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1. Wykaz dorobku naukowego 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rodzaj publikacji Liczba Impact Factor 
Punktacja 

MNiSW 

Publikacje włączone do 

rozprawy doktorskiej 
2 9,206 280 

Publikacje, które nie 

zostały włączone do 

rozprawy doktorskiej 

2 9,081 240 

Streszczenia zjazdowe 

Polskie 

Zagraniczne 

 

2 

1 

- - 

Razem 7 18,287 520 
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1.1. Wykaz publikacji stanowiących rozprawę doktorską  

 

Prace oryginalne 

Grytczuk A. (obecnie Mucha A.), Bauer A., Gruszewska E., Cylwik B., Chrostek L.: 

Changed Profile of Serum Transferrin Isoforms in Primary Biliary Cholangitis. Journal of 

Clinical Medicine. 2020, 9(9), 2894. 

IF:  4,242         MNiSW: 140,000 

 

Mucha A., Żaczek M., Kralisz M., Gruszewska E., Cylwik B., Panasiuk A.,  Chrostek L.: The 

Serum Profile of Transferrin Isoforms in Pancreatitis. Journal of Clinical Medicine. 2022, 

11(6), 1638. 

IF: 4,964        MNiSW: 140,000 
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1.2. Wykaz innych publikacji 

 

Praca oryginalna 

 

Przekop D., Klapaczyński J., Grytczuk A., Gruszewska E., Gietka A., Panasiuk A., 

Golaszewski S., Cylwik B., Chrostek L.: Non-Invasive Indirect Markers of Liver Fibrosis 

after Interferon-Free Treatment for Hepatitis C. Journal of Clinical Medicine, 2021, 

10(17):3951. 

 

Praca przeglądowa 

 

Gruszewska E., Grytczuk A., Chrostek L.: Glycosylation in viral hepatitis. Biochimica et 

Biophysica Acta (BBA)-General Subjects, 2021, 1865(11), 129997. 
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1.3. Streszczenia zjazdowe 

 

Grytczuk A., Surażyńska A., Drozdowska D.: Examination of the triazine nitrogen mustard 

analogues influence on DNA topoisomerase activity. VI International Students' Conference of 

Young Medical Researches, Wrocław, 31.03-2.04.2016. Book of Abstracts, s. 41. 

VI International Students' Conference of Young Medical Researchers, Wrocław, 31.03-

2.04.2016. 

 

 

Surażyńska A., Grytczuk A., Pućkowska A., Drozdrowska D.: Investigation of interactions 

of new bis-benzamides analogues with DNA. VI International Students' Conference of Young 

Medical Researches, Wrocław, 31.03-2.04.2016. Book of Abstracts, s. 45. 

VI International Students' Conference of Young Medical Researches, Wrocław, 31.03-

2.04.2016. 

 

 

Ławicki S., Grytczuk A., Gruszewska E., Panasiuk A., Cylwik B., Chrostek L.: Serum 

profile od lactate dehydrogenase and alkaline phosphatase in alcoholic liver disease. Clinica 

Chimica Acta, 2022: 530, Suppl. 1, s. S191-S192. 

24th International Congress of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, 16th Asia-

Pacific Federation of Clinical Chemistry, Seoul, Korea, 26-30.06.2022. 
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2. Wykaz skrótów 

ALP – Fosfataza alkaliczna 

ALT - Aminotransferaza alaninowa 

AMA – Przeciwciała przeciwmitochondrialne 

ANA – Przeciwciała przeciwjądrowe 

AST – Aminotransferaza asparaginianowa 

CDT - Ubogowęglowodanowe 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 dróg żółciowych 

PCT – Prokalcytonina 

PZT – Przewlekłe zapalenie trzustki 

Tf – Transferyna 

TK – Tomografia komputerowa 
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3. Wstęp 

Większość białek we krwi jest związanych z glikanami, tworząc glikoproteiny, różniące 

się strukturą zarówno części białkowej jak i węglowodanowej, co jest podstawą 

wyodrębnienia specyficznych izoform. Oznaczanie izoform białek w chorobach może 

przynieść więcej korzyści diagnostycznych niż oznaczanie całkowitych ich stężeń, poprzez 

ograniczenie konieczności wykonania badań inwazyjnych, zmniejszenie kosztów  

i przyspieszenie rozpoznania, co umożliwia wcześniejsze wdrożenie leczenia. Ponadto, 

oznaczanie stężeń izoform białek/glikoprotein może mieć znaczenie w diagnostyce 

różnicowej czy też ocenie stopnia zaawansowania choroby. Na przykładzie 

mikroheterogenności transferyny udowodniono już swoiste zmiany stężeń jej izoform we 

krwi m.in. w chorobach wątroby [1,2], w nowotworach trzustki [3], czy w chorobach 

reumatycznych [4-6]. Dodatkowo, w niektórych chorobach stężenia izoform zmieniały się w 

zależności od stopnia histologicznego zaawansowania choroby czy aktywności choroby. W 

tej pracy, stanowiącej cykl publikacji, skupiłam się na poznaniu profilu izoform transferyny w 

chorobie, której diagnostyka i/lub monitorowanie przysparza wielu trudności, czyli w 

pierwotnym zapaleniu dróg żółciowych oraz w ostrym i przewlekłym zapaleniu trzustki, 

którego diagnostyka kliniczna i laboratoryjna jest dobrze udokumentowana i stosowana w 

praktyce.  

3.1. Pierwotne zapalenie dróg żółciowych 

Pierwotne zapalenie dróg żółciowych (ang. primary biliary cholangitis, PBC), dawniej 

znane jako pierwotna marskość żółciowa wątroby, jest przewlekłą chorobą 

wewnątrzwątrobowych dróg żółciowych, o podłożu autoimmunologicznym, przebiegającą  

z zapaleniem, cholestazą i retencją kwasów żółciowych [7]. Wieloletni proces uszkadzania 

drobnych przewodzików żółciowych wewnątrzwątrobowych przez komórki zapalne, głównie 

limfocyty, prowadzi do upośledzenia wydzielania żółci z wątroby - cholestazy. 

Zatrzymywanie i akumulacja hydrofobowych kwasów żółciowych, takich jak kwas cholowy  

i kwas chenodeoksycholowy, prowadzi do uszkodzenia hepatocytów. W zaawansowanym 

etapie choroby u części pacjentów dochodzi do włóknienia i marskości wątroby [8,9]. 

Chorują głównie kobiety w 5. i 6. dekadzie życia [10]. Częstość występowania waha się od 

1,91 do 40,2 na 100 000 osób [11]. Nawet do 50-60% pacjentów w momencie rozpoznania 

nie ma objawów klinicznych, co opóźnia rozpoznanie choroby [12]. Wśród symptomów tej 

choroby można wymienić przewlekłe zmęczenie (u ok. 80% pacjentów), świąd skóry (obecny 
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u 40-80% chorych) [13], ból w prawej okolicy podżebrowej, hepatomegalia, przebarwienia 

skórne, żółtaki (wynikające z zaburzeń gospodarki lipidowej), suchość spojówek i jamy 

ustnej, żółtaczka (w zaawansowanym etapie choroby) [14]. PBC często towarzyszą inne 

choroby autoimmunologiczne m.in. zespół Sjögrena, autoimmunologiczne choroby tarczycy, 

twardzina układowa czy reumatoidalne zapalenie stawów [13]. 

3.1.1. Diagnostyka pierwotnego zapalenia dróg żółciowych 

Diagnostyka PBC często jest skomplikowana i wymaga różnicowania z innymi 

chorobami przebiegającymi z uszkodzeniem dróg żółciowych m.in. z pierwotnym 

stwardniającym zapaleniem dróg żółciowych (PSC) czy też obecnością przeszkód 

mechanicznych w drogach żółciowych. Do rozpoznania PBC niezbędne jest spełnienie 

minimum dwóch z trzech kryteriów diagnostycznych: podwyższona aktywność ALP; 

obecność autoprzeciwciał AMA (miano >1:40) i/lub innych specyficznych dla PBC 

przeciwciał ANA - anty-sp100, anty-gp210; obecność w badaniu wycinka biopsyjnego 

nieropnego, destrukcyjnego zapalenia dróg żółciowych oraz destrukcji małych i/lub średnich 

przewodów żółciowych [15]. Wśród badań biochemicznych najbardziej typową 

nieprawidłowością jest zwiększona aktywność ALP i GGT. Często również występuje 

zwiększona aktywność AST, ALT i podwyższone stężenia immunoglobulin – szczególnie 

klasy IgM. Hiperbilirubinemia pojawia się zwykle w zaawansowanej chorobie [10,14]. Do 

zróżnicowania cholestazy zewnątrzwątrobowej od wewnątrzwątrobowej zalecane jest badanie 

USG. W przypadku konieczności poszerzenia diagnostyki o inne badania obrazowe 

rekomendowane jest wykonanie m.in. cholangiopankreatografii rezonansu magnetycznego 

(MRCP) czy ultrasonografii endoskopowej (EUS). W ocenie stopnia włóknienia pomocne jest 

badanie elastograficzne [15]. Badanie histopatologiczne bioptatów wątroby w większości 

przypadków nie jest wymagane do postawienia rozpoznania u pacjentów z laboratoryjnymi 

cechami cholestazy oraz obecnością we krwi wysokospecyficznych autoprzeciwciał AMA, 

jednakże  rozstrzyga o rozpoznaniu w przypadku osób bez autoprzeciwciał [12]. Pomimo 

wielu zalet biopsja wątroby jest badaniem inwazyjnym i wiąże się z ryzykiem wystąpienia 

powikłań takich jak m.in. ból, krwawienia, infekcje bakteryjne, odma, czy zapalenia 

otrzewnej [16]. Do oceny zaawansowania histologicznego PBC standardowo 

wykorzystywane są czterostopniowe skale, takie jak klasyfikacja Ludwiga. 
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Tabela 1. Skala zaawansowania włóknienia wątroby wg. Ludwiga [17]. 

Stopień Skala wg. Ludwiga 

I Zapalenie przestrzeni wrotnych 

II Zapalenie wrotne oraz okołowrotne bez tworzenia przegród włóknistych i martwicy 

mostkującej 

III Włóknienie zrazików i/lub martwica mostkująca 

IV Marskość  

 

3.2. Ostre zapalenie trzustki  

Ostre zapalenie trzustki (ang. acute pancreatitis, OZT) jest ostrym stanem zapalnym 

trzustki. Pojawienie się reakcji zapalnej jest związane z przedwczesną aktywacją proenzymów 

trzustkowych. Pod wpływem aktywnych enzymów dochodzi do samotrawienia trzustki  

i sąsiadujących tkanek. Różnego stopnia uszkodzenia powstają w okolicznych tkankach,  

a nieraz także i w odległych narządach. Roczna zachorowalność na OZT wg. różnych źródeł 

waha się od 13 do 56 na 100 000 osób [18-20]. W Polsce współczynnik zachorowalności jest 

nieco wyższy – 72,1 na 100 000 osób [21]. Śmiertelność wynosi 5-17% w ciężkiej postaci 

OZT, i 1,5% w łagodnej [18]. Za ok. 70-80% zachorowań odpowiadają łącznie kamica 

żółciowa (21-50%) [22,23] i alkohol (16-41%) [18,24,25]. Do rzadszych czynników 

etiologicznych OZT należą: hipertriglicerydemia, leki, urazy jamy brzusznej, dziedziczenie 

OZT, hiperkalcemia, infekcje, guzy i wrodzone wady trzustki, choroby autoimmunologiczne, 

jatrogenne (endoskopowa cholangiopankreatografia wsteczna ECPW) [18,22,24,25] oraz 

czynniki nieznane (idiopatyczne). Najczęstszym objawem jest pojawiający się nagle silny ból 

w górnej części brzucha, promieniujący do pleców, któremu towarzyszą nudności, wymioty i 

gorączka. U chorych może też wystąpić przyspieszony puls, napięcie i tkliwość brzucha przy 

dotyku, hipotensja, letarg, żółtaczka [24,26]. Występują 2 postacie OZT: 

 śródmiąższowe obrzękowe OZT – występuje u 80-90% pacjentów i przebiega łagodniej. 

Charakteryzuje się powiększeniem trzustki w wyniku obrzęku zapalnego; obecne mogą 

być również ostre okołotrzustkowe zbiorniki płynu.  

 martwicze OZT – w badaniach obecna martwica miąższu trzustki i/lub tkanek 

okołotrzustkowych; cechuje się ciężkim przebiegiem choroby [24,27].  
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3.2.1. Diagnostyka ostrego zapalenia trzustki 

Podstawą diagnostyki laboratoryjnej przyczyniającą się do rozpoznania OZT jest 3-krotny 

wzrost powyżej górnej granicy wartości referencyjnych aktywności amylazy lub lipazy, przy 

czym lipaza jest bardziej swoistym markerem dla OZT i utrzymuje się we krwi przez dłuższy 

czas [23,25]. Wśród innych badań wykonywanych u pacjentów z podejrzeniem OZT można 

wymienić: amylazę w moczu, elastazę w kale, morfologię krwi. Stosowane są również 

wskaźniki oznaczane we krwi obrazujące ciężkość choroby lub ryzyko wystąpienia powikłań: 

próby wątrobowe (mogą świadczyć o etiologii żółciowej OZT): AST, ALT, ALP, GGT, 

bilirubina, LDH; wskaźniki stanu zapalnego (leukocytoza, CRP, PCT); czas protrombinowy, 

zwiększone stężenie mocznika, kreatyniny, glukozy, obniżone stężenie albuminy i wapnia 

[18,20,23,24]. Podstawowym nieinwazyjnym badaniem obrazowym wykonywanym  

u pacjentów z podejrzeniem OZT jest USG jamy brzusznej [26], ponieważ nawet do 50% 

przypadków OZT jest związana z obecnością kamieni żółciowych [20]. Tomografia 

komputerowa (TK) z kontrastem nie jest badaniem rutynowym, a wykonanie jej jest 

bezzasadne u osób z łagodnym OZT i bez powikłań. W przypadkach, gdy ustalenie czynnika 

etiologicznego OZT jest trudne i nie ma wyraźnego potwierdzenia obecności kamicy, 

zalecane jest wykonanie badania MRCP i EUS. Obie metody wykazują bardzo wysoką 

czułość i specyficzność w diagnozowaniu kamicy przewodu żółciowego. Metoda inwazyjna, 

jaką jest endoskopowa cholangiopankreatografia wsteczna (ECPW)  nie jest standardowo 

stosowana w OZT [23].  

3.3. Przewlekłe zapalenie trzustki 

Przewlekłe zapalenie trzustki (ang. chronic pancreatitis, PZT) jest przewlekłą chorobą 

zapalną trzustki charakteryzującą się postępującym, nieodwracalnym włóknieniem miąższu 

trzustki, co prowadzi do niewydolności zewnątrz- i wewnątrzwydzielniczej trzustki. Częstość 

występowania PZT to około 0,2-0,6% populacji [28]. Roczna zachorowalność waha od 5 do 

14 na 100 000 osób [19,29]. Na PZT chorują przeważnie osoby między 40 a 60 rokiem życia, 

przy czym choroba częściej występuje u mężczyzn [30]. Czynniki etiologiczne PZT wg. 

systemu TIGAR-O zostały podzielone na kilka grup: toksyczno-metaboliczne (alkohol, 

palenie tytoniu, hiperkalcemia, leki i toksyny, hiperlipidemia, przewlekła niewydolność 

nerek), idiopatyczne (o wczesnym i późnym początku, tropikalne), genetyczne (mutacje 

genów m.in. PRSS1, CFTR, SPINK1), autoimmunologiczne, nawracające i ciężkie OZT 

(ciężkie martwicze OZT, choroby naczyń, niedokrwienie, popromienne), zaporowe (trzustka 
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dwudzielna, niedrożność przewodu trzustkowego np. z powodu guza, zaburzenia zwieracza 

Oddiego) [29]. Nadużywanie alkoholu jest główną przyczyną PZT i stanowi ok. 70-80% 

wszystkich przypadków [30]. Najczęstszym objawem klinicznym (występuje u 85% 

pacjentów) jest ból w nadbrzuszu, nasilający się po posiłkach, promieniujący do pleców. 

Często towarzyszą mu nudności i wymioty. Kliniczną oznaką niewydolności 

zewnątrzwydzielniczej trzustki jest biegunka tłuszczowa. U chorych pojawiają się też 

zaburzenia gospodarki węglowodanowej, w tym cukrzyca [31], a także nawracające epizody 

łagodnej żółtaczki [32]. 

3.3.1. Diagnostyka przewlekłego zapalenia trzustki 

Nie ma uniwersalnego „złotego standardu” diagnostycznego dla PZT. Rozpoznanie 

PZT jest często oczywiste w zaawansowanym okresie choroby, jednak we wczesnym stadium 

diagnostyka jest trudna i oparta na połączeniu kilku metod diagnostycznych. Wśród badań 

laboratoryjnych obserwuje się umiarkowany wzrost aktywności amylazy i lipazy lub są one  

w normie. Badaniami obrazowymi wykonywanymi w pierwszej kolejności jest USG i TK, 

jednak USG ma dosyć niską czułość na poziomie 60-70% [33]. TK umożliwia uzyskanie 

informacji klinicznych dotyczących miąższu trzustki (np. wykrycia zwapnień), przewodu 

trzustkowego (poszerzenie lub zwężenie) czy też obecności pseudotorbieli [29]. MRCP 

obrazuje przewód trzustkowy, uwidacznia poszerzenia i zwężenia, a podanie dożylne 

sekretyny zapewnia jeszcze lepszą wizualizację nieprawidłowości przewodu trzustkowego  

i jego gałęzi [32]. Do inwazyjnych metod obrazowych należą EUS i ECPW. EUS 

charakteryzuje się wysoką czułością w obrazowaniu miąższu i przewodów trzustkowych, w 

szczególności we wczesnych stadiach choroby [32,33]. ECPW umożliwia uwidocznienie 

poszerzeni lub zwężeń przewodu trzustkowego i jego odgałęzień oraz usunięcie kamieni i 

złogów, nie powala jednak na ocenę miąższu trzustki. [34]. W diagnostyce PZT stosowane są 

też testy czynnościowe. Bezpośrednim badaniem, oceniającym zewnątrzwydzielniczą 

zdolność trzustki jest test sekretyninowo-cholecystokininowy. Częściej wykonywane są testy 

pośrednie np. oznaczanie stężenia elastazy 1 w kale. Innym testem jest ocena wydalania 

tłuszczu z kałem. Przyczynia się on do potwierdzenia zaburzeń wchłaniania tłuszczów, w tym 

do zdiagnozowania biegunki tłuszczowej [31,32]. 

3.4. Glikozylacja białek 

Glikozylacja to ko- i potranslacyjna modyfikacja białek, ulega jej większość białek  

w organizmie. Polega na tworzeniu glikoprotein poprzez przyłączenie wiązaniem 
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kowalencyjnym (N-glikozydowym lub O-glikozydowym) łańcuchów cukrowych do 

polipeptydów [35]. Glikozylacja zachodzi przy udziale enzymów, które można podzielić na 2 

grupy: 

 glikozylotransferazy, których zadaniem jest przyłączanie nowych reszt cukrowych, 

 glikozydazy, które hydrolizują wiązania glikozydowe oraz odłączają reszty cukrowe. 

Enzymy te wykazują swoistość wobec przyłączanej reszty cukrowej, a także typu 

wiązania, które tworzą bądź hydrolizują. Budowa glikanów, łączących się z łańcuchem 

polipeptydowym, jest uwarunkowana współdziałaniem tych enzymów. Glikany składają się  

z kilku lub kilkudziesięciu reszt cukrowych takich jak: N-acetyloglukozamina, fukoza, 

galaktoza, mannoza i kwas sjalowy [36]. N-glikozylacja to proces kilkuetapowy zachodzący 

w cytoplazmie, siateczce endoplazmatycznej, a na końcu w aparacie Golgiego [36,37].   

3.5. Transferyna 

Transferyna (TF) to glikoproteina, o masie cząsteczkowej 79,6 kDa, transportująca jony 

żelaza w organizmie (posiada 2 miejsca wiązania żelaza). Jest syntetyzowana głównie w 

wątrobie [38]. Transferyna to białko ostrej fazy, którego stężenie zmniejsza się w stanach 

zapalnych [39]. W skład cząsteczki transferyny wchodzą 3 podjednostki strukturalne: 

pojedynczy łańcuch polipeptydowy (zbudowany z 679 aminokwasów) oraz 2, przyłączone do 

niego wiązaniem N-glikozydowym, boczne, rozgałęzione łańcuchy oligosacharydowe [38]. 

Każda z podjednostek charakteryzuje się zmiennością budowy, nawet w warunkach 

fizjologicznych. Heterogenność cząsteczki transferyny jest wyrażana na kilka sposobów: 

genetycznym polimorfizmem (występuje 38 wariantów genetycznych Tf), różnicą w ilości 

transportowanych jonów żelaza, a także zmiennością budowy łańcuchów 

oligosacharydowych, które w zależności od stopnia rozgałęzienia tworzą struktury 2-, 3-lub 4-

antenarne. Każdy łańcuch oligosacharydowy zawiera N-acetyloglukozaminę, mannozę, 

galaktozę oraz kwas sjalowy  [38,40].  

3.5.1. Izoformy transferyny 

W zależności od liczby reszt kwasu sjalowego, przyłączonych do łańcuchów 

oligosacharydowych, można wyróżnić 9 izoform Tf: od asjalotransferyny do 

oktasjalotransferyny. Dominującą izoformą Tf we krwi osób zdrowych jest 

tetrasjalotransferyna (64-80%) [41]. Izoformy Tf ze zmniejszoną ilością kwasu sjalowego (a-, 

mono- i disjalotransferyna) znane są jako transferyna desialowana (CDT, 
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ubogowęglowodanowe izoformy transferyny). CDT jest uznanym markerem nadużywania 

alkoholu [42,43]. W różnych schorzeniach m.in. chorobach wątroby, rakach trzustki czy 

chorobach reumatycznych profil izoform transferyny może się zmieniać i przedstawiać 

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

Wykorzystanie profili izoform glikoprotein, jako nieinwazyjnego biomarkera, może 

mieć potencjalne znaczenie w rozpoznawaniu chorób, diagnostyce różnicowej czy też ocenie 

stopnia zaawansowania i aktywności stanów chorobowych. Wiadomo, że zmiany  

w glikozylacji białek występują w różnych chorobach, w tym w stanach zapalnych, czego 

skutkiem są ilościowe zmiany izoform glikoprotein. Jedną z wysoce zmiennych glikoprotein, 

która cechuje się mikroheterogennością jest transferyna. Ta mikroheterogenność wynika  

z różnic w strukturze łańcuchów oligosacharydowych. Profil izoform transferyny został już 

poznany w wielu chorobach m.in. w chorobach wątroby [1,2], nowotworach trzustki [3]  

i chorobach reumatycznych [4-6].  

Celem niniejszej pracy jest oznaczenie stężeń izoform transferyny w surowicy krwi w 

pierwotnym zapaleniu dróg żółciowych oraz ostrym i przewlekłym zapaleniu trzustki. 

Cele szczegółowe: 

1. Porównanie stężenia całkowitego transferyny oraz jej izoform w surowicy pomiędzy 

grupą osób z PBC, z cholestazą zewnątrzwątrobową oraz grupą kontrolną. 

2. Ocena stężenia izoform transferyny w surowicy krwi pacjentów z PBC w zależności od 

stopnia histologicznego zaawansowania choroby w skali Ludwiga. 

3. Porównanie stężenia całkowitego transferyny i jej izoform w surowicy pomiędzy grupą 

pacjentów z OZT, PZT i grupą kontrolną.  

4. Porównanie stężenia izoform transferyny w surowicy krwi w zależności od postaci 

morfologicznej i etiologii OZT. 

5. Porównanie profilu izoform transferyny w zapaleniach trzustki z profilami w innych 

chorobach na podstawie literatury: nowotworach trzustki, przewlekłych zapaleniach 

wątroby, chorobach reumatycznych.  
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5. Materiał i metody 

5.1. Materiał 

Materiałem do badań była krew pobrana przez nakłucie żyły. Krew pobrano od pacjentów 

z pierwotnym zapaleniem dróg żółciowych, cholestazą zewnątrzwątrobową, ostrym  

i przewlekłym zapaleniem trzustki oraz od osób zdrowych. Próbki krwi (7 ml) zostały 

pobrane „na skrzep”, a następnie odwirowane przy 1500g przez 10 minut w temperaturze 

pokojowej. Surowice przechowywano do czasu analizy w temperaturze -86 °C. Dodatkowo, 

w grupie pacjentów z OZT i PZT oraz w grupie kontrolnej zostały pobrane 2 próbki na 

antykoagulant: EDTA-K2 – do testów hematologicznych oraz na cytrynian sodu – do testów 

krzepnięcia.  

5.2. Grupa badana 

Do badań w kierunku PBC został wykorzystany materiał kolekcjonowany w Zakładzie 

Biochemii i Biologii Molekularnej Centrum Medycznego Kształcenia Podyplomowego  

w Warszawie. Materiał pochodził od pacjentów leczonych w Klinice Gastroenterologii, 

Hepatologii i Onkologii Klinicznej, CMKP w Warszawie. W grupie badanej znalazło się 76 

pacjentów z pierwotnym zapaleniem dróg żółciowych. PBC zostało zdiagnozowane zgodnie  

z wytycznymi EASL – European Association for the Study of the Liver [7]. Każdemu 

pacjentowi wykonano badanie USG jamy brzusznej, badania biochemiczne, serologiczne  

w kierunku AMA-M2 i specyficznych dla PBC przeciwciał ANA oraz biopsję wątroby. 

Stopień zaawansowania histologicznego choroby oceniono za pomocą skali Ludwiga. Liczba 

pacjentów w poszczególnych stadiach wg. klasyfikacji Ludwiga: stopień 1 – 13 osób, stopień 

2 – 36 osób, stopień 3-16 osób, stopień 4- 11 osób. Dodatkowo przebadano 44 pacjentów  

z rakiem brodawki Vatera jako przykład cholestazy zewnątrzwątrobowej.  

Grupa badana w kierunku OZT i PZT to pacjenci hospitalizowani w Oddziale 

Gastroenterologii, Hepatologii i Chorób Wewnętrznych z Ośrodkiem Diagnostyki i Leczenia 

Endoskopowego Wojewódzkiego Szpitala Specjalistycznego w Białymstoku – 84 pacjentów  

z OZT i 42 z PZT. Postać śródmiąższowo-obrzękową jak i postać martwiczą OZT rozpoznano 

u 42 osób. OZT o etiologii alkoholowej zdiagnozowano u 21 pacjentów. Inne przyczyny to: 

kamica żółciowa, hipertriglicerydemia, leki lub nieznana przyczyna. Rozpoznanie postawiono 

na podstawie objawów klinicznych oraz szeregu analiz: badania krwi (enzymy wątrobowe, 
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trzustkowe, morfologia krwi), kału, USG jamy brzusznej, tomografii komputerowej, 

rezonansu magnetycznego, ultrasonografii endoskopowej i ECPW.  

5.3. Grupa kontrolna 

W badaniach dotyczących stężenia izoform transferyny w PBC, grupę kontrolną 

stworzono z 40 zdrowych, dorosłych dawców krwi z Warszawskiego Banku Krwi, natomiast 

w badaniach dotyczących zapaleń trzustki - 30 osób zgłaszających się na badania okresowe 

do Poradni Medycyny Pracy Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego w Białymstoku. 

Badania te zostały zaakceptowane przez Komisję Bioetyczną Uniwersytetu Medycznego 

w Białymstoku. Zgoda Komisji Bioetycznej: APK.002.67.2020 oraz R-I-002/563/2019. 

5.4. Metody 

 Stężenie izoform transferyny zostało oznaczone za pomocą zestawu odczynników 

MINICAP CDT metodą elektroforezy kapilarnej na aparacie MINICAP firmy Sebia. 

Izoformy transferyny zostały rozdzielone na podstawie ich mobilności elektroforetycznej 

w buforze alkalicznym o pH 8,8 na 5 frakcji: asjalotransferyna, disjalotransferyna, 

trisjalotransferyna, tetrasjalotransferyna i pentasjalotransferyna. 

 Stężenie całkowite transferyny zostało oznaczone na aparacie Architect ci8200 metodą 

immunoturbidymetryczną oraz na analizatorze Cobas c501. 

 Stężenie kwasów żółciowych zostało oznaczone za pomocą zestawu odczynników 

Diazyme Total Bile Acids Assay, Diazyme Laboratories metodą cykli enzymatycznych na 

analizatorze Indiko Plus. 

 Aktywność amylazy, lipazy, ALT, AST, ALP, GGT i stężenie glukozy, albuminy, 

bilirubiny, CRP, cholesterolu i triglicerydów zostało oznaczone na analizatorze Cobas 

c501. 

 Liczbę płytek krwi (PLT) oznaczono na analizatorze Sysmex XS-800i. 

 Czas protrombinowy (PT) oznaczono na analizatorze STA Compact MAX firmy Stago 

metodą wiskozymetryczną. 

 Autoprzeciwciała zostały oznaczone metodą 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/ciała anty-centromerowe – 

zestaw ACA-QUANTA Lite Centromere ELISA, Inova Diagnostics. Gęstość optyczna 
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została zmierzona na automatycznym czytniku płytek Multiscan RC, Labsystem. 

Oznaczenie anty-p62 zostało wykonane wg. procedury opisanej przez A. Bauer i A. 

Habior [44].  

5.5. Statystyka 

Wyniki zostały wyrażone jako średnie i odchylenia standardowe. Oceny statystycznej 

wyników dokonano za pomocą testów: 

 Do oceny istotności różnic pomiędzy grupą badaną oraz grupą kontrolną został 

wykorzystany nieparametryczny test dla prób niezależnych U Manna-Whitneya,  

 Do oceny istotności różnic wartości badanych parametrów w zależności od stopnia 

zaawansowania histologicznego PBC w skali Ludwiga zastosowano test ANOVA rang 

Kruskala-Wallisa, 

 Do oceny korelacji pomiędzy izoformami transferyny a innymi testami 

laboratoryjnymi użyto współczynnika korelacji rang Spearmana.  

Za poziom istotności statystycznej przyjęto wartość p<0,05. 
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6. Wyniki 

Wyniki badań, które wchodzą w skład rozprawy doktorskiej zostały opublikowane  

w międzynarodowym czasopismie – Journal of Clinical Medicine. 

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

cholangitis” 

W pracy wykazano różnice stężeń izoform transferyny u chorych na PBC  

w porównaniu do osób zdrowych. Stężenia disjalotransferyny i trisjalotransferyny  

u pacjentów z PBC były istotnie niższe niż u osób zdrowych (p <0,000 i p=0,011), natomiast 

w stężeniach izoform wyżej usjalowanych: tetra- i pentasjalotransferyny nie wykazano 

istotnych różnic. W cholestazie pozawątrobowej stężenia disjalotransferyny  

i tetrasjalotransferyny były istotnie wyższe niż w grupie pacjentów z pierwotnym zapaleniem 

dróg żółciowych (p <0,001 i p<0,001), natomiast stężenie pentasjalotransferyny było istotnie 

niższe niż u osób z PBC (p<0,001). Nie wykazano zmian izoform transferyny w zależności od 

histologicznego stopnia zaawansowania PBC w klasyfikacji Ludwiga (p>0,05 dla wszystkich 

porównań). Ponadto, wykazano istotny wzrost stężenia transferyny całkowitej w surowicy 

pacjentów z PBC w porównaniu z grupą kontrolną (p=0,019), ale nie zmieniało się ono w 

zależności od stopnia zaawansowania choroby (p=0,229). Stężenie transferyny w cholestazie 

zewnątrzwątrobowej było istotnie niższe zarówno w stosunku do grupy kontrolnej jak i grupy 

osób z PBC (dla obu porównań  p < 0,001). 

Wykazano zmiany wartości testów charakteryzujących grupę badaną. Stężenie 

kwasów żółciowych w surowicy wzrosło istotnie w porównaniu z grupą kontrolną (p <0,001), 

lecz nie zmieniło się istotnie wraz z zaawansowaniem niewydolności histologicznej wątroby 

wg. skali Ludwiga (p=0,305). Stężenie kwasów żółciowych u osób z rakiem brodawki Vatera 

było istotnie statystycznie wyższe niż u osób zdrowych (ok. 30 razy wyższe) i w grupie 

chorych na PBC (ok. 3 razy wyższe) (dla obu porównań p<0,001). Ponadto wykazano, iż 

stopień zaawansowania choroby miał wpływ na aktywność ALP i GGT (p=0,002 i p=0,013) 

oraz na stężenie albumin (p=0,005). Analiza post-hoc wykazała, że aktywność GGT i ALP w 

3 stopniu zaawansowania choroby była istotnie wyższa niż w stopniu 1 (p=0,008 i p=0,006), 

aktywność ALP w stopniu 4 była istotnie wyższa niż w stopniu 1 (p=0,015), natomiast 

stężenie albuminy w stopniu 3 było niższe niż w stopniu 2 (p=0,039). Współczynnik korelacji 
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rang Spearmana nie wykazał istnienia współzależności stężenia kwasów żółciowych z 

transferyną i poszczególnymi frakcjami transferyny (dla wszystkich porównań p>0,05). 

6.2. Publikacja nr 2 – „The Serum Profile of Transferrin Isoforms in Pancreatitis” 

W pracy wykazano istotne zmniejszenie stężenia pentasjalotransferyny w grupie chorych na 

OZT jak i PZT w stosunku do grupy kontrolnej (p=0,003 i p=0,026). Stężenie 

tetrasjalotransferyny było istotnie wyższe w grupie osób z OZT niż w grupie kontrolnej 

(p=0,011), natomiast stężenie trisjalotransferyny nie zmieniło się istotnie w żadnej z 

badanych grup (OZT i PZT) w porównaniu z grupą kontrolną (odpowiednio p=0,722  

i p=273). W pracy nie wykazano istotnych statystycznie różnic w stężeniach izoform 

transferyny pomiędzy grupami z OZT i PZT. Stężenie transferyny całkowitej było istotnie 

niższe w grupach z ostrym i przewlekłym zapaleniem trzustki w porównaniu z grupą 

kontrolną (odpowiednio p <0,001 i p=0,002). Ponadto, w grupie pacjentów z OZT stężenie 

transferyny było istotnie niższe niż w grupie pacjentów z PZT (p=0,028). 

Nie stwierdzono obecności istotnych statystycznie różnic w zakresie wszystkich 

badanych parametrów (w tym izoform transferyny) pomiędzy śródmiąższową obrzękową oraz 

martwiczą postacią OZT. Biorąc pod uwagę etiologię OZT, zaobserwowano istotnie wyższe 

stężenie kwasów żółciowych (p=0,036) i aktywność GGT (p=0,017) w etiologii alkoholowej 

niż w ostrym zapaleniu trzustki o innych etiologiach.   

Wykazano zmiany wartości testów charakteryzujących pacjentów. W grupie chorych na 

ostre zapalenie trzustki wartości takich parametrów jak: MCV, INR, AST, ALT, ALP, GGT, 

amylaza, lipaza, CRP, CDT były istotnie wyższe, natomiast stężenie cholesterolu było istotnie 

niższe niż w grupie osób zdrowych. W grupie pacjentów z przewlekłym zapaleniem trzustki 

aktywność GGT, ALP i stężenie CRP były istotnie wyższe niż w grupie kontrolnej. 
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7. Dyskusja 

W niniejszej pracy celem było oznaczenie stężeń izoform transferyny w surowicy krwi 

w pierwotnym zapaleniu dróg żółciowych oraz ostrym i przewlekłym zapaleniu trzustki. 

Przesłanką tych badań były liczne dowody naukowe potwierdzające zmiany w procesie 

glikozylacji białek, w tym transferyny, w zapaleniach o różnej etiologii. Analiza profili 

glikozylacji glikoprotein w poszczególnych chorobach daje nadzieję na znalezienie prostego  

i łatwo dostępnego nieinwazyjnego wskaźnika o znaczeniu biomarkera, który oznaczany we 

krwi mógłby być wykorzystany zarówno w diagnostyce podstawowej jak i różnicowej 

schorzeń, a także w ocenie stopnia zaawansowania chorób, ich aktywności czy też  

w monitorowaniu leczenia. Niektóre choroby wątroby czy trzustki przez pewien okres czasu 

mogą rozwijać się bezobjawowo, pomimo trwającego już w ich obrębie stanu zapalnego, 

przez co są wykrywane w zaawansowanym stadium. W PBC u 50-60% osób w chwili 

rozpoznania nie występują żadne objawy kliniczne [12]. W przypadku PZT średni okres czasu 

od wystąpienia objawów do diagnozy w etiologii alkoholowej to 30-55 miesięcy, natomiast w 

innej etiologii - 81 miesięcy, więc rozpoznanie jest często ustalane już po wystąpieniu 

powikłań [29].  

W PBC, podobnie jak w innych chorobach wątroby przebiegających z cholestazą, 

dochodzi do zatrzymania i akumulacji kwasów żółciowych. W związku z tym, że synteza 

oligosacharydów, dołączanych w procesie glikozylacji do łańcuchów polipeptydowych, 

zachodzi w siateczce endoplazmatycznej szorstkiej, uszkodzenia błon komórkowych i błon 

organelli komórkowych spowodowane kwasami żółciowymi, mogą zaburzać syntezę 

oligosacharydów, a następnie glikoprotein w hepatocytach. Choć mechanizm toksycznego 

wpływu kwasów żółciowych na wątrobę nie został jeszcze do końca poznany, wiadomo, iż 

kwasy żółciowe mogą uszkadzać hepatocyty na różne sposoby. Jednym z nich jest indukcja 

wytwarzania reaktywnych form tlenu. Prowadzi to do oksydacyjnego uszkodzenia komórek, 

dysfunkcji mitochondium i siateczki endoplazmatycznej [45,46]. Inną drogą jest indukcja 

apoptozy poprzez aktywację receptora Fas [47]. Ponadto, kwasy żółciowe mogą zaburzać 

integralność błony komórkowej, poprzez tworzenie agregatów złożonych z kwasów 

żółciowych i lipidów w zewnętrznej warstwie błony, czego efektem jest powstawanie 

przejściowych otworów w błonie [48]. Na skutek tych działań rozwija się stan zapalny i 

zmieniają się stężenia białek ostrej fazy. Ujemnym białkiem ostrej fazy, którego stężenie we 

krwi w zapaleniach zmniejsza się, jest transferyna [39]. W tym badaniu zaobserwowałam 

wzrost całkowitego stężenia transferyny w surowicy pacjentów z PBC. Może to wynikać z 
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bardziej efektywnego uszkadzania błony komórkowej niż błon organelli, w których dochodzi 

do syntezy glikoprotein. Poza tym, wypływ transferyny przez przejściowe otwory w błonie 

utworzone przez agregaty kwasów żółciowych i lipidów może być skuteczniejszy niż 

zaburzona synteza transferyny w organellach.  

Analiza profilu izoform transferyny w PBC wykazała, że zmiany wystąpiły jedynie  

w izoformach o niższej zawartości kwasu sjalowego (di- i trisjalotransferyna), przy braku 

zmian w izoformach z większą ilością kwasu sjalowego (tetra- i pentasjalotransferyna). 

Największy spadek stężenia w porównaniu z grupą osób zdrowych zaobserwowałam  

w przypadku disjalotransferyny (prawie 3-krotna różnica), znacznie mniejszy w przypadku 

trisjalotransferyny (o ok. 25%). Nie uzyskałam zmiany stężenia izoform transferyny  

w zależności od zaawansowania histologicznego według skali Ludwiga. Jedynymi 

parametrami zależnymi od stopnia zaawansowania choroby były ALP, GGT oraz albumina. 

Może to być spowodowane faktem, że ALP i GGT to enzymy błonowe, (znajdują się w 

grupie enzymów ekskrecyjnych), których stężenie/aktywność we krwi jest zależna od 

drożności dróg żółciowych. W przypadku albuminy należy uwzględnić fakt, iż w jej syntezę 

zaangażowane są różne organelle w hepatocytach (rybosomy, siateczka endoplazmatyczna  

i aparat Golgiego). Di- i trisjalotransferyna stanowią mały odsetek całkowitego stężenia 

transferyny, w związku z czym zmiany odsetkowe ich stężenia nie wpłynęły na zmianę 

stężenia całkowitego transferyny w surowicy osób z PBC. Zmniejszeniu stężeń di- i 

trisjalotransferyny nie towarzyszyły zmiany stężeń izoform z większą ilością reszt kwasu 

sjalowego (tetra-i pentasjalotransferyny). W badaniach wykonanych w Zakładzie Diagnostyki 

Biochemicznej Uniwersytetu Medycznego w Białymstoku w przebiegu innych chorób 

przesunięciu w jednej izoformie towarzyszyło przesunięcie w innej np. przy zwiększonym 

stężeniu tetrasjalotransferyny występowało obniżone stężenie pentasjalotransferyny  

u pacjentów z przewlekłym zapaleniem wątroby [2] i rakiem trzustki [3], z kolei w 

młodzieńczym idiopatycznym zapaleniu stawów odwrotnie – obniżonemu poziomowi 

tetrasjalotransferyny towarzyszył podwyższony poziom pentasjalotransferyny [6]. W 

reumatoidalnym zapaleniu stawów, toczniu rumieniowatym układowym, twardzinie 

układowej obniżeniu stężenia tri- i pentasjalotransferyny towarzyszył wzrost 

tetrasjalotransferyny [4,5]. We wszystkich etapach syntezy i glikozylacji białek biorą udział 

enzymy. Specyficzne w danej chorobie zmiany aktywności enzymów odpowiadają za 

charakterystyczny profil izoform transferyny w tym schorzeniu. W związku z tym powstają 

unikalne dla konkretnej choroby profile izoform transferyny. W celu zweryfikowania 
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hipotezy, czy w przebiegu PBC zmiany w izoformach transferyny nie są związane z 

cholestazą, przeprowadzono badania porównawcze z cholestazą zewnątrzwątrobową. 

Zaobserwowałam statystycznie istotne różnice w profilach izoform transferyny pomiędzy 

pacjentami z PBC a grupą z cholestazą zewnątrzwątrobową, szczególnie dotyczące izoform o 

większej zawartości kwasu sjalowego. Stężenie tetrasjalotransferyny w cholestazie 

zewnątrzwątrobowej były istotnie wyższe niż w grupie z PBC i u osób zdrowych, zaś stężenie 

pentasialotransferyny było istotnie niższe niż u pacjentów z PBC i w grupie kontrolnej. 

Świadczy to o tym, że profil izoform transferyny w PBC jest różny od profilu w cholestazie 

zewnątrzwątrobowej.  

OZT i PZT są to choroby zapalne trzustki. W zapaleniach na skutek zadziałania bodźca 

zapalnego uruchamiana jest w organizmie nieswoista odpowiedź immunologiczna – reakcja 

ostrej fazy. Komórki zapalne, takie jak granulocyty i makrofagi, uwalniają cytokiny 

prozapalne (IL-1, IL-6, TNF-α), które odpowiadają za uruchomienie syntezy białek ostrej 

fazy. Można je podzielić na dodatnie i ujemne białka ostrej fazy. W stanach zapalnych 

stężenie dodatnich białek ostrej fazy rośnie, natomiast stężenie ujemnych (w tym transferyny) 

zmniejsza się [39]. W zapaleniach trzustki zaobserwowałam obniżone stężenie całkowitej 

transferyny, przy czym w OZT było niższe niż w PZT. Wśród izoform transferyny zmiany 

dotyczyły głównie izoform z większą ilością kwasu sjalowego. Zarówno w OZT jak i w PZT 

stężenie pentasjalotransferyny było obniżone w porównaniu z grupą kontrolną zaś stężenie 

tetrasjalotransferyny było podwyższone tylko w OZT. Stężenie trisjalotransferyny nie 

zmieniło się w stosunku do grupy kontrolnej. Analizując zmiany profilu izoform transferyny 

w zapaleniach trzustki powstało pytanie czy są one narządowo swoiste, czy też zależne od 

patogenezy schorzenia. Dlatego korzystając w opublikowanych już wyników (z Zakładu 

Diagnostyki Biochemicznej) porównałam profile izoform transferyny w zapaleniach trzustki z 

profilami tych izoform w innych chorobach: w nowotworach trzustki, przewlekłych 

zapaleniach wątroby oraz w chorobach reumatycznych. Opisane powyżej profile izoform 

transferyny we krwi w reumatoidalnym zapaleniu stawów [4], toczniu rumieniowatym 

układowym, twardzinie układowej [5], młodzieńczym idiopatycznym zapaleniu stawów [6] i 

w rakach trzustki [3] różniły się od profilu izoform transferyny w zapaleniach trzustki, który 

wykazuje podobieństwo do profilu izoform transferyny w zapaleniu wątroby [2]. To 

porównanie dostarczyło wstępnego dowodu naukowego, że zmiany profilu izoform 

transferyny nie są specyficzne dla narządów, ale raczej są charakterystyczne dla patogenezy 

choroby, w tym przypadku zapalenia.  
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W tym badaniu, pomimo oczekiwań, nie wykazano istotnych statystycznie różnic 

stężeń izoform transferyny pomiędzy obrzękową i martwiczą postacią OZT. Przyczyną może 

być fakt, że transferyna jest syntetyzowana głównie w wątrobie, a wpływ zapaleń trzustki na 

wątrobę jest niezależny od obrazu histologicznego chorób trzustki [41]. Przesłanką, w oparciu 

o którą spodziewałam się uzyskać różnice, jest odmienny obraz histopatologiczny obrzękowej 

i martwiczej postaci OZT. W obrzękowej postaci OZT tworzy się obrzęk zapalny i dochodzi 

do zaburzeń organelli w komórkach groniastych, zaś w martwiczym OZT obecna jest 

martwica okołoprzewodowa lub okołozrazikowa [49], której powinno towarzyszyć 

uwolnienie zawartości organelli komórkowych m.in. białek, glikoprotein i enzymów. Nie 

wykazano również różnic w stężeniu izoform transferyny w zależności od etiologii OZT. 

Zaobserwowano jedynie istotnie wyższe stężenie kwasów żółciowych i aktywność GGT  

w etiologii alkoholowej OZT niż w chorobie o innych etiologiach (grupa mieszana: etiologia 

kamicza, leki, triglicerydemia). Przesłanką potwierdzającą moje wyniki jest fakt, iż w 

alkoholowych chorobach wątroby występuje podwyższony poziom kwasów żółciowych 

[50,51], natomiast GGT jest udowodnionym, laboratoryjnym wskaźnikiem nadużywania 

alkoholu [52,53].  

W wielu sytuacjach klinicznych oznaczenie stężenia całkowitego badanego parametru 

nie jest wystarczające, więcej informacji może dostarczyć oznaczenie poszczególnych jego 

składowych np. izoenzymów czy izoform białek. Dzięki temu można zaobserwować 

przesunięcia w poszczególnych składnikach badanego związku, niezależnie od kierunku 

przesunięcia całego układu (enzymu, białka). Za charakterystyczne profile izoform 

transferyny w poszczególnych chorobach odpowiada zmieniająca się aktywność enzymów,  

z jednej strony glikozylotransferaz (sjalilotransferaz) przyłączających reszty kwasu 

sjalowego, a z drugiej, glikozydaz (w tym sjalilaz) odcinających reszty cukrowe, a także 

enzymów odpowiedzialnych za rozgałęzianie glikanów, czy przyłączanie fukozy. Enzymy 

biorą udział we wszystkich etapach syntezy i glikozylacji białek, co przekłada się na 

różnorodność profili glikoprotein w zdrowiu i w różnych patologiach [36,54]. 

Podsumowując, oznaczenie stężeń izoform transferyny we krwi w chorobach wątroby 

i trzustki może dostarczyć więcej konkretnych informacji o danej chorobie. Profil izoform 

transferyny w pierwotnym zapaleniu dróg żółciowych jest charakterystyczny dla tej choroby, 

lecz nie zmienia się wraz z zaawansowaniem schorzenia. Z kolei zmiany profilu izoform 

transferyny w zapaleniach trzustki nie są specyficzne dla tego narządu, lecz dla patogenezy 

choroby i nie są zależne od jej postaci morfologicznej czy etiologii. Oznaczając stężenia 
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izoform transferyny w większej liczbie chorób i porównując je ze sobą, można uzyskać 

interesujące wyniki, które mogą mieć znaczenie w diagnostyce podstawowej, różnicowej czy 

monitorowaniu postępu i aktywności choroby.  
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8. Wnioski 

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

żółciowych jest specyficzny i różni się od cholestazy zewnątrzwątrobowej. 

2. Stężenia izoform transferyny w PBC są niezależne od stopnia histologicznego 

zaawansowania choroby w skali Ludwiga. 

3. Stężenie całkowite transferyny, jako ujemnego białka ostrej fazy, zmniejsza się w  

zapaleniach trzustki , przy czym w OZT było niższe niż w PZT.  

4. Stężenie izoform transferyny nie nadaje się do różnicowania OZT i PZT, jak postaci 

morfologicznej oraz nie wykazuje związku z etiologią OZT. 

5. Zmiany profilu izoform transferyny w zapaleniach trzustki nie są specyficzne dla narządu, 

lecz wykazują związek z zapalną etiologią choroby. 
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10. Streszczenie w języku polskim 

Glikozylacja jest jedną z najczęściej występujących ko- i potranslacyjnych 

modyfikacji białek. Większość białek krwi jest glikozylowana. Produktem glikozylacji białek 

są glikoproteiny. Różnią się one strukturą białkową i węglowodanową, co jest podstawą 

występowania specyficznych izoform. Istnieją liczne dowody naukowe potwierdzające 

zmiany w glikozylacji białek w stanach zapalnych o różnej etiologii, czego skutkiem są 

ilościowe zmiany izoform glikoprotein. Jedną z wysoce zmiennych glikoprotein jest ujemne 

białko ostrej fazy, jakim jest transferyna. Charakteryzuje się ona mikroheterogennością, która 

wynika z różnic w glikozylacji łańcuchów oligosacharydowych. W zależności od liczby 

przyłączonych reszt kwasu sjalowego występuje 9 izoform transferyny, których profil zmienia 

się w chorobach o podłożu zapalnym a także innym niż zapalny.   

Celem badań było oznaczenie stężeń izoform transferyny w surowicy krwi  

w pierwotnym zapaleniu dróg żółciowych (PBC) oraz ostrym (OZT) i przewlekłym (PZT) 

zapaleniu trzustki. W pierwszym badaniu porównano stężenia całkowite transferyny i jej 

izoform pomiędzy grupą osób z PBC, z cholestazą zewnątrzwątrobową (w celu 

wyeliminowania wpływu cholestazy na zmianę profilu izoform transferyny) oraz grupą osób 

zdrowych. Oceniono również stężenia izoform transferyny w zależności od stopnia 

histologicznego zaawansowania choroby wątroby w skali Ludwiga. W drugim badaniu 

porównano stężenie całkowite transferyny i jej izoform w surowicy pomiędzy grupami 

pacjentów z zapaleniami trzustki i grupą kontrolną. Dodatkowo, w OZT oceniono stężenia 

izoform transferyny w zależności od postaci morfologicznej i etiologii. Na podstawie 

literatury profile izoform transferyny w zapaleniach trzustki porównano z profilami w innych 

schorzeniach: nowotworach trzustki, chorobach reumatycznych oraz przewlekłych 

zapaleniach wątroby. 

Materiałem do badań była surowica krwi żylnej. Stężenia izoform transferyny 

oznaczono metodą elektroforezy kapilarnej w systemie MINICAP firmy Sebia. Do 

pierwszego badania zakwalifikowano 76 pacjentów z PBC. Pierwotne zapalenie dróg 

żółciowych zostało zdiagnozowane zgodnie z wytycznymi European Association for the 

Study of the Liver (EASL). Ponadto, przebadano 44 osoby z cholestazą zewnątrzwątrobową 

(rak brodawki Vatera) i 40 zdrowych osób. W drugim badaniu wzięło udział 84 pacjentów z 

ostrym zapaleniem trzustki oraz 42 z przewlekłym zapaleniem trzustki. Grupa kontrolna 

składała się z 30 zdrowych osób. 
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W surowicy krwi pacjentów z PBC zaobserwowano wzrost całkowitego stężenia 

transferyny. Wśród izoform transferyny u chorych z PBC stężenia di- i trisjalotransferyny 

były niższe niż u osób zdrowych, przy jednoczesnym braku zmian w stężeniach tetra-  

i pentasjalotransferyny. W cholestazie zewnątrzwątrobowej profil izoform transferyny był 

inny: stężenia disjalotransferyny oraz tetrasjalotransferyny były wyższe niż w PBC, natomiast 

stężenie pentasjalotransferyny było istotnie niższe. Nie wykazano istotnych zmian  

w stężeniach izoform transferyny w zależności od histologicznego stopnia zaawansowania 

PBC w skali Ludwiga. 

 W OZT i PZT stężenie całkowite transferyny w surowicy było istotnie niższe niż w 

grupie osób zdrowych. Ponadto, w OZT było niższe niż w PZT. Analiza profili izoform 

transferyny wykazała niższe stężenie pentasjalotransferyny u osób z OZT i PZT niż w grupie 

kontrolnej. Dodatkowo, u osób z OZT stężenie tetrasjalotransferyny było istotnie wyższe niż 

u osób zdrowych. Pomiędzy grupami z OZT i PZT nie wykazano istotnych różnic stężeń 

izoform transferyny. 

 Podsumowując, oznaczenie stężeń izoform transferyny w chorobach wątroby i trzustki 

może dostarczyć dodatkowych informacji o badanych chorobach. Profil izoform transferyny 

w PBC jest charakterystyczny dla tego schorzenia, lecz nie zmienia się wraz ze stopniem 

zaawansowania choroby. Zmiany profilu izoform transferyny w ostrym i przewlekłym 

zapaleniu trzustki nie są swoiste dla tego narządu, lecz są związane z patogenezą choroby. 

Poza tym, są niezależne od postaci morfologicznej i etiologii OZT. Analiza porównawcza 

profili izoform transferyny w różnych chorobach może mieć znaczenie w diagnostyce 

podstawowej i różnicowej tych schorzeń.    
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11. Streszczenie w języku 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, rheumatic 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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14. Zgoda Komisji Bioetycznej 
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15. Oświadczenie autora rozprawy doktorskiej 
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16. Oświadczenia współautorów publikacji 
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17. Informacja o charakterze udziału współautorów w publikacjach wraz z 

szacunkowym określeniem procentowego wkładu 
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