszt cukrowych takich jak: N-acetyloglukozamina, fukoza,
galaktoza, mannoza i kwas sjalowy [36]. N-glikozylacja to proces kilkuetapowy zachodzacy

w cytoplazmie, siateczce endoplazmatycznej, a na koncu w aparacie Golgiego [36,37].
3.5. Transferyna

Transferyna (TF) to glikoproteina, o masie czasteczkowej 79,6 kDa, transportujaca jony
zelaza w organizmie (posiada 2 miejsca wigzania zelaza). Jest syntetyzowana gléwnie w
watrobie [38]. Transferyna to biatko ostrej fazy, ktorego stezenie zmniejsza si¢ w stanach
zapalnych [39]. W sklad czasteczki transferyny wchodza 3 podjednostki strukturalne:
pojedynczy tancuch polipeptydowy (zbudowany z 679 aminokwasow) oraz 2, przytaczone do
niego wigzaniem N-glikozydowym, boczne, rozgal¢zione tancuchy oligosacharydowe [38].
Kazda z podjednostek charakteryzuje si¢ zmienno$cia budowy, nawet w warunkach
fizjologicznych. Heterogenno$¢ czasteczki transferyny jest wyrazana na kilka sposobdw:
genetycznym polimorfizmem (wystepuje 38 wariantow genetycznych Tf), rdéznica w ilosci
transportowanych  jonow  zelaza, a takze zmiennoScia budowy  lancuchow
oligosacharydowych, ktore w zaleznosci od stopnia rozgatezienia tworzg struktury 2-, 3-lub 4-
antenarne. Kazdy tancuch oligosacharydowy zawiera N-acetyloglukozaming, mannozg,

galaktoze¢ oraz kwas sjalowy [38,40].
3.5.1. Izoformy transferyny

W zaleznosci od liczby reszt kwasu sjalowego, przylaczonych do tancuchéw
oligosacharydowych, mozna wyrézni¢ 9 izoform Tf: od asjalotransferyny do
oktasjalotransferyny. Dominujacg izoformg Tf we krwi osob zdrowych jest
tetrasjalotransferyna (64-80%) [41]. Izoformy Tf ze zmniejszong ilo$cig kwasu sjalowego (a-,

mono- 1 disjalotransferyna) znane s3 jako transferyna desialowana (CDT,
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ubogoweglowodanowe izoformy transferyny). CDT jest uznanym markerem naduzywania
alkoholu [42,43]. W réznych schorzeniach m.in. chorobach watroby, rakach trzustki czy
chorobach reumatycznych profil izoform transferyny moze si¢ zmienia¢ i przedstawiaé

charakterystyczne obrazy dla danych chorob [1-6].
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4. Cel pracy

Wykorzystanie profili izoform glikoprotein, jako nieinwazyjnego biomarkera, moze
mie¢ potencjalne znaczenie w rozpoznawaniu choréb, diagnostyce réznicowej czy tez ocenie
stopnia zaawansowania 1 aktywnos$ci stanow chorobowych. Wiadomo, ze zmiany
w glikozylacji biatek wystepuja w roznych chorobach, w tym w stanach zapalnych, czego
skutkiem sg ilo§ciowe zmiany izoform glikoprotein. Jedng z wysoce zmiennych glikoprotein,
ktéra cechuje si¢ mikroheterogennos$cig jest transferyna. Ta mikroheterogenno$¢ wynika
z roéznic w strukturze tancuchow oligosacharydowych. Profil izoform transferyny zostat juz
poznany w wielu chorobach m.in. w chorobach watroby [1,2], nowotworach trzustki [3]

i chorobach reumatycznych [4-6].

Celem niniejszej pracy jest oznaczenie st¢zen izoform transferyny w surowicy krwi w

pierwotnym zapaleniu drég zotciowych oraz ostrym 1 przewleklym zapaleniu trzustki.
Cele szczegotowe:

1. Poréwnanie stezenia calkowitego transferyny oraz jej izoform w surowicy pomiedzy
grupg osob z PBC, z cholestazg zewnatrzwatrobowa oraz grupa kontrolna.

2. Ocena stezenia izoform transferyny w surowicy krwi pacjentow z PBC w zaleznosci od
stopnia histologicznego zaawansowania choroby w skali Ludwiga.

3. Porownanie stezenia catkowitego transferyny i jej izoform w surowicy pomiedzy grupa
pacjentéw z OZT, PZT i grupa kontrolna.

4. Poroéwnanie stgzenia izoform transferyny w surowicy krwi w zalezno$ci od postaci
morfologicznej 1 etiologii OZT.

5. Porownanie profilu izoform transferyny w zapaleniach trzustki z profilami w innych
chorobach na podstawie literatury: nowotworach trzustki, przewlektych zapaleniach

watroby, chorobach reumatycznych.
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5. Material i metody
5.1. Material

Materiatem do badan byta krew pobrana przez naktucie zyty. Krew pobrano od pacjentow
z pierwotnym zapaleniem drog zolciowych, cholestazg zewnatrzwatrobowa, ostrym
i przewleklym zapaleniem trzustki oraz od osob zdrowych. Probki krwi (7 ml) zostaly
pobrane ,,na skrzep”, a nastgpnie odwirowane przy 1500g przez 10 minut w temperaturze
pokojowej. Surowice przechowywano do czasu analizy w temperaturze -86 °C. Dodatkowo,
w grupie pacjentow z OZT 1 PZT oraz w grupie kontrolnej zostaty pobrane 2 probki na
antykoagulant: EDTA-K2 — do testéw hematologicznych oraz na cytrynian sodu — do testow

krzepnigcia.
5.2. Grupa badana

Do badan w kierunku PBC zostal wykorzystany material kolekcjonowany w Zaktadzie
Biochemii i1 Biologii Molekularnej Centrum Medycznego Ksztalcenia Podyplomowego
w Warszawie. Material pochodzit od pacjentow leczonych w Klinice Gastroenterologii,
Hepatologii 1 Onkologii Klinicznej, CMKP w Warszawie. W grupie badanej znalazlo si¢ 76
pacjentow z pierwotnym zapaleniem drog zotciowych. PBC zostalo zdiagnozowane zgodnie
z wytycznymi EASL — European Association for the Study of the Liver [7]. Kazdemu
pacjentowi wykonano badanie USG jamy brzusznej, badania biochemiczne, serologiczne
w kierunku AMA-M2 1 specyficznych dla PBC przeciwcial ANA oraz biopsj¢ watroby.
Stopien zaawansowania histologicznego choroby oceniono za pomocg skali Ludwiga. Liczba
pacjentow w poszczeg6lnych stadiach wg. klasyfikacji Ludwiga: stopien 1 — 13 0sob, stopien
2 — 36 osob, stopien 3-16 osob, stopien 4- 11 os6b. Dodatkowo przebadano 44 pacjentéw

z rakiem brodawki Vatera jako przyklad cholestazy zewnatrzwatrobowe;.

Grupa badana w kierunku OZT 1 PZT to pacjenci hospitalizowani w Oddziale
Gastroenterologii, Hepatologii i Chorob Wewnetrznych z Osrodkiem Diagnostyki i Leczenia
Endoskopowego Wojewodzkiego Szpitala Specjalistycznego w Biatymstoku — 84 pacjentow
z OZT 142 z PZT. Posta¢ srédmigzszowo-obrzekowa jak i posta¢ martwicza OZT rozpoznano
u 42 osob. OZT o etiologii alkoholowej zdiagnozowano u 21 pacjentéw. Inne przyczyny to:
kamica zo6tciowa, hipertriglicerydemia, leki lub nieznana przyczyna. Rozpoznanie postawiono

na podstawie objawow klinicznych oraz szeregu analiz: badania krwi (enzymy watrobowe,
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trzustkowe, morfologia krwi), kalu, USG jamy brzusznej, tomografii komputerowe;,

rezonansu magnetycznego, ultrasonografii endoskopowej i ECPW.
5.3. Grupa kontrolna

W badaniach dotyczacych stezenia izoform transferyny w PBC, grup¢ kontrolng
stworzono z 40 zdrowych, dorostych dawcow krwi z Warszawskiego Banku Krwi, natomiast
w badaniach dotyczacych zapalen trzustki - 30 0sob zgtaszajacych si¢ na badania okresowe

do Poradni Medycyny Pracy Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego w Biatymstoku.

Badania te zostaly zaakceptowane przez Komisj¢ Bioetyczng Uniwersytetu Medycznego

w Bialymstoku. Zgoda Komisji Bioetycznej: APK.002.67.2020 oraz R-1-002/563/2019.
5.4. Metody

e Stezenie izoform transferyny zostalo oznaczone za pomocag zestawu odczynnikow
MINICAP CDT metoda elektroforezy kapilarnej na aparacie MINICAP firmy Sebia.
[zoformy transferyny zostaty rozdzielone na podstawie ich mobilnosci elektroforetycznej
w buforze alkalicznym o pH 8,8 na 5 frakcji: asjalotransferyna, disjalotransferyna,
trisjalotransferyna, tetrasjalotransferyna i pentasjalotransferyna.

e Stezenie catkowite transferyny zostato oznaczone na aparacie Architect ¢i8200 metoda
immunoturbidymetryczng oraz na analizatorze Cobas c¢501.

o Stezenie kwasdéw zotciowych zostalo oznaczone za pomoca zestawu odczynnikow
Diazyme Total Bile Acids Assay, Diazyme Laboratories metodg cykli enzymatycznych na
analizatorze Indiko Plus.

o Aktywno$¢ amylazy, lipazy, ALT, AST, ALP, GGT 1 stezenie glukozy, albuminy,
bilirubiny, CRP, cholesterolu i triglicerydow zostalo oznaczone na analizatorze Cobas
c501.

e Liczbg ptytek krwi (PLT) oznaczono na analizatorze Sysmex XS-800i.

e (Czas protrombinowy (PT) oznaczono na analizatorze STA Compact MAX firmy Stago
metoda wiskozymetryczng.

e Autoprzeciwciala zostaly oznaczone metoda ELISA (anty-sp100 — zestaw IMTEC-Sp100-
Antibodies, ITC 660040 IMTEC; anty-gp210 — zestaw QUANTA Lite gp210, Inova
Diagnostics; anty-AMA-M2 — zestaw IMTEC-AMA M2, HUMAN-IMTEC; anty-Ro-52
— zestaw QUANTA Lite SS-A 52 ELISA, Inova Diagnostics; p/ciata anty-centromerowe —
zestaw ACA-QUANTA Lite Centromere ELISA, Inova Diagnostics. Ggsto$¢ optyczna
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zostala zmierzona na automatycznym czytniku plytek Multiscan RC, Labsystem.

Oznaczenie anty-p62 zostalo wykonane wg. procedury opisanej przez A. Bauer i A.
Habior [44].

5.5. Statystyka

Wyniki zostaly wyrazone jako $rednie i odchylenia standardowe. Oceny statystycznej
wynikow dokonano za pomocg testow:
e Do oceny istotnos$ci roznic pomiedzy grupa badang oraz grupa kontrolng zostal

wykorzystany nieparametryczny test dla prob niezaleznych U Manna-Whitneya,

e Do oceny istotnosci roznic warto$ci badanych parametréw w zalezno$ci od stopnia
zaawansowania histologicznego PBC w skali Ludwiga zastosowano test ANOVA rang

Kruskala-Wallisa,

e Do oceny korelacji pomiedzy izoformami transferyny a innymi testami
laboratoryjnymi uzyto wspoétczynnika korelacji rang Spearmana.

Za poziom istotnosci statystycznej przyjeto wartos¢ p<0,05.
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6. Wyniki

Wyniki badan, ktéore wchodza w sklad rozprawy doktorskiej zostaly opublikowane

w miedzynarodowym czasopismie — Journal of Clinical Medicine.

6.1. Publikacja nr 1 - ,,Changed profile of serum transferrin isoforms in primary biliary

cholangitis”

W pracy wykazano rdznice stezen izoform transferyny u chorych na PBC
w porownaniu do o0s6b zdrowych. Stezenia disjalotransferyny i trisjalotransferyny
u pacjentow z PBC byly istotnie nizsze niz u os6b zdrowych (p <0,000 i p=0,011), natomiast
w stezeniach izoform wyzej usjalowanych: tetra- i pentasjalotransferyny nie wykazano
istotnych  réznic. W  cholestazie = pozawatrobowej  stezenia  disjalotransferyny
1 tetrasjalotransferyny byty istotnie wyzsze niz w grupie pacjentdéw z pierwotnym zapaleniem
drog zotciowych (p <0,001 1 p<0,001), natomiast st¢zenie pentasjalotransferyny byto istotnie
nizsze niz u 0séb z PBC (p<0,001). Nie wykazano zmian izoform transferyny w zaleznosci od
histologicznego stopnia zaawansowania PBC w klasyfikacji Ludwiga (p>0,05 dla wszystkich
poréwnan). Ponadto, wykazano istotny wzrost stezenia transferyny catkowitej w surowicy
pacjentéw z PBC w pordéwnaniu z grupg kontrolng (p=0,019), ale nie zmieniato si¢ ono w
zalezno$ci od stopnia zaawansowania choroby (p=0,229). Stgzenie transferyny w cholestazie
zewnatrzwatrobowej bylo istotnie nizsze zarowno w stosunku do grupy kontrolnej jak 1 grupy

osob z PBC (dla obu porownan p <0,001).

Wykazano zmiany warto$ci testow charakteryzujacych grupe badang. Stegzenie
kwasow zotciowych w surowicy wzrosto istotnie w pordwnaniu z grupa kontrolng (p <0,001),
lecz nie zmienito si¢ istotnie wraz z zaawansowaniem niewydolnos$ci histologicznej watroby
wg. skali Ludwiga (p=0,305). Stezenie kwaséw zotciowych u 0sob z rakiem brodawki Vatera
bylo istotnie statystycznie wyzsze niz u oséb zdrowych (ok. 30 razy wyzsze) i w grupie
chorych na PBC (ok. 3 razy wyzsze) (dla obu poréwnan p<0,001). Ponadto wykazano, iz
stopien zaawansowania choroby mial wptyw na aktywnos¢ ALP 1 GGT (p=0,002 i p=0,013)
oraz na st¢zenie albumin (p=0,005). Analiza post-hoc wykazala, Ze aktywnos¢ GGT 1 ALP w
3 stopniu zaawansowania choroby byta istotnie wyzsza niz w stopniu 1 (p=0,008 i1 p=0,006),
aktywnos¢ ALP w stopniu 4 byla istotnie wyzsza niz w stopniu 1 (p=0,015), natomiast

stezenie albuminy w stopniu 3 bylo nizsze niz w stopniu 2 (p=0,039). Wspotczynnik korelacji
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rang Spearmana nie wykazal istnienia wspotzaleznosci stgzenia kwasow zolciowych z

transferyng i poszczegdlnymi frakcjami transferyny (dla wszystkich porownan p>0,05).

6.2. Publikacja nr 2 — ,,The Serum Profile of Transferrin Isoforms in Pancreatitis”

W pracy wykazano istotne zmniejszenie stezenia pentasjalotransferyny w grupie chorych na
OZT jak 1 PZT w stosunku do grupy kontrolnej (p=0,003 i p=0,026). Stezenie
tetrasjalotransferyny bylo istotnie wyzsze w grupie osob z OZT niz w grupie kontrolnej
(p=0,011), natomiast st¢zenie trisjalotransferyny nie zmienilo si¢ istotnie w zadnej z
badanych grup (OZT i PZT) w pordéwnaniu z grupa kontrolng (odpowiednio p=0,722
1 p=273). W pracy nie wykazano istotnych statystycznie réznic w stezeniach izoform
transferyny pomiedzy grupami z OZT i PZT. Stezenie transferyny catkowitej byto istotnie
nizsze w grupach z ostrym i przewleklym zapaleniem trzustki w pordwnaniu z grupa
kontrolng (odpowiednio p <0,001 1 p=0,002). Ponadto, w grupie pacjentow z OZT st¢zenie

transferyny bylo istotnie nizsze niz w grupie pacjentow z PZT (p=0,028).

Nie stwierdzono obecnoS$ci istotnych statystycznie roéznic w zakresie wszystkich
badanych parametréw (w tym izoform transferyny) pomiedzy §rédmigzszowa obrzekowa oraz
martwiczg postacig OZT. Biorgc pod uwagg etiologie OZT, zaobserwowano istotnie wyzsze
stezenie kwasow zotciowych (p=0,036) 1 aktywnos¢ GGT (p=0,017) w etiologii alkoholowej

niz w ostrym zapaleniu trzustki o innych etiologiach.

Wykazano zmiany warto$ci testow charakteryzujacych pacjentow. W grupie chorych na
ostre zapalenie trzustki warto$ci takich parametrow jak: MCV, INR, AST, ALT, ALP, GGT,
amylaza, lipaza, CRP, CDT bytly istotnie wyzsze, natomiast st¢zenie cholesterolu bylo istotnie
nizsze niz w grupie osob zdrowych. W grupie pacjentéw z przewleklym zapaleniem trzustki

aktywno$¢ GGT, ALP i stezenie CRP byly istotnie wyzsze niz w grupie kontrolne;.
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7. Dyskusja

W niniejszej pracy celem bylo oznaczenie stezen izoform transferyny w surowicy krwi
w pierwotnym zapaleniu drog zotciowych oraz ostrym i1 przewlekltym zapaleniu trzustki.
Przestanka tych badan byly liczne dowody naukowe potwierdzajace zmiany w procesie
glikozylacji biatek, w tym transferyny, w zapaleniach o rdznej etiologii. Analiza profili
glikozylacji glikoprotein w poszczeg6élnych chorobach daje nadzieje na znalezienie prostego
1 tatwo dostgpnego nieinwazyjnego wskaznika o znaczeniu biomarkera, ktéry oznaczany we
krwi moglby by¢ wykorzystany zard6wno w diagnostyce podstawowej jak i roznicowej
schorzen, a takze w ocenie stopnia zaawansowania chordb, ich aktywno$ci czy tez
w monitorowaniu leczenia. Niektore choroby watroby czy trzustki przez pewien okres czasu
mogg rozwija¢ si¢ bezobjawowo, pomimo trwajacego juz w ich obrebie stanu zapalnego,
przez co sa wykrywane w zaawansowanym stadium. W PBC u 50-60% os6b w chwili
rozpoznania nie wystepuja zadne objawy kliniczne [12]. W przypadku PZT $redni okres czasu
od wystgpienia objawow do diagnozy w etiologii alkoholowej to 30-55 miesigcy, natomiast w
innej etiologii - 81 miesigcy, wiec rozpoznanie jest czgsto ustalane juz po wystgpieniu

powiktan [29].

W PBC, podobnie jak w innych chorobach watroby przebiegajacych z cholestaza,
dochodzi do zatrzymania 1 akumulacji kwasow zotciowych. W zwigzku z tym, ze synteza
oligosacharydow, dolaczanych w procesie glikozylacji do tancuchow polipeptydowych,
zachodzi w siateczce endoplazmatycznej szorstkiej, uszkodzenia bton komoérkowych i1 bton
organelli komorkowych spowodowane kwasami zotciowymi, moga zaburzaé syntezg
oligosacharydow, a nastepnie glikoprotein w hepatocytach. Cho¢ mechanizm toksycznego
wptywu kwaséw zotciowych na watrobe nie zostal jeszcze do konca poznany, wiadomo, iz
kwasy zotciowe moga uszkadza¢ hepatocyty na rdzne sposoby. Jednym z nich jest indukcja
wytwarzania reaktywnych form tlenu. Prowadzi to do oksydacyjnego uszkodzenia komorek,
dysfunkcji mitochondium 1 siateczki endoplazmatycznej [45,46]. Inng droga jest indukcja
apoptozy poprzez aktywacje receptora Fas [47]. Ponadto, kwasy zolciowe mogg zaburzaé
integralno$¢ btony komorkowej, poprzez tworzenie agregatoéw zlozonych z kwaséw
zotciowych 1 lipidow w zewnetrznej warstwie blony, czego efektem jest powstawanie
przejsciowych otworow w btonie [48]. Na skutek tych dziatah rozwija si¢ stan zapalny i
zmieniajg si¢ stezenia bialek ostrej fazy. Ujemnym biatkiem ostrej fazy, ktorego stezenie we
krwi w zapaleniach zmniejsza si¢, jest transferyna [39]. W tym badaniu zaobserwowalam

wzrost catkowitego stezenia transferyny w surowicy pacjentéw z PBC. Moze to wynika¢ z
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bardziej efektywnego uszkadzania blony komoérkowej niz bton organelli, w ktorych dochodzi
do syntezy glikoprotein. Poza tym, wyplyw transferyny przez przejSciowe otwory w blonie
utworzone przez agregaty kwasow zolciowych i1 lipidow moze by¢ skuteczniejszy niz

zaburzona synteza transferyny w organellach.

Analiza profilu izoform transferyny w PBC wykazata, ze zmiany wystgpity jedynie
w izoformach o nizszej zawartosci kwasu sjalowego (di- 1 trisjalotransferyna), przy braku
zmian w izoformach z wicksza iloscig kwasu sjalowego (tetra- i pentasjalotransferyna).
Najwickszy spadek stezenia w pordwnaniu z grupa osob zdrowych zaobserwowatam
w przypadku disjalotransferyny (prawie 3-krotna réznica), znacznie mniejszy w przypadku
trisjalotransferyny (o ok. 25%). Nie uzyskalam zmiany st¢zenia izoform transferyny
w zaleznosci od zaawansowania histologicznego wedlug skali Ludwiga. Jedynymi
parametrami zaleznymi od stopnia zaawansowania choroby byty ALP, GGT oraz albumina.
Moze to by¢ spowodowane faktem, ze ALP 1 GGT to enzymy btonowe, (znajduja si¢ w
grupie enzymoéw ekskrecyjnych), ktorych stezenie/aktywno$¢ we krwi jest zalezna od
droznosci drog zotciowych. W przypadku albuminy nalezy uwzgledni¢ fakt, iz w jej synteze
zaangazowane s rézne organelle w hepatocytach (rybosomy, siateczka endoplazmatyczna
1 aparat Golgiego). Di- i trisjalotransferyna stanowia maty odsetek catkowitego stezenia
transferyny, w zwiazku z czym zmiany odsetkowe ich stezenia nie wplynelty na zmiane
stezenia calkowitego transferyny w surowicy osoéb z PBC. Zmniejszeniu stgzen di- i1
trisjalotransferyny nie towarzyszyly zmiany stezen izoform z wigksza iloScig reszt kwasu
sjalowego (tetra-i pentasjalotransferyny). W badaniach wykonanych w Zaktadzie Diagnostyki
Biochemicznej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku w przebiegu innych chorob
przesunigciu w jednej izoformie towarzyszylo przesunigcie w innej np. przy zwigkszonym
stezeniu tetrasjalotransferyny wystgpowato obnizone st¢zenie pentasjalotransferyny
u pacjentow z przewleklym zapaleniem watroby [2] 1 rakiem trzustki [3], z kolei w
mlodzienczym idiopatycznym zapaleniu stawOow odwrotnie — obniZonemu poziomowi
tetrasjalotransferyny towarzyszyt podwyzszony poziom pentasjalotransferyny [6]. W
reumatoidalnym zapaleniu stawdw, toczniu rumieniowatym ukladowym, twardzinie
uktadowej obnizeniu stezenia tri- 1 pentasjalotransferyny towarzyszyl wzrost
tetrasjalotransferyny [4,5]. We wszystkich etapach syntezy i glikozylacji bialek biora udziat
enzymy. Specyficzne w danej chorobie zmiany aktywno$ci enzymoéw odpowiadaja za
charakterystyczny profil izoform transferyny w tym schorzeniu. W zwiazku z tym powstaja

unikalne dla konkretnej choroby profile izoform transferyny. W celu zweryfikowania
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hipotezy, czy w przebiegu PBC zmiany w izoformach transferyny nie sg zwigzane z
cholestaza, przeprowadzono badania poréwnawcze z cholestaza zewnatrzwatrobowa.
Zaobserwowatam statystycznie istotne réznice w profilach izoform transferyny pomig¢dzy
pacjentami z PBC a grupg z cholestazg zewnatrzwatrobowa, szczegolnie dotyczace izoform o
wickszej zawartosci kwasu sjalowego. Stezenie tetrasjalotransferyny w  cholestazie
zewnatrzwatrobowej byly istotnie wyzsze niz w grupie z PBC i u 0s6b zdrowych, za$ stezenie
pentasialotransferyny bylo istotnie nizsze niz u pacjentow z PBC i w grupie kontrolne;j.
Swiadczy to o tym, ze profil izoform transferyny w PBC jest rozny od profilu w cholestazie

zewnatrzwatrobowe;.

OZT i1 PZT sa to choroby zapalne trzustki. W zapaleniach na skutek zadziatania bodzca
zapalnego uruchamiana jest w organizmie nieswoista odpowiedz immunologiczna — reakcja
ostrej fazy. Komorki zapalne, takie jak granulocyty i makrofagi, uwalniaja cytokiny
prozapalne (IL-1, IL-6, TNF-a), ktore odpowiadaja za uruchomienie syntezy biatek ostrej
fazy. Mozna je podzieli¢ na dodatnie i ujemne biatka ostrej fazy. W stanach zapalnych
stezenie dodatnich biatek ostrej fazy ros$nie, natomiast stezenie ujemnych (w tym transferyny)
zmniejsza si¢ [39]. W zapaleniach trzustki zaobserwowatam obnizone stezenie calkowitej
transferyny, przy czym w OZT bylo nizsze niz w PZT. Wsrdd izoform transferyny zmiany
dotyczyly glownie izoform z wigksza iloscig kwasu sjalowego. Zaréwno w OZT jak i w PZT
stezenie pentasjalotransferyny byto obnizone w poréwnaniu z grupa kontrolng za$ stezenie
tetrasjalotransferyny byto podwyzszone tylko w OZT. Stgzenie trisjalotransferyny nie
zmienilo si¢ w stosunku do grupy kontrolnej. Analizujgc zmiany profilu izoform transferyny
w zapaleniach trzustki powstalo pytanie czy sa one narzadowo swoiste, czy tez zalezne od
patogenezy schorzenia. Dlatego korzystajac w opublikowanych juz wynikow (z Zaktadu
Diagnostyki Biochemicznej) porownatam profile izoform transferyny w zapaleniach trzustki z
profilami tych izoform w innych chorobach: w nowotworach trzustki, przewlektych
zapaleniach watroby oraz w chorobach reumatycznych. Opisane powyzej profile izoform
transferyny we krwi w reumatoidalnym zapaleniu stawdéw [4], toczniu rumieniowatym
uktadowym, twardzinie uktadowej [5], mtodzienczym idiopatycznym zapaleniu stawow [6] i
w rakach trzustki [3] ro6znity si¢ od profilu izoform transferyny w zapaleniach trzustki, ktory
wykazuje podobienstwo do profilu izoform transferyny w zapaleniu watroby [2]. To
porownanie dostarczyto wstepnego dowodu naukowego, ze zmiany profilu izoform
transferyny nie sg specyficzne dla narzadéw, ale raczej sa charakterystyczne dla patogenezy

choroby, w tym przypadku zapalenia.
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W tym badaniu, pomimo oczekiwan, nie wykazano istotnych statystycznie roznic
stezen izoform transferyny pomiedzy obrzekowa i martwicza postacia OZT. Przyczyna moze
by¢ fakt, ze transferyna jest syntetyzowana gldéwnie w watrobie, a wptyw zapalen trzustki na
watrobe jest niezalezny od obrazu histologicznego chordb trzustki [41]. Przestanka, w oparciu
o ktorg spodziewatam si¢ uzyskac roznice, jest odmienny obraz histopatologiczny obrzekowe;j
1 martwiczej postaci OZT. W obrzekowej postaci OZT tworzy si¢ obrzek zapalny i dochodzi
do zaburzen organelli w komorkach groniastych, za§ w martwiczym OZT obecna jest
martwica okoloprzewodowa lub okotozrazikowa [49], ktorej powinno towarzyszyc
uwolnienie zawarto$ci organelli komoérkowych m.in. bialek, glikoprotein i enzymow. Nie
wykazano rowniez réznic w stezeniu izoform transferyny w zaleznosci od etiologii OZT.
Zaobserwowano jedynie istotnie wyzsze stg¢zenie kwasoéw zotciowych i1 aktywnos¢ GGT
w etiologii alkoholowej OZT niz w chorobie o innych etiologiach (grupa mieszana: etiologia
kamicza, leki, triglicerydemia). Przestanka potwierdzajaca moje wyniki jest fakt, iz w
alkoholowych chorobach watroby wystepuje podwyzszony poziom kwasow zoétciowych
[50,51], natomiast GGT jest udowodnionym, laboratoryjnym wskaznikiem naduzywania

alkoholu [52,53].

W wielu sytuacjach klinicznych oznaczenie st¢zenia catkowitego badanego parametru
nie jest wystarczajace, wiecej informacji moze dostarczy¢ oznaczenie poszczegolnych jego
skladowych np. izoenzyméw czy izoform biatek. Dzigki temu mozna zaobserwowaé
przesunigcia w poszczeg6Olnych sktadnikach badanego zwigzku, niezaleznie od kierunku
przesuni¢cia catego ukladu (enzymu, biatka). Za charakterystyczne profile izoform
transferyny w poszczegdlnych chorobach odpowiada zmieniajaca si¢ aktywnos$¢ enzymow,
z jednej strony glikozylotransferaz (sjalilotransferaz) przytaczajacych reszty kwasu
sjalowego, a z drugiej, glikozydaz (w tym sjalilaz) odcinajacych reszty cukrowe, a takze
enzymow odpowiedzialnych za rozgal¢zianie glikanow, czy przylaczanie fukozy. Enzymy
biorg udzial we wszystkich etapach syntezy i glikozylacji biatek, co przektada si¢ na

réznorodno$¢ profili glikoprotein w zdrowiu 1 w rdznych patologiach [36,54].

Podsumowujac, oznaczenie stezen izoform transferyny we krwi w chorobach watroby
1 trzustki moze dostarczy¢ wiecej konkretnych informacji o danej chorobie. Profil izoform
transferyny w pierwotnym zapaleniu drog zétciowych jest charakterystyczny dla tej choroby,
lecz nie zmienia si¢ wraz z zaawansowaniem schorzenia. Z kolei zmiany profilu izoform
transferyny w zapaleniach trzustki nie sg specyficzne dla tego narzadu, lecz dla patogenezy

choroby 1 nie sg zalezne od jej postaci morfologicznej czy etiologii. Oznaczajac stezenia
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izoform transferyny w wigkszej liczbie chorob i poréwnujac je ze sobg, mozna uzyskad
interesujace wyniki, ktére moga mie¢ znaczenie w diagnostyce podstawowej, roznicowej czy

monitorowaniu postepu i aktywnos$ci choroby.
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8. Whnioski

1. Profil izoform transferyny w surowicy krwi chorych na pierwotne zapalenie drog

z0lciowych jest specyficzny i r6zni si¢ od cholestazy zewnatrzwatrobowe;.

2. Stezenia izoform transferyny w PBC s3a niezalezne od stopnia histologicznego

zaawansowania choroby w skali Ludwiga.

3. Stezenie calkowite transferyny, jako ujemnego biatka ostrej fazy, zmniejsza si¢ w

zapaleniach trzustki , przy czym w OZT byto nizsze niz w PZT.

4. Stezenie izoform transferyny nie nadaje si¢ do rdéznicowania OZT i PZT, jak postaci

morfologicznej oraz nie wykazuje zwigzku z etiologia OZT.

5. Zmiany profilu izoform transferyny w zapaleniach trzustki nie sa specyficzne dla narzadu,

lecz wykazuja zwiazek z zapalng etiologia choroby.
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10. Streszczenie w jezyku polskim

Glikozylacja jest jedng =z najczesciej wystepujacych ko- 1 potranslacyjnych
modyfikacji biatek. Wigkszos$¢ biatek krwi jest glikozylowana. Produktem glikozylacji biatek
sa glikoproteiny. Rdéznig si¢ one strukturg biatkowa i weglowodanowa, co jest podstawa
wystepowania specyficznych izoform. Istnieja liczne dowody naukowe potwierdzajace
zmiany w glikozylacji biatek w stanach zapalnych o rdéznej etiologii, czego skutkiem sg
ilosciowe zmiany izoform glikoprotein. Jedng z wysoce zmiennych glikoprotein jest ujemne
biatko ostrej fazy, jakim jest transferyna. Charakteryzuje si¢ ona mikroheterogennoscia, ktora
wynika z réznic w glikozylacji tancuchow oligosacharydowych. W zaleznos$ci od liczby
przytaczonych reszt kwasu sjalowego wystepuje 9 izoform transferyny, ktérych profil zmienia

si¢ w chorobach o podlozu zapalnym a takze innym niz zapalny.

Celem badan bylo oznaczenie stezen izoform transferyny w surowicy krwi
w pierwotnym zapaleniu drég zoétciowych (PBC) oraz ostrym (OZT) i przewleklym (PZT)
zapaleniu trzustki. W pierwszym badaniu pordwnano stezenia catkowite transferyny i jej
izoform pomiedzy grupa oséb z PBC, z cholestaza zewnatrzwatrobowa (w celu
wyeliminowania wplywu cholestazy na zmiang¢ profilu izoform transferyny) oraz grupa osob
zdrowych. Oceniono rowniez stezenia izoform transferyny w zalezno$ci od stopnia
histologicznego zaawansowania choroby watroby w skali Ludwiga. W drugim badaniu
poréwnano ste¢zenie catkowite transferyny i jej izoform w surowicy pomiedzy grupami
pacjentdw z zapaleniami trzustki i grupa kontrolng. Dodatkowo, w OZT oceniono st¢zenia
izoform transferyny w zalezno$ci od postaci morfologicznej 1 etiologii. Na podstawie
literatury profile izoform transferyny w zapaleniach trzustki poréwnano z profilami w innych
schorzeniach: nowotworach trzustki, chorobach reumatycznych oraz przewlektych

zapaleniach watroby.

Materiatem do badan byla surowica krwi zylnej. Stgzenia izoform transferyny
oznaczono metoda elektroforezy kapilarnej w systemie MINICAP firmy Sebia. Do
pierwszego badania zakwalifikowano 76 pacjentow z PBC. Pierwotne zapalenie dréog
zotciowych zostalo zdiagnozowane zgodnie z wytycznymi European Association for the
Study of the Liver (EASL). Ponadto, przebadano 44 osoby z cholestazg zewnatrzwatrobowa
(rak brodawki Vatera) i 40 zdrowych os6éb. W drugim badaniu wzi¢to udziat 84 pacjentéw z
ostrym zapaleniem trzustki oraz 42 z przewleklym zapaleniem trzustki. Grupa kontrolna

sktadata si¢ z 30 zdrowych oséb.
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W surowicy krwi pacjentow z PBC zaobserwowano wzrost catkowitego stezenia
transferyny. Wsrod izoform transferyny u chorych z PBC ste¢zenia di- i trisjalotransferyny
byty nizsze niz u os6b zdrowych, przy jednoczesnym braku zmian w st¢zeniach tetra-
1 pentasjalotransferyny. W cholestazie zewnatrzwatrobowej profil izoform transferyny byt
inny: stezenia disjalotransferyny oraz tetrasjalotransferyny byty wyzsze niz w PBC, natomiast
stezenie pentasjalotransferyny bylo istotnie nizsze. Nie wykazano istotnych zmian
w stezeniach izoform transferyny w zaleznosci od histologicznego stopnia zaawansowania

PBC w skali Ludwiga.

W OZT i PZT stgzenie calkowite transferyny w surowicy bylo istotnie nizsze niz w
grupie osob zdrowych. Ponadto, w OZT byto nizsze niz w PZT. Analiza profili izoform
transferyny wykazata nizsze stezenie pentasjalotransferyny u oséb z OZT 1 PZT niz w grupie
kontrolnej. Dodatkowo, u 0séb z OZT stgzenie tetrasjalotransferyny byto istotnie wyzsze niz
u oso6b zdrowych. Pomigdzy grupami z OZT 1 PZT nie wykazano istotnych rdznic stezen

izoform transferyny.

Podsumowujac, oznaczenie stezen izoform transferyny w chorobach watroby i trzustki
moze dostarczy¢ dodatkowych informacji o badanych chorobach. Profil izoform transferyny
w PBC jest charakterystyczny dla tego schorzenia, lecz nie zmienia si¢ wraz ze stopniem
zaawansowania choroby. Zmiany profilu izoform transferyny w ostrym 1 przewleklym
zapaleniu trzustki nie sg swoiste dla tego narzadu, lecz sa zwigzane z patogeneza choroby.
Poza tym, sa niezalezne od postaci morfologicznej i etiologii OZT. Analiza porownawcza
profili izoform transferyny w réznych chorobach moze mie¢ znaczenie w diagnostyce

podstawowej 1 réznicowej tych schorzen.
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11. Streszczenie w jezyku angielskim

Glycosylation is one of the most common co- and posttranslational modifications of proteins.
The majority of blood proteins are glycosylated. The products of protein glycosylation are
glycoproteins. They differ in their protein and carbohydrate structure, which is the basis for
the occurrence of specific isoforms. There is abundant scientific evidence supporting changes
in protein glycosylation in inflammatory conditions of various etiologies, resulting in
quantitative alterations in glycoprotein isoforms. One of the highly variable glycoproteins is
the negative acute phase protein - transferrin. It is characterized by microheterogeneity, which
results from differences in the glycosylation of oligosaccharide chains. Depending on the
number of attached sialic acid residues, there are 9 transferrin isoforms, the profile of which
changes in inflammatory and non-inflammatory diseases.

The aim of the study was to determine the serum concentrations of transferrin
isoforms in primary cholangitis (PBC) and acute (AP) and chronic (CP) pancreatitis. In the
first study, we compared the concentration of total transferrin and its isoforms between a
group of people with PBC, with extrahepatic cholestasis (to eliminate the effect of cholestasis
on the change the profile of transferrin isoforms) and a group of healthy people. The
concentrations of transferrin isoforms in patients with PBC were also assessed depending on
the histological stage of the liver disease according to the Ludwig scale. In the second study,
we compared the serum total concentration of transferrin and its isoforms between the groups
of patients with pancreatitis and the control group. Additionally, the concentrations of
transferrin isoforms depending on the morphological form and etiology of acute pancreatitis
were assessed. Based on the literature, the profiles of transferrin isoforms in pancreatitis were
compared with those in other diseases: pancreatic cancers, theumatic diseases and chronic
hepatitis.

The material for the studies was venous blood serum. The concentrations of
transferrin isoforms were analyzed by capillary electrophoresis on the Sebia MINICAP
system. The first study included 76 patients with PBC. Primary biliary cholangitis was
diagnosed according to the guidelines of the European Association for the Study of the Liver
(EASL). In addition, 44 people with extrahepatic cholestasis (Vater papilla cancer) and 40
healthy people were studied. The second study involved 84 patients with acute pancreatitis
and 42 patients with chronic pancreatitis. The control group consisted of 30 healthy people

An increase in the total concentration of transferrin was observed in the serum of

patients with PBC. Among the transferrin isoforms, di- and trisialotransferrin concentrations
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in patients with PBC were lower than in healthy people. There were no changes in the
concentrations of tetra- and pentasialotransferrin. The profile of transferrin isoforms in
extrahepatic cholestasis was different: the concentrations of disialotransferrin and
tetrasialotransferrin  were higher than in PBC, whereas the concentration of
pentasialotransferrin was not changed. There were no significant changes in the
concentrations of transferrin isoforms depending on the histological stage of PBC as
measured by the Ludwig scale.

In AP and CP, the concentration of total transferrin was significantly lower than in
the group of healthy people. Moreover, in AP it was lower than in CP. The analysis of the
profiles of transferrin isoforms showed a lower concentration of pentasialotransferrin in
patients with AP and CP than in the control group. Additionally, in patients with acute
pancreatitis, the concentration of tetrasialotransferrin was significantly higher than in healthy
people. There were no significant differences in the concentrations of transferrin isoforms
between the groups with AP and CP.

In conclusion, the determination of transferrin isoforms concentrations in liver and
pancreatic diseases may provide additional information about the studied diseases. The profile
of transferrin isoforms in PBC is characteristic of this disease but doesn’t change with the
severity of the disease. Changes in the profile of transferrin isoforms in acute and chronic
pancreatitis are not specific for this organ, but relate to the pathogenesis of the disease.
Furthermore, these changes are independent of the morphological form and etiology of acute
pancreatitis. A comparative analysis of transferrin isoform profiles in various diseases may be

important in the primary and differential diagnosis of these diseases.
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Abstract: Liver damage affects the synthesis of proteins and glycoproteins, and alters their
posttranslational modification, such as glycosylation changing the serum profile of glycoprotein
isoforms. The retention of hydrephobic bile acids in the course of cholestatic liver diseases is a major
cause of liver damage in primary biliary cholangitis (PBC). The study objective was to determine
the serum profile of transferrin isoforms in primary biliary cholangitis and compare it to transferrin
isoforms profile in extrahepatic cholestasis. The study was carried out in 76 patients with PBC
and 40 healthy blood donors. Transferrin isoforms were analyzed by the capillary electrophoresis
method. The mean relative concentrations of disialotransferrin and trisialotransferrin in PBC were
significantly lower than those in the healthy subjects (p < 0.001, p = 0.011; respectively). None of
the transferrin isoforms changed according to the disease severity evaluated by the Ludwig scoring
system. However, the disease stage affected the activity of alkaline phosphatase (ALP) and y-glutamyl
transferase (GGT), and albumin level (p = 0.002; p = 0.013 and p = 0.005, respectively). Qur results
indicate that serum profile of transferrin isoforms alters primary biliary cholangitis and differs in
comparison to transferrin isoforms profile in extrahepatic cholestasis. The decreased concentrations
of lower sialylated isoforms of transferrin (low percentage share in total transferrin level) are not
associated with the histological stage of disease.

Keywords: capillary electrophoresis; glycosylation; primary biliary cholangitis; transferrin isoforms

1. Introduction

Primary biliary cholangitis (PBC) is a chronic liver disease characterized by damage of small
intrahepatic bile ducts resulting in cholestasis, inflammation, and bile acids (BAs) retention [1].
The retention and accumulation of hydrophobic bile acids, such as cholic acid and chenodeoxycholic
acid inside cells, can damage hepatocyte in different ways [2]. Prolonged cholestasis may lead to
cirrhosis and portal hypertension. BAs may disrupt cell membranes and can promote the generation of
reactive oxygen species (ROS) in human liver [3]. ROS generation induces oxidative cell damage causing
mitochondrial dysfunction and endoplasmic reticulum stress in isolated rat hepatocytes [4], isolated rat
liver mitochondria [5], and isolated human mitochondria [6]. The rough endoplasmic reticulum (RER)
is the place of biosynthesis of glycoprotein’s oligosaccharides [7]. Therefore, bile-acid-induced damage
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in plasma membranes and cell organelle membranes may alter the synthesis of oligosaccharides
and subsequently glycoproteins in hepatocytes. Hepatocyte membrane injury induced by BAs can
be structural and also functional. The structural alterations involve the aggregation between BAs
and lipids in the outer membrane monolayer and consequently the formation of transient holes,
which disrupt membrane integrity and resolve of hepatocytes [8]. A key tool for diagnosis PBC and
differentiation between PBC, PSC (Primary sclerosing cholangitis) and AIH (Autoimmune hepatitis) is
liver biopsy [9,10].

The aim of the current study was to provide evidence that primary biliary cholangitis disrupts the
function of hepatocytes, resulting in alterations of protein synthesis and glycosylation in the example
of transferrin. Transferrin is a negative acute-phase protein, whose concentration decreases during
inflammatory disorders [11]. Discrepancy between the plasma concentrations of different acute-phase
proteins is common. These variations indicate that the components of the acute-phase response
are individually regulated. The changes in transferrin concentration reflect mainly the synthesis in
hepatocytes. The source of microheterogeneity is its structure because transferrin is composed of
amino acids and carbohydrates. Transferrin exists as a number of different isoforms resulting from
variations in glycosylation, especially sialylation of oligosaccharide chains [12]. Depending on the
number of sialic acid residues attached to the oligosaccharide chain, nine isoforms of transferrin
can be identified, from asialotransferrin to octasialotransferrin. The synthesis and glycosylation of
acute-phase proteins including transferrin is regulated at the transcriptional and post-transcriptional
level [13]. Post-translational changes in the glycosylation of plasma proteins during diseases include
alterations in oligosaccharide branching [14], changing sialylation [15], and decreased galactosylation
of IgG (Immunoglobulin G) [16]. The changes in glycosylation develop independently of changes in
the synthesis of acute-phase proteins.

We expect that the changes in the serum profile of transferrin isoforms are likely to be
disease-specific and can therefore additionally confirm the toxic effect of bile acid retention on
the organelle membranes of hepatocytes in primary biliary cholangitis.

2. Patients and Methods

2.1. Patients

Serum samples were collected from 76 patients with primary biliary cholangitis (PBC) (68
women, § men; median age for women: 53 years, range 22-75 years: median age for men: 46 years,
range 34-57 years) who were hospitalized at the Department of Gastroenterology, Hepatology and
Clinical Oncology of the Centre of Postgraduate Medical Education (Warsaw, Poland). Additionally,
serum samples from 44 patients with carcinoma of Vater’s ampulla as an example of extrahepatic
cholestasis were analyzed (females: 19, males: 25; mean age: 63.2 years; range: 43-84). The patients
were hospitalized in the Il Department of General and Gastroenterological Surgery, Medical University
of Bialystok. The samples were frozen at —86 °C and tested immediately after thawing. Serum samples
were also collected from 40 healthy adult blood donors at the Warsaw Blood Bank. All subjects gave
their informed consent for inclusion before they participated in the study. The study was conducted in
accordance with the Declaration of Helsinki, and the protocol was approved by the Ethics Committee
of Medical University in Bialystok (Protocol number R-I-002/563/2019). The laboratory characteristics
of the PBC patients and healthy controls are presented in Table 1.

The prevalence of autoantibodies in the tested patients was as follows: anti-Sp100—35.53% (27/76),

anti-gp210 and anti-Ro52—34.21%, anti-centromere—7.89%, anti-p61—5.26% and AMAM2—84.21%.

PBC was diagnosed using the European Association for the Study of the Liver (EASL) guidelines [1].
Because it was the first diagnosis for these patients, they had not been treated before. The differentiation
with PSC was made on the basis of histopathological study of liver biopsy. The persons with suspicion
of AIH or PBC-AIH were pre-eliminated. The histological scoring system was performed according to
Ludwig's staging system. The numbers of PBC patients in stages of Ludwig’s scale were: 13 in stage 1,
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36 in stage 2, 16 in stage 3, and 11 in stage 4. Patients with abnormal liver biochemistry were examined
by ultrasound and serological screening for AMA (Antimitochondrial antibody) and PBC-specific-ANA

(presence of nuclear dots or perinuclear rims) was performed with immunofluorescence detection.

Biochemical tests of all PBC patients suggested cholestatic liver disease. All patients had a liver
biopsy. The main criteria included biochemical evidence of cholestasis with elevation of alkaline
phosphatase (ALP) activity, presence of AMA and/or anti 2-oxoacid dehydrogenase complex and/or
PBC-specific-ANA, histopathologic evidence of characteristic cholangitis, and destruction of small or
medium-sized bile ducts.

Table 1. Characteristics of healthy, cholestasis, and primary biliary cholangitis (PBC) groups.

Healthy Blood Extrahepatic PBC
Donors (1 = 40) Cholestasis (1 = 44) (n=76)
Age (range) 35 (20-60) 63 (43-84) 52 (22-75)
Sex (F/M) 30/10 19/25 68/8
AST (ukat/L) 0.38 + 0.40 1.85 £2.03* 22302
ALT (ukat/L) 0.33 £ 0.50 128 +2.12* 2321
ALP (ukat/L) 0.80 + 0.40 119+ 102* 45+ 38%
GGT (ukat/L) 040+ 1.0 734 +889% 7.8 £ 6.0 %
Bilirubin (pmol/L) 171+54 91:5%1233* 21,5+:35.5%%
Albumin (g/L) 42 + 30 326+63* 26.7 + 16.0 *#
BAs (uM/L) 3.57 £ 2.11 916+379" 2797 £ 21.5*#
AMA-M2 (+/=) (%) ND ND 64/76 (84.2)
Anti-gp210 (+/-) (%) ND ND 26/76 (34.2)
Anti-SP100 (+/=) (%) ND ND 27/76 (35.5)
Anti-Ro52 (+/-) (%) ND ND 26/76 (34.2)
Anti-p62 (+/=) (%) ND ND 4/76 (5.2)
Anti-centromere (+/-) (%) ND ND 6/76 (7.9)

Data are means = SD (Standard deviation). * Statistically significant difference in comparison to the control group.
# Statistically significant difference between the groups (cholestasis vs. PBC). ND, not detectable; AST, aspartate
aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; ALF, alkaline phosphatase; GGT, y-glutamyl transferase; BAs,
bile acids.

2.2. Autoantibodies Assay

All autoantibodies except for anti-p62 were detected using commercially available ELISA kits
according to manufacturer’s instructions: anti-Sp100 antibodies using IMTEC-Sp100-Antibodies kit
(ITC 660040; IMTEC, Berlin, Germany), which uses recombinant Sp100 protein, anti-gp210 with
QUANTA Lite gp210 kit (Inova Diagnostics, San Diego, CA, USA), which uses a highly purified peptide
corresponding to an immunodominant portion of the gp210 protein, anti-AMA M2 using IMTEC-AMA
M2 kit (HUMAN-IMTEC, Berlin, Germany), anti-Ro-52 with QANTA Lite SS-A 52 ELISA kit (Inova
Diagnostics, San Diego, CA, USA), and anti-centromere using ACA—QANTA Lite Centromere ELISA
kit (CENP-A & CENP-B) (Inova Diagnostics, San Diego, CA, USA). Optical density (OD) was measured
with an automatic plate reader (Multiscan RC, Labsystem, Vantaa, Finland). Detection of anti-p62
antibodies was performed according to the procedure described by Bauer and Habior [17].

2.3. Transferrin Isoforms Assay

Transferrin isoforms were determined by the capillary electrophoresis (CE) assay on a MINICAP
(Carbohydrate deficient transferrin) electrophoretic system using the MINICAP CDT reagent kit
(Sebia, Evry, France). The transferrin isoforms are separated by their electrophoretic mobility in an
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alkaline buffer with a specific pH 8.8. In this method, the following major fractions can be detected:
asialotransferrin, disialotransferrin, trisialotransferrin, tetrasialotransferrin, and pentasialotransferrin.

2.4. Total Transferrin Assay

Total serum transferrin concentration was determined by the immunoturbidimetric method using
the transferrin kit from Abbott (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, USA) on the Architect ci8200
analyzer (Abbott Laboratories, USA). In this method, specific antibodies to human transferrin form
insoluble complexes and the result as a turbidity is measured on the analyzer.

2.5. Total Bile Acid Assay

Total bile acids were determined by enzyme cycling method using Diazyme Total Bile Acids Assay
kit (Diazyme Laboratories, Gregg Court, Poway, CA, USA). Enzyme 3-x-hydroxysteroid dehydrogenase
(3- ®-HSD) converts bile acids to 3-keto steroids and thio-NADH (Nicotinamide adenine dinucleotide
hydride, in the presence of thio-NAD (Nicotinamide adenine dinucleotide)). The reaction is reversible.
In the presence of excess NADH, the enzyme cycling occurs efficiently and the rate of formation of
thio-NADH is determined by measuring specific change of absorbance at 405 nm on Indiko Plus
analyzer (Thermo Fisher Scientific, Thermo, Finland).

2.6. Statistics

The results were expressed as mean and SD. The differences between the tested group and
control were evaluated using the Mann-Whitney U test. The effect of the histological changes on the
concentration of isoforms was tested by the ANOVA rank Kruskal-Wallis test. The Spearman’s rank
correlation coefficient was used to assess the correlation between transferrin isoforms and laboratory
tests. The differences were considered statistically significant at p < 0.05.

3. Results

Total bile acids concentration (BAs) increased significantly in PBC patients in comparison with
control group (Mann-Whitney U test: Z = 6.950; p < 0.001) (Table 1), however did not change with the
advancement of liver histological failure (ANOVA rank Kruskal-Wallis test: 3.622; p = 0.305) (Figure 1).
The mean serum BAs concentration in extrahepatic cholestasis (carcinoma of Vater’s ampulla) was
significantly higher than that in the control group (about 30 times higher) and in the PBC group (about
three times higher) (Mann-Whitney U test: p < 0.001 for both comparisons) (Table 1). Furthermore,
the total transferrin concentration (TRF) significantly increased in patients in comparison to the control
group (Mann-Whitney U test: Z = 2.353; p = 0.019) (Table 2), and also did not change according to
histopathological scale of liver injury (ANOVA rank Kruskal-Wallis test: H = 4.317; p = 0.229) (Figure 1).
The mean serum TRF concentration in extrahepatic cholestasis was significantly lower than that in the
healthy controls and PBC patients (p < 0.001 for both comparisons; Mann-Whitney U test) (Table 2).

Table 2. Transferrin and its isoforms in healthy blood donors, cholestasis, and PBC group.

Healthy Blood Extrahepatic Cholestasis PBC
Donors (1 = 40) (n=44) {(n =76)
TRF (g/L) 2.94 +0.53 226 +0.67* 3.26 £ 0.86 *#
2-sialoTRF (%) 0.71 + 0.47 0.68 + 0.38 0.33 £0.22*#
3-sialoTRF (%) 3.61+1.16 3.08+1.38* 2.70 +1.43*
4-sialoTRF (%) 76.84 £ 5.62 81.11+234* 7492 + 13.78 #
5-sialoTRF (%) 18.61 + 6.03 15.15 +2.63 * 22.03 £14.25#

Data are means =+ SD. * Statistically significant difference in comparison to the control group. # Statistically significant
difference between groups (cholestasis vs. PBC). TRE total transferrin concentration.
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Figure 1. Total transferrin concentration (top) and bile acids (bottom) in PBC patients according to
Ludwig's scale. C—control group, 1-4—stages of liver injury according to Ludwig’s scale. Comparison
between stages of Ludwig’s scoring system: ANOVA rank Kruskal-Wallis test (H, p).

There were significant differences in the mean concentrations of disialotransferrin and
trisialotransferrin in patients with PBC in comparison with the control group (Mann-Whitney U
test: Z = —4.356; p < 0.000 and Z = —2.522; p = 0.011; respectively) (Figure 2, Table 2). The mean
disialotransferrin and tetrasialotransferrin concentrations in extrahepatic cholestasis were significantly
higher than that in PBC group (Z = 6.289; p < 0.001 and Z = 4.941; p < 0.001, respectively) and the
concentration of pentasialotransferrin was significantly lower than that in PBC patients (Z = —5.936;
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p < 0.001) (Table 2). The mean relative concentrations of disialotransferrin and trisialotransferrin were
significantly lower in PBC patients (mean: 0.33 + 0.22% and 2.71 + 1.42%, respectively) than those in
the controls (mean: 0.935 + 1.15% and 3.61 + 1.16%, respectively). The relative concentrations of other

transferrin isoforms (tetra- and pentasialotransferrin) did not differ in comparison to the control group.
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Figure 2. The relative concentration of 2-sialotransferrin (top) and 3-sialotransferrin (bottom) in PBC
patients according to Ludwig’s scale. C—control group, 1-4—stages of liver injury according to
Ludwig’s scale, SE—standard error. Comparison between stages of Ludwig’s scale: ANOVA rank
Kruskal-Wallis test (H, p).
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None of the transferrin isoforms changed according to histological staging based on the Ludwig
classification (ANOVA rank Kruskal-Wallis test: H = 4.17 and p = 0.24 for disialotransferrin; H = 2.39
and p = 0.49 for trisialotransferrin; H = 5.50 and p = 0.14 for tetrasialotransferrin; H = 6.10 and p = 0.11
for pentasialotransferrin). Among other tests, the histological progression of PBC exerts an impact on
ALP and GGT activity (H = 14.73 and p = 0.002; H = 10.83 and p = 0.013, respectively) and on albumin
concentration (H = 12.96 and p = 0.005). Post-hoc analysis revealed that the activity of GGT and ALP in
stage 3 was higher than that in stage 1 (p = 0.008 and p = 0.006, respectively) but albumin level in stage
3 was lower than in stage 2 (p = 0.039). Furthermore, ALP activity in stage 4 was also significantly
higher than in stage 1 (p= 0.015).

There was no correlation of bile acids concentration with total transferrin and individual fractions
of transferrin (p > 0.05 for all comparisons in Spearman’s rank correlation coefficient test).

4. Discussion

It is generally accepted that primary biliary cholangitis (PBC) is an autoimmune liver disease
characterized by the presence of specific autoantibodies. A review of several studies showed the

prevalence of anti-mitochondrial antibodies (AMAs) in the course of PBC at the level of 90-95% [18,19].

In our study, AMAs were present in 84.2% of PBC patients, being a little lower than the general AMA

range in PBC patients, though comparable with the frequency of autoantibodies in other studies [20].

The frequency of anti-nuclear antibodies (ANA) including anti-gp210, anti-SP100, and anti-Ro52
reached a value between 34.2% and 35.5%.

In addition to ALP, other liver biochemical tests are used to diagnose PBC, including alanine (ALT)
and aspartate aminotransferase (AST), immunoglobulins (mainly IgM), and bilirubin [21,22]. Since we
know that bile acid retention in cholestatic liver diseases may disrupt cell and organelle membranes
and that the synthesis of glycoprotein oligosaccharides takes place in the RER membrane, we made an
attempt to test the glycosylation profile of serum transferrin in the course of PBC.

Several pathways are involved in bile-acid-induced hepatocyte injury, e.g., promotion of reactive
oxygen species generation [6], induction of hepatocyte necrosis and apoptosis [23], and disruption of
plasma membrane integrity by BA-lipids aggregates [8]. Whatever it is, the mechanisms involved in
BAs toxicity are not fully understood. Regardless of cellular and molecular mechanism of hepatocyte
injury caused by the retention of hydrophobic bile acids, hepatocyte swelling and the intracellular
accumulation of bile pigments have been observed [24], resulting in bile-acid-mediated inflammation
in the liver. Because of this, we can expect the decrease in blood level of negative acute-phase
proteins e.g., transferrin. Unexpectedly, we observed a statistically significant increase of transferrin
concentration in the sera of patients with PBC. This may mean that it is more effective at damaging
the cell membrane than organelle membranes, which reduces the synthesis of glycoproteins. Finally,
the efflux of transferrin through membrane holes comprised of BA-lipids aggregates is more effective
than impaired synthesis of transferrin in ER and Golgi apparatus.

The results of the serum profile of transferrin isoforms obtained in PBC patients are surprising.
Except for changes in lower sialylated isoforms of transferrin (disialo and trisialotransferrin), we found
no alterations in higher sialylated isoforms (tetra- and pentasialotransferrin). The most visible change
was observed in the relative concentration of disialotransferrin showing almost a three-fold reduction
in PBC patients in comparison to the controls. Despite this large change in the relative concentration of
disialotransferrin, there were no shifts related to histological staging evaluated by the Ludwig scoring
system. The decrease in relative concentration of trisialotransferrin was much smaller (about 25%
lower). Unexpectedly, we noticed an impact of the histological progression of disease on ALP and
GGT activity and on albumin concentration, perhaps because ALP and GGT are membrane-bound
extracellular enzymes and are more dependent on bile duct obstruction, whereas albumin synthesis
takes place in different hepatocyte compartments starting in ribosomes, continuing in endoplasmic
reticulum, and ending in Golgi apparatus. It should be emphasized that only those isoforms of
transferrin that constitute a very small fraction of the total transferrin concentration were reduced.
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The mean relative concentrations of disialotransferrin and trisialotransferrin in healthy people get a
value of 0.935 £ 1.15% and 3.61 + 1.16% (in our study), respectively. Therefore, the changes in these
low-sialylated isoforms of transferrin did not affect the total transferrin concentration in PBC patients.
Because of the low concentration of low-sialylated transferrin isoforms, neither of them correlated with
total transferrin concentration. Furthermore, none of these isoforms correlated with total concentration
of bile acids.

The reduction in the concentration of low-sialylated isoforms in PBC patients was not
accompanied by the changes in higher sialylated isoforms. The relative concentration of tetra-
and pentasialotransferrin did not change. In our previous studies, we showed that the shift in one
isoform of transferrin causes the reverse shift in the other, e.g., the increased level of tetrasialotransferrin
was accompanied by the decreased level of pentasialotransferrin in the course of chronic hepatitis [25],
and in pancreatic cancer [26], or mixed effect in the form of a significant decrease in tri- and
pentasialotransferrin and a significant increase in tetrasialotransferrin in patients with rheumatoid
arthritis [27]. Opposite changes in transferrin isoforms aim to maintain a stable level of transferrin.
However, in liver cirrhosis (alcoholic and nonalcoholic origin) and in toxic hepatitis the changes
were limited to one transferrin isoform [28]. Increased levels of trisialotransferrin in cirrhosis and
disialotransferrin in toxic hepatitis were observed. Taking into consideration that in all steps of
synthesis and glycosylation of proteins enzymes are involved, it means that disease-specific changes
in enzyme activity are responsible for the specific profile of transferrin isoforms in the blood during
the course of disease. Thus, the comparison of the serum profile of transferrin isoforms in different
diseases can provide information about specific diseases, as this profile is unique to the specific disease.

The profile of transferrin isoforms in PBC patients was compared with the transferrin profile in
extrahepatic cholestasis. We observed the different changes in sialylation of transferrin in these patients
to those in PBC patients. Firstly, the level of disialotransferrin was not changed. Secondly, we noticed
the significant changes in the concentration of higher sialylated isoforms. Thus, the tetrasialotransferrin
level was significantly higher than that in the healthy controls and was higher than that in PBC patients,
but the level of pentasialotransferrin was significantly lower than that in the control group and in the
PBC group.

5. Conclusions

We can state that the serum profile of transferrin isoforms in primary biliary cholangitis is specific
and differs in comparison to extrahepatic cholestasis. The decreased concentrations of lower sialylated
isoforms of transferrin (low percentage share of total transferrin level) are not associated with the
parallel changes in the concentrations of higher sialylated isoforms (high percentage share of total
transferrin level) and are not parallel to the histological stage of disease.
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Abstract: Total transferrin concentration changes in acute-phase reactions. Additionally, the alteration
of transferrin glycosylation in inflammations can occur. The aim of this study is to evaluate the
effect of pancreatitis on the serum profile of transferrin isoforms. The tested groups consisted of
84 patients with acute pancreatitis and 42 patients with chronic hepatitis. Transferrin isoforms were
analyzed by capillary electrophoresis on a MINICAP electrophoretic system (Sebia, France). There
was a significant decrease in the concentration of pentasialotransferrin in both acute and chronic
pancreatitis, and a significant increase in tetrasialotransferrin in the acute pancreatitis group when
compared to the control group. There were no significant changes in transferrin isoforms between
the acute and chronic pancreatitis groups, and between the edematous and necrotizing forms of the
disease. Considering the etiology of acute pancreatitis, we noticed higher values of bile acids and
y-glutamyltransferase in acute pancreatitis of alcoholic etiology than that in pancreatitis of other
etiologies. In conclusion, the alterations in transferrin isoform profile in acute and chronic pancreatitis
are not organ specific. Because similar changes were observed in hepatitis, we can conclude that the
serum profile of transferrin isoforms is involved in the pathogenesis of the disease.

Keywords: pancreatitis; transferrin isoforms; capillary electrophoresis

1. Introduction

It is well known that alterations in protein glycosylation occur in various diseases,
including inflammations, which, as a result, cause a quantitative shift in glycoforms of
different glycoproteins [1,2]. One such highly variable glycoprotein is transferrin (Tf),
whose different isoforms result from variations in the glycosylation of oligosaccharide
chains [3]. Additionally, transferrin is a negative acute-phase protein, whose concentration
decreases during inflammatory responses [4]. Previously, we reported the changed profile
of carbohydrate-deficient transferrin (a sum of the asialo, monosialo and disialo isoforms
of transferrin, CDT for short) in pancreatic diseases, including pancreatitis of different
etiologies (alcoholic and biliary) [5] and in pancreatic cancers [6]. It has been also shown
that transferrin sialylation can be a potential prognostic marker for the severity of acute
pancreatitis [7]. In this study, we determine the profile of transferrin isoforms by means
of the capillary electrophoresis method, which enables the determination of five different
isoforms (asialo-, disialo-, trisialo-, tetrasialo- and pentasialo-transferrin) [8]. We expect to
obtain the characteristic profile of Tf isoforms, which is different from that in pancreatic
cancers [6], liver [9,10] and rheumatic diseases [11,12].
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2. Patients and Methods
2.1, Patients

The study was carried out on the sera of 84 patients (59 men and 25 women) with
acute pancreatitis (mean age: 38 years; range: 23-70 years) and 42 patients (34 men and
8 women) with chronic pancreatitis (mean age: 46 years; range: 19-71 years) admitted to
the Department of Gastroenterology, Hepatology and Internal Diseases with the Center of
Diagnostics and Endoscopic Treatment (Provincial Welded Hospital in Bialystok, Poland).

2.2. Blood Sampling

Blood samples (7 mL) were taken from all patients by vein puncture once after ad-
mittance. The blood was allowed to clot. The sera were separated by centrifugation at
1500 g for 10 min at room temperature. All samples were stored at 86 °C until analysis. In
addition to sera, portions of each blood sample were subsequently collected into two tubes:
one containing anticoagulant (ethylene-diamine tetraacetic acid (EDTA-2K)) for hematolog-
ical assays (MCV and platelets), and the second containing sodium citrate (0.1 M/L) for
coagulation tests [PT, INR].

2.3. Diagnosis

The diagnosis of acute pancreatitis (AP) was made on the basis of clinical signs and
symptoms (upper abdominal pain, abdominal pain that radiates to the back, tenderness
when touching the abdomen, fever, rapid pulse, nausea and vomiting). The diagnosis of
chronic pancreatitis (CP) was made on the basis of the following clinical signs and symp-
toms: upper abdominal pain, abdominal pain that feels worse after eating, losing weight
without trying, and oily, smelly stools. To confirm the diagnosis, each patient underwent
blood tests (pancreatic enzymes, complete blood count and liver enzymes), abdominal
ultrasound, computerized tomography (CT), magnetic resonance imaging (MRI), endo-
scopic ultrasound, and stool tests). To resolve the diagnostic problems in the bile tract
and pancreatic duct, and to remove obstructions, such as gallstones, Endoscopic Retro-
grade Cholangiopancreatography (ERCP) was recommended. Acute intestinal edematous
pancreatitis was observed in 42 AP patients and acute necrotizing pancreatitis in 42 AP
patients. The alcoholic etiology of pancreatitis was approved in 21 patients. Other causes
of acute pancreatitis were: gallstones, hypertriglyceridemia, drugs and unknown causes.
The control subjects (1 = 30; 16 men and 14 women aged 32 years; range 22-54 years) were
recruited from healthy volunteers. The laboratory characteristics of patients and controls
are presented in Table 1. Written informed consent was obtained from each patient after
the explanation of the nature of the study. The study was approved by the local research
ethics committee for Medical University of Bialystok (APK.002.67.2020).

2.4. Laboratory Testing

Amylase, lipase, AST, ALT, GGT, ALP, glucose, total bilirubin, total transferrin, C-
reactive protein (CRP), cholesterol (Chol), and triglycerides (TG) were determined on a
Cobas c501 Analyzer (Hitachi, Tokyo, Japan). The platelet count (PLT) was measured on a
Sysmex XS-800i (Sysmex Corporation, Singapore). Prothrombin time (PT) was measured
on an STA Compact Max analyzer (Stago) by the viscometric method. Total bile acids
(BA) were determined by the enzyme cycling method using the Diazyme Total Bile Acids
Assay kit (Diazyme Laboratories, Gregg Court, Poway, CA, USA) on Indiko Plus analyzer
(Thermo Fisher Scientific, Vantaa, Finland).
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Table 1. The characteristics of the controls and the acute and chronic pancreatitis groups.

Test Controls Acute Pancreatitis Chronic Pancreatitis
(n =30) (n =84) (n =42)
MCV [fl]] 87.1+45 90.7 £58* 880+ 4.4
PLT [10°/L] 2432 + 55.1 258.1 + 1387 192.4 + 66.7
PT [sec] 12.42 + 042 13.04 + 1.35 118+ 1.5
INR 0.93 £ 0.04 1.09 £011* 0.98 +£0.12
CDT [%] 0.62 + 0.19 153 £ 1.86* 1.38 £2.07
5-sialoTf [%)] 18.61 + 6.03 13.76 £2.20* 1295+ 2.58°*
4-sialoTf [%] 76.84 + 5.62 80.82 £ 2.87* 80.23 = 3.36
3-sialoTf [%] 3.61 +£1.16 380+1.17 5.43 +3.18
Transferrin [g/L] 3.14 £ 0.57 1.74 £ 0.50 *# 2234+ 048*
BA [uMol/L] 355+ 2.14 10.75 £ 20.22 18.75 + 28.34
Glucose [mM/L] 522 + 042 556 + 2.32 6224233
AST [IU] 222453 70.6 £+ 73.7* 41.8 +20.8
ALT [TU/L] 17.6 £ 8.3 7431+79.1% 575+ 54.2
GGT [IU/L] 233173 221.7 + 238.5* 210.0 + 168.2*
Amylase [IU/L] 586+ 14.3 627.7 £ 714.41 *# 94.5 + 85.8
Lipase [IU/L] 36.4 +13.3 1263 + 1931 *# 91.0 +118.1
ALP [IU/L] 614 +11.2 1133 + 1103 * 1945+ 1308+
CRP [mg/L] 1.03 +0.78 96.0 + 112.5*# 4.5£35*
Bilirubin [uM/L] 12,48 £ 5.30 17.61 £+ 11.6 1145+ 1.54
Cholesterol [mM /L] 5.13 +0.81 394+£1.18* 4.77 £2.04
TG [mM/L] 1.12 + 0.32 149 +£ 092 1.43 +0.79

*Significant difference in comparison with the controls. # Significant difference in the comparison between AP
and CP group.

2.5. Transferrin Isoforms Testing

The electrophoretic analysis of transferrin was performed on a MINICAP system
(Sebia, France), according to the manufacturer’s instructions. The MINICAP CDT reagent
kit (Sebia, France) was applied. The MINICAP system uses the principle of capillary
electrophoresis (CE) in a free solution. The system performs all sequences automatically to
obtain a complete transferrin isoform profile for the quantitative analysis of each fraction.
The human serum transferrin isoforms were separated in an alkaline buffer (pH 8.8) into
five major fractions according to their sialylation level: asialotransferrin, disialotransferrin,
trisialotransferrin, tetrasialotransferrin and pentasialotransferrin.

2.6. Statistical Analysis

Results are expressed as means and standard deviations. The differences between tested
and control groups were evaluated by Mann-Whitney U-test. We considered p values < 0.05
as statistically significant.

3. Results

The results of tests in the controls and acute and chronic pancreatitis are presented in
Table 1. The mean values of MCV, PT, CDT, AST, ALT, amylase, lipase, ALP and CRP were
significantly higher, but the mean values of 5-sialoTf, total transferrin and cholesterol were
significantly lower in the AP group than that in the controls. In the chronic pancreatitis
group, the mean values of GGT, ALP and CRP were significantly higher, but total transferrin
was significantly lower in the CP group than that in the controls.

While testing the concentrations of transferrin isoforms, a statistically significant
decrease in the 5-sialoTf concentrations in the acute and chronic pancreatitis groups was
observed in comparison with the control group (p = 0.003 and p = 0.026, respectively)
(Figure 1). Among the other isoforms of transferrin, only the concentration of 4-sialoTf was
significantly higher in the acute pancreatitis group than that in the controls (p = 0.011). The
concentration of 4-sialoTf, among other isoforms of transferrin, was exclusively one to be
significantly higher in acute pancreatitis group than that in the controls. The concentrations
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5-siako 1 [%]

3-sialoTT [%]

of 3-sialoTf did not significantly change in both the (AP and CP) tested groups when
compared to the control group (p = 0.722 and p = 273, respectively). There were also no
significant differences in the concentrations of transferrin isoforms between the acute and
chronic pancreatitis groups. Total transferrin concentrations were significantly lower in the
AP and CP groups in comparison with the controls (p < 0.001 and p = 0.002, respectively)
and in the acute pancreatitis group, it was significantly lower than that in the chronic
pancreatitis group (p = 0.028).
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Figure 1. The concentrations of transferrin isoforms and total transferrin in the control (C), acute
pancreatitis (AP) and chronic pancreatitis (CP) groups.

Taking into consideration the morphological classification of acute pancreatitis, there
were no statistically significant differences between edematous and necrotizing acute pan-
creatitis, also for carbohydrate-deficient transferrin (CDT) and other transferrin isoforms.
Comparing the alcoholic and other etiologies of acute pancreatitis (Figure 2), there were
significantly higher concentrations of bile acids (11.63 + 9.46 pM/L) and the activity of
GGT (338 £ 238 IU/L) in the alcoholic etiology of AP than that in the pancreatitis of other
etiologies (5.75 + 7.05 uM/L and 154 = 175 TU/L, respectively) (p = 0.036 and p = 0.017,
respectively).
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Figure 2. The concentration of bile acids (BA) and the activity of GGT in the acute pancreatitis of
alcoholic (A) and other (O) etiologies.

4. Discussion

In this paper, we tried to determine the profile of transferrin isoforms in pancreatitis,
in acute as well as in chronic forms of disease, in accordance with the knowledge on the
changes of protein glycosylation in the course of inflammatory diseases. Because we previ-
ously assessed the profile of transferrin isoforms in many different diseases, including liver
diseases, theumatic diseases and pancreatic cancers, we have the opportunity to compare
the changes in pancreatitis with the changes in the diseases mentioned above [6,10,11,13].
This situation created the possibility to show whether these changes are characteristic for
pancreatitis or only organ-dependent inflammation. First, we found the changed profile of
transferrin isoforms in pancreatitis, with more severe changes in acute pancreatitis. Thus,
the concentration of pantasialotransferrin was decreased in both forms of pancreatitis, but
the concentration of tetrasialotransferrin was only elevated in the acute form of pancreatitis.
The concentration of trisialotransferrin was not changed and asialotransferrin was unde-
tectable. As expected, the total transferrin concentration was diminished in both forms
of pancreatitis, with an apparent greater decrease in acute pancreatitis. Looking at our
earlier works, we can only see a similarity to the profile of transferrin isoforms in chronic
hepatitis [13]. At the same time, we find differences in the transferrin isoform profile in
other liver diseases [9]; in rheumatic diseases, including rheumatoid arthritis, systemic
lupus erythematosus, systemic sclerosis and juvenile idiopathic arthritis [11,12,14]; and in
pancreatic cancers [6]. Thus, we can conclude that the change in transferrin isoform profile
in pancreatitis is only similar to that seen in hepatitis [13]. It is also different from that
observed in pancreatic cancers [6]. In summary, the changes in serum transferrin isoform
profile are not organ specific, but are characteristic for the pathogenesis of disease, in this
case, inflammation.

As expected, we obtained a decreased total concentration of transferrin, with lower
level in acute pancreatitis than that in the chronic one. It is a consequence of the nature of
this glycoprotein as a negative protein of acute-phase reaction. From a diagnostic point of
view, in many clinical situations, it is not sufficient to estimate only the total concentration
of the measured compound, but also its components. This is especially true as far as
enzymes (i.e., isoenzymes) and proteins (i.e., isoforms) are concerned. Therefore, the
changes in the individual components of the whole system are of greater importance,
regardless of the direction of shift of the entire system. Thus, individual isoforms that
shift in varied directions can be observed. Moreover, it should be remembered that the
results are expressed as a percentage. On the other hand, we do not have information about
the absolute concentration of the isoforms. Therefore, it should not be interpreted that a
reduction of about 30% of the isoform contribution in the total concentration is insufficient
to reduce the total protein concentration by about 40%. These values cannot be compared
with each other because they signify completely different things.
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In this study, we expected changes in transferrin isoform profile due to the histological
picture of pancreatitis, but we did not find differences between necrotic and edematous
forms of inflammation. It may be because transferrin is mainly synthesized in the liver, and
the effect of pancreatic inflammation on the liver is independent of the histological picture
of pancreatic diseases [3]. However, we expected differences because, in the edematous
form of pancreatitis, only the swelling and disruption of cytoplasmic organelles in the
acinar cells occurs, but in necrotizing pancreatitis, the necrosis of the epithelial duct with
periductal acute inflammation occurs [15]. The necrosis of cells should be accompanied by
the release of the cells’ organelle content, such as proteins, glycoproteins, and enzymes. In
this study, we did not observe any changes in all the studied laboratory tests, including
transferrin isoforms, between the edematous and necrotizing forms of acute pancreatitis.

While testing the changes in other laboratory tests (Table 1), we did not see changes
in bile acid concentration (due to the wide dispersion of results); however, taking into
consideration the etiology of acute pancreatitis, we noticed significant differences. In acute
pancreatitis of alcoholic etiology, the concentration of bile acids is higher than that in
pancreatitis of other etiologies. We observed a similar change in the case of GGT, which
seems to be an evident alteration considering the role of this enzyme as an indicator of
alcohol abuse [16]. An increased level of bile acids in alcoholic liver diseases was confirmed
in other studies [17,18].

In our opinion, it is necessary to distinguish the etiology of pancreatitis in the mixed
group, especially in the group with obstructions in the biliary tract, as opposed to the other
causes of inflammation (such as drugs and hypertriglyceridemia).

5. Conclusions

In conclusion, we showed the changes in transferrin isoform profile in acute and
chronic pancreatitis, which are not organ specific, but specific to the pathogenesis of the
disease, in this case, inflammation.
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14. Zgoda Komisji Bioetycznej

KOMISJA BIOETYCZNA
UNIWERSYTETU MEDYCZNEGO w BIALYMSTOKU
ul. Jana Kilinskiego 1
15-089 Biatystok
tel. (085) 748 54 07, fax. (085) 748 55 08
prorektorkl@umb.edu.pl

Biatystok, 28-11-2019

Uchwata nr: R-1-002/563/2019

Komisja ~ Bioetyczna  Uniwersytetu Medycznego w  Bialymstoku,
po zapoznaniu si¢ z projektem badania zgodnie z zasadami GCP/ Guidelines
for Good Clinical Practice /- wyraza zgode naprowadzenie tematu
badawczego: ,Profil izoform transferyny w pierwotnym zapaleniu drog
zolciowych (PBC)” przez prof. dr hab. Lecha Chrostka wraz z zespolem
badawczym z UMB.
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KOMISJA BIOETYCZNA
UNIWERSYTETU MEDYCZNEGO w BIALYMSTOKU
ul. Jana Kilifskiego 1
15-089 Biatystok
tel. (085) 748 54 07, fax. (085) 748 55 08
prorektorkl@umb.edu.pl

Biatystok, 30.01.2020r.

Uchwatla nr: APK.002.67.2020

Komisja Bioetyczna Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku, po
zapoznaniu si¢ z projektem badania zgodnie z zasadami GCP/ Guidelines for
Good Clinical Practice /- wyraza zgode naprowadzenic tematu
badawczego: .Profil izoform transferryny w zapaleniu trzustki i drog
zofciowych ™ przez prof. dr hab. Lecha Chrostka wraz z zespotem badawczym
z UMB.
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15. Oswiadczenie autora rozprawy doktorskiej

Mgr Agnieszka Mucha Bialystok, 29.09.2022 r.

imig i nazwisko wspélautora

Zaktad Diagnostyki Biochemicznej
Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku

Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku
ul. J. Kilinskiego 1
15-089 Biatystok

Oswiadczenie

Oswiadczam, iz mdj udzial w przygotowaniu publikacji:

L

,»Changed profile of serum transferrin isoforms in primary biliary cholangitis” autoréw
Grytczuk A., Bauer A., Gruszewska E., Cylwik B., Chrostek L., opublikowanej w Journal
of Clinical Medicine. 2020, 9(9), 2894, wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej ,,Ocena
stezenia izoform transferyny we krwi chorych na pierwotne zapalenie drog zotciowych oraz
zapalenia trzustki” wynoszacy 55 %, polegal na opracowaniu koncepcji pracy, zebraniu i
przegladzie literatury, oznaczeniu badanych parametrow, interpretacji uzyskanych
wynikow, sformutowaniu wnioskow oraz napisaniu i przygotowaniu pracy do publikacji.
,-The serum profile of transferrin isoforms in pancreatitis” autoréw: Mucha A., Zaczek M.,
Kralisz M., Gruszewska E., Cylwik B., Panasiuk A., Chrostek L., opublikowanej w Journal
of Clinical Medicine, 2022, 11(6), 1638, , wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej
,,Ocena stezenia izoform transferyny we krwi chorych na pierwotne zapalenie drog
Z6fciowych oraz zapalenia trzustki” wynoszacy 55% polegat na ustaleniu koncepcji pracy,
zgromadzeniu i przegladzie literatury, oznaczeniu badanych parametrow, interpretacji
uzyskanych wynik6éw, sformutowaniu wnioskow oraz napisaniu i przygotowaniu pracy do

publikacji.

&ujm,,.e%L(u\,m

Podpis
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16. Oswiadczenia wspolautorow publikacji

Dr n. med. Alicja Bauer Warszawa, 29.09.2022 r.

imig i nazwisko wspétautora

Zaktad Biochemii i Biologii Molekularnej
Centrum Medyczne Ksztalcenia Podyplomowego

Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku
ul. J. Kilinskiego 1
15-089 Bialystok

Os$wiadczenie

Oswiadczam, iz moj udzial w przygotowaniu publikacji:

1. ,.Changed profile of serum transferrin isoforms in primary biliary chelangitis™ autorow
Grytczuk A., Bauer A., Gruszewska E., Cylwik B., Chrostek L., opublikowanej w Journal
of Clinical Medicine. 2020, 9(9), 2894, wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej ,,Ocena
stezenia izoform transferyny we krwi chorych na pierwotne zapalenie drog zolciowych oraz
zapalenia trzustki” wynoszacy 15%, polegal na zebraniu i zabezpieczeniu materiatu do

badan, oznaczeniu wybranych parametrow oraz udostgpnieniu danych klinicznych.

Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie przez mgr Agnieszke Muche publikacji w
postepowaniu o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w
dyscyplinie nauki medyczne.

Zakiad Biochemii i Biologii Molekularnej
Centrum Medycznego Ksztalcenia Podyplomowego
- N

1

dr n. med. Alicja Bauer
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Dr hab. Ewa Gruszewska Biatystok, 29.09.2022 r.

ini¢ i nazwisko wspolautora

Zaktad Diagnostyki Biochemicznej
Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku

Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku
ul. J. Kilinskiego 1
15-089 Bialystok

Oswiadczenie

Oéwiadczam, iz méj udzial w przygotowaniu publikacji:

1=

,,Changed profile of serum transferrin isoforms in primary biliary cholangitis™ autorow
Grytezuk A.. Bauer A., Gruszewska E., Cylwik B., Chrostek L.. opublikowanej w Journal
of Clinical Medicine. 2020, 9(9), 2894, wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej ,,Ocena
stezenia izoform transferyny we krwi chorych na pierwotne zapalenie drog zokciowych
oraz zapalenia trzustki” wynoszacy 10 %. polegal na zabezpieczeniu i przygotowaniu
probek do analizy, oznaczeniu wybranych parametrow.

. The serum profile of transferrin isoforms in pancreatitis™ autorow: Mucha A., Zaczek M.,
Kralisz M., Gruszewska E., Cylwik B.. Panasiuk A., Chrostek L., opublikowanej w
Journal of Clinical Medicine, 2022, 11(6), 1638, . wchodzacej w sklad rozprawy
doktorskiej ,,Ocena stgzenia izoform transferyny we krwi chorych na pierwotne zapalenie
drog zodlciowych oraz zapalenia trzustki” wynoszacy 5 %, polegal na oznaczeniu

wybranych parametrow.

Jednoczesénie wyrazam zgode na wykorzystanie przez mgr Agnieszk¢ Mucha publikacji w
postepowaniu o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w
dyscyplinie nauki medyczne.

o erusreanda....
Podpis
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Prof. dr hab. Lech Chrostek Bialystok, 29.09.2022 r.

imie i nazwisko wspélautora

Zaklad Diagnostyki Biochemicznej
Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku

Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku
ul. J. Kilinskiego 1
15-089 Bialystok

Oswiadczenie

Oswiadczam, iz moj udziatl w przygotowaniu publikacji:

1.

Changed profile of serum transferrin isoforms in primary biliary cholangitis” autoréw
Grytezuk A.. Bauer A.. Gruszewska E.. Cylwik B., Chrostek L., opublikowanej w Journal
of Clinical Medicine. 2020, 9(9), 2894, wchodzacej w skiad rozprawy doktorskiej ,,Ocena
stezenia izoform transferyny we krwi chorych na pierwotne zapalenie drog zotciowych
oraz zapalenia trzustki” wynoszacy 10 %, polegat na wspotopracowaniu koncepcji pracy.
ocenie merytoryczne] i ocenie ostatecznej wersji manuskryptu.

.-The serum profile of transferrin isoforms in pancreatitis” autoréw: Mucha A., Zaczek M.,
Kralisz M., Gruszewska E., Cylwik B., Panasiuk A., Chrostek L., opublikowanej w
Journal of Clinical Medicine, 2022, 11(6). 1638, wchodzacej w sktad rozprawy
doktorskiej ,,Ocena stezenia izoform transferyny we krwi chorych na pierwotne zapalenie
drdg zolciowych oraz zapalenia trzustki” wynoszacy 10 %, polegat na wspolopracowaniu

koncepcji pracy. ocenie merytoryeznej i ocenie ostatecznej wersji manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie przez mgr Agnieszk¢ Mucha publikacji w
postepowaniu o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w
dyscyplinie nauki medyczne. ‘
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Dr hab. Bogdan Cylwik Biatystok, 29.09.2022 1.

imig | nazwisko wspélautora

Zaklad Laboratoryjnej Diagnostyki Pediatrycznej
Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku

Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku
ul. J. Kilinskiego 1
15-089 Biatystok

Oswiadczenie

Os$wiadczam, iz méj udziat w przygotowaniu publikacji:

+ ,.Changed profile of serum transferrin isoforms in primary biliary cholangitis™ autoréw
Grytezuk A., Bauer A., Gruszewska E., Cylwik B., Chrostek L., opublikowanej w Journal
of Clinical Medicine. 2020, 9(9), 2894, wchodzacej w sklad rozprawy doktorskiej ,,Ocena
stezenia izoform transferyny we krwi chorych na pierwotne zapalenie drog zolciowych oraz
zapalenia trzustki” wynoszacy 10 %, polegal na oznaczeniu wybranych parametrow oraz
merytorycznej ocenie opracowan statystycznych.

2., The serum profile of transferrin isoforms in pancreatitis autorow: Mucha A., Zaczek M.,
Kralisz M., Gruszewska E., Cylwik B., Panasiuk A., Chrostek L., opublikowanej w Journal
of Clinical Medicine, 2022, 11(6), 1638, , wehodzacej w sktad rozprawy doktorskiej ,.Ocena
stezenia izoform transferyny we krwi chorych na pierwotne zapalenie drog zotciowych oraz

zapalenia trzustki” wynoszacy 5 %, polegal na oznaczeniu wybranych parametrow.

Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie przez mgr Agnieszke Mucha publikacji w
postgpowaniu o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w
dyscyplinie nauki medyczne.
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Lek. med. Malgorzata Zaczek Bialystok,
29.09.2022 1.

imie i nazwisko wspdlautora

Oddzial Gastroenterologii, Hepatologii i Choréb Wewnetrznych
z Odrodkiem Diagnostyki i Leczenia Endoskopowego
Wojewddzki Szpital Zespolony im. Jedrzeja Sniadeckicgo

w Bialymstoku

Uniwersytet Medyezny w Bialymstoku
ul. J. Kilinskiego 1
15-089 Biatystok

Oswiadczenie

Odwiadezam, iz moj udzial w przygotowaniu publikacji:

1. . The serum profile of transferrin isoforms in pancreatitis™ autoréw: Mucha A., Zaczek M.,
Kralisz M., Gruszewska E., Cylwik B., Panasiuk A., Chrostek L., opublikowanej w
Journal of Clinical Medicine, 2022, 11(6), 1638, wchodzacej w sklad rozprawy
doktorskiej ..Ocena st¢zenia izoform transfervny we krwi chorych na pierwotne zapalenie
drég zolciowych oraz zapalenia trzustki” wynoszacy 10 %, polegal na kwalifikacji

pacjentow, zebraniu materiatu do badan.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie przez mgr Agnieszke Mucha publikacji w
postgpowaniu o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w
dyscyplinie nauki medyczne.

Nau_d@mc@ufawt(,

Podpis
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Lek. med. Michal Kralisz Biatystok. 29.09.2022 1.

imi¢ i nazwisko wspdlautora

Oddzial Gastroenterologii, Hepatologii i Choréb Wewnetrznych
z Osrodkiem Diagnostyki i Leczenia Endoskopowego
Wojewodzki Szpital Zespolony im. Jedrzeja éniadeckiego

w Bialymstoku

Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku
ul. J. Kilinskiego 1
15-089 Bialystok

Odwiadczenie

Oswiadczam, iz moj udzial w przygotowaniu publikacji:

1. ..The serum profile of transferrin isoforms in pancreatitis™ autoréw: Mucha A., Zaczek M.,
Kralisz M., Gruszewska E., Cylwik B., Panasiuk A., Chrostek L., opublikowanej w
Journal of Clinical Medicine, 2022, 11(6), 1638, , wchodzacej w sklad rozprawy
doktorskiej ,.Ocena stezenia izoform transferyny we krwi chorych na pierwotne zapalenie
drog zolciowych oraz zapalenia trzustki” wynoszacy 10 %, polegal na kwalifikacji

pacjentow oraz zebraniu materiatu do badan.
Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie przez mgr Agnieszke Mucha publikacji w

postepowaniu o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowin w
dyscyplinie nauki medyczne.

| '(’L\c'ﬁ\/i{fzd

Podpis
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Prof. dr hab. Anatol Panasiuk Bialystok.
29.09.2022 1.

imig | nazwisko wspolautora

Oddzial Gastroenterologii, Hepatologii i Chorob Wewnetrznych
z Osrodkiem Diagnostyki i Leczenia Endoskopowego
Wojewodzki Szpital Zespolony im. Jedrzeja Sniadeckiego

w Bialymstoku

Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku
ul. J. Kilinskiego 1
15-089 Biatystok

Oswiadczenie

Oswiadczam. iz moj udzial w przygotowaniu publikaciji:

1. ..The serum profile of transferrin isoforms in pancreatitis™ autordéw: Mucha A., Zaczek M.,
Kralisz M., Gruszewska E., Cylwik B., Panasiuk A., Chrostek L., opublikowanej w
Journal of Clinical Medicine, 2022, 11(6), 1638, . wchodzacej w sklad rozprawy
doktorskiej ,.Ocena stezenia izoform transferyny we krwi chorych na pierwotne zapalenie
drog zolciowych oraz zapalenia trzustki"wynoszacy 5 %. polegal na nadzorze nad

kwalifikacja pacjentow i udostepnieniem danych klinicznych.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie przez mgr Agnieszke Mucha publikacji w
postepowaniu o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w
dyscyplinie nauki medyczne.
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17. Informacja o charakterze udzialu wspolautorow w publikacjach wraz z
szacunkowym okresleniem procentowego wkladu

Informacja o charakterze udzialu wspotautorow w publikacjach wraz z szacunkowym
okresdleniem procentowego wkladu

..Changed Profile of Serum Transferrin Isoforms in Primary Biliary Cholangitis” autoréw:
Agnieszka Grytezuk, Alicja Bauer, Ewa Gruszewska, Bogdan Cylwik, Lech Chrostek
opublikowanej Journal of Clinical Medicine, 2020, 9(9), 2894.

Imie i nazwisko

: Charakter udzialu Procentowy wkiad
wspolautora

Opracowanie koncepcji
pracy, zebranie i przeglad
literatury, oznaczenie
badanych parametrow,
mgr Agnieszka Grytczuk interpretacja uzyskanych 55%
wynikéw, sformulowanie
wnioskow, napisanie i
przygotowanie pracy do
publikacji

Zebranie i zabezpieczenie
materiatu do badan,

dr n. med. Alicja Bauer oznaczenie wybranych 15%
parametrow, udostepnienie
danych klinicznych
Zabezpieczenie i
przygotowanie probek do
analizy, oznaczenie
wybranych parametrow
Merytoryczna ocena
opracowan statystycznych
Wspdlopracowanie
koncepcji pracy, ocena
prof. dr hab. Lech Chrostek | merytoryczna, ocena 10%
ostatecznej wersji
manuskryptu

dr hab. Ewa Gruszewska 10%

dr hab. Bogdan Cylwik 10%

O$wiadczam, Ze wszyscy wspolautorzy wyrazili zgode na wykorzystanie powyzszej
publikacji w pracy doktorskiej mgr Agnieszki Mucha

Podpis
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Informacja o charakterze udzialu wspoétautorow w publikacjach wraz z szacunkowym
okresleniem procentowego wkiadu

. The Serum Profile of Transferrin Isoforms in Pancreatitis™ autorow: Agnieszka Mucha,
Malgorzata Zaczek, Michat Kralisz, Ewa Gruszewska, Bogdan Cylwik, Anatol Panasiuk,
Lech Chrostek opublikowanej Journal of Clinical Medicine, 2022, 11(6), 1638.

Imig i nazwisko
wspolautora

Charakter udzialu

Procentowy wklad

mgr Agnieszka Mucha

Ustalenie koncepcji pracy,
zgromadzenie i przeglad
literatury, oznaczenie
badanych parametrow,
interpretacja uzyskanych
wynikow, sformulowanie
wnioskow, napisanie i
przygotowanie pracy do
publikacji

55%

lek. med. Malgorzata
Zaczek

Kwalifikacja pacjentow,
zebranie materiatu do badan

10%

lek. med. Michat Kralisz

Kwalifikacja pacjentow,
zebranie materiatu do badan

10%

dr hab. Ewa Gruszewska

Oznaczenie wybranych
parametrow

5%

dr hab. Bogdan Cylwik

Oznaczenie wybranych
parametrow

5%

prof. dr hab. Anatol
Panasiuk

Nadzér nad kwalifikacja
pacjentow, udostepnienie
danych klinicznych

5%

prof. dr hab. Lech Chrostek

Wspolopracowanie
koncepcji pracy, ocena
merytoryczna, ocena
ostatecznej wersji
manuskryptu

10%

Oswiadczam, ze wszyscy wspolautorzy wyrazili zgode na wykorzystanie powyzszej
publikacji w pracy doktorskiej mgr Agnieszki Mucha

Podpis
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