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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Choroba niedokrwienna serca jest gléwng przyczyng §miertelno$ci na $wiecie, dlatego szuka
sie doskonalszych metod terapeutycznych i diagnostycznych choréb serca. W ostatnich kilku
latach szczegblna uwage zwrdécono na mikro-RNA (miRNA) jako jeden z wazniejszych regu-
latoréw potranskrypcyjnej ekspresji gendw bioracych udziat w prawidlowym rozwoju ser-
ca oraz w patofizjologii wielu choréb uktadu sercowo-naczyniowego: powstawaniu arytmii,
niewydolno$ci serca, wtdknieniu serca, chorobie niedokrwiennej oraz zawale serca. miRNA
sg 18-23 nukleotydowymi jednoniciowymi sekwencjami niekodujacego RNA, ktére taczac sie
komplementarnie do korica 3’ mRNA blokuja translacje biatek. miRNA wystepuja nie tylko we-
wnatrzkomdrkowo, ale takze w przestrzeni pozakomdrkowej, w tym w ptynach ustrojowych:
surowicy, §linie, moczu. W artykule przedstawiono najnowsze doniesienia na temat biogene-
zy i sekrecji miRNA, ich udziatu w patofizjologii choroby niedokrwiennej i zawatu serca oraz
uzyteczno$¢ miRNA jako biomarkeréw niedokrwienia miokardium.

miRNA - regulacja ekspresji genow - choroba niedokrwienna serca - zawat serca + uraz poreperfuzyjny «
biomarkery martwicy miocytow
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Summary

Coronary artery disease remain one of the leading causes of mortality in the world, indicating the
need for innovative therapies and diagnosis for heart disease. MicroRNAs (miRNAs) have recently
emerged as one of the central players in regulating gene expression which implicatate in normal
cardiac development and many pathological process of the cardiovascular system, including car-
diac arrhythmia, heart failure, cardiac fibrosis, coronary artery disease and myocardial infarction.
miRNA are small noncoding RNAs 18-23 nucleotides in length that regulate expression of target
genes through sequence-specific hybridization to the 3’ untranslated region of messenger RNAs
and block translation. miRNAs are not only found intracellularly, but also detectable outside cells,
including various body fluids (i.e. serum, plasma, saliva, urine). This review will highlight recent find-
ings in the regulation of miRNA biogenesis and secretion, modulation of the cardiovascular patho-
logical process in CAD and AMI and the potential as non-invasive biomarkers for cardiac ischemia.

miRNA - gene expression regulation - coronary artery disease - myocardial infarction « post reperfusion
injury - biomarkers of myocytes necrosis
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WPROWADZENIE

biatko regulujace proces apoptozy (B-cell ymphoma 2); CAD — choroba niedokrwienna serca (coro-
nary artery disease); CDC42 — biatko regulujace cykl komorkowy (cell division cycle 42); CK — kinaza
keratynowa (creatine kinase); CK MB — izoforma sercowa kinazy keratynowej; Col1a1 — kolagen typ
I alfa 1 (collagen type | alpha 1); CTGF — czynnik wzrostowy tkanki facznej (connective tissue growth
factor); DII-1 — biatkowy mediator komérkowy w hematopoezie (delta-like protein 1); DNMT3 — me-
tylotransferaza 3 DNA (DNA methylotransferase 3); Elk-1 — biatko z rodziny onkogendéw ETS (ETS
domain-containing protein Elk-1); EIn — elastyna (elastin); Fbn1 —fibrylina 1 (fibrillin-1); GJA1 — biatko
z rodziny koneksyn tworzace kanaty miedzykomaérkowe (gap junction alpha-1 protein); HCV — wirus
zapalenia watroby typu C (hepatitis C virus); HDL — lipoproteiny duzej gestosci (high density lipopro-
tein); HIF — czynnik indukowany hipoksja (hypoxia inducible factor); Hsp60, Hsp70 — biatka szoku
cieplnego (heat shock protein); IGF-1 — insulinopodobny czynnik wzrostu (insulin-like growth factor);
IRX5 — czynnik transkrypcyjny (iroquois-class homeodomain protein); KCNJ2 — kanat potasowy (potas-
sium channel, Inwardly Rectifying Subfamily J Member 2); KLF — czynnik transkrypcyjny (Krlippel-like
factor); LDL — lipoproteiny matej gestosci (low-density lipoprotein); Map2k4 — kinaza 4 aktywowana
miogenami (dual specificity mitogen-activated protein kinase 4); Mcl-1 — cztonek rodziny biatek Bcl-2
hamujacych apoptoze (induced myeloid leukemia cell differentiation protein); MET — protoonkogen
receptor dla czynnika wzrostowego hepatocytéw; MR — magnetyczny rezonans jadrowy (magnetic
resonance imaging); NPM1 —nukleofosmina 1 (nucleophosmin-1); NSTEMI — zawat serca bez uniesienia
odcinka ST (No ST elevation myocardial infarction); p85a — podjednostka regulatorowa PI3K- kinazy
fosfatydyloinozytolu (phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit alpha); PIK3R2 — podjednostka
regulatorowa beta kinazy 3 fosfatydyloinozytolu (phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit
beta); PPAR — receptor aktywowany proliferatorami peroksysomoéw (peroxisome proliferator-activated
receptor gamma); PTEN — biatko regulujace cykl komorkowy (phosphatase and tensin homolog); qPCR
—ilosciowa reakcja taricuchowa polimerazy (quantitative polimerase chain reaction); RFT — reaktywne
formy tlenu (ROS — reactive oxygen species); RhoB — rodzina biatek komdrkowych wigzacych GTP (Ras
homolog gene family, member B); S1pr1 — receptor fosforanu sfingozyny 1 (sphingosine-1-phosphate
receptor 1); SIRT1, sirtuina-1 — NAD-zalezna deacetylaza histonowa (NAD-dependent deacetylase sir-
tuin-1); Spred-1 — wewnatrzkomdrkowy inhibitor czynnika wzrostowego komérek endotelium — VEGF
(sprouty-related, EVH1 domain containing protein 1); Spry 1 — biatko sygnatowe (sprouty homolog
1); STEM — zawat serca z uniesieniem odcinka ST (ST elevation myocardial infarction); Tcl-1 — biatko
onkogenne (T-cell leukaemia/lymphoma 1); THRAP1 — biatko receptorowe (thyroid hormone receptor
associated protein 1); VSD — ubytek przegrody miedzykomorowej (ventricular septal defect); YY1 —
czynnik transkrypcyjny (Yin Yang 1).

skrypcyjnych regulatoréw ekspresji genéw. Liczne donie-

sienia naukowe potwierdzajg takze szczegdlng role miRNA

W ostatnich latach dzieki rozwojowi farmakoterapii oraz
metod inwazyjnych i zwiekszonej ich dostepno$ci dokonat
sie duzy postep w leczeniu choroby niedokrwiennej ser-
ca. Choroba wieticowa nadal jednak jest jedng z najwaz-
niejszych przyczyn zgondw oraz powaznym problemem
spotecznym. Poszukuje sie wiec nowych metod diagno-
stycznych i terapeutycznych w celu wezeéniejszej iden-
tyfikacji pacjentéw wysokiego ryzyka i poprawy skutecz-
nosci leczenia. W ostatnich kilku latach szczegdlng uwage
zwrdcono na mikro-RNA - jeden z wazniejszych potran-

w patogenezie réznych chordb serca, w tym: zaburzeti
rytmu, chorobie niedokrwiennej, przeroscie i wtdknie-
niu miesnia sercowego oraz miazdzycy naczyf. Wzmo-
zona ekspresja lub supresja nawet pojedynczego rodzaju
miRNA jest wystarczajaca do zaburzenia prawidtowego
funkcjonowania komérek miokardium, dlatego ingerencja
na poziomie miRNA moze mieé znaczenie terapeutyczne
[43]. W artykule podsumowano znaczenie najwazniej-
szych rodzajéw miRNA w chorobie niedokrwiennej i za-
wale mie$nia sercowego.
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Powstawanie MIRNA 11cH ROLA W REGULACII EKSPRESJI GENOW

miRNA sa endogennymi, konserwatywnymi 18-23-nukle-
otydowymi (najczesciej 22-nukleotydowymi) jednonicio-
wymi sekwencjami niekodujacego RNA[6,27]. Reguluja one
ekspresje gendw na poziomie potranskrypcyjnym przez
wplyw na degradacje mRNA i represje translacji, odgrywa-
jac znaczaca role w procesach komérkowych typu: prolife-
ragji, réznicowania, starzenia, apoptozy, odnowy z komdrek
macierzystych [15]. Do tej pory u cztowieka zidentyfikowa-
no prawie 1600 typéw miRNA [38]. W poczatkowym eta-
pie syntezy miRNA sg transkrybowane przez polimeraze
I RNA jako pierwotne transkrypty w postaci pri-miRNA.
W wyniku dziatania jadrowego enzymu RNazy Il Drosha
po usunieciu czesci nukleotydéw powstajg prekursory pre-
-miRNA, ktére sa nastepnie transportowane do cytoplazmy
przezjadrowy czynnik transportujacy eksportyne 5. W cy-
toplazmie pod wptywem dziatania RNazy I1I Dicer powsta-
ja dojrzate miRNA, ktdre sg nastepnie wigzane z biatkami
zrodziny Argonaute (Ago 1-4, piwi). Najwazniejszym z nich
wydaje sie biatko Argonaute 2 majace zdolno$¢ degradacji
RNA. Po wiazaniu z biatkami powstaja tzw. kompleksy RISC
(RNA-induced silencing complex). RNazy III Dicer i Drosha
biorg réwniez udziat w regulacji ekspresji miRNA [2,36].
Kompleksy RISC moga sie taczyé na zasadzie komplemen-
tarnosci z odpowiednim fragmentem mRNA - najczesciej
nietranslacyjnego regionu 3’ (tzw. 3'UTR), powodujac de-
gradacje docelowego mRNA, co w konsekwencji hamuje
ekspresje danego biatka. Najnowsze doniesienia wskazuja
takze na mozliwo$¢ tgczenia sie miRNA z koricem 5" mRNA
[9,40] oraz potwierdzaja zdolno$¢ miRNA do wzmacniania
ekspresji genu [62]. Przykladem tych wlasciwo$ci miRNA
jest opisana przez Robertsa i wsp. aktywacja translacji wi-
rusa HCV przez miR-122, ktére taczac sie z koricem 5’ wi-
rusowego RNA wzmacnia jego replikacje [53,58]. Jeden typ
miRNA ma zdolno$¢ regulacji ekspresji wielu genéw. Po-
jedynczy transkrypt mRNA moze by¢ regulowany przez
jedno lub wiele typéw miRNA, w zalezno$ci od liczby kom-
plementarnych miejsc we fragmencie 3'UTR [29]. Ze wzgle-
du na umiejscowienie miRNA w genomie dzieli sie je na
cztery grupy: I - wewnatrzgenowe miRNA - sg niezaleznie
transkrybowane ze swoich wtasnych gendéw, 11 - intronowe
miRNA - wywodza sie z intronéw genéw kodujacych biatka,
111 - eksonowe miRNA - zlokalizowane w eksonach genéw
kodujacych biatka, IV - nietranslacyjne (UTR) miRNA - po-
wstajace z fragmentéw 5’ lub 3 UTR gendw kodujacych
biatka. U cztowieka ok. 42% stanowig miRNA wewnatrzge-
nowe, ok. 44% intronowe, ok. 7% eksonowe oraz <7% UTR
miRNA [69]. Szacuje sie, ze u cztowieka okoto 50% gendw
jest regulowanych za posrednictwem miRNA [19].

Wiekszo$¢ czasteczek miRNA jest umiejscowiona wewnatrz-
komdérkowo, jednak wiele z nich znajduje sie w przestrzeni
pozakomdrkowej, w tym w osoczu, §linie, moczu, fzach [70].
Poza tym zmiany w stezeniu i sktadzie pozakomérkowych
miRNA korelujg z procesami chorobowymi toczacymi sie
w organizmie, przez co staja sie one uzyteczne jako bio-
markery [11]. Specyficzny profil ekspresji poszczeg6lnych
typéw miRNA w réznych ptynach ustrojowych $wiadczy
o0 tym, Ze nie sg one uwalniane tylko biernie z martwiczych

lub uszkodzonych komdérek, lecz jest to proces czynny, zwig-
zany ze stymulacja biologiczna komdrki za posrednictwem
sygnatéw komdrkowych [51]. Sposréd réznych pozakomér-
kowych miRNA, ktére mogg odgrywacé potencjalng role jako
biomarkery w chorobie niedokrwiennej serca jednymi z naj-
wazniejszych sa: mir-145, -155, -92a, -17, -126. [10]. Poza-
komérkowe miRNA wykazujg takze duza stabilno$¢ mimo
duzej aktywnosci pozakomdrkowej RNazy [39]. Ostatnie ba-
dania wykazaly, Ze miRNA sg chronione przez kilka mecha-
nizméw: wydzielanie w postaci pecherzykéw, eksosoméw,
ciatek apoptotycznych oraz dzieki tworzeniu komplekséw
z biatkami, np. nukleofosfing 1 (NPM1), ktéra petni funkcje
transportujgce w komdrce miedzy jadrem a cytoplazma,
chociaz NPM1 wykryto takze w przestrzeni pozakomérkowej
[66]. miIRNA moga by¢ takze transportowane przez frakcje
HDL lipoprotein [63]. Funkcja pozakomdérkowych miRNA
polega na dziataniu regionalnym, miedzy innymi: przeka-
zywaniu sygnatéw miedzy komdrkami, modulacji angio-
genezy i proliferacji oraz apoptozy [32]. W zaleznosci od
rodzaju miRNA korzysci terapeutyczne mogg by¢ zwigza-
ne z indukcja badZ hamowaniem ekspresji poszczegSlnych
miRNA. Zwiekszanie ekspresji jest mozliwe przez transfekcje,
tj. podawanie zsyntetyzowanych miRNA za po$rednictwem
odpowiednich wektoréw, np. adenowirusowych.

MIRNA W FiZJOLOGII | PATOFIZJOLOGII SERCA

Dynamika ekspresji miRNA jest zréznicowana i zalezy od
wielu czynnikéw, m.in. rodzaju tkanki lub typu komérki,
jej metabolizmu, zmian patofizjologicznych zachodzacych
w komérkach podczas procesu chorobowego. Podobnie jak
wkazdym organie, réwniez w sercu znajduja sie specyficzne
rodzaje miRNA. Dotychczasowe badania potwierdzity klu-
czowa role miRNA-1, miRNA-133, miRNA-143 w rozwoju em-
brionalnym serca u kregowcéw [7]. Wykazano réwniez, ze
brak enzymu RNA-zy III Dicer w komérkach neuroektoder-
my uniemozliwia prawidlowa embriogeneze serca u myszy,
prowadzac do takich wad wrodzonych jak: przerwanie tuku
aorty, podwdjna prawa komora, ubytek przegrody miedzy-
komorowej (VSD) [26]. Spadek ekspresji miRNA-1-1iwzrost
ekspresji miRNA-181c opisano w grupie 25 pacjentéw z VSD.
miRNA regulujg dziatanie gendw, ktérych produkty odpo-
wiadaja za proliferacje i apoptoze komérek serca, warunkujg
ich kurczliwo$¢ i przewodnictwo elektryczne, odpowiadajg
za angiogeneze i formowanie blony wewnetrznej naczyn,
a wiec sa niezbedne do jego prawidtowego rozwoju i funk-
cjonowania [34,44,56].

Specyfika ,,sercowych” miRNA by¢ moze pozwoli na zna-
lezienie nowych markeréw uszkodzenia kardiomiocytéw
oraz nowych ,,punktéw uchwytu” w terapii chordb. Jak juz
wspomniano, potwierdzono duze znaczenie miRNA jako
kluczowych regulatoréw odgrywajacych role w patogene-
zie niektdérych chordb uktadu krazenia. Odpowiednie ukie-
runkowanie ekspresji miRNA bioracych udzial w powsta-
waniu schorzen serca mogtoby pozwolié na zapobiezenie
lub spowolnienie postepu choroby, co wskazuje na ich duze
znaczenie w potencjalnej terapii. W tabeli 1 przedstawiono
role najwazniejszych typédw miRNA w fizjologii i patofizjo-
logii serca [30].
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Tabela 1. Rola miRNA w patofizjologii chordb serca

MiRNA Substrat Rola w patogenezie
let-7 trombospondyna 1 angiogeneza
miR-1 KCNJ2, GJA1 arytmie
IGF-1 zawat serca
Bcl2 stres zwigzany z niedokrwieniem/reperfuzja
prekondycjonowanie
arytmie
Irx5 arytmie
DII-1 roznicowanie komdrek macierzystych serca
miR-7 schytkowa faza niewydolnosci serca
miR-21 Spry 1 widknienie serca
stres zwigzany z niedokrwieniem/reperfuzja
prekondycjonowanie
PTEN stres zwiazany z niedokrwieniem/reperfuzja
PTEN, Bcl-2 restenoza po angioplastyce
miR-24 prekondycjonowanie
miR-27 trombospondyna 1 angiogeneza
miR-29 Col1a1, Col1a2, Col3aT, Fbn1, Eln widknienie serca
miR-30 (TGF widknienie serca
miR-92a integryna a5, Sirt1, S1pr1, Map2k4 angiogeneza
miR-126 Spred1 angiogeneza
PIK3R2 angiogeneza
miR-133 DII-1 réznicowanie komdrek macierzystych serca
KLF15 kontrola proceséw metabolicznych
(CTGF widknienie serca
miR-143 KLF4, myocardyna, Elk-1 wptyw na komérki miesni gtadkich
miR-145 KLF4, myocardyna, Elk-1 wptyw na komdrki mie$ni gtadkich
miR-199a HIF 1a, Sirt1 prekondycjonowanie
miR-206 MET miogeneza
miR-208a THRAP1 przerost migsnia sercowego
arytmie
miR-210 efryna A3 angiogeneza
miR-217 angiogeneza
miR-221/222 zgrubienie neointimy
miR-320 Hsp20 stres zwiazany z reperfuzja/niedokrwieniem
miR-378 schytkowa faza niewydolnosci serca

Rota miRNA w cHOROBIE NIEDOKRWIENNEJ SERCA

Obecno$¢ zmian miazdzycowych w naczyniach wieticowych
nie zawsze daje objawy kliniczne. Nagle jednak pekniecie
niestabilnej blaszki miazdzycowej i powstajacy na niej za-

krzep prowadzi do ostrego niedokrwienia mies$nia serco-
wego, dlatego wazne jest znalezienie nowych markeréw
pozwalajacych na identyfikacje pacjentéw wysokiego ry-
zyka wystapienia ostrego zespotu wiericowego. W badaniach
z ostatnich lat wykazano role pozakomérkowych miRNA
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jako biomarkeréw w chorobie niedokrwiennej serca, jednak
ich skuteczno$¢ i przydatno$é jest uzalezniona od czutosci
metod uzywanych do wykrywania miRNA, rodzaju materia-
tu biologicznego oraz czasu normalizacji profilu miRNA po
wystapieniu epizodu niedokrwienia [11,17].

Badania przeprowadzone w 2010 r. w grupie 36 pacjen-
t6éw ze stabilng chorobg wieticowg ujawnily zmiany profilu
miRNA, ktérych ekspresja odbywa sie w komédrkach $réd-
blonka naczyri. Obserwowano obnizenie poziomu miR-126,
miR-17, miR-92a, miR-145, miR-155, miR-21 w surowicy za
pomoca metody ilo$ciowej gPCR. Mozliwym wyjadnieniem
tych zmian jest wychwyt krazacych miRNA przez formujaca
sie blaszke miazdzycowa [17,60].

Znaczenie miRNA we wczesnym zdiagnozowaniu pacjen-
téw zagrozonych wystapieniem ostrego niedokrwienia
mie$nia sercowego potwierdzity badania na grupie 50 pa-
cjentdw: 25 ze stabilng i 25 z niestabilng chorobg wiericowa.
U wszystkich chorych wykonano badanie koronarograficzne,
stwierdzajac chorobe wieticowa przynajmniej jednego na-
czynia (zwezenie powyzej 50% $wiatta tetnicy wieticowe;).
Grupe kontrolng stanowito 20 zdrowych oséb. W badaniu
przeprowadzono analize ekspresji 157 miRNA izolowanych
z komérek jednojadrzastych krwi obwodowej za pomoca
metody qPCR. W grupie badanej i kontrolnej wykazano réz-
nice w ekspresji tylko dwdch miRNA - pieciokrotny wzrost
stezenia miR-135a i czterokrotny spadek stezenia miR-147.
Jednocze$nie wskaznik miR-135a/miR147 byt dziewietna-
stokrotnie wyzszy niz w grupie kontrolnej. Prawdopodob-
nym wytlumaczeniem tych zmian jest udziat powyzszych
miRNA w przekazywaniu sygnatéw komérkowych w czasie
niedokrwienia za po$rednictwem HIF (czynnika indukowa-
nego hipoksja) oraz kadheryn. Wykazano réwniez réznice
w stezeniu miR-198 w grupie pacjentéw ze stabilng i niesta-
bilng dtawica. W drugim przypadku stezenie miR-198 byto
dwunastokrotnie wyzsze, co moze wskazywa¢ na przydat-
no$¢ miR-198 w stratyfikacji ryzyka pacjentéw z chorobg
niedokrwienng serca [24].

Waznym czynnikiem ryzyka choroby niedokrwiennej sg za-
burzenia lipidowe. Jednocze$nie niektdre miRNA, tj.: miR-
122, miR-370, miR-33a/b pelnia istotng role jako regulatory
metabolizmu lipidéw [16]. W badaniu 255 pacjentéw z hiper-
lipidemig oraz 100 zdrowych oséb oceniano zwiazek zmian
ekspresji miRNA w surowicy krwi zwystepowaniem choroby
niedokrwiennej serca, potwierdzonej w badaniu koronaro-
graficznym w korelacji z profilem lipidowym. Stwierdzono
znacznie podwyzszony poziom miR-122 i miR-370 u pacjen-
téw z hiperlipidemig oraz dodatnia korelacje ze stezeniem
cholesterolu catkowitego, triglicerydéw oraz LDL. Wykaza-
no réwniez zwigzek podwyzszonego poziomu powyzszych
miRNA z obecno$cig i zaawansowaniem zmian miazdzyco-
wych w angiografii [20].

Kolejnym mechanizmem waznym w patogenezie choroby
niedokrwiennej serca jest aktywacja ptytek krwi i powsta-
wanie zakrzepu na peknietej blaszce miazdzycowej. W ba-
daniu 12 mtodych pacjentéw z choroba wieticowa oceniano
poziom ekspresji miRNA uzyskanych z ptytek krwi metoda

gPCR. Stwierdzono nadekspresje miR-340, miR-451, miR-
454, miR-545:9, miR-615-5p, miR-624 oraz znacznie obnizong
ekspresje miR-1280 w poréwnaniu z grupg kontrolna [59].

Bardzo istotng role w leczeniu choroby niedokrwiennej oraz
zawale serca odgrywajg leki przeciwptytkowe, tj: aspiryna,
klopidogrel, prasugrel i tikagrelor. W badaniu przeprowa-
dzonym przez Zampetaki i wsp. oceniano wplyw terapii
przeciwplytkowej na profil miRNA krazacych w surowicy.
W grupie 9 ochotnikéw, ktéra stanowili mezczyzni przed
40 rokiem zycia, analizowano poziom 92 miRNA. Pierwsze
oznaczenie profilu miRNA wykonano przed wiaczeniem le-
kéw przeciwplytkowych, nastepnie po tygodniu przyjmowa-
nia prasugrelu w dawce 10 mg na dobe, w drugim tygodniu
do prasugrelu dodano aspiryne w dawce 75 mg na dobe,
aw trzecim zwiekszono dawke aspiryny do 300 mg na dobe.
Stwierdzono, ze wraz ze wzrostem dawki lekéw przeciw-
plytkowych zmniejszat sie poziom nastepujacych krazacych
miRNA: miR-126, miR-150, miR-191, miR-223. Badanie to ma
duze znaczenie, poniewaz analiza profilu miRNA by¢ moze
pozwoli na ustalenie stopnia zahamowania aktywnosci ply-
tek oraz indywidualne dopasowanie dawki lekéw przeciw-
plytkowych dla kazdego chorego. Nalezy pamieta¢, ze zbyt
duze zahamowanie aktywnosci ptytek moze prowadzi¢ do
zagrazajacych zyciu krwawien [71].

Podsumowujac, przydatno$é miRNA jako biomarkeréw we
wczesnym rozpoznaniu i ocenie czynnikéw ryzyka rozwo-
ju choroby wieficowej oraz jej zaawansowania wydaje sie
duza, jednak wymaga dalszych badati na wiekszych gru-
pach chorych.

MIRNA W ZAWALE MIESNIA SERCOWEGO

Niewystarczajgce zaopatrzenie komdrek serca w krew w wy-
niku zawatu powoduje stres oksydacyjny, martwice i zapa-
lenie miokardium oraz nastepowy patologiczny remode-
ling i dysfunkcje lewej komory [25]. Wczesna reperfuzja
w wyniku zastosowanego leczenia trombolitycznego lub
inwazyjnego prowadzi z jednej strony do ocalenia niedo-
krwionego regionu, z drugiej powoduje powstanie tzw. urazu
zwigzanego z niedokrwieniem i reperfuzjg. Jest on spowo-
dowany nagtym wzrostem doptywu tlenu do uprzednio nie-
dokrwionych tkanek, czego konsekwencjg jest zwiekszone
wytwarzanie reaktywnych form tlenu (RFT) pochodzacych
z taicucha oddechowego. RFT w wielu przypadkach powo-
dujg nieodwracalne uszkodzenie bton komérkowych kar-
diomiocytéw, ich apoptoze, a w nastepstwie niekorzystng
przebudowe mieénia lewej komory serca (tzw. patologiczny
remodeling). Wyrézniono cztery typy urazéw zwigzanych
z reperfuzjg: 1 - martwica miocytéw, II - uszkodzenie mi-
krokrazenia, Il - ,,0gtuszenie” miocardium - przedtuzony
okres dysfunkgji skurczowej miocytéw, IV - arytmie pore-
perfuzyjne [31]. Molekularny mechanizm odpowiedzialny
za regulacje ekspresji gendw w czasie urazu zwigzanego
z reperfuzja nie jest w pelni poznany, a préby wyciagniecia
wnioskéw i ich wykorzystanie w praktyce klinicznej zakon-
czyly sie niepowodzeniem. Wiadomo natomiast, Ze stres
oksydacyjny prowadzi do deregulacji wytwarzania biatek
komérkowych, w tym takze enzymdéw waznych dla powsta-
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wania dojrzatych miRNA - Rnazy III Dicer i Drosha, wply-
wajgc na zmiany w ekspresji miRNA. Profil ekspresji miRNA
w przebiegu zawatu mieénia sercowego jest zalezny od czasu
jaki uptynat od wystapienia niedokrwienia. We wczesnym
okresie prawdopodobnie zalezy od apoptozy i nasilonego
stresu oksydacyjnego, w pézniejszym okresie istotna role
w zmianie profilu petni pozawatowy remodeling i urucho-
mienie mechanizméw kompensacyjnych [77]. Ze wzgleduna
réznorodno$¢ komdrek miesnia sercowego, udziat miRNA
w patomechanizmie zawatu jest trudny do oceny. W bada-
niach autopsyjnych fragmentéw pozawatowych ludzkich
serc stwierdzono zmniejszong ekspresje miR-1i miR-133 [4].
Weze$niejsze badania na myszach ujawnity przeciwstawne
funkcje tych miRNA w regulacji przezycia miocytéw w od-
powiedzi na niedokrwienie; pierwsze z nich wzmaga apop-
toze, drugie ja hamuje. Dzieje sie tak, poniewaz zwiekszona
ekspresja miR-1 powoduje supresje genéw kodujacych biat-
ka odpowiedzialne za hamowanie apoptozy Hsp60, Hsp70,
atakze jest przyczyna potranskrypcyjnej supresji biatek Bcl2
i IGF-1 przeciwdzialajacych apoptozie. miR-133 natomiast
zmniejsza ekspresje genu kodujacego kaspaze 9, gléwnego
efektora procesu apoptozy [72,74]. Dane te sugeruja, ze ob-
nizenie poziomu,,sercowego” miRNA-1 przy jednoczesnym
zwiekszeniu miRNA-133 podczas epizodu niedokrwienia ser-
ca prawdopodobnie ogranicza ryzyko wystapienia urazu
zwigzanego z niedokrwieniem i reperfuzjg.

Zmiany w profilu kolejnego rodzaju miRNA, tj. miR-21 nie
sa jednoznaczne. W badaniach in vitro wykazano, ze zwiek-
szona ekspresja miR-21 podczas pozawatowego remodelingu
hamuje angiogeneze przez wplyw na proliferacje i migracje
komdrek endotelium za posrednictwem RhoB [55]. Jednocze-
$nie angiogeneza naczyri wiericowych jest bardzo waznym
mechanizmem kompensacyjnym w przywréceniu prawidto-
wej funkeji miokardium po zawale serca, wiec zahamowanie
funkcji miR-21 w tym okresie mogtoby mie¢ wptyw kardio-
protekcyjny. W modelach zwierzecych zwiekszona ekspresja
miR-21w granicznej strefie okotozawatowej, bogatej w fibro-
blasty powodowata aktywacje wtdknienia przez hamowanie
ekspresji genu PTEN i nasilenie aktywno$ci metaloproteina-
zy 2 [54]. Sugeruje to, iz hamowanie ekspresji miR-21 moze
zmniejszy¢ niekorzystne wiéknienie po zawale. Ograniczenie
jednak strefy zawatu w szczurzych sercach moze by¢ powia-
zane z indukowang zwiekszong ekspresja miR-21 osiagnieta
przez transfekcje za po$rednictwem wektora adenowiru-
sowego [12]. Inni badacze zwrdcili takze uwage na nieko-
rzystng role zmniejszonej ekspresji miRNA-21 w formowa-
niu zmian miazdzycowych w §rédbtonku po angioplastyce
balonowej tetnicy szyjnej u szczuréw z udziatem PTEN i Bcl-2
[28]. Wazna role w powstawaniu restenozy w stencie po an-
gioplastyce wieficowej stwierdzono dla miR-143 i miR-145,
ktérych obnizong zawarto$é w §rédbtonku naczyv wietico-
wych wykryto w badaniach autopsyjnych pacjentéw pod-
danych angioplastyce ze stentem [48].

Waznym w patogenezie zawatu serca typem miRNA jest ro-
dzinamiR-29 (a,b,c). Podobnie jak w przypadku miR-21, eks-
presja miR-29 jest wigksza w fibroblastach niz w kardiomio-
cytach. Wykazano zmniejszong ekspresje miR-29 po zawale
serca w strefie granicznej niedokrwienia. Ten typ miRNA jest

odpowiedzialny za regulacje genéw kodujacych biatka zwia-
zane zwidknieniem, w tym kolageny, fibryliny, lamininy, ela-
styny i integryny. W badaniach in vivo i in vitro nadekspresja
miR-21 powodowata zmniejszenie translacji wymienionych
biatek [61]. Oprdcz funkgji regulatora genéw zwigzanych
zwlbknieniem miR-29 negatywnie wplywa na regulacje kil-
ku hamujacych apoptoze gendw kodujacych biatka: Tcl-1,
Mcl-1, YY1, p85a, CDC42 oraz DNMTS3 [41,45,46,65].

Podawanie pioglitazonu - agonisty receptoréw PPAR, zna-
czaco obnizalo zawarto$¢ miR-29 w sercu szczura, co po-
zytywnie wptywato na ochrone przed urazem zwigzanym
zniedokrwieniem/reprefuzjg [73]. W przypadku miRNA-24
istnieja sprzeczne doniesienia na temat wlasciwosci kardio-
protekcyjnych, wymaga to dalszych badan [18,49,77]. W nie-
dokrwionej strefie zawatu dochodzi do kompensacyjnego
przerostu miokardium, co jest zjawiskiem niekorzystnym
i moze wplywaé na przebudowe oraz dysfunkcje lewej ko-
mory serca (remodeling) [52]. Wéréd typéw miRNA, ktére
spelniaja ochronna role w poreperfuzyjnym remodelingu
jest miR-126, ktéry stymuluje angiogeneze przez supresje
genu kodujacego biatko Spred-1 oraz regeneracje miokar-
dium z komérek macierzystych [67,76].

miR-210 réwniez stymuluje angiogeneze oraz hamuje apop-
toze zwigzang ze stresem oksydacyjnym [14,42].

miR-494 oraz miR-499 takze wykazuja dziatanie ochron-
ne, hamujgc apoptoze zwigzana ze stresem poreperfu-
zyjnym [57,68]. Mozliwo$¢é regeneracji niedokrwionego
miokardium przez neowaskuraryzacje ogranicza miR-
-92a, ktdre jak dowiedziono w badaniach na modelach
zwierzecych, hamuje angiogeneze przez supresje genéw
kodujacych biatka z nig zwigzane: Sirtuiny 1, podjednostki
5 integryny oraz Map2k4 [3]. Wplyw na miesien serco-
wy w przypadku miR-199a zalezy od czasu wystgpienia
ischemii. Zmniejszona ekspresja miR-199a wystepujaca
w czasie niedokrwienia nasila apoptoze przez stymuluja-
cy wplyw na Sirtuine-1, natomiast jej wystapienie przed
niedokrwieniem ma dziatanie ochronne [50].

Podsumowujac, wréd miRNA, ktére chronig miocyty przed
apoptoza wywolang urazem zwigzanym z niedokrwieniem/
reperfuzja wymienia sie: miR-21, -24, -133, -210, -494, -499.
Sprzyjajace apoptozie sg: miR-1,-29,-199a. Widknienie mio-
kardium moze by¢ regulowane przez miR-29 oraz-21.Z kolei
miR-126 i -210 indukuja angiogeneze w odpowiedzi na uraz
zwigzany z reperfuzjg, natomiast miR-24, -92a hamuja po-
zawatowa neoangiogeneze [77].

MIRNA JAKO MARKERY ZAWALU MIESNIA SERCOWEGO

Obecnie stosowanym w praktyce klinicznej markerem zawa-
tu mie$nia sercowego pozostaje troponina, ktéra wykazuje
duza czulo$¢ i swoisto$¢ we wezesnej diagnozie martwicy
miokardium. Nie jest ona jednak markerem doskonatym.
Diagnostyczny wzrost jej stezenia pojawia sie dopiero po
okoto 6 godzinach od wystgpienia epizodu niedokrwienia,
poza tym jej podwyzszone warto$ci moga wystepowad w in-
nych schorzeniach, np. niewydolno$ci nerek. Dlatego wcigz
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istnieje potrzeba znalezienia nowego biomarkera, ktéry po-
zwolitby na jeszcze weze$niejsze rozpoznanie i wykazywatby
wieksza swoisto$¢ oraz pozwolitby na doktadniejsza identy-
fikacje pacjentéw wysokiego ryzyka w chwili przyjecia do
szpitala [47].

W $wiezym zawale wykazywano rézng ekspresje poszcze-
g6lnych miRNA. Poréwnywano warto$¢ diagnostyczng
swoistych dla serca miRNA z klasycznymi markerami nie-
dokrwienia: troponiny, CK i CK-MB. Potwierdzono silny
wzrost zawarto$ci miR-208b oraz miR-499 w surowicy
u 32 pacjentéw z zawatem w poréwnaniu z grupa kon-
trolng oraz ich dodatnig korelacje ze stezeniem troponi-
ny T i kinazy fosfokreatynowej (CK) [8]. Podobne wyniki
uzyskano w innym badaniu, stwierdzajac silng korelacje
miR-208b i miR-499-5p z troponing T na wiekszej grupie
319 pacjentéw z zawalem serca [22]. Zwrécono takze uwa-
ge na zalezno$¢ ekspresji krazacych miR-208b i miR-499
od innych czynnikdw, tj. wiek i pte¢ [23]. Cheng i wsp.
wykazali wzrost ekspresji miR-1 w surowicy pacjentéw
w ostrym okresie niedokrwienia miokardium oraz dodat-
nig korelacje z poziomem CK-MB [5]. Inni badacze, ozna-
czajac ekspresje miR-1 w surowicy 93 pacjentéw z zawa-
tem wykazali jego istotny wzrost w poréwnaniu z grupa
kontrolna zdrowych oséb, jednak bez korelacji z klasycz-
nymi markerami niedokrwienia [1]. Gidlof i wsp. w swoim
badaniu nie stwierdzili istotnej réznicy w profilu miR-1
u pacjentéw z zawatem w poréwnaniu z grupa kontrolna,
co moze by¢ tlumaczone rézna eliminacja nerkowg tej
miRNA [21]. W analizie poziomu miR-1,-133a,-208b,-499
w surowicy 67 pacjentéw; stwierdzono znaczacy wzrost
ich zawarto$ci w STEMI i NSTEMI w poréwnaniu z grupa
kontrolng, nie wykazano jednak ich wiekszej przydatno-
$ci jako biomarkeréw w poréwnaniu z troponina T [35].
Wazna cechg jaka powinien charakteryzowa’ sie dobry
biomarker niedokrwienia miokardium jest wczesny czas
jego pojawienia sie od czasu wystapienia ischemii i od-
powiednio dlugi okres péttrwania w surowicy, pozwala-
jacy na potwierdzenie rozpoznania i §ledzenie procesu
zdrowienia/leczenia [33]. Interesujace badanie prospek-
tywne przeprowadzili Zampetaki i wsp. w rozpoczetym
w 1990 r. eksperymencie, losowo wybranym pacjentom
(125 kobietom i mezczyznom w wieku 40-79 lat) pobiera-
no krew w odstepach 5-letnich (1995, 2000, 2005 r.) oraz
w razie wystapienia u nich zawatu serca. Badanie miato
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na celu ocene zmian w profilu miRNA, ktére sprzyjatyby
wystapieniu ostrego niedokrwienia. Sposrdd uczestnikéw,
u ktérych w czasie 10-letniej obserwacji wystapit zawat
serca (5,3%) stwierdzono zmiany w profilu trzech miRNA:
-126,-197 oraz -223 [75].

Analizowano réwniez zalezno$¢ ekspresji miRNA od czasu
wystapienia ostrego zespotu wiericowego. W badaniach pro-
filu miR-208 w surowicy 33 pacjentéw ze $wiezym zawatem
mie$nia sercowego i grupie kontrolnej 30 zdrowych oséb,
wykazano, ze miR-208 jest obecne w surowicy u wszystkich
pacjentdw po czterech godzinach od wystapienia pierwszych
objawéw choroby, podczas gdy klasyczny marker troponina
I (cTnI) w dalszym ciggu pozostawat w normie [64]. Long
i Wang zaobserwowali réwniez zwiekszona ekspresje miR-
-30a w 4, 8 i 12 godzinie od wystapienia objawéw zawatu
miesnia sercowego, a takze zwiekszona ekspresje miR-195
w 8112 godzinie od wystgpienia epizodu niedokrwienia oraz
spadek ekspres;ji let-7b w czasie 4, 8, 12, 24, 48, 72 godzin
i tydzieti od poczatkowych objawéw zawatu. Stezenie w su-
rowicy miR-30a, miR-195 i let-7b wykazywalo silng korelacje
ze stezeniem troponiny . Analizujac jednocze$nie zawarto$é
tych trzech miRNA, uzyskano 94% czuto$¢ i 90% swoistosé
w identyfikacji pacjentéw z zawatem mie$nia sercowego [37].

Oceniajgc uzyteczno$¢ miRNA jako markeréw w prognozie
klinicznej pacjentéw po zawale serca, wykazano dodatnig
korelacje miedzy zwiekszong ekspresja miR-208b i miR-499-
5p w surowicy; a spadkiem frakeji skurczowej lewej komo-
ry w badaniu ECHO serca oraz zwickszona $miertelno$cia
w obserwacji 30-dniowej w grupie 319 chorych [22]. Podobna
warto$¢ kliniczng wykazano w przypadku miR-133a, ktérego
zwiekszona ekspresja korelowata z rozmiarem zawatu w MRI
i wigzata sie ze wzrostem $miertelnosci oraz wiekszym ry-
zykiem wystapienia niewydolno$ci serca w 6 miesiecy od
wystgpienia STEMI w grupie 216 pacjentéw [13].

Podsumowujac, poznanie zasad wptywu miRNA na proce-
sy patofizjologiczne moze pomdc w lepszym zrozumieniu
mechanizméw prowadzacych do $mierci kardiomiocytéw
podczas niedokrwienia. Badania nad miRNA, ktérych eks-
presja istotnie zmienia sie we wczesnej fazie zawatu mie$nia
sercowego, mogg znacznie zwiekszy¢ mozliwosci nie tylko
wczesnego diagnozowowania choréb serca, ale tez progno-
zowania i wprowadzania terapii.
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