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2. Wykaz skrótów 

3′ UTR – 3′ untranslated region, region 3′, niepodlegający translacji 

ADORA1 – adenosine A1 receptor, receptor adenozynowy A1 

Ago – białko argonaute 

APLNR – apelin receptor, receptor apeliny 

AUC – area under the curve, pole pod krzywą  

BMI – body mass index, wskaźnik masy ciała 

C3aR1 – complement C3a receptor 1, receptor 1 składnika dopełniacza 3a 

CCR5 – C-C motif chemokine receptor 5, receptor C-C chemokin typu 5 

CXCL12 – C-X-C motif chemokine ligand 12, chemokinowy (z motywem C-X-C) 

ligand typu 12 

CXCL6 – C-X-C motif chemokine ligand 6, chemokinowy (z motywem C-X-C) ligand 

typu 6 

ELISA – enzyme-linked immunosorbent assay, metoda immunoenzymatyczna 

FC – fold change, krotność zmiany 

FDR – false discovery rate, spodziewany odsetek wyników fałszywie dodatnich 

GO – gene ontology, ontologia genów 

HbA1c – glycated hemoglobin, hemoglobina glikowana 

HDL – high-density lipoprotein, lipoproteiny o wysokiej gęstości 

IHD – ischemic heart disease, choroba niedokrwienna mięśnia sercowego 

IPA – Ingenuity Pathway Analysis, program Ingenuity Pathway Analysis 

KEGG – Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, encyklopedia genów i genomów 

LDL – low-density lipoprotein, lipoproteiny o niskiej gęstości 

MIF – macrophage migration inhibitory factor, czynnik hamujący migrację 

makrofagów 

miRNA – microRNA, mikroRNA 

mRNA – messenger RNA, matrycowe RNA 

pri-miRNA – primary transcripts miRNA, pierwotny transkrypt miRNA  

pre-miRNA – precursor miRNA, prekursorowe miRNA 

RISC – RNA induced silencing complex, kompleks wyciszający 

RNA – ribonucleic acid, kwas rybonukleinowy 

ROC – receiver operating characteristic curve, krzywa charakterystyki 

T2DM – type 2 diabetes mellitus, cukrzyca typu 2 

TG – triglyceride, trójglicerydy 

RT-qPCR – real-time polymerase chain reaction, reakcja łańcuchowa polimerazy w 

czasie rzeczywistym 
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3. Wstęp 

 

Cukrzyca typu 2 (T2DM) należy do chorób cywilizacyjnych i jest najczęściej 

występującym zaburzeniem metabolicznym [1, 2]. Charakteryzuje się współistniejącymi 

defektami w wydzielaniu insuliny oraz insulinoopornością, czyli obniżeniem lub brakiem 

wrażliwości tkanek obwodowych na działanie insuliny [3–5]. Według najnowszych 

ustaleń Międzynarodowej Federacji Diabetologicznej w 2021 roku 537 mln osób 

cierpiało na cukrzycę i przewiduje się, że ta liczba wzrośnie nawet do 783 milionów w 

2045 roku [6]. Początki choroby często są bezobjawowe, a długotrwała ekspozycja na 

wysokie stężenie glukozy we krwi dramatycznie zwiększa ryzyko wystąpienia 

dodatkowych powikłań. Najczęstszym przewlekłym powikłaniem cukrzycy jest choroba 

niedokrwienna serca, inaczej zwana chorobą wieńcową (IHD – ischemic heart disease). 

Schorzenie to stanowi obecnie główną przyczynę śmiertelności na świecie i według 

szacunków większość zgonów wśród pacjentów z cukrzycą następuje na skutek 

rozwinięcia się tej choroby [7, 8]. Choroba niedokrwienna serca wynika z zaburzenia 

równowagi między podażą krwi a zapotrzebowaniem na tlen w komórkach mięśnia 

sercowego, spowodowanego różnym stopniem niedrożności tętnic wieńcowych. 

Hiperglikemia, która towarzyszy pacjentom z cukrzycą, ma bardzo negatywny wpływ na 

stan naczyń krwionośnych i prowadzi do uszkodzeń w ich przekroju, co sprzyja 

tworzeniu się blaszek miażdżycowych. Cukrzyca, nasilając procesy zapalne, przyspiesza 

tworzenie się blaszki miażdżycowej, która zwęża średnicę naczyń wieńcowych. Blaszka 

miażdżycowa składa się głównie z osadów wapnia, makrofagów, złogów tłuszczowych i 

włóknika. Zwężając światło naczyń utrudnia ona przepływ krwi wraz z substancjami 

odżywczymi do serca i prowadzi do rozwoju IHD [9, 10]. 

Powikłania cukrzycy, takie jak IHD, rozwijają się znacznie wcześniej, zanim zostaną 

zdiagnozowane [11, 12]. Pomimo szybkiego postępu w badaniach układu sercowo-

naczyniowego nie ma niezawodnego narzędzia do wczesnej diagnozy i identyfikacji osób 

zagrożonych jej rozwojem. Metody takie jak echokardiografia czy koronarografia mogą 

jedynie zdiagnozować chorobę na późniejszym etapie [13]. Istnieje pilna potrzeba 

wytypowania biomarkerów, które pomogłyby przewidzieć indywidualne ryzyko rozwoju 

niedokrwienia serca. Czułe i specyficzne biomarkery mogłyby pomóc w opracowaniu 

lepszych podejść terapeutycznych, zapewnić skuteczniejsze monitorowanie postępu 

choroby i umożliwić wczesne rozpoznanie dysfunkcji serca. 
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Badania naukowe wskazują, że mediatory zapalne, takie jak CXCL12 i MIF, 

odgrywają istotną rolę w patologii IHD [14, 15]. MIF ulega silnej ekspresji w 

makrofagach i komórkach śródbłonka na różnych etapach rozwoju blaszki miażdżycowej 

[16]. Podwyższony poziom MIF w osoczu może służyć jako wczesny biomarker ostrego 

niedokrwienia mięśnia sercowego i może być czynnikiem ryzyka przyszłych zdarzeń 

wieńcowych u pacjentów z IHD i T2DM. Wykazano, że stężenie CXCL12 w osoczu jest 

dobrym predyktorem pojawienia się choroby wieńcowej [17]. Stężenie MIF i CXCL12 

w surowicy jest jednak charakterystyczne nie tylko dla choroby niedokrwiennej serca, ale 

także dla innych stanów zapalnych [15, 16]. Do diagnostyki choroby wieńcowej należy 

wytypować bardziej specyficzne biomarkery, które byłyby w stanie wykryć chorobę na 

wczesnym, bezobjawowym etapie. 

Krążące mikroRNA (miRNA) pochodzące z surowicy mogą służyć jako nowe, 

potencjalne biomarkery do wczesnej diagnozy IHD oraz mogą pomóc w identyfikacji 

osób z predyspozycjami do jej rozwoju. MiRNA to krótkie (17-25 nukleotydów), 

jednoniciowe, niekodujące, endogenne RNA, które odgrywają zasadniczą rolę w 

regulacji ekspresji genów. Uczestniczą w kluczowych procesach biologicznych, takich 

jak proliferacja, różnicowanie, angiogeneza, onkogeneza i apoptoza komórek [18–20]. 

Proces powstawania miRNA jest złożony z wielu etapów rozpoczynających się w jądrze 

komórkowym, a kończących się w cytoplazmie. Geny kodujące miRNA są 

transkrybowane przez polimerazę II do pri-miRNA. Pri-miRNA jest przetwarzany na pre-

miRNA przy udziale rybonukleazy Drosha. Następnie pre-miRNA jest transportowany 

przez eksportynę-5 z jądra do cytoplazmy komórki. Endonukleaza Dicer rozszczepia pre-

miRNA na krótkie dupleksy miRNA, które są później rozwijane przez nieznaną helikazę. 

Dojrzała nić miRNA wiąże się z białkiem Ago, tworząc kompleks. MiRNA może 

regulować ekspresję genów targetowych (transkryptów docelowych) poprzez 

przyłączenie się do regionów 3′UTR mRNA. Efekt regulacyjny jest określany przez 

stopień komplementarności pomiędzy sekwencją miRNA a regionem 3′UTR docelowego 

mRNA. Gdy nie ma pełnej komplementarności, najczęściej dochodzi do represji 

translacji. Kiedy komplementarność nukleotydowa jest wysoka, dochodzi do degradacji 

transkryptu, natomiast częściowa komplementarność powoduje zahamowanie translacji 

[21, 22]. Analizy bioinformatyczne przewidują, że niemal dwie trzecie genów człowieka 

może być regulowana przez działanie miRNA [23]. Co więcej, jedna cząsteczka miRNA 
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może regulować setki genów, a jeden gen może być regulowany przez dziesiątki miRNA 

[24]. 

Zmiany w ekspresji miRNA są związane z rozwojem różnych chorób, takich jak 

nowotwory, choroby sercowo-naczyniowe czy zaburzenia metaboliczne. Uważa się, że 

profilowanie ekspresji miRNA może posłużyć jako narzędzie diagnostyczne do 

wczesnego wykrycia chorób, oceny stopnia ich zaawansowania oraz do zastosowania 

spersonalizowanych podejść terapeutycznych [25–27]. Cząsteczki miRNA mają bowiem 

wiele cech, jakie powinien posiadać idealny biomarker. Wyróżniają się przede wszystkim 

wysoką stabilnością swojej struktury od momentu pobrania materiału. Są odporne na 

działanie enzymów (np. RNAzy), cykle rozmrażania i zamrażania oraz zmiany pH, co 

jest szczególnie ważne z punktu widzenia diagnostyki. Dodatkowym atutem, jaki 

posiadają te krótkie niekodujące fragmenty RNA, jest ich obecność w różnych płynach 

biologicznych, takich jak krew, osocze, surowica, ślina, płyn mózgowo-rdzeniowy, mocz, 

mleko a nawet łzy, co zapewnia łatwy i bardzo mało inwazyjny sposób ich pobierania. 

Ponadto, można relatywnie łatwo analizować poziom ich ekspresji za pomocą niedrogich, 

specyficznych i czułych testów. Wszystkie te cechy w połączeniu ze specyficznością 

tkankową i mechanizmami leżącymi u podłoża wielu chorób oraz korelacja profilu 

miRNA z odpowiednimi genami powodują, że miRNA stanowią obiecujący przedmiot 

badań. 

W badaniach nad krążącymi miRNA wykazano już ich ogromny potencjał w 

diagnostyce innych niż IHD powikłań T2DM, które zagrażają zdrowiu i życiu pacjentów. 

Do przewlekłych zaburzeń o charakterze makroangiopatii, które obejmują uszkodzenia 

dużych i średnich naczyń krwionośnych, można zaliczyć również chorobę tętnic 

obwodowych oraz choroby naczyniowo-mózgowe, w tym udar mózgu. Mikroangiopatie 

wynikają z uszkodzenia naczyń włosowatych oraz drobnych tętnic i żył. W przypadku 

powikłań cukrzycy typu 2 najczęściej zalicza się tu retinopatię cukrzycową, nefropatię 

cukrzycową i neuropatię cukrzycową [28–30]. Najnowsze badania dowodzą, że miRNA 

ma duży potencjał, aby być biomarkerem również do diagnozowania tych powikłań. 

Dokładny i uporządkowany przegląd najnowszego piśmiennictwa z zakresu 

zastosowania miRNA w diagnostyce przewlekłych naczyniowych powikłań cukrzycy 

znajduje się w pracy przeglądowej: 
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Bielska, A.; Niemira, M.; Kretowski, A. Recent Highlights of Research on MiRNAs as 

Early Potential Biomarkers for Cardiovascular Complications of Type 2 Diabetes 

Mellitus. Int. J. Mol. Sci. 2021, 22 (6), 3153. https://doi.org/10.3390/ijms22063153. 

4. Cele pracy 

 

Pomimo licznych doniesień na temat badań miRNA w chorobach układu krążenia i 

w cukrzycy nie wytypowano do tej pory czułych i specyficznych biomarkerów, które 

właściwie klasyfikowałyby pacjentów z T2DM i IHD oraz pacjentów z T2DM, ale bez 

IHD. Głównym celem przeprowadzonych badań była identyfikacja charakterystycznego 

profilu ekspresji miRNA w surowicy u pacjentów z T2DM i IHD oraz określenie 

przydatności diagnostycznej poprzez opracowanie modelu regresji logistycznej z 

użyciem zidentyfikowanych miRNA o zróżnicowanej ekspresji. Dodatkowym celem 

było określenie biologicznej funkcji tych miRNA poprzez identyfikację genów 

docelowych potencjalnie regulowanych przez wskazane cząsteczki miRNA oraz 

określenie ich biologicznej roli.  

5. Materiał i metody 

 

5.1 Podstawowa charakterystyka pacjentów 

 

Ponad 600 pacjentom z Kliniki Kardiologii Inwazyjnej Uniwersytetu 

Medycznego w Białymstoku w latach 2002-2004 zlecono zabieg koronarografii celem 

diagnostyki IHD. Podstawą zlecenia badania były wskazania oparte na całokształcie 

obrazu klinicznego (m.in. dolegliwości dławicowe, wynik echokardiograficznej próby 

dobutaminowej, dysfunkcja skurczowa lewej komory serca z frakcją wyrzutową <35%). 

Badanie zostało wykonane na angiografie DFP60A firmy Toshiba. Zabieg był wykonany 

z dostępu przez tętnicę udową, a u pacjentów z przeciwskazaniami przez tętnicę 

ramienną. Większość pacjentów podczas koronarografii miała podawany kontrast 

jonowy, w niektórych przypadkach, np. u osób z cukrzycą, zastosowano kontrast 

niejonowy. Za zmianę miażdżycową istotną angiograficznie uznawano zwężenie światła 

tętnicy wieńcowej równe lub wyższe 70%, a w przypadku pnia lewej tętnicy wieńcowej 

zwężenie równe lub wyższe 50%. Dodatkowo pacjentom wykonano doustny test 

obciążenia glukozą w celu diagnostyki T2DM. Cukrzycę potwierdzono zgodnie z 

wytycznymi Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego [31]. Wyodrębniono dwie 
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podgrupy pacjentów z cukrzycą typu 2: z chorobą niedokrwienną serca (T2DM IHD; n = 

24) i bez tego powikłania (T2DM; n = 20). Wyodrębniono również grupę osób z chorobą 

niedokrwienną serca bez cukrzycy (IHD; n = 9) oraz grupę kontrolną bez cukrzycy, bez 

stanu przedcukrzycowego i bez choroby niedokrwiennej serca (n = 16). Kryteria 

wyłączenia z badania obejmowały: cukrzycę typu 1, utajoną autoimmunologiczną 

cukrzycę dorosłych, inne powikłania cukrzycy (retinopatia, neuropatia, nefropatia, 

choroba tętnic obwodowych, udar mózgu, choroba naczyniowo-mózgowa), przebyty 

zawał serca, przezskórną angioplastykę wieńcową, inne stany zapalne (reumatoidalne 

zapalenie stawów, twardzina układowa), nowotwory, zakażenie ludzkim wirusem 

niedoboru odporności lub wirusem zapalenia wątroby typu C, niedawno przebyte zabiegi 

operacyjne, spożywanie alkoholu oraz palenie tytoniu. Do dalszej analizy 

zakwalifikowano 69 badanych. Próbki krwi od pacjentów po całkowitym wykrzepieniu 

odwirowano przez 10 minut przy prędkości 3000 obrotów/minutę. Zebrano surowicę i 

przechowywano ją w temperaturze -80°C. Badanie uzyskało zgodę Komisji Bioetycznej 

Uniwersytetu Medycznego w Białymstoku (numery zgód: R-I-002/583/2019, 

APK.002.35.2021) i zostało przeprowadzone zgodnie z zasadami Deklaracji Helsińskiej. 

 

5.2 Izolacja miRNA 

 

Zestaw miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen, Niemcy) został użyty 

do ekstrakcji RNA przy użyciu 200 μL surowicy od jednego pacjenta, zgodnie z 

instrukcją producenta. Stężenie miRNA mierzono za pomocą zestawu Qubit microRNA 

Assay Kit (Invitrogen, California, CA, Stany Zjednoczone) przy użyciu fluorometru 

Qubit 3.0. 

 

5.3 Detekcja profilu miRNA 

 

Do profilowania ekspresji miRNA przy użyciu platformy nCounter przygotowano 

łącznie 69 próbek zgodnie z zaleceniami producenta (NanoString Technologies, Stany 

Zjednoczone). Jako materiał wejściowy wykorzystano 3 ng wyizolowanego miRNA. 

Unikalne sondy poddano ligacji na 3′ końcu każdego dojrzałego miRNA, zapewniając 

identyfikator dla każdej cząsteczki miRNA w próbce. Sondy oznaczone są 4 kolorami w 

6 różnych kombinacjach. Po znakowaniu odbyła się całonocna hybrydyzacja w 

temperaturze 65°C do sond reporterowych i wychwytujących, które pozwalały na 



14 
 

utworzenie kompleksu sond z targetem. Po hybrydyzacji próbki były umieszczone w 

nCounter Prep Station w celu automatycznego oczyszczenia i unieruchomienia 

kompleksów sonda-target na specjalnej kasecie w celu zebrania danych. Każda próbka 

była skanowana na analizatorze cyfrowym nCounter (NanoString Technologies, Stany 

Zjednoczone) w celu zliczenia poszczególnych fluorescencyjnych barkodów i określenia 

ilości oznaczanych cząsteczek miRNA obecnych w każdej próbce. Surowe dane były 

analizowane za pomocą oprogramowania nSolver 4.0 (NanoString Technologies, Stany 

Zjednoczone). 

 

5.4 Pomiar stężenia MIF i CXCL12 w surowicy 

 

Stężenie białek MIF i CXCL12 w surowicy pacjentów oznaczono w podwójnych 

powtórzeniach metodą immunoenzymatyczną (ELISA) (Quantikine Human M-CSF 

Immunoassay; R&D systems, Abingdon, Wielka Brytania), zgodnie z zaleceniami 

producenta.  

 

5.5 Walidacja wyników 

 

Izolaty miRNA z surowicy od 22 pacjentów z grupy T2DM i od 26 z grupy T2DM 

IHD zostały poddane reakcji odwrotnej transkrypcji przy użyciu zestawu miRCURY 

LNA RT Kit (Qiagen, Niemcy), zgodnie z instrukcją producenta, na termocyklerze 

Proflex (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Stany Zjednoczone). Następnie 

przeprowadzono reakcję RT-qPCR z użyciem specyficznych starterów i zestawu 

miRCURY LNA SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Niemcy). Eksperyment był 

przeprowadzony na płytkach qPCR w dwóch powtórzeniach na aparacie LightCycler 480 

Real-Time PCR System (Roche, Szwajcaria). Przy użyciu narzędzia NormFinder [32] 

wybrano 2 miRNA: miR-103a-3p i miR-199b-5p jako endogenne, referencyjne miRNA. 

Obliczono wydajność reakcji dla każdej pary starterów poprzez przygotowanie serii 

rozcieńczeń matrycy. Względne poziomy ekspresji badanych miRNA obliczono za 

pomocą metody delta-delta Ct (2-ΔΔCt). Ct oznacza cykl progowy, w którym 

fluorescencja przekracza poziom tła [33]. 
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5.6. Analiza statystyczna 

Na podstawie podobnych wcześniejszych eksperymentów i danych pilotażowych 

z NanoString nCounter miRNA Expression Assay obliczono minimalną liczbę próbek w 

grupie w celu wykrycia 1,5-krotnej różnicy w relatywnym poziomie ekspresji miRNA 

pomiędzy badanymi grupami [34]. Zastosowano pakiet R RNASeqPower [35] 

wykorzystując dane statystyczne obejmujące uzyskane zliczenia i współczynniki 

zmienności dla poszczególnych grup. Oszacowano, że do uzyskania 80% mocy testu 

potrzebnych jest 12 próbek na grupę, natomiast do uzyskania 90% mocy testu 16 próbek. 

Prezentowane grupy składały się z 20 próbek w grupie T2DM i 24 w grupie T2DM IHD, 

co pozwoliło na uzyskanie ponad 90% mocy testu przy p=0,05. Analizę statystyczną 

przeprowadzono przy użyciu programu STATISTICA w wersji 13.1 (StatSoft, Tulsa, 

Oklahoma). Test Shapiro-Wilka wykazał, że badane parametry nie miały rozkładu 

normalnego. W celu zbadania statystycznej różnicy w parametrach klinicznych pomiędzy 

grupami wykonano test ANOVA Kruskala-Wallisa. Ekspresję miRNA analizowano przy 

użyciu oprogramowania nSolver 4.0 (NanoString Technologies, Stany Zjednoczone), 

normalizując dane względem kontroli pozytywnych procesu ligacji. Progowa wartość 

zliczeń została ustawiona na 20. Wartości p zostały skorygowane przy użyciu korekty 

FDR dla wielokrotnych porównań. Poziom istotności statystycznej ustalono na FDR < 

0,05. W celu wskazania potencjalnych transkryptów docelowych oraz ścieżek 

sygnałowych, w których są one zaangażowane, wykorzystano program IPA (Qiagen, 

Niemcy). Do wygenerowania sieci interakcji białko-białko użyto internetowej bazy 

STRING (http://string-db.org), programu Cytoscape w wersji 3.7.2 

(http://cytoscape.org/), wraz z dodatkiem cytoHubba. Przeprowadzono również analizę 

funkcjonalną przy użyciu internetowych baz danych KEGG (Kyoto Encyclopedia of 

Genes and Genomes); g:Profiler (https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gos) oraz Metascape 

(https://metascape.org). Współczynnik korelacji rang Spearmana (r) został wyznaczony 

w celu oszacowania współzależności pomiędzy zidentyfikowanymi miRNA a 

parametrami klinicznymi. Przyjęto, że r > 0,8 wskazuje na silną, a r > 0,3 na umiarkowaną 

korelację. Poziom istotności statystycznej ustalono na p < 0,05. Do oceny wartości 

diagnostycznej miRNA zastosowano analizę ROC. Pole powierzchni pod krzywą zostało 

obliczone dla każdego badanego miRNA i badanych białek. Model regresji logistycznej 

dla połączonych miRNA został stworzony przy użyciu oprogramowania Weka 3.8.6 (The 

University of Waikato, Hamilton, Nowa Zelandia). 



16 
 

6. Wyniki 

 

6.1 Podstawowa charakterystyka pacjentów 

 

Badane grupy składały się z 24 pacjentów z cukrzycą typu 2 i chorobą 

niedokrwienną serca (T2DM IHD) i 20 pacjentów z cukrzycą typu 2 bez tego powikłania 

(T2DM). Dziewięciu pacjentów cierpiało tylko na chorobę niedokrwienną serca (IHD). 

Szesnastu pacjentów stanowiło grupę kontrolną bez cukrzycy, z prawidłową tolerancją 

glukozy i ujemnym wynikiem koronarografii. W grupach T2DM IHD jak i T2DM nie 

stwierdzono istotnych różnic w parametrach, takich jak czas trwania cukrzycy, płytki 

krwi, fibrynogen, BMI, poziom HbA1c, poziom glukozy na czczo, ciśnienie tętnicze, 

stężenie cholesterolu, stężenie TG, LDL i HDL. Charakterystykę kliniczną pacjentów 

włączonych do tego badania podsumowano w tabeli 1. Badani w obu grupach chorych na 

cukrzycę byli leczeni standardowymi schematami i przyjmowali doustne leki 

hipoglikemizujące. Pacjenci byli leczeni pochodnymi biguanidu (42% T2DM i 50% 

T2DM IHD, p > 0,05) oraz pochodnymi sulfonylomocznika (58% T2DM i 68% T2DM 

IHD, p > 0,05). 

 

6.2 Poziom krążących miRNA 

 

Próbki wyizolowanego RNA z surowicy od wszystkich badanych grup zostały 

poddane analizie ekspresji 798 miRNA przy użyciu platformy nCounter. Analiza 

wykazała 14 cząsteczek miRNA różniących się poziomem ekspresji pomiędzy grupą 

T2DM IHD a T2DM. Wszystkie miRNA miały wyższą ekspresję w grupie pacjentów 

T2DM IHD w porównaniu do grupy T2DM (|FC| ≥ 1.5, FDR ≤ 0.05). Między profilem 

miRNA pacjentów z T2DM IHD a grupą bez T2DM i bez IHD znaleziono 155 miRNA 

ze zmienionym poziomem ekspresji. Dodatkowo wykazano 155 miRNA różniących się 

ekspresją pomiędzy grupą T2DM i grupą bez T2DM i bez IHD. Analizując profile 

miRNA pomiędzy grupą T2DM IHD i grupą IHD wskazano aż 221 miRNA o zmienionej 

ekspresji. Wszystkie te porównania pozwoliły na wytypowanie 6 miRNA o zmienionej 

ekspresji charakterystycznych tylko dla pacjentów z cukrzycą i chorobą niedokrwienną 

serca (tabela 2). Dane uzyskane za pomocą platformy nCounter zostały zdeponowane w 

bazie Gene Expression Omnibus (GEO) pod numerem GSE185845. 
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6.3 Analiza funkcjonalna 

 

Analiza w programie IPA wykazała 489 potencjalnych genów targetowych, 

których ekspresja regulowana jest przez 6 wyodrębnionych miRNA. Do zwizualizowania 

połączeń pomiędzy testowanymi miRNA i genami targetowymi wykorzystano program 

Cytoscape w wersji 3.9.0 (rycina 1). Narzędzie IPA umożliwiło identyfikację 36 

zmienionych kanonicznych ścieżek sygnalizacyjnych, gdzie główne z nich zostały 

zaprezentowane na rycinie 2. Wykorzystanie bazy STRING i programu Cytoscape z 

rozszerzeniem cytoHubba posłużyło do wizualizacji oddziaływań białko-białko, 

potencjalnych genów targetowych i do identyfikacji 10 kluczowych genów (ang. hub 

genes), które w sieciach mają najwięcej połączeń z innymi genami (rycina 2). STRING 

jest internetową bazą danych znanych i przewidywanych interakcji białko-białko 

opartych m.in. na najnowszych przeglądach literaturowych oraz informacjach z innych 

baz danych (KEGG, Pfam i InterPro). Analiza ontologii genów GO oraz ścieżek KEGG 

zidentyfikowała ścieżki i procesy, w jakie zaangażowane są badane geny targetowe. 

Ontologia genów składa się z głównych domen: procesów biologicznych, funkcji 

molekularnych i elementów komórkowych. Powyższe analizy wskazały terminy takie 

jak: rozwój układu krążenia, śmierć komórkowa, sygnalizacja pomiędzy komórkami, 

wiązanie enzymów, wiązanie jonów wapnia, wiązanie czynnika transkrypcyjnego, szlaki 

związane z chorobami układu krążenia i rozwojem cukrzycy, aktywacja płytek krwi, 

lipidy i miażdżyca, szlaki metaboliczne (rycina 5). 

 

6.4 Poziom stężenia MIF i CXCL12 w surowicy 

 

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie różnic pomiędzy koncentracją białek 

MIF a CXCL12 w surowicy w badanych grupach (p > 0,05). 

 

6.5 Korelacja miRNA z danymi klinicznymi 

 

Korelacja rang Spearmana została wykorzystana do oceny związku badanych 

miRNA z parametrami klinicznymi (rycina 6). Analiza wykazała umiarkowaną korelację 

pomiędzy poziomem fibrynogenu a miR-1224-5p, miR-3147, miR-5196-3p+miR-6732-

3p i miR-615-3p (r = 0,38; r = 0,40; r = 0,41; r = 0,36 odpowiednio; p < 0,05). Liczba 

płytek krwi była ujemnie skorelowana z miR-548b-3p (r = -0,4; p < 0,05). Bardzo silna 
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pozytywna korelacja została wskazana pomiędzy wszystkimi badanymi miRNA. 

Najsilniejsza z nich wystąpiła pomiędzy miR-5196-3p+miR-6732-3p i miR-3147 (r = 

0,81; p < 0,001). Nie znaleziono znaczących korelacji między poziomami MIF i CXCL12 

a poziomami miRNA. 

 

6.6 Ocena wartości diagnostycznej badanych miRNA 

 

Przeprowadzono analizę krzywej ROC w celu sprawdzenia przydatności 

diagnostycznej badanych miRNA (rycina 7). Wartości AUC były wyższe niż 0,800 w 

przypadku miR-1224-5p, miR-3147, miR-5196-3p+miR-6732-3p i miR-615-3p. Wynik 

AUC dla miR-548b-3p był również wysoki (AUC = 0,779). Wartości AUC dla MIF i 

CXCL12 były mniejsze niż 0,500 (AUC = 0,5 określa granicę przydatności 

diagnostycznej testu). 

 

6.7 Model regresji logistycznej 

 

W celu zbadania możliwego wzrost wartości diagnostycznej, przy jednoczesnym 

uwzględnieniu kilku miRNA, opracowano modele regresji logistycznej przy użyciu 

oprogramowania Weka 3.8.6 (The University of Waikato, Hamilton, Nowa Zelandia) 

[36]. Parametry modeli i standardowe miary jakości zestawiono w tabeli 3. Najwyższe 

AUC uzyskano dla kombinacji miR-3147 i miR-615-3p (AUC = 0,935). Model ten miał 

wyższą wartość diagnostyczną w porównaniu do najwyższego AUC dla miRNA 

stosowanego oddzielnie. 

 

6.8 Walidacja wyników 

 

Do walidacji wyników uzyskanych przy użyciu platformy nCounter zastosowano 

reakcję łańcuchowej polimerazy z analizą ilości produktu w czasie rzeczywistym (real-

time qPCR). Do walidacji wybrano miRNA o najbardziej zmienionej ekspresji i 

najwyższym AUC: miR-615-3p oraz miR-3147. Walidację przeprowadzono w dwóch 

grupach: 22 pacjentów z T2DM i 26 pacjentów z T2DM IHD. Wyniki uzyskane z 

użyciem platformy nCounter zostały potwierdzone techniką RT-qPCR. Oba miRNA 

miały podwyższoną ekspresję u pacjentów T2DM IHD w porównaniu z pacjentami z 

T2DM bez choroby wieńcowej (rycina 8). 
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Tabela 1. Podstawowa charakterystyka pacjentów. a istotnie statystycznie różne od grupy kontrolnej; b 

istotnie statystycznie różne od grupy IHD * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001; 

 
pacjenci (n = 16) 

grupa kontrolna 

pacjenci (n = 9) 

IHD 

pacjenci (n = 20) 

T2DM  

pacjenci (n = 24) 

T2DM IHD 

  mediana (Q1-Q3) mediana (Q1-Q3) mediana (Q1-Q3) mediana (Q1-Q3) 

wiek [lata] 
52,32 (49,88 - 

55,91) 

54,85 (50,57 - 

61,20) 
57,50 (52,33 - 65,17) 58,33 (53,4 - 64,58) 

czas trwania T2DM 

[lata] 
- - 7,00 (4,00 -10,00) 5,00 (2,00-10,00) 

BMI [kg/m2] 
24,62 (22,19 - 

25,66) 

27,73 (26,47 - 

30,39)a* 
32,19 (28,63 - 36,41)a**** 

31,24 (27,68 - 

33,20)a*** 

płytki krwi 

[103/μL] 

227,50 (163,00 - 

268,00) 

221,00 (195,00 - 

248,00) 
222,00 (197,00 - 243,00) 

225,00 (186,00 - 

322,00) 

fibrynogen [mg/dL] 
333,50 (272,00 - 

352,00) 

362,00 (296,00 - 

413,00) 
352,00 (315,00 - 381,00) 

416,00 (354,00 - 

482,00)a** 

leukocyty [103/μL] 6,45 (5,49 - 7,30) 7,51 (5,60 - 8,90) 7,16 (5,40 -8,47) 7,32 (6,38 - 9,30) 

glukoza na czczo 

[mg/dL] 

89,00 (85,00 - 

91,00) 

90,00 (84,00 - 

100,00) 

122,00 (118,00 - 

165,00)a****,b*** 

129,00 (104,00 - 

176,00)a***,b** 

HbA1c [%]  5,50 (5,50 - 5,65) 5,50 (5,30 - 5,70) 6,20 (5,70 - 7,50)a*,b* 
7,60 (6,20 - 

8,80)a***,b*** 

skurczowe ciśnienie 

tętnicze [mmHg] 

120,00 (115,00 - 

130) 

120,00 (110,00 - 

140,00) 

140,00 (120,00 – 

155,00)a* 

140,00 (130,00 – 

155,00)a***b* 

rozkurczowe 

ciśnienie tętnicze 

[mmHg] 

80,00 (70,00 - 

80,00) 

80,00 (80,00 - 

100,00) 
80,00 (80,00 - 90,00) 85,00 (80,00 - 90,00) 

cholesterol [mg/dL] 
194,00 (162,00 - 

209,00) 

176,00 (163,00 - 

196,00) 
198,50 (172,00 - 224,00) 

179,50 (138,00 - 

211,00) 

TG [mg/dL] 
109,00 (86,00 - 

153,00) 

134,00 (109,00 - 

183,00) 
124,00 (90,00 - 202,00) 

179,00 (109,00 - 

206,00) 

LDL [mg/dL] 
112,00 (92,00 - 

132,00) 

106,00 (102,00 - 

117,00) 
118,50 (102,00 - 135,00) 102,00 (66,00 - 133,00) 

HDL [mg/dL] 
49,00 (40,00-

62,00) 

35,00 (33,00 - 

45,00) 
46,00 (41,00 - 57,00)b* 39,00 (34,00 - 50,00) 

 

 

Tabela 2. MiRNA o podwyższonej ekspresji w grupie T2DM IHD w porównaniu do grupy T2DM. 

miRNA FC p-value FDR 

miR-615-3p 2,45 0,00000497 0,00 

miR-3147 2,35 0,00000200 0,00 

miR-1224-5p 1,68 0,00001305 0,00 

miR-5196-3p + miR-6732-3p 1,56 0,00040774 0,01 

miR-548b-3p 1,55 0,0002042 0,01 
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Rycina 1. Sieć powiązań pomiędzy wytypowanymi miRNA i ich potencjalnymi genami targetowymi. 

 

 

Rycina 2. Najważniejsze ścieżki kanoniczne istotnie zmienione u pacjentów T2DM IHD w porównaniu 

do grupy T2DM. 
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Rycina 3. Sieć interakcji białko-białko genów docelowych dla testowanych miRNA. Za wskaźnik 

interakcji obrano wartość 0,9 wskazując na wysokie prawdopodobieństwo, że asocjacja jest prawdziwa. W 

celu zwiększenia przejrzystości rycina pozbawiona jest genów, które nie wykazywały interakcji z żadnym 

innym genem z analizowanej grupy. 

 

 

Rycina 4. Sieć połączeń 10 kluczowych genów (ang. hub genes). 
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Rycina 5. Analiza ontologii genów targetowych istotnie zmienionych miRNA. Wykres punktowy 

przedstawia 10 najistotniejszych kategorii w procesach biologicznych, funkcjach molekularnych, 

komponentach komórkowych i ścieżkach KEGG związanych z chorobami układu krążenia i cukrzycą. 

Kolory węzłów zilustrowano od czerwonego do niebieskiego w kolejności malejącej wartości p-value 

skorygowanej przez FDR. Rozmiary węzłów są przedstawione w zależności od liczby genów 

zaangażowanych w daną kategorię. Oś x przedstawia stosunek genów, a oś y terminy ontologii genów lub 

ścieżek KEGG. 
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Rycina 6. Korelacja rang Spearmana pomiędzy badanymi miRNA, białkami i parametrami klinicznymi. 

Kolor niebieski oznacza korelację dodatnią, a czerwony ujemną. 
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Rycina 7. Wyniki analizy ROC przeprowadzonej w celu oceny wartości wybranych miRNA (A) i białek 

(B) jako diagnostycznych biomarkerów. 

 

 

Tabela 3. Zestawienie podstawowych parametrów modelu regresji logistycznej. PD – prawdziwie 

dodatnie, FU – fałszywie ujemne. 

 

model PD FU precyzja AUC 
stała 

regresji 
współczynnik 

x1 = miR-3147 

0,864 0,147 0,866 0,935 28,56 

x1 = -9,03 

x2 = miR-615-3p x2 = -6,87 
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x1 = miR-548b-3p 

0,841 0,166 0,841 0,929 20,3 

x1= -7,06 

x2 = miR-615-3p x2= -7,22 

x1 = miR-3147 

0,886 0,12 0,887 0,927 26,78 

x1 = -6,49 

x2 = 548b-3p x2 = -3,09 

x3 = 615-3p x3 = -6,54 

x1 = 1224-5p  
0,795 0,204 0,797 0,906 20,68 

x1 = -8,78 

x2 = 615-3p  x2 = -5,87 

x1 = miR-3147 

0,795 0,212 0,795 0,881 28 

x1 = -6,69 

x2 = miR-615-3p x2 = -6,47 

x3 = 1224-5p x3 = -2,06 

x4 = 548b-3p x4 = -2,27 

x5 = 5196-3p+miR-6732-

3p 
x5 = 0,55 

       

 

 

 

Rycina 8. Względna ekspresja miR-615-3p (A) i miR-3147 (B) w surowicy w grupie pacjentów z T2DM i 

z T2DM IHD. Każdy słupek przedstawia średnią geometryczną ± błąd standardowy średniej stosunku 

ekspresji miRNA i miRNA referencyjnego (miR-103a-3p i miR-199b-5p). Zastosowano test U Manna-

Whitneya; *p < 0,05. 
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7. Dyskusja 

 

Cukrzyca typu 2 jest złożonym zaburzeniem metabolicznym, w które 

zaangażowanych jest wiele genów i ścieżek sygnałowych. Liczne badania donoszą, że 

T2DM jest niewątpliwym czynnikiem ryzyka pojawienia się IHD oraz innych powikłań 

naczyniowych [37]. Opracowanie nowych biomarkerów, które identyfikowałyby osoby 

z cukrzycą narażone na rozwój choroby wieńcowej, mogłoby usprawnić diagnostykę 

takich pacjentów zanim pojawią się pierwsze objawy niedokrwienia serca. Niekodujące 

cząsteczki miRNA pochodzące z płynów ustrojowych mogą pełnić rolę takich 

biomarkerów. Istnieją badania potwierdzające ważną rolę miRNA w rozwoju powikłań 

cukrzycy [38–40]. Wykazano, że miRNA biorą udział w podziałach komórkowych, w 

różnicowaniu komórek, apoptozie, angiogenezie, regulacji szlaków metabolicznych i 

zapalnych [41]. Te małe niekodujące cząsteczki RNA mogą również regulować procesy 

wydzielania insuliny, różnicowania komórek β wysp trzustkowych oraz metabolizmu 

glukozy i lipidów [40]. 

W celu odkrycia unikalnego profilu miRNA u pacjentów T2DM IHD użyto 

innowacyjnej platformy nCounter firmy NanoString, która daje możliwość dokładnego 

profilowania dużej liczby miRNA w jednej reakcji. Główną zaletą wybranej metody jest 

jej wysoka czułość i specyficzność dzięki częściowemu zautomatyzowaniu procesu oraz 

ominięciu etapu amplifikacji, który może generować błędy [42, 43]. Było to pierwsze 

badanie przy użyciu technologii NanoString poszukujące nowych, nieinwazyjnych 

biomarkerów do wczesnego wykrywania IHD u pacjentów z T2DM. 

Prezentowane badania wskazały 6 cząsteczek miRNA, które miały zwiększoną 

ekspresję w grupie pacjentów T2DM IHD. Spośród badanych miRNA, miR-615-3p i 

miR-3147 miały najwyższe FC i AUC (odpowiednio FC = 2,45 i 2,35; AUC = 0,877 i 

0,858). MiR-615-3p było już wcześniej uwzględniane w badaniach jako biomarker 

ostrego zawału mięśnia sercowego [44]. Najnowsze opracowanie wskazuje, że 

nadekspresja tego miRNA działa łagodząco na uszkodzenia w linii kardiomiocytów 

spowodowane stresem oksydacyjnym, który ma istotne znaczenie w chorobie wieńcowej. 

W badaniu nie uwzględniano jednak wpływu cukrzycy [45]. MiR-3147, miR-1224-5p, 

miR-5196-3p, miR-6732-3p i miR-548b-3p nigdy wcześniej nie były opisywane w 

kontekście T2DM czy chorób układu krążenia. Może świadczyć to o ich wysokim 

potencjale do pełnienia roli nowych, specyficznych biomarkerów choroby 

niedokrwiennej serca u pacjentów z T2DM. 
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Dzięki analizie przeprowadzonej w programie IPA przedstawiono sieć zależności 

pomiędzy miRNA i określonymi genami oraz wyznaczono regulowane przez nie 489 

genów targetowych. Niektóre ze wskazanych genów kluczowych, takie jak C3aR1, 

CCR5, CXCL6, ADORA1 czy APLNR, są silnie powiązane z procesami dotyczącymi 

zaburzeń sercowo-naczyniowych i z cukrzycą [46–53].  

Wyniki wykazały, że jedną z najważniejszych zmienionych ścieżek kanonicznych u 

pacjentów z grupy T2DM IHD była ścieżka związana z sygnalizacją endoteliny-1. 

Endotelina-1 jest białkiem o właściwościach wazokonstrykcyjnych i ma istotny udział w 

patogenezie nadciśnienia tętniczego, miażdżycy, przerostu naczyń i cukrzycy [54]. U 

pacjentów z T2DM występuje zwiększona aktywność wazokonstrykcyjna indukowana 

przez endotelinę-1 [55]. Udowodniono również, że p38 MPAK pełni kluczową rolę w 

proliferacji i apoptozie kardiomiocytów oraz uczestniczy w regulacji przerostu serca [56]. 

Biosynteza mineralokortykoidów oraz glikokortykoidów należą do kolejnych ścieżek 

kanoniczych, które mogą być zaangażowane w rozwój choroby niedokrwiennej serca, 

szczególnie na etapie rozwoju miażdżycy [57, 58]. Kolejną wskazaną w analizie ścieżką 

kanoniczną jest szlak pentozofosforanowy, który jest istotnym szlakiem dla metabolizmu 

glukozy i uczestniczy w patogenezie T2DM [59, 60]. Analiza wytypowała również szlak 

sygnalizacji apelinowej kardiomiocytów jako jedną z głównych zmienionych ścieżek 

kanonicznych w porównywanych grupach. Apelina jest białkiem biorącym udział w 

regulacji ciśnienia tętniczego, uczestniczy w procesie angiogenezy i ma znaczenie 

kardioprotekcyjne. Dodatkowo uważa się, że apelina wydzielana przez tkankę tłuszczową 

może przyczyniać się do zaburzeń związanych z otyłością i cukrzycą. Ma również wpływ 

na takie procesy jak wychwyt glukozy, lipolizę czy oksydację kwasów tłuszczowych 

[53]. Warto dodać, że gen kodujący receptor apeliny był wskazany jako jeden z genów 

kluczowych w analizie genów targetowych. Zidentyfikowane ścieżki kanoniczne 

odgrywają istotną rolę w mechanizmach prowadzących do rozwoju chorób sercowo-

naczyniowych. Pozwala to przypuszczać, że wyznaczone w tym badaniu miRNA 

odgrywają istotną rolę w regulacji genów związanych z chorobami układu sercowo-

naczyniowego. 

Warto podkreślić, że nie znaleziono statystycznie istotnej korelacji pomiędzy 

poziomem miRNA a parametrami klinicznymi, takimi jak wiek, BMI, leukocyty, glukoza 

na czczo, HbA1c, rozkurczowe ciśnienie krwi, poziom cholesterolu, trójglicerydów czy 

LDL. Wynikać to może z faktu, że parametry te nie są specyficzne tylko dla choroby 

wieńcowej. Jednakże wykazano dodatnią korelację pomiędzy poziomem fibrynogenu a 
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miR-1224-5p, miR-3147, miR-5196-3p+miR-6732-3p oraz miR-615-3p. Wymienione 

miRNA nie były wcześniej opisywane jako związane z tym białkiem. W badaniach 

epidemiologicznych i klinicznych podwyższony poziom fibrynogenu we krwi jest 

niezależnym czynnikiem ryzyka chorób sercowo-naczyniowych [61, 62]. Udowodniono 

również, że miRNA mogą regulować produkcję fibrynogenu [63]. Zaobserwowano 

umiarkowaną negatywną korelację między miR-548b-3p a poziomem płytek krwi. 

Związek miRNA z płytkami krwi w rozwoju choroby niedokrwiennej serca został 

wcześniej udowodniony i opisany w licznych pracach [64–67]. Silna lub umiarkowana 

dodatnia korelacja pomiędzy poziomami wszystkich miRNA może sugerować, że należą 

one do grupy miRNA, w której wszystkie zaangażowane są w deregulację mechanizmów 

odpowiedzialnych za powikłania cukrzycy. 

Krzywa ROC ilustruje zależność pomiędzy czułością i swoistością diagnostyczną 

oraz opisuje wartość diagnostyczną badanych parametrów [68]. W przeprowadzonych 

badaniach najwyższe wartości AUC zaobserwowano dla miR-615-3p i miR-3147. 

Ponadto inne badane miRNA (miR-1224-5p, miR-5196-3p, miR-6732-3p oraz miR-

548b-3p) również wykazały wysoką wartość diagnostyczną. W wielu przypadkach 

większą moc diagnostyczną można uzyskać w przypadku badania panelu miRNA w 

porównaniu do pojedynczej cząsteczki miRNA [69, 70]. Stworzony model regresji 

logistycznej składający się z panelu miR-3147 i miR-615-3p wykazał większą 

dokładność diagnostyczną niż miRNA badane osobno. Zastosowanie panelu 

diagnostycznego miR-615-3p i miR-3147 przy identyfikowaniu pacjentów z T2DM IHD 

może być korzystne jako wsparcie diagnostyczne. Panel zwiększa precyzyjność i 

wiarygodność testu, przez co może przyczynić się do podejmowania szybkich i trafnych 

decyzji dotyczących postępowania z pacjentem. Wartości AUC dla MIF i CXCL12 były 

niższe niż 0,500, co dyskwalifikuje te dwa białka jako dobre narzędzie diagnostyczne 

pacjentów z cukrzycą z IHD. Należy uwzględnić fakt, że cukrzyca jest również stanem 

zapalnym, a nieswoiste parametry zapalne, takie jak MIF czy CXCL12, mogą być 

podwyższone zarówno u pacjentów z chorobą wieńcową, jak i z cukrzycą bez powikłań 

naczyniowo-sercowych. 

W celu wytworzenia klasyfikującego modelu diagnostycznego możliwego do 

stosowania w praktyce, do walidacji oceny poziomu ekspresji miR-615-3p i miR-3147 

zastosowano technikę RT-qPCR. Analiza wykazała znacząco zwiększoną ekspresję miR-

615-3p i miR-3147 w surowicy pacjentów T2DM IHD, co potwierdza wiarygodność 

wyników uzyskanych za pomocą platformy nCounter. 
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Podsumowując, prezentowane badania wskazały profil miRNA, który odróżnia grupę 

pacjentów T2DM IHD od pacjentów T2DM. Wyniki nasuwają wniosek, że wytypowane 

miRNA mogłoby być bardzo dobrym narzędziem do diagnozowania niedokrwienia serca 

wśród pacjentów z T2DM lub mogłoby wskazać pacjentów predysponujących do 

rozwoju tego powikłania. Dzięki wykryciu choroby na początkowym jej etapie możliwe 

stałoby się wdrożenie wczesnego leczenia i podjęcie działań zapobiegających rozwojowi 

choroby. Oznaczanie profilu miRNA jest obiecującym narzędziem w diagnostyce 

również innych powikłań T2DM. Niezbędna jest jednak kontynuacja badań na większych 

grupach pacjentów oraz walidacja otrzymanych wyników innymi, wystandaryzowanymi 

metodami, aby móc rzetelnie wskazać na biomarkery innych powikłań cukrzycy zarówno 

mikro-, jak i makronaczyniowych. W celu uniknięcia błędnych wyników, badacze 

nieustannie powinni dążyć do normalizacji i standaryzacji pobierania i przechowywania 

próbek, izolacji oraz dalszej detekcji miRNA. Do tej pory najwięcej prac skupiało się na 

określeniu diagnostycznej roli cząsteczek miRNA w surowicy, jednak w dalszych 

badaniach warto skoncentrować uwagę na miRNA z jeszcze łatwiej dostępnych 

materiałów, takich jak ślina, łzy czy mocz.  

 

8. Wnioski 

 

1. Podwyższona ekspresja sześciu miRNA pochodzących z surowicy (miR-615-3p, 

miR-3147, miR-1224-5p, miR-5196-3p, miR-6732-3p i miR-548b-3p) stanowi 

specyficzny profil charakterystyczny tylko dla grupy pacjentów T2DM IHD. 

2. Cząsteczki miR-615-3p i miR-3147 miały najbardziej podwyższoną ekspresję w 

surowicy pacjentów T2DM IHD w porównaniu do pacjentów T2DM bez IHD. 

3. Analizy bioinformatyczne wykazały, że wytypowane miRNA oraz geny przez nie 

regulowane uczestniczą w ścieżkach i procesach prowadzących do dysfunkcji 

układu krążenia i rozwoju IHD u pacjentów z T2DM. 

4. Wszystkie wytypowane cząsteczki miRNA mają wysoką czułość oraz wysoką 

swoistość i potencjalnie mogą służyć jako nowe, nieinwazyjne biomarkery do 

wczesnego wykrywania IHD u pacjentów z T2DM. 

5. Klasyfikujący model diagnostyczny, utworzony z użyciem modelu regresji 

logistycznej na podstawie poziomu ekspresji tylko dwóch cząsteczek miRNA, 

miR-615-3p oraz miR-3147, różnicuje pacjentów T2DM z IHD od pacjentów 

T2DM, ale bez IHD, z wyższą swoistością i czułością niż każde miRNA ze 
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zróżnicowaną ekspresją, analizowane pojedynczo. Zastosowanie zestawu 

składającego się jedynie z dwóch biomarkerów miRNA jest ogromną szansą na 

stworzenie nieinwazyjnego testu diagnostycznego do szybkiej i efektywnej 

diagnostyki powikłań sercowo-naczyniowych u pacjentów z T2DM. Jest to 

szczególnie korzystne w aspekcie prowadzenia diagnostyki w badaniach 

przesiewowych oraz wdrożenia skutecznego leczenia na bardzo wczesnym etapie 

choroby.  
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11. Streszczenie w języku polskim 

 

Cukrzyca typu 2 (T2DM) jest najczęściej występującym zaburzeniem 

metabolicznym. Towarzysząca jej przewlekła hiperglikemia powoduje zaburzenia 

czynności i niewydolność m.in. oczu, nerek, nerwów, serca i naczyń krwionośnych. 

Najczęstszym i najniebezpieczniejszym powikłaniem cukrzycy jest choroba 

niedokrwienna serca (IHD). Obecnie nie ma narzędzia do wczesnego przewidywania 

rozwoju IHD u pacjentów z T2DM, a stosowane dotychczas koronarografia czy 

echokardiografia są metodami inwazyjnymi i mogą stwierdzić obecność choroby dopiero 

na zaawansowanym etapie. Wszystkie te czynniki powodują, że istnieje pilna potrzeba 

wytypowania nowych, nieinwazyjnych biomarkerów wykrywania IHD u pacjentów z 

T2DM. Krążące mikroRNA (miRNA) w surowicy mają duży potencjał, aby służyć jako 

marker do wczesnej diagnozy IHD i identyfikacji osób z predyspozycjami do jej rozwoju. 

MiRNA to krótkie, jednoniciowe, niekodujące, endogenne RNA, które odgrywają 

kluczową rolę w regulacji ekspresji genów, uczestniczą w procesach takich jak 

proliferacja, różnicowanie, angiogeneza, onkogeneza czy apoptoza komórek. 

Głównym celem prezentowanych badań była analiza profilu miRNA i 

identyfikacja potencjalnych biomarkerów diagnostycznych w surowicy u pacjentów z 

IHD jako powikłanie T2DM. Wśród 69 badanych zakwalifikowanych do dalszych analiz 

wyodrębniono następujące podgrupy: chorych na T2DM z IHD, chorych na T2DM bez 

IHD, grupę pacjentów z IHD oraz grupę kontrolną bez T2DM i bez IHD. Zebrane próbki 

surowicy posłużyły jako materiał do oznaczenia profilu ekspresji miRNA w każdej z 

wybranych grup. Ekspresję miRNA profilowano przy zastosowaniu platformy nCounter 

firmy Nanostring. Wyniki zostały zwalidowane metodą RT-qPCR w czasie 

rzeczywistym. Analizę wyników przeprowadzono przy użyciu programu STATISTICA 

oraz oprogramowania nSolver 4.0. Do analizy funkcjonalnej wykorzystano 

oprogramowanie Ingenuity Pathway Analysis, bazę STRING, programy Cytoscape, 

g:Profiler oraz Metascape. Na podstawie przeprowadzonych analiz wskazano sześć 

miRNA (miR-615-3p, miR-3147, miR-1224-5p, miR-5196-3p, miR-6732-3p i miR-

548b-3p) istotnie różnicujących grupy pacjentów z T2DM i IHD od pacjentów z T2DM 

bez IHD. Analiza funkcjonalna wykazała, że geny regulowane przez wyznaczone miRNA 

uczestniczą w procesach prowadzących do dysfunkcji układu krążenia. Wszystkie 

zidentyfikowane miRNA mogą służyć jako nowe, nieinwazyjne biomarkery do 
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wczesnego wykrywania IHD u pacjentów z T2DM, a klasyfikujący model diagnostyczny 

utworzony z użyciem regresji logistycznej opartej o miR-615-3p i miR-3147 

najdokładniej odróżnia pacjentów T2DM z IHD od pacjentów bez IHD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



71 
 

12. Streszczenie w języku angielskim 

 

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is the most common metabolic disorder. 

Chronic hyperglycemia can cause dysfunction and failure of the eyes, kidneys, nerves, 

heart, and blood vessels. The most common and dangerous complication of diabetes is 

ischemic heart disease (IHD). Currently, there is no dedicated tool to predict the early 

development of IHD in patients with T2DM. Coronary angiography or echocardiography 

are invasive methods and can diagnose the disease at an advanced stage. There is an 

urgent need to identify new non-invasive biomarkers for detecting IHD in patients with 

T2DM. Circulating micro RNAs (miRNAs) from serum have great potential to serve as 

a marker for early diagnosis of IHD and identification of individuals with a predisposition 

to its development. MiRNAs are short, single-stranded, non-coding, endogenous RNAs 

that play a pivotal role in gene expression regulation and are involved in processes such 

as proliferation, differentiation, angiogenesis, oncogenesis, and cell apoptosis.  

The main objective of this study was to analyse the profile of miRNAs and identify 

potential diagnostic biomarkers in the serum of patients with IHD as a complication of 

T2DM. Among the 69 subjects qualified for further analysis, the following subgroups 

were identified: patients with T2DM and IHD, patients with T2DM without IHD, patients 

with IHD, and a control group without T2DM and IHD. Collected serum samples served 

as material for miRNA profiling. The expression of miRNAs was profiled using 

Nanostring's nCounter platform. The results were validated by real-time PCR. Analysis 

of the results was performed using STATISTICA and nSolver 4.0 software. Ingenuity 

Pathway Analysis software, STRING database, Cytoscape, g:Profiler, and Metascape 

programs were used for functional analysis. Six miRNAs (miR-615-3p, miR-3147, miR-

1224-5p, miR-5196-3p, miR-6732-3p, and miR-548b-3p) were identified as a 

significantly upregulated in T2DM IHD group. Functional analysis showed that genes 

regulated by the selected miRNAs are involved in processes leading to cardiovascular 

dysfunction. All identified miRNAs have high diagnostic power and may serve as novel, 

non-invasive biomarkers for the early detection of IHD in T2DM patients. A diagnostic 

classification model, logistic regression based on miR-615-3p and miR-3147, most 

accurately classifies T2DM patients with IHD and T2DM patients without IHD.  

A logistic regression model for a panel consisting of miR-615-3p and miR-3147 

significantly increases their diagnostic value (AUC= 0.935). 
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