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1 Wykaz publikacji stanowiących rozprawę doktorską 

 

 

Prace przeglądowe: 

 

Juchnicka I, Kuzmicki M. Influence of MiRNAs in gestational diabetes mellitus development. 

Ginekol Pol. 2021;92(8):579-582. doi: 10.5603/GP.a2021.0121. MNiSW: 40 IF: 1,232. 

Juchnicka I, Kuźmicki M, Szamatowicz J. Ceramides and Sphingosino-1-Phosphate in 

Obesity. Front Endocrinol (Lausanne). 2021 May 13;12:635995. doi: 

10.3389/fendo.2021.635995. MNiSW: 100 IF: 5,555. 

 

 

Prace oryginalne: 

 

Juchnicka I, Kuźmicki M, Niemira M, Bielska A, Sidorkiewicz I, Zbucka-Krętowska M, 

Krętowski AJ and Szamatowicz J (2022) miRNAs as Predictive Factors in Early Diagnosis of 

Gestational Diabetes Mellitus. Front. Endocrinol. 13:839344. doi: 10.3389/fendo.2022.839344. 

MNiSW: 100 IF: 5,555. 

Juchnicka I, Kuźmicki M, Zabielski P, Krętowski A, Błachnio-Zabielska A, Szamatowicz J. 

Serum C18:1-Cer as a Potential Biomarker for Early Detection of Gestational Diabetes. J Clin 

Med. 2022 Jan 13;11(2):384. doi: 10.3390/jcm11020384. MNiSW: 140 IF: 4,242. 
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2 Zestawienie publikacji doktoranta 

 

 

Rodzaj publikacji 
Liczba 

 
Impact Factor Punktacja MNiSW 

Prace włączone do 

rozprawy doktorskiej 
4 16,584 380 

Prace, które nie 

zostały włączone do 

rozprawy doktorskiej 

1 4,242 140 

Streszczenia 

zjazdowe 
1 - - 

Razem 6 20,826 520 
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3 Wprowadzenie 

 

3.1 Rola insulinooporności w rozwoju cukrzycy ciążowej 

 

W czasie ciąży w organizmie kobiety zachodzi szereg zmian, których celem jest 

przystosowanie przemiany materii ciężarnej dla potrzeb rozwijającego się płodu. 

Fizjologicznym zjawiskiem jest narastająca insulinooporność. Związana jest ona z 

wydzielaniem hormonów diabetogennych, takich jak laktogen łożyskowy, łożyskowy hormon 

wzrostu, prolaktyna, progesteron i kortyzol (1). Dodatkowo produkcja mediatorów stanu 

zapalnego przez łożysko obniża wrażliwość na insulinę (2). W konsekwencji dochodzi do 

odkładania się tkanki tłuszczowej i rozwoju insulinooporności. Już w ubiegłym wieku odkryto, 

że mechanizmem kompensacyjnym dla narastającej insulinooporności jest hiperplazja oraz 

hipertrofia wysp trzustkowym (3). Za mechanizmy adaptacyjne odpowiadają czynniki 

zewnątrzkomórkowe (laktogen, serotonina) oraz wewnątrzkomórkowe (mTOR, HNF-4α, 

FOXM1) (4). U kobiet, u których nie ma wystarczającej kompensacji dla narastającej 

insulinooporności dochodzi do hiperglikemii.  

 

3.2 Cukrzyca ciążowa (GDM – Gestational Diabetes Mellitus) 

Cukrzyca ciążowa stanowi jedno z najczęstszych zaburzeń metabolicznych w okresie 

ciąży. Według najnowszego raportu IDF (International Diabetes Federation) 21,1 miliona 

żywych urodzeń w ostatnim roku było dotkniętych jedną z form hiperglikemii, z czego 80,3% 

stanowiły zachorowania na GDM (5). Według WHO (World Health Organization) (6) cukrzycę 

ciążową definiujemy jako nietolerancję węglowodanów objawiającą się hiperglikemią po raz 

pierwszy zdiagnozowaną w trakcie ciąży. Warto podkreślić, że definicja ta nie określa 

trymestru, w którym należy zdiagnozować GDM, jak np. wg ADA (American Diabetes 

Association), które wyklucza 1 trymestr jako okres do diagnozy GDM (7). W Polsce zaleca się, 

aby każda kobieta w ciąży miała wykonane badanie w kierunku GDM pomiędzy 24 a 28 

tygodniem ciąży. Jednakże, badanie należy przeprowadzić już w pierwszym trymestrze, jeśli u 

pacjentki występują czynniki ryzyka, takie jak nadwaga lub otyłość, wiek powyżej 35 roku 

życia, w wywiadzie GDM w poprzednich ciążach, zachorowania na cukrzycę w rodzinie, zgony 

wewnątrzmaciczne, urodzenie dziecka z wadą rozwojową lub wagą powyżej 4000g, 

wielorództwo, nadciśnienie tętnicze, zespół policystycznych jajników (8). Niezdiagnozowana 
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i nieleczona hiperglikemia w okresie ciąży może doprowadzić do groźnych powikłań ze strony 

matki i dziecka.  

Nadmiar glukozy, która przechodzi przez łożysko na zasadzie dyfuzji, a także zwiększona 

dostępność aminokwasów i wolnych kwasów tłuszczowych, może przyczyniać się do 

nadmiernej stymulacji wysp trzustkowych, wzmożonego wydzielania insuliny, a w 

konsekwencji do przyspieszonego wzrastania płodu (9). Powikłania występujące 

okołoporodowo to preeklampsja, nadciśnienie tętnicze, poród przedwczesny, poród zabiegowy, 

uraz okołoporodowy, LGA (large for gestational age), dystocja barkowa, oraz zaburzenia 

metaboliczne (hipoglikemia i hiperbilirubinemia) u noworodka. Najczęstszym powikłaniem 

jest makrosomia płodu, która wiąże się ze zwiększoną częstością porodu drogą cięcia 

cesarskiego (10). Ponadto, GDM rzutuje na rozwój dziecka, przyczyniając się do rozwoju 

otyłości, zespołu metabolicznego, upośledzonej tolerancji glukozy, cukrzycy oraz chorób 

układu sercowo-naczyniowego (11,12).  

Według rekomendacji Polskiego Towarzystwa Ginekologów i Położników oraz 

Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego, pacjentki z GDM, w okresie 6 - 12 tygodni po 

porodzie, powinny ponownie wykonać doustny test tolerancji glukozy (OGTT- oral glucose 

tolerance test) a wyniki należy interpretować w oparciu o zakresy referencyjne stosowane dla 

populacji ogólnej (8,13). W większości przypadków, wynik OGTT jest prawidłowy, jednakże, 

kobiety które w ciąży rozwinęły GDM, znacznie częściej w kolejnej ciąży mają nawrót GDM 

(14). Należy również nadmienić, że GDM może inicjować u kobiety powikłania oddalone w 

czasie. Badania wykazują, że kobiety, które miały cukrzycę ciążową w wywiadzie, mają 7-

krotnie zwiększone ryzyko rozwoju cukrzycy typu 2 w ciągu następnych 10 lat w porównaniu 

ze zdrowymi kobietami (15). Ponadto znacznie wzrasta również ryzyko rozwinięcia zespołu 

metabolicznego i zaburzeń sercowo-naczyniowych (16,17). 

Obecnie diagnostyka GDM jest jednostopniowa, oparta na doustnym teście tolerancji 

glukozy (OGTT) z użyciem 75 g glukozy rozpuszczonej w 250 - 300 ml wody, wykonywanym 

między 24 a 28 tygodniem ciąży. Po wprowadzeniu nowych kryteriów diagnostycznych przez 

Światową Organizację Zdrowia WHO (2013 rok), w oparciu o rekomendacje IADPSG (2010 

rok) (International Association of the Diabetes and Pregnancy Study Groups) opracowanych 

na podstawie wyników badania HAPO (Hyperglycemia and Adverse Cycle Outcome), częstość 

przypadków GDM znacznie wzrosła (18). Jednakże w dostępnych metaanalizach skupiających 

się na porównaniach kryteriów diagnostycznych oraz ich stosunkiem do występujących 

powikłań, zauważalna jest zależność: im bardziej restrykcyjne kryteria, tym mniejsze ryzyko 

wystąpienia powikłań (19–22). 
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Czas oznaczenia Stężenie glukozy w osoczu [mg/d] 

Na czczo 92 – 125 

1 h ≤180 

2h 153 – 199 

 Tabela 1. Kryteria diagnostyczne GDM (IADPSG).  

Zakresy referencyjne obowiązujące w ciąży charakteryzują się mniejszymi wartościami, 

na czczo, jak i po obciążeniu glukozą, w porównaniu do norm obejmujących populację ogólną. 

Wynika to ze zmiany dystrybucji glukozy w organizmie oraz jej zwiększonego zużycia przez 

tkanki, a także z dyfuzji glukozy przez łożysko celem zaspokojenia płodowego 

zapotrzebowania energetycznego. Obserwujemy również zwiększone magazynowanie 

glikogenu tkankowego oraz spadek glukoneogenezy (23).  

Istotnym czynnikiem w prewencji GDM jest identyfikacja markerów wskazujących 

wysokie ryzyko rozwinięcia choroby przed wzrostem glikemii. W literaturze mamy szereg 

adipokin oraz białek, które badacze typują na potencjalne biomarkery, Są to między innymi 

iryzyna, betatrofina, adiponektyna, omentyna, visfatyna, leptyna, FABP4, RBP4, fetuina A, 

SHBG (24–27). Sugeruje się również użyteczność łatwych do oznaczenia parametrów 

biochemicznych. W ostatnim czasie opublikowano wyniki badań z wykorzystaniem narzędzi 

bioinformatycznych oceniających 74 zmienne i ich użyteczność do wczesnej diagnostyki GDM 

(28). Badacze sugerują, że stężenie lipoproteiny(a) może być związane z rozwojem GDM. 

Dodatkowo wskazuje się całkowitą tyroksynę (TT4) oraz trójjodotyroninę (T3) jako czynniki 

wymagające dalszych badań nad ich związkiem z rozwojem GDM.   

Podstawowym leczeniem zdiagnozowanej GDM jest zmiana stylu życia oraz 

wprowadzenie odpowiedniej diety (29). W sytuacji, gdy nie otrzymujemy pożądanych 

rezultatów w postaci prawidłowych stężeń glukozy na czczo i po posiłku należy wdrożyć 

intensywna insulinoterapię (30). Jednakże, jak podaje literatura, mimo wprowadzonego 

leczenia nie jesteśmy w stanie całkowicie uchronić dorosłe osoby urodzone z ciąż powikłanych 

GDM przed rozwojem zaburzeń metabolicznych (31).  
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3.3 miRNA 

MikroRNA (miRNA) to grupa niekodujących cząsteczek RNA składająca się z ok 19-25 

nukleotydów, które odgrywają kluczową rolę w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genów 

(32). Powstawanie miRNA zachodzi w kilku etapach. Pierwszym z nich jest utworzenie pri-

miRNA, o strukturze spinki do włosów, przez polimerazy II i III RNA. Pri-miRNA jest 

przetwarzany w jądrze przez enzym RNazy III Drosha, a w cytoplazmie przez enzym Dicer, 

powstaje 19-25 nukleotydowy dwuniciowy dupleks miRNA. Jedna z nici ulega degradacji, 

natomiast druga uczestniczy w powstawaniu kompleksu wyciszającego RISC-miRNA, który 

może oddziaływać na docelowy fragment mRNA. Warto podkreślić, że miRNA może 

przyłączyć się do docelowego mRNA nie będąc z nim komplementarnym, w konsekwencji 

duża część ludzkiego genomu jest potencjalnym celem miRNA (33). Konsekwencją 

przyłączenia jest zahamowanie procesu translacji lub degradacja komplementarnego RNA (34). 

MiRNA może pełnić rolę protektorów, np. w odpowiedzi organizmu na stres lub może mieć 

wpływ na procesy patologiczne (33). 

 Ostatnie lata przyniosły szereg doniesień o zmianach w ekspresji miRNA w różnych 

chorobach, w tym zaburzeniach metabolicznych, wydzielania insuliny i rozwoju komórek wysp 

trzustkowych (35,36). Najnowsze badania eksperymentalne i kliniczne dowodzą, że za 

długofalowymi konsekwencjami GDM u potomstwa może odpowiadać nie tylko cukrzyca 

ciążowa, ale także czynniki genetyczne. Podkreślana jest rola programowania płodowego tj. 

epigenetyczne zmiany w płodowym DNA (odmienny model metylacji) lub zmiany w ekspresji 

genów, które regulują najważniejsze szlaki sygnałowe. Zaburzenia te mogą być efektem 

zaburzeń funkcji supresorowej mikroRNA (37,38). 

Ze względu na fakt, że miRNA są oporne na działanie RNazy i pozostają stabilne w 

tkankach i płynach ustrojowych, mogą być potencjalnie specyficznymi wskaźnikami zaburzeń 

metabolicznych (39). Zmiany ekspresji miRNA we krwi podczas ciąży powikłanej 

hiperglikemią były przedmiotem wielu badań, jednak nie są one jednoznaczne. Wysunęliśmy 

tezę, że zmiany zachodzące w profilu miRNA występują wcześniej niż zmiany stężenia 

glukozy, a ich określenie może przyczynić się do opracowania klinicznie użytecznych 

biomarkerów i wczesnego wdrożenia profilaktyki.  
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3.4 Sfingolipidy 

Sfingolipidy są przedstawicielami bioaktywnych lipidów. Syntetyzowane de novo w 

retikulum endoplazmatycznym, a następnie w aparacie Golgiego, w wyniku kumulacji 

aminokwasu, zazwyczaj seryny, z kwasem tłuszczowym, zazwyczaj kwasem palmitynowym. 

Reakcja jest aktywowana przez CoA i katalizowana przez transferazę serynowo palmitynową 

(SPT). W wyniku kolejnych reakcji otrzymujemy ceramid, który jest w metabolicznym centrum 

przemian sfingolipidów. Głównymi bioaktywnymi sfingolipidami są sfingozyno-1-fosforan 

(S1P), sfingozyna oraz duża grupa ceramidów (40). Sfingolipidy zaangażowane są w szlaki 

sygnałowe związane z apoptozą, stanem zapalnym, reakcją immunologiczną, różnicowaniem i 

proliferacją komórek (41).  

Dowiedziono, że akumulacja ceramidów w mięśniach szkieletowych i w wątrobie hamuje 

insulinowy szlak transmisji sygnałów, przyczyniając się w ten sposób do indukcji 

insulinooporności (42–45). Ponadto, oprócz ceramidów, udział S1P jest istotny w rozwoju 

chorób metabolicznych. Wykazano wyższe stężenie S1P w osoczu osób otyłych oraz dodatnią 

korelację z ilością tkanki tłuszczowej, oraz narastającą insulinoopornością (46). Należy jednak 

mieć na uwadze, że zmiany w stężeniu S1P są dynamiczne i zależą od łożyska naczyniowego, 

z którego jest pobrany materiał do badań oraz od rodzaju transportera, z którym jest związany 

S1P. Ponadto zależy również od rodzaju materiału (surowica czy osocze), gdyż S1P jest 

uwalniany do krwiobiegu z komórek krwi, a także od płci i wieku (47,48). W ostatnich latach 

dowiedziono, odmienny profil sfingolipidowy po porodzie u kobiet z rozpoznaniem GDM, 

które w następnych latach rozwinęły cukrzycę typu 2 (49,50). Tym istotniejsze i uzasadnione 

wydaje się poszerzenie wiedzy na temat profilu sfingolipidów w trakcie ciąży oraz 

poszukiwanie zmian zachodzących w ciążach powikłanych cukrzycą ciążową. 
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4 Omówienie prac składających się na rozprawę doktorską 

 

4.1 Cel pracy 

Do głównych wyzwań stojącym przed współczesną medycyną zajmującą się opieką nad 

kobietą ciężarną i jej dzieckiem jest zmniejszenie liczby zachorowań na GDM. Jednym ze 

sposobów może być wprowadzenie wczesnej diagnostyki, wyprzedzającej wzrost glikemii 

kobiet ciężarnych. Prowadzone przeze mnie badania mogą przyczynić się do udoskonalenia 

identyfikacji grupy wysokiego ryzyka i dzięki wprowadzeniu zmian w stylu życia, utrzymania 

prawidłowej tolerancji glukozy podczas ciąży i zminimalizowania powikłań u matki i dziecka. 

 

Cele szczegółowe: 

1. Zbadanie stężenia ceramidów i ich metabolitów w surowicy ciężarnych w pierwszym i 

drugim trymestrze ciąży oraz w grupie kontrolnej z oceną czy mogą stanowić wczesne 

biomarkery cukrzycy ciążowej.  

2. Określenie profilu ekspresji miRNA w surowicy kobiet ciężarnych w pierwszym 

trymestrze ciąży z oceną czy mogą stanowić wczesne biomarkery cukrzycy ciążowej. 

3. Analiza korelacji pomiędzy oznaczanymi parametrami a wskaźnikami 

insulinooporności. 

 

4.2 Materiał i metody 

Badanie miało charakter prospektywny, grupy badane zostały wyłonione spośród 525 

pacjentek. W ramach badania każda pacjentka miała przewidziane 4 wizyty: w I trymestrze 

ciąży (9-12 tydzień), w II trymestrze (24-26 tydzień), w III trymestrze (34-37 tydzień) oraz 3 

miesiące po porodzie. Dane kliniczne zebrano na podstawie ankiety wypełnianej na każdej 

wizycie, karty ciąży oraz badań laboratoryjnych takich jak: morfologia krwi, glikemia, profil 

lipidowy, TSH oraz badanie ogólne moczu.  

Badaniem stężenia sfingolipidów w surowicy objęto 172 kobiety. Do grupy badanej 

(GDM) włączono kobiety, które w pierwszym trymestrze miały prawidłową tolerancję glukozy 

natomiast w drugim trymestrze rozwinęły cukrzycę ciążową (n=53). Grupę odniesienia (NGT) 

stanowiły kobiety z prawidłową tolerancją glukozy przez całą ciążę (n=82). Dodatkowo do 

badań włączono kobiety nie będące w ciąży (grupa kontrolna) (n=37). Stężenie sfingolipidów 

u kobiet ciężarnych oznaczono w surowicy w pierwszym i drugim trymestrze ciąży i 

jednokrotnie u kobiet niebędących w ciąży.  
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Ekspresję krążących miRNA oznaczono w surowicy 48 kobiet ciężarnych będących w I 

trymestrze ciąży. Grupę badaną (GDM) stanowiły pacjentki, które w drugim trymestrze 

rozwinęły cukrzycę ciążową (n=24), natomiast grupą kontrolną (NGT) były kobiety z 

prawidłową tolerancją glukozy przez całą ciążę (n=24).  

W eksperymentach grupy zostały dopasowane pod względem przedciążowego BMI, 

wieku pacjentki oraz wieku ciążowego. W pierwszym trymestrze ciąży wszystkie pacjentki 

biorące udział w badaniu miały prawidłową tolerancję glukozy. Do badań nie rekrutowano 

pacjentek, u których w poprzednich ciążach zdiagnozowano cukrzycę ciążową, rodzinnie 

obciążonych występowaniem cukrzycy oraz palących papierosy.  Kobiety, u których doszło w 

trakcie obecnej ciąży do powikłań takich jak: cholestaza, preeklampsja, nadciśnienie tętnicze 

lub obecny przewlekły stan zapalny zostały wykluczone z badania. Wszystkie pacjentki 

wyraziły świadomą, pisemną zgodę na udział w badaniu. Badanie zostało przeprowadzone 

zgodnie z zasadami Deklaracji Helsińskiej oraz zatwierdzone przez Komisję Bioetyczną 

Uniwersytetu Medycznego w Białymstoku (nr zgody: R-I-002/176/2018).   

 

4.2.1 Pobieranie materiału 

Krew żylna do badań została pobrana na czczo (po nocnym odpoczynku i 8-10 godzin po 

ostatnim posiłku) w pierwszym trymestrze ciąży oraz na czczo, po 30, 60 i 120 minutach w 

czasie testu OGTT wykonywanego w drugim trymestrze ciąży. Materiał został pobrany system 

aspiracyjno próżniowym S-Monovette (SARSTEDT, Niemcy). Do oznaczenia stężenia 

glukozy użyto S-Monovette z EDTA jako antykoagulantem i fluorkiem sodu o stężeniu 1,0 

mg/ml pełnej krwi jako inhibitora glikolizy. Oznaczenie glukozy zostało wykonane do 60 minut 

od pobrania. W celu zbadania stężenia insuliny pobrano 2,7 ml krwi żylnej z aktywatorem 

krzepnięcia (S-Monovette). Natomiast, do przeprowadzenia badań nad ekspresją miRNA oraz 

stężeń krążących sfingolipidów w surowicy, pobrano 4,9 ml krwi żylnej z aktywatorem 

koagulacji (S-Monovette). Po pełnym wykrzepieniu (30 minut po pobraniu krwi) próbki zostały 

zwirowane przy obrotach 4000rpm w temperaturze pokojowej przez 10 minut. Następnie 

surowica została przeniesiona do probówek Eppendorfa wolnych od DNaz i RNaz i zamrożona 

w -80 ° C, do czasu wykonania analiz. 
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4.2.2 Metodyka 

Oznaczenia biochemiczne w krwi (glukoza, profil lipidowy) przeprowadzono z użyciem 

metod enzymatycznych na aparacie Cobas c111(Roche Diagnostics Ltd., Szwajcaria). Stężenie 

insuliny w surowicy zostało oznaczone metodą immunoradiometryczna (DiaSource) z 

wykorzystaniem licznika gamma Wallac Wizard 1470 Automatic Gamma Counter (Perkin 

Elmer, Finlandia). Na podstawie  uzyskanych wyników stężenia glukozy i insuliny wyliczone 

zostały wskaźniki oceniające insulinooporność oraz insulinowrażliwość: 

 HOMA-IR (homeostasis model assessment of insulin resistance) 

HOMA-IR = 
𝑠𝑡ęż.𝑔𝑙𝑢𝑘𝑜𝑧𝑦 𝑛𝑎 𝑐𝑧𝑐𝑧𝑜 [

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑙
]𝑥 𝑠𝑡ęż.𝑖𝑛𝑠𝑢𝑙𝑖𝑛𝑦 𝑛𝑎 𝑐𝑧𝑐𝑧𝑜 [

𝑚𝑈

𝑙
]

22,5
 

 HOMA-β (homeostasis model assessment of β cell function) 

HOMA-β [%] = 
20 𝑥 𝑠𝑡ęż.𝑖𝑛𝑠𝑢𝑙𝑖𝑛𝑦 𝑛𝑎 𝑐𝑧𝑐𝑧𝑜 [

𝑚𝑈

𝑙
]

𝑠𝑡ęż.𝑔𝑙𝑢𝑘𝑜𝑧𝑦 𝑛𝑎 𝑐𝑧𝑐𝑧𝑜 [
𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑙
]−3,5

 

  ISIOGTT (insulin sensitivity index) 

ISIOGTT =  
10000

√
(𝑠𝑡ęż 𝑔𝑙𝑢𝑘𝑜𝑧𝑦 𝑛𝑎 𝑐𝑧𝑐𝑧𝑜[

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑙
]𝑥 𝑠𝑡ęż 𝑖𝑛𝑠𝑢𝑙𝑖𝑛𝑎 𝑛𝑎 𝑐𝑧𝑐𝑧𝑜[

𝑚𝑈

𝑙
]) 𝑥

 (ś𝑟𝑒𝑑𝑛𝑖𝑒 𝑠𝑡ęż.𝑔𝑙𝑢𝑘𝑜𝑧𝑦 𝑝𝑜𝑑𝑐𝑧𝑎𝑠 𝑂𝐺𝑇𝑇[
𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑙
)𝑥( ś𝑟𝑒𝑑𝑛𝑖𝑒 𝑠𝑡ęż.𝑖𝑛𝑠𝑢𝑙𝑖𝑛𝑦 𝑝𝑜𝑑𝑐𝑧𝑎𝑠 𝑂𝐺𝑇𝑇 [

𝑚𝑈

𝑙
]) 

 

 

Stężenie ceramidów i ich metabolitów (sfinganina - SPA, sfingozyna - Sph, sfingozyno-

1-fosforan – S1P) w surowicy, oznaczone zostało  przy użyciu ultrawysokosprawnej 

chromatografii cieczowej połączonej ze spektrometrem masowym typu potrójny kwadrupol 

(UHPLC/MS/MS) według procedury dokładnie opisanej w publikacji „Serum C18:1-Cer as a 

Potential Biomarker for Early Detection of Gestational Diabetes”.  

MikroRNA wyizolowano z surowicy kobiet ciężarnych, pobranej w pierwszym 

trymestrze ciąży, z użyciem zestawu miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen), gdzie 

izolacja odbywa się metodą separacji na krzemionkowej membranie znajdującej się w 

specjalnej kolumnie. Do badań nad profilem miRNA w surowicy pacjentek wykorzystano 

technologię NanoString tzw. digital color-coded barcode technology, pozwalającą na 

jednoczasowe bezpośrednie oznaczenie 800 różnych miRNA w próbce. Do analizy 
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wykorzystywane są dwie sondy (ok 50 nukleotydowe) na 1 miRNA. Na końcu 5' umieszczony 

jest zestaw 6 znakowanych fluorescencyjnie tzw."barkodów", natomiast na końcu 3' znajduje 

się "sonda wychwytująca" z biotyną. Ze względu na zastosowaną procedurę pomija się etapy 

syntezy i amplifikacji cDNA, co pozwala na zmniejszenie prawdopodobieństwa błędu 

laboratoryjnego. Pierwszym etapem analizy jest hybrydyzacja poszczególnych miRNA ze 

specyficznymi sondami, kolejnym jest oczyszczenie i umieszczenie zhybrydyzowanej próbki 

na standardowej płytce. Ostatni etap to odczyt wyników na skanerze NanoString nCounter. 

Zastosowana metoda pozwala określić liczbę kopii miRNA w każdej próbce. Walidacja 

otrzymanych wyników została przeprowadzona metodą RT-PCR. Pierwszym etapem walidacji 

było przepisanie sekwencji miRNA na cDNA, do tego użyto zestawu miRCURY LNA RT Kit 

(Qiagen). W kolejnym kroku przeprowadzono RT-PCR z zastosowaniem miRCURY LNA 

SYBR Green PCR Kit (Qiagen) i specyficznych starterów dla każdego z analizowanych 

miRNA. Reakcje zostały przeprowadzone w termocyklerze  LightCycler 480 (Roche 

Diagnostics Ltd., Szwajcaria). Wszystkie próbki były oznaczane w duplikatach.  

Analizę statystyczną wykonano z użyciem programu Statistica 13.3 firmy StatSoft. Dane 

opisowe zostały przedstawione jako mediana i kwartyle. Porównania pomiędzy dwiema 

grupami zostały wykonane przy pomocy testu nieparametrycznego U Manna-Whitneya, 

natomiast pomiędzy trzema grupami testem Kruskala-Wallisa. Powiązania pomiędzy 

zmiennymi oceniono testem korelacji Spearmana. Zmiany stężeń sfingolipidów pomiędzy 

trymestrem pierwszym a drugim oceniono testem rang Wilcoxona. Profil ekspresji miRNA 

analizowano dodatkowo z użyciem programu nSolver 4.0. Dane zostały znormalizowane w 

odniesieniu do 100 cząsteczek o najwyższej ekspresji. Wyniki walidacji metodą RT-PCR 

zostały przeliczone na podstawie metody ΔΔCT. W dalszym etapie dane zostały 

przeanalizowane w programie Statistica testami opisanymi powyżej. Przy użyciu krzywej ROC 

oceniono użyteczność wybranych parametrów jako biomarkerów cukrzycy ciążowej. We 

wszystkich testach przyjęto poziom istotności α=5%.  
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4.3 Wyniki dotyczące sfingolipidów 

W pierwszy trymestrze ciąży całkowite stężenie ceramidów było istotnie wyższe u 

pacjentek w ciąży w porównaniu do grupy kontrolnej (3419,3 [3101,9-3824,9] vs. 3023,7 

[2738,7-3225,9] ng/ml, p < 0,0001). Pacjentki ciężarne wykazywały również wyższe stężenie 

C16:0-Cer (183,4 [149,5-232,9] vs. 135,7 [118,6-156,6] ng/ml, p=0,0002),  C18:1-Cer (21,6 

[17,3-24,4] vs. 16,3 [14,3-18,5] ng/ml, p = 0,0003),  C22:0-Cer (280,9 [250,3-324,1] vs. 215,5 

[198,3-240,4] ng/ml, p<0,0001), C24:1-Cer (280,4 [239,1-320,3] vs. 219,9 [200,8-251,5] 

ng/ml, p<0,0001) oraz C24:0-Cer (2260,7 [2027,5-2613,6] vs. 1941,6 [1819,1-2304,9] ng/ml 

p=0,002). W porównaniu z grupą kontrolną kobiety ciężarne charakteryzowały się znacznie 

niższymi stężeniami SPA (13,4 [9,8-19,7] vs. 37,5 [34,2-43,8], p<0,0001) oraz S1P (328,3 

[250,8-387,4] vs. 400,9 [357,2-436,8], p<0,0001).  

Porównanie stężeń ceramidów oraz ich metabolitów w pierwszym trymestrze ciąży w 

grupie GDM oraz NGT wykazało wyższe stężenie C18:1-Cer w surowicy pacjentek u których 

w drugim trymestrze zdiagnozowano cukrzyce ciążową (GDM 24,16 [20,1-29,5] vs. NGT 

20,72 [16,6-23,7], p=0,01). Skonstruowanie krzywej ROC pozwoliło na oszacowanie 

użytecznego stężenia C18:1-Cer jako markera wystąpienia GDM, proponowany punkt odcięcia 

to 23,87 ng/ml (AUC = 0,702, 95% CI 0,552-0,852, p = 0,008) .  

Analizując wyniki całej populacji zaobserwowano istotnie (p<0,05) ujemną korelacje 

pomiędzy SPA a stężeniem insuliny (R= -0,33), wskaźnikiem HOMA-IR (R= -0,3) oraz 

HOMA-β (R= -0,38). Dodatnia korelacja została wykazana między stężeniem C22:0-Cer a 

stężeniem insuliny (R= 0,3), HOMA-IR (R= 0,3) oraz HOMA- β (R= 0,31), a także między 

stężeniem C24:0-Cer a stężeniem insuliny (R= 0,27) oraz wskaźnikami HOMA-IR (R= 0,23) i 

HOMA-β (R= 0,32). Ponadto C18:1-Cer i C24:1-Cer korelowało ze stężeniem insuliny 

(odpowiednio, R= 0,21; R= 0,22) oraz wskaźnikiem HOMA-β (odpowiednio, R= 0,21; R= 

0,29).  

Porównanie stężeń w grupie GDM w pierwszym oraz drugim trymestrze ciąży wykazało 

znaczny wzrost stężenia C16:0-Cer (p<0,05) oraz C18:0-Cer (p<0,05)  a także spadek C18:1-

Cer (p<0,05) i C24:1-Cer (p<0,05). Natomiast w grupie NGT w trakcie ciąży doszło do 

istotnego wzrostu C18:1-Cer (p<0,05) i C24:0-Cer (p<0,001). 

 



16 

 

4.4 Wyniki dotyczące miRNA 

Metoda Nanostring pozwoliła na wytypowanie 4 cząsteczek miRNA, miR-16-5p 

(p=0,07), miR-142-3p (p=0,02), miR-144-3p (p=0,003) oraz miR-320e (p=0,02), których 

ekspresja znacznie różniła się pomiędzy grupami GDM a NGT. Mimo braku istotności 

statystycznej, miR-16-5p zostało włączone do dalszych badań, gdyż po dokładnej analizie 

biorącej pod uwagę również odchylenia standardowe, krotność zmian, FDR (false discovery 

rate) oraz ilość zliczeń postanowiliśmy poddać je walidacji. Walidacja potwierdziła istotnie 

wyższą ekspresję miR-16-5p (p<0,0001), miR-142-3p (p=0,001) oraz miR-144-3p (p=0,003) 

w surowicy kobiet, które w drugim trymestrze rozwinęły GDM. 

Następnie zbadano korelacje pomiędzy walidowanymi miRNA a wskaźnikami 

oceniającymi odpowiedź na insulinę. miR-16-5p dodatnio korelowało z HOMA-IR (R=0,36, 

p<0,05). Zaobserwowano również ujemną zależność pomiędzy ISIOGTT a miR-16-5p a (R=-

0,34, p<0,05) oraz miR-144-3p (R=-0,33, p<0,05).  
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4.5 Wnioski 

1. Okres ciąży związany jest z istotnym wzrostem w surowicy stężenia C16:0-Cer, C18:1-

Cer, C22:0-Cer, C24:1-Cer oraz C24:0-Cer. 

2. Oznaczenie stężenia C18:1-Cer w pierwszym trymestrze ciąży może stanowić nowy 

marker rozwoju cukrzycy ciążowej. 

3. Zmiany w stężeniach C18:1-Cer, C22:0-Cer, C24:0-Cer oraz C24:1-Cer mogą być 

powiązane z narastającą insulinoopornością w ciąży. 

4. Profil miRNA w pierwszym trymestrze ciąży jest różny u pacjentek, które w trakcie 

ciąży rozwijają cukrzycę ciążową w porównaniu do zdrowych ciężarnych. 

5. miR-16-5p, miR-142-3p oraz miR-144-3p mogą potencjalnie służyć jako markery 

wczesnej diagnostyki GDM. 
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5 Publikacje stanowiące rozprawę doktorską 
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6 Streszczenie w języku polskim 

Cukrzyca ciążowa (gestational diabetes mellitus – GDM) stanowi jedno z najczęstszych 

zaburzeń metabolicznych w okresie ciąży. Niezdiagnozowana i nieleczona GDM prowadzi do 

groźnych powikłań zarówno u matki, jak i u dziecka. Obecnie diagnostyka opiera się na 

doustnym teście tolerancji glukozy wykonywanym między 24 a 28 tygodniem ciąży wg 

kryteriów zaproponowanych przez IADPSG (International Association of Diabetes and 

Pregnancy Study Group). 

Określenie zmian w profilu ekspresji miRNA oraz stężeniu poszczególnych ceramidów w 

surowicy w pierwszym trymestrze ciąży może przyczynić się nie tylko do lepszego poznania 

patogenezy GDM, ale również do identyfikacji przydatnych klinicznie biomarkerów 

genetycznych i biochemicznych w celu wczesnego wdrożenia profilaktyki. 

Celem pracy było zbadanie stężenia ceramidów i ich metabolitów w surowicy ciężarnych 

w pierwszym i drugim trymestrze ciąży oraz w grupie kontrolnej z oceną czy mogą stanowić 

wczesne biomarkery cukrzycy ciążowej. Ponadto, w tym samym celu wykonano oznaczenie 

ekspresji miRNA w surowicy kobiet ciężarnych w pierwszym trymestrze ciąży. Dodatkowym 

celem było sprawdzenie zależności pomiędzy oznaczanymi parametrami a wskaźnikami 

insulinooporności. 

W badaniach nad stężeniami sfingolipidów do grupy badanej (GDM) włączono kobiety, 

które w pierwszym trymestrze (9-12 tydzień) miały prawidłową tolerancję glukozy natomiast 

w drugim trymestrze (24-26 tydzień) rozwinęły cukrzycę ciążową (n=53). Grupę odniesienia 

(NGT) stanowiły kobiety z prawidłową tolerancją glukozy przez całą ciążę (n=82). Dodatkowo 

do badań włączono kobiety nie będące w ciąży (grupa kontrolna) (n=37). Stężenie 

sfingolipidów u kobiet ciężarnych oznaczono w surowicy w pierwszym i drugim trymestrze i 

jednokrotnie u kobiet niebędących w ciąży. Ekspresję krążących miRNA oznaczono w 

surowicy kobiet ciężarnych w pierwszym trymestrze ciąży. Grupę badaną (GDM) stanowiły 

pacjentki, które w drugim trymestrze rozwinęły cukrzycę ciążową (n=24), natomiast grupą 

kontrolną (NGT) były kobiety z prawidłową tolerancją glukozy przez całą ciążę (n=24). 

Stężenie ceramidów i ich metabolitów  w surowicy oznaczone zostało  przy użyciu 

ultrawysokosprawnej chromatografii cieczowej połączonej ze spektrometrem masowym typu 

potrójny kwadrupol (UHPLC/MS/MS). Profil miRNA w surowicy pacjentek został określony  

przy użyciu technologii NanoString, natomiast walidację otrzymanych wyników 

przeprowadzono metodą RT-PCR. 
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W surowicy kobiet ciężarnych zaobserwowano istotnie wyższe stężenie C16:0-Cer, C18:1-

Cer, C22:0-Cer, C24:1-Cer i C24:0-Cer oraz niższe poziomy SPA i S1P w porównaniu do 

odpowiednich wartości w grupie kontrolnej. Porównanie wyników stężenie sfingolipidów w 

surowicy grupy badanej GDM z grupą NGT wykazało wyższe stężenie C18:1-Cer w surowicy 

pacjentek, u których w drugim trymestrze zdiagnozowano cukrzycę ciążową. Analizując 

wyniki całej badanej populacji zaobserwowano ujemną korelację pomiędzy stężeniem SPA a 

wskaźnikiem HOMA-IR oraz HOMA-β. Ponadto, stężenie C22:0-Cer i C24:0-Cer korelowało 

dodatnio ze stężeniem  insuliny oraz wskaźnikami insulinooporności HOMA-IR i HOMA-β. 

Oprócz tego, stężenie C18:1-Cer i C24:1-Cer korelowało dodatnio ze stężeniem insuliny i 

wartością HOMA-β. 

Analiza profilu miRNA przy użyciu metody NanoString pozwoliła wytypować 4 

cząsteczki miRNA, których ekspresja znacznie różniła się u kobiet, u których zdiagnozowano 

GDM w porównaniu do NGT. Na podstawie tej analizy metodą RT-PCR oceniono ekspresję 

miR-16-5p, miR-142-3p, miR-144-3p oraz miR-320e. Walidacja wykazała istotne różnice 

pomiędzy grupami w ekspresji miR-16-5p, miR-142-3p i miR-144-3p. Dalsza analiza wykazała 

dodatnią korelację pomiędzy miR-16-5p a HOMA-IR oraz ujemną zależność pomiędzy 

ISIOGTT a miR-16-5p i miR-144-3p. 

Na podstawie uzyskanych wyników sformułowano następujące wnioski: 

1. Okres ciąży związany jest z istotnym wzrostem w surowicy stężenia C16:0-Cer, C18:1-

Cer, C22:0-Cer, C24:1-Cer oraz C24:0-Cer. 

2. Oznaczenie stężenia C18:1-Cer w pierwszym trymestrze ciąży może stanowić nowy 

marker rozwoju cukrzycy ciążowej. 

3. Zmiany w stężeniach C18:1-Cer, C22:0-Cer, C24:0-Cer oraz C24:1-Cer mogą być 

powiązane z narastającą insulinoopornością w ciąży. 

4. Profil miRNA w pierwszym trymestrze ciąży jest różny u pacjentek, które w trakcie 

ciąży rozwijają cukrzycę ciążową w porównaniu do zdrowych ciężarnych. 

5. miR-16-5p, miR-142-3p oraz miR-144-3p mogą potencjalnie służyć jako markery 

wczesnej diagnostyki GDM. 
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7 Streszczenie w języku angielskim 

Gestational diabetes mellitus (GDM) is one of the most common metabolic disorders 

during pregnancy. Undiagnosed and untreated GDM leads to serious complications in both the 

mother and the child. Currently, diagnostics are based on an oral glucose tolerance test 

performed between 24 and 28 weeks of pregnancy according to the criteria proposed by the 

IADPSG (International Association of Diabetes and Pregnancy Study Group). 

Determination of changes in the miRNA expression profile and the concentration of 

individual ceramides in the serum in the first trimester of pregnancy may contribute not only to 

a better understanding of GDM pathogenesis, but also to the identification of clinically useful 

genetic and biochemical biomarkers for the early implementation of prophylaxis. 

The aim of the study was to investigate the concentration of ceramides and their 

metabolites in the serum of pregnant women in the first and second trimesters of pregnancy 

compared to the control group, assessing whether they may constitute early biomarkers of 

gestational diabetes. Moreover, with the same intention, an examination of the miRNA 

expression profile in the serum of pregnant women in the first trimester of pregnancy was 

performed. An additional goal was to check the relationship between the measured parameters 

and the indicators of insulin resistance. 

In the studies on sphingolipid concentrations, the study group (GDM) included women 

who had normal glucose tolerance in the first trimester (9-12 weeks) and developed gestational 

diabetes in the second trimester (24-26 weeks) (n = 53). The reference group (NGT) was 

comprised by women with normal glucose tolerance during pregnancy (n = 82). Additionally, 

non-pregnant women (control group) (n = 37) were included in the study. The concentration of 

sphingolipids in pregnant women was measured in serum in the first and second trimesters and 

once in non-pregnant women. Expression of circulating miRNAs was determined in the serum 

of pregnant women in the first trimester of pregnancy. The study group (GDM) constituted of 

women who developed gestational diabetes in the second trimester (n = 24), while in the control 

group (NGT) were women with normal glucose tolerance throughout pregnancy (n = 24). 

The concentration of ceramides and their metabolites in the serum was determined using 

ultra-high performance liquid chromatography combined with a triple quadrupole mass 

spectrometer (UHPLC / MS / MS). The miRNA profile in the serum of the patients was 

determined using NanoString technology, and validation of obtained results was performed 

using the RT-PCR method. 
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In the serum of pregnant women, significantly higher concentrations of C16:0-Cer, C18:1-

Cer, C22:0-Cer, C24:1-Cer and C24:0-Cer were observed, as well as lower levels of SPA and 

S1P compared to the control group. The comparison of the sphingolipid concentration in the 

serum of the GDM group with the NGT group showed a higher concentration of C18:1-Cer in 

the serum of patients diagnosed with gestational diabetes in the second trimester. Across the 

study population, a negative correlation was observed between the concentration of SPA and 

the HOMA-IR and HOMA-β. Moreover, the concentration of C22:0-Cer and C24:0-Cer 

positively correlated with the concentration of insulin, HOMA-IR and HOMA-β. In addition, 

the concentration of C18:1-Cer and C24:1-Cer positively correlated with the concentration of 

insulin and HOMA-β. 

Analysis of the miRNA profile using the NanoString method allowed to select 4 miRNA 

molecules, the expression of which was significantly different in women diagnosed with GDM 

compared to NGT. Based on this analysis, the expression of miR-16-5p, miR-142-3p, miR-144-

3p and miR-320e was assessed by RT-PCR. The validation showed significant differences 

between the groups in the expression of miR-16-5p, miR-142-3p and miR-144-3p. Further 

analysis showed a positive correlation between miR-16-5p and HOMA-IR and a negative 

correlation between ISIOGTT and miR-16-5p and miR-144-3p. 

Based on obtained results, the following conclusions were drawn: 

1. Pregnancy is associated with a significant increase in serum concentrations of C16:0-

Cer, C18:1-Cer, C22:0-Cer, C24:1-Cer and C24:0-Cer.  

2. The determination of C18:1-Cer concentration in the first trimester of pregnancy may 

be a new marker of the development of gestational diabetes. 

3. Changes in the concentrations of C18:1-Cer, C22:0-Cer, C24:0-Cer and C24:1-Cer may 

be associated with increasing insulin resistance in pregnancy. 

4. The miRNA profile during the first trimester of pregnancy is different in patients who 

developed gestational diabetes during pregnancy compared to healthy pregnant women.  

5. miR-16-5p, miR-142-3p and miR-144-3p can potentially serve as markers for early 

diagnosis of GDM. 
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