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Wykaz zastosowanych skrotow

AdipoR2 — receptor adiponektyny 2

ADP — adenozynodifosforan

ADSCs — ang. adipose tissue stem cells, komorki macierzyste tkanki ttuszczowe;j
ASA — ang. acetylsalicylic acid, kwas acetylosalicylowy

AUC - ang. area under curve, pole pod krzywa

ATF3 — aktywujacy czynnik transkrypcyjny 3

BDNF - ang. brain-derived neurotrophic factor, czynnik neurotroficzny pochodzenia
mozgowego

BMI — ang. body mass index,wskaznik masy ciata

BMSCs — ang. bone marrow stem cells, komoérki macierzyste szpiku kostnego

Cl —ang. confidence interval, przedziat ufnosci

CT — ang. computed tomography, tomografia komputerowa

DAPT — ang. dual antiplatelet therapy, podwojna terapia przeciwptytkowa

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

EV —ang. extracellular vesicles, pecherzyki zewnatrzkomorkowe

FOUR — ang. Full Outline of Unresponsiveness, skala FOUR

GCS - ang. Glasgow Coma Scale, skala Glasgow

HR — ang. hazard ratio, wspotczynnik ryzyka

hUMSCs — ang. human umbilical mesenchymal stem cells, mezenchymalne komorki
macierzyste sznura pgpowinowego

hUVECs — ang. human umbilical vein endothelial cells, komorki srodbtonka pochodzace z
zyly pgpkowej

IL-1B — interleukina 1

IL-4 — interleukina 4

IL-6 — interleukina 6

IL-10 — interleukina 10

ITC — tac. insufficientia trunci cerebri, Skala Niedomogi Pnia Mozgu

IVBSS — ang. Israeli Vertebrobasilar Stroke Scale, Izraelska Kregowopodstawna Skala
Udaru

miRNA, miR — mikro-kwasrybonukleinowy

MRI — ang. magnetic resonance imaging, rezonans magnetyczny
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MRNA —matrycowy kwas rybonukleinowy

MRS — zmodyfikowana skala Rankina

NCRNA — niekodujace RNA

NIHSS — ang. National Institutes of Health Stroke Scale, Skala Udarowa Narodowego
Instytutu Zdrowia

NO-cGMP — tlenek azotu-cykliczny monoguanylofosforan

OGD/R - ang. oxygen-glucose deprivation/re-oxygenation, deprywacja tlenowo-
glukozowa / reoksygenacja

OR —ang. odd ratio, ilorazszans

OUN — osrodkowy uktad nerwowy

OZW — ostry zespot wiencowy

PARA4 — receptor aktywowany proteazg 4

PCR — reakcja tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym

PPARYy — proliferatory peroksysomow y

PTCP — biatko transferowe fosfatydylocholiny

gRT-PCR — ang. quantitative reverse transcription polymerase chain reaction, reakcja
tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym poprzedzona reakcjg odwrotnej
transkrypcji

RIPC — ang. remote ischemic post-conditioning, kondycjonowanie niedokrwienne
RNA — kwas rybonukleinowy

SOR - szpitalny oddziat ratunkowy

TIA — ang. transient ischemic attack, przemijajacy epizod niedokrwienny

TNF-o — ang. tumor necrosis factor alpha, czynnik martwicy guza alfa

TOAST — ang. The Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment

T2DM — ang. type 2 diabetes melitus,cukrzycatypu 2

TXA2 — tromboksan A2

USCs — ang. urine-derived stem cells, komorki macierzyste obecne w moczu

VAMP8 — ang. vesicle associated membrane protein 8, synaptobrewina



Streszczenie w jezyku polskim

Wprowadzenie: Udar niedokrwienny jest jedna 2z najczegstszych przyczyn
niepetnosprawnoséci i przedwczesnych zgondéw w populacji Swiata, jednak zaréwno
metody jego diagnozowania jak 1 oceny rokowania wymagajg udoskonalenia.
Obiecujacymi w tym zakresie wydaja si¢ by¢ biomarkery udaru dostgpne we krwi
obwodowej. Celem przedstawionego badania byta ocena ekspresjii wybranych mikroRNA
(MmiRNA) krazacych we krwi pelnej (miR-106b-5p, miR-16-5p, miR-15a-5p, let-7e oraz
miR-125a-3p i -5p), aby okresli¢ich przydatno$¢ diagnostyczng i prognostyczng u
pacjentéw udarem niedokrwiennym mozgu w ostrej fazie.

Metody: Populacj¢ badang stanowito 60 pacjentow z rozpoznaniem ostrego udaru
niedokrwiennego moézgu wiaczonych do badania w czasie pierwszej doby od poczatku
epizodu. Grupe kontrolng stanowito 30 dobranych pod wzgledem wieku i pici pacjentow
bez udaru i/lub przemijajacego ataku niedokrwiennego (ang. transient ischemic attack,
TIA) w wywiadzie, ze stabilng chorobg wiencowa i wspotistniejgcymi czynnikami ryzyka
Sercowo-naczyniowego, w tym zawatem serca i cukrzyca typu 2. Ekspresjc miRNA
okreslano za pomoca qRT-PCR w probkach krwi pelnej pobranej z zyt obwodowych.
Probki pobierano od grupy kontrolnej jednorazowo oraz od pacjentow z udarem mozgu w
ciggu 24 godzin po wystapieniu ostrego udaru niedokrwiennego i w 7 dobie hospitalizacji.
Wyniki: Poziom ekspresji miR-125a-3p u pacjentow z udarem mézgu byt nizszy zaréwno
wyjsciwo, jak 1 7 dni po przyjeciu do szpitala w poréwnaniu z osobami zdrowymi
(odpowiednio p=0,008 i p=0,020). Ekspresja miR-125a-5p byla wyzsza u pacjentow w
momencie przyjecia do szpitala w poréwnaniu z grupa kontrolng, jednak w trakcie
hospitalizacji ekspresja ta ulegla istotnemu zmniejszeniu w 7. dobie w poréwnaniu z dniem
przyjecia do szpitala (odpowiednio p=0,002 i p=0,016). Analiza krzywej ROC wykazata
potencjat diagnostyczny dla miR125a-3p i -5p (AUC dla miR-125a-3 p= 0,705; AUC dla
miR-125a-5 p=0,709). Pacjenci z udarem o umiarkowanym nasileniu mieli istotnie wyzszy
poziom ekspresji miR-16-5p w poréwnaniu z pacjentami z udarem o matym nasileniu w
dniu wystgpienia ostrego udaru niedokrwiennego. AUC w analizie krzywej ROC wynosito
0,718, (95% CI, 0,59-0,85) p=0,004. Wieloczynnikowy model regresji logistycznej
wykazal, ze, wysoka wyjsciowa ekspresja miR-16-5p oraz obecno$¢ cukrzycy, byly
niezaleznymi predyktorami ci¢zko$ci udaru (OR: 4,34; 95% CI, 1,15-16,42; p = 0,031 i
OR: 4,65; 95% ClI, 1,07-20,19; p = 0,040, odpowiednio).



Whnioski: Przeprowadzone badanie pozwolito na oceng¢ ekspresji wybranych miRNA
zwigzanych z ptytkami krwi i pokazato, ze moga stuzy¢ w przysztosci jako diagnostyczne

i prognostyczne biomarkery udaru niedokrwiennego mozgu.



Streszczenie w jezyku angielskim
Determination of the diagnostic and prognostic significance of new platelet-related
microRNAs in ischemic stroke patients.

Background: Searching for circulating fluid biomarkers are needed for patients with
ischemic stroke as diagnosis and prognosis of stroke requires cost-effective methods. In the
current study we aimed to assess several whole blood circulating miRNAs (miR-106b-5p,
miR-16-5p, miR-15a-5p, let-7e and miR-125a-3p and -5p) to analyze their diagnostic and
prognostic utility in patients with acute ischemic stroke.

Methods: The study population consisted of 60 patients with the diagnosis of acute
ischemic stroke. The control group consisted of 30 age- and gender-matched patients
without history of stroke and/or TIA with established stable coronary artery disease and
concomitant cardiovascular risk factors, including myocardial infarction and type 2
diabetes (DM). MIRNA expressions were determined by using venous whole blood
samples with gRT-PCR, blood samples were collected from the control group (only once)
and patients with stroke 24 h after onset of acute ischemic stroke and 7-days following
index hospitalization.

Results: The expression levels of miR-125a-3p in stroke patients were lower both at
baseline and 7-days after admission compared to the healthy individuals (p=0.008,
p=0.020, respectively). MiR-125a-5p expression was higher in patients at admission
compared to controls, however during hospitalization the expression significantly
decreased in day-7 compared to day at admission (p=0.002, p=0.016, respectively). ROC
curve analysis showed diagnostic potential for miR125a-3p and -5p (AUC for miR-125a-
3p=0.705; AUC for miR-125a-5p= 0.709). Patients with moderate stroke had significantly
elevated miR-16-5p expression levels compared with patients with minor stroke at the day
of acute ischemic stroke. AUC in ROC curve analysis was 0.718, (95% CI, 0.59-0.85) p =
0.004. Multivariate logistic regression model showed that, a high baseline miR-16-5p
expression, together with DM, were independent predictors of increased stroke severity
(OR: 4.34; 95% CI, 1.15-16.42; p = 0.031 and OR: 4.65; 95% CI, 1.07-20.19; p = 0.040,
respectively).

Conclusion: In this study we validated platelet-related miRNAs which could serve as
diagnostic and prognostic biomarkers of the ischemic stroke complications like increased

severity.



1. Wstep

Udar niedokrwienny mozgu stanowiacy 85% wszystkich typéw udaréw jest jedng
z najczestszych chorob uktadu sercowo-naczyniowego i1 jedng z czgstszych przyczyn
zgondéw oraz niepetnosprawnosci na $wiecie [1]. Mimo dostgpnosci skutecznych metod
terapeutycznych, takich jak tromboliza dozylna czy trombektomia mechaniczna, tylko
okoto 13% pacjentow z udarem niedokrwiennym kwalifikuje si¢ do leczenia
przyczynowego. Gtéwnym powodem jest waskie terapeutyczne okno czasowe czyli okres
od rozpoznania udaru do rozpoczgcia leczenia. Zgodnie z obowigzujacymi
rekomendacjami czas ten nie powinien przekracza¢ 4,5 godziny [1]. W ciagu
kilkudziesigciu lat diagnostyka udaru mozgu i rokowanie chorych poprawity si¢ dzigki
rozwojowi nowych metod obrazowania, takich jak tomografia komputerowa (CT)
1 rezonans magnetyczny (MRI) [2]. Niezaleznie od tego, najbardziej dostepne 1 najczesciej
wykonywane obrazowanie oparte na CT osigga tylko 30% czuto$ci w ciggu pierwszych 12
godzin [1,2]. Rezonans magnetyczny, cho¢ jest narzedziem znacznie skuteczniejszym, nie
jest dostepny w wielu szpitalach, a transport pacjenta do oddalonych placéwek zabiera
cenny czas [1,3]. Dlatego wcigz poszukuje si¢ nowych metod szybkiej i skutecznej
diagnostyki udaru niedokrwiennego. Jednymi z bardziej obiecujacych wydaja si¢ by¢
biomarkery mozliwe do oceny w badaniu krwi obwodowej ze wzgledu na latwos¢
i szybko$¢ pobrania materiatu [4]. Niekodujagce RNA (ncRNA), w tym miRNA, wykazaty
potencjalng przydatnos¢ jako biomarkery diagnostyczne 1 prognostyczne udaru
niedokrwiennego mozgu stwierdzong w badaniach in vitro, na zwierz¢tach
jak i u ludzi [5].

MikroRNA s3 regulatorami transkrypcji mRNA, ktore wplywaja na proces
translacji i synteze biatek poprzez taczenie si¢ jego z regionem 3’ [6-8]. MiRNA wptywaja
na ekspresje gendw na terenie komorki, z ktorej pochodza, co wigcej moga by¢ uwalniane
do przestrzeni pozakomorkowej i internalizowane przez inne komorki, na terenie ktérych
réwniez modyfikujg transkrypcje [9-11]. Ta unikalna komunikacja komorkowa okazuje si¢
wazna w procesie regeneracji tkanek moézgupo urazie spowodowanym niedokrwieniem
1 nastepujaca po nim reperfuzja [11]. Krazace miRNA moga by¢ wykrywane w surowicy
krwi pobranej od pacjentéw z udarem niedokrwiennym i sg wystarczajaco stabilne, aby
mozna bylo wykona¢ wiarygodne pomiary laboratoryjne [12,13]. Ekspresja niektorych
kragzacych miRNA zidentyfikowanych u pacjentéw z udarem byta istotnie zmieniona

w poréwnaniu z osobami bez udaru i korelowala z cigzkoscig stanu i rozlegtoscia
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uszkodzonego obszaru, co sugeruje potencjalng przydatno§¢ miRNA jako biomarkerow
diagnostycznych i prognostycznych w udarze.
Wykazano, ze wiele rodzajéw miRNA jest transportowanych jako zawarto$¢ pecherzykow
pozakomoérkowych (ang. extracellularvesicles, EV), uwalnianych przez rézne typy
komorek zar6wno w warunkach fizjologicznych, jak i na skutek stymulacji przez bodzce
zapalne, toksyny, stres oksydacyjny itd. Pecherzyki pozakomoérkowe wydajg si¢ byc
istotnym elementem patofizjologii udaru niedokrwiennego, bedac elementem
komunikacji,przez ktory komoérki przekazuja sobie informacje zakodowane w postaci
cytokin, chemokin i materialu genetycznego np. ncRNA. Jak pokazuja badania
przeprowadzone in vitro i na zwierzgtach przenoszone w EV miRNA moze by¢
internalizowane przez rézne komorki bioragce udziat w patogenezie udaru niedokrwiennego
1 dziata¢ na ich terenie. Co wigcej przenoszone w ten sposéb miRNA moze w przysztosci
okaza¢ si¢ przydatne w terapii udaru niedokrwiennego. Udowodniono, ze EV zawierajace
miRNA moga przekracza¢ bariere krew-médzg i wplywaé na ekspresje genow
w uszkodzonej tkance nerwowej [14].

Istotng role w patofizjologii udaru niedokrwiennego petnig ptytki krwi bedace nie
tylko elementem hemostazy, ale takze waznym mediatorem odpowiedzi zapalnej [15].
Biora one aktywny udziat w tworzeniu si¢ blaszek miazdzycowych bedacych przyczyna
znacznego odsetka zdarzen naczyniowo-mézgowych. Prowadza takze bezposrednio
do uposledzenia przeptywu krwi w tetnicy mozgowe] przez adhezje do uszkodzonej
blaszki, aktywacj¢ 1 uwolnienie substancji prowadzacych do aktywacji kaskady
krzepnigcia [16]. Wykazano, ze rdzne typy miRNA moga modulowac¢ reaktywnosé ptytek
krwi, a z kolei te, ktére sa przez nie uwalniane w trakcie aktywacji moga by¢ istotne dla
patofizjologii udaru niedokrwiennego. Dlatego postuluje si¢ ich mozliwa kliniczng
przydatnos¢ w charakterze biomarkerow diagnostycznych i prognostycznych udaru
niedokrwiennego. W przeprowadzonych przez nasz zespdt badawczy wczesniejdwoch
analizach bioinformatycznych wyloniono kilkanascie rodzajow miRNA zwigzanych
z procesami krzepnigcia 1 aktywacji plytek krwi oraz udarem niedokrwiennym mogacych

by¢ potencjalnymi kandydatami do badan w kierunku okres§lenia przydatnosci jako

biomarkery [8,17].
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2. Udar niedokrwienny — epidemiologia, patofizjologia, postepowanie kliniczne

2.1. Epidemiologia

Kazdego roku na catym Swiecie okoto 17 milionéw osob do$wiadcza udaru,
Z czego u 85% rozpoznawany jest udar o etiologii niedokrwiennej [1,18,19]. Szacunkowo,
w skali globalnej, co okoto sze$¢ sekund dochodzi do zgonu z powodu udaru [20]. W ciggu
catego zycia udaru moézgu doswiadczy Srednio jedna na sze$¢ osob. W Polsce ogdlna
liczba pacjentow doznajacych rokrocznie udaru niedokrwiennego wynosi okoto 75 tys.,
a Smiertelno$¢ spowodowana ta chorobg ocenia si¢ na 22% w ciggu pierwszych trzech
miesiecy po jego wystgpieniu. Udar mézgu jest rowniez jedng z wazniejszych przyczyn
trwalej niepelnosprawnosci, drugg co do czesto$ci przyczyng otgpienia oraz najczestsza
przyczyna padaczki u seniorow. Przebycie udaru u wielu osob prowadzi do rozwoju
depresji 1 zaburzen Igkowych zwigzanych z niepelnosprawnoscig i znacznym obnizeniem
jakosci zycia [18]. Cho¢ powszechnie uwaza si¢, ze udar dotyczy raczej pacjentdw
ze starszych grup wiekowych, odnotowuje si¢ istotny wzrost zachorowan oséb mtodych
1 w $rednim wieku, okolo 31% incydentéw udarowych dotyczy osdb ponizej 65. roku

zycia [1,21].

2.2. Patofizjologia

Pomimo, ze udar niedokrwienny jest chorobg powszechnie wystepujaca, jego
patofizjologia wciaz pozostaje nie w pelni wyjasniona [22]. Istnieje wiele przyczyn
mogacych prowadzi¢ do okluzji naczynia mézgowego i niedokrwienia. Tkanka nerwowa,
bardzo wrazliwa na niedostateczny dowoz tlenu w krotkim czasie ulega martwicy,
a uszkodzenie staje si¢ nieodwracalne [23]. W praktyce klinicznej mozemy okresli¢
jedynie prawdopodobng przyczyne udaru, poniewaz obecnos¢ danego czynnika ryzyka np.
migotania przedsionkoéw nie musi $wiadczy¢ o tym, ze to wilasnie on doprowadzit do
incydentu. Stosowana powszechnie klasyfikacja TOAST (The Trial of Org 10172 in Acute
Stroke Treatment), nazwana tak od badania, dla ktorego ja przygotowano, wyrdznia
nastepujace etiologiczne kategorie udaru mozgu:

- udar spowodowany choroba duzych naczyn,

- udar spowodowany choroba matych naczyn,

- udar sercowo-zatorowy, tzw. kardiogenny

- udar o innej etiologii

- udar o nieustalonej etiologii
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Dla kazdej kategorii wyrdzniono szczegotowe Kryteria Kkliniczne, na podstawie
ktérych mozna stwierdzi¢, ze dany mechanizm patofizjologiczny jest z duzym
prawdopodobienstwem odpowiedzialny za wystgpienie incydentu naczyniowo-

mozgowego [24].

Udar spowodowany chorobg duZych naczyn

- zwezenie (> 50%) tetnicy wewnatrz- lub zewnatrzczaszkowej zaopatrujgcej obszar
mozgu, z ktorego pochodza objawy udaru stwierdzone w badaniu ultrasonograficznym lub
angiograficznym

- ognisko niedokrwienne o $rednicy > 1,5 cm widoczne w badaniach obrazowych
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN ) (CT, MRI)

- wykluczona zatorowos$¢ pochodzenia sercowego

- dodatkowe czynniki przemawiajace za rozpoznaniem udaru o tej etiologii to chromanie
przestankowe, stan po przebyciu TIA w tym samym zakresie unaczynienia, szmer nad
tetnicg szyjng lub oslabienie tetna na tetnicy szyjnej

Udar spowodowany chorobg malych naczyn

- objawy udaru lakunarnego

- brak ogniska lub ognisko o $rednicy < 1,5 cm uwidocznione w badaniach obrazowych
OUN (CT, MRI)

- brak innych przyczyn udaru mozgu

Udar kardiogenny

- obecno$¢ co najmniej jednego zrodia zatorowosci w sercu np. sztuczna zastawka serca,
zwezenie zastawki mitralnej zwlaszcza jezeli towarzyszy mu migotanie przedsionkow,
zespol chorego wezla zatokowego, zawat serca w okresie 6 miesiecy poprzedzajacych
udar, przetrwaly otwér owalny, skrzeplina w lewym przedsionku lub w lewej komorze,
kardiomiopatiarozstrzeniowa, segmentalna akineza S$ciany lewej komory, infekcyjne
zapalenie wsierdzia itd.

- wykluczona choroba duzych naczyn

Udar o innej etiologii

- rozpoznane chorob i stanow bedacych rzadkimi przyczynami udaru np. zaburzenia
krzepniecia, zapalenia naczyn, ch. autoimmunizacyjne, intoksykacje, zapalenie opon
moézgowo-rdzeniowych itd.

- wykluczone pochodzenie zwigzane z chorobg duzych naczyn i udar kardiogenny

Udar o nieustalonej etiologii
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- wspotistnienie kilku prawdopodobnych przyczyn udaru
- niemozno$¢ okre$lenia przyczyny udaru pomimo wykonania koniecznych badan
diagnostycznych
- niekompletne badania

Warto wspomnie¢, ze rozktad czestosci poszczegolnych etiologii  udaru
niedokrwiennego jest zalezny od wieku [18,22]. U 0s6b miodych najczestsza przyczyna
jest rozwarstwienie tetnicy szyjnej lub kregowej, czesciej zdarzajg si¢ tez udary o innej
etiologii zwigzane z chorobami autoimmunizacyjnymi, wrodzonymi zaburzeniami
krzepnigcia, a takze spowodowane naduzyciem substancji psychoaktywnych [25]. U os6b
starszych do najczestszych przyczyn nalezy udar kardiogenny zwigzany z migotaniem
przedsionkow lub przebytym zawalem migsnia sercowego, a takze udar spowodowany

miazdzyca duzych naczyn [21].

2.2.1. Rola ukladu odpornosciowego w patofizjologii udaru niedokrwiennego

Nie tylko uktad sercowo-naczyniowy jest bezposrednio zwigzany z patofizjologia
udaru niedokrwiennego. Wraz z poglebianiem wiedzy na temat funkcji uktadu
immunologicznego i roli stanu zapalnego w przebiegu wielu schorzen, okazuje si¢ ze ma
on takze ogromne znaczenie w przypadku wystapienia ostrego niedokrwienia OUN [26—
28]. Do inicjacji zapalenia dochodzi juz w ciagu kilku, kilkunastu minut po dokonaniu si¢
udaru. Najprawdopodobniej staje si¢ ono jednym z wazniejszych mechanizmow
uszkodzenia tkanki nerwowej w ciggu kilku pierwszych godzin fazy ostrej, a zwigkszona
aktywno$¢ uktadu immunologicznego utrzymuje si¢ przez kolejne dni. Rozwojowi stanu
zapalnego sprzyja uszkodzenie komorek spowodowane niedostatecznym zaopatrzeniem w
tlen 1 skladniki odzywcze i ich martwica [29]. W tym stanie uwalniaja one szereg
czasteczek okreslanych jako zwigzane z uszkodzeniem komoérki nazywanych inaczej
alarminami. Do alarmin naleza m.in. ATP, wolne kwasy nukleinowe, biatko HMGBI1 czy
czy biatka szoku cieplnego. Uwolnione z wnetrza uszkodzonej komoérki alarminy moga
nastepnie  aktywowa¢ komodrki mikrogleju  bgdace moézgowymi  komodrkami
immunologicznymipoprzez tzw. receptory rozpoznajace wzorce (ang. pattern recognition
receptor, PRR) np. receptory z rodziny NOD-podobnych czy Toll-podobnych [30].
Aktywacja PRR uruchamia w komoérkach mikroglejukaskady wewnatrzkomorkowe
szlakéw sygnalowych prowadzac do aktywacji czynnikow transkrypcyjnych takich jak

NF-kB, co z kolei skutkuje wytwarzaniem i uwalnianiem cytokin prozapalnych, zwlaszcza
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IL-1B, IL-6, TNF-a. Ich obecno$¢ w przestrzeni miedzykomorkowej prowadzi do migracji
1 aktywacji innych komorek ukladu immunologicznego nasilajacych zapalenie [31].
W warunkach niedokrwienia, gléwnie na skutek hipoksji zwigksza si¢ takze aktywnos¢
komorek $rodblonka. W wyniku aktywacji na ich powierzchni pojawiajg si¢ liczne
adhezyny takie jak ICAM, VCAM czy selektyna P. Interreagujag one z leukocytami
powodujac ich przyleganie, toczenie si¢ 1 przenikanie przez $cian¢ naczynia
do sasiadujacych z nim uszkodzonych tkanek [27,32]. Ekspresja adhezyn na powierzchni
srodbtonka ma takze wptyw na ptytki krwi prowadzac do ich aktywacji i agregacji [33].
Ten aspekt lokalnego stanu zapalnego rozwijajacego si¢ na terenie uszkodzonej przez udar
tkanki nerwowej jest istotny poniewaz spowodowana nim agregacja plytek krwi
1 aktywacja uktadu krzepni¢cia moze pogorszy¢ i1 tak juz uposledzony doplyw krwi
do uszkodzonego obszaru OUN, a takze spowodowal zaburzenia mikrokrazenia w
obszarach zlokalizowanych w poblizu ogniska niedokrwiennego [26]. Rola ukladu
immunologicznego w patofizjologii udaru wydaje si¢ zatem réwnie istotna co zaburzenia

sercowo-naczyniowe, za$ ptytki krwi sg elementem taczacym oba uktady w tym procesie.

2.3 Diagnostyka

Wstegpne rozpoznanie udaru niedokrwiennego opiera si¢ na objawach klinicznych
takich jak nagle wystgpienie niedowtadu toz stronnych konczyn, afazji, opadania kacika
ust, zawrotow glowy, zaburzen réwnowagi czy widzenia [1,20,22]. Dlatego tak wazne jest
state zwigckszanie §wiadomos$ci spolecznej i1 edukacja na temat udaru. W wigkszos$ci
przypadkéw pierwsze oznaki niedokrwienia mozgu sa zauwazane przez rodzing pacjenta
lub inne przebywajace z nim osoby 1 to one najczesciej] powiadamiajag Pogotowie
Ratunkowe rozpoczynajac tym samym tancuch zdarzen majacych na celu przeprowadzenie
diagnostyki w odpowiednim czasie. Wedlug znanej wszystkim osobom zajmujacym si¢
problematyka udarow dewizy “czas to mozg”, szybkos$¢ z jaka dojdzie do rozpoznania
udaru decyduje o tym czy w ogoéle uda si¢ je rozpocza¢ oraz o jego efekcie [34]. Niestety
nadal nierzadko zdarza si¢, Zze pacjenci z udarem sa przywozeni do szpitali w 2., 3. czy
kolejnej dobie po epizodzie. Wynika to z nadal zbyt malej §wiadomos$ci spotecznej
i przekonania, ze te nietypowe objawy ming samoistnie za jaki$ czas. Jezeli jednak pacjent
trafia do szpitala w ciggu kilkunastu czy kilkudziesigciu minut od poczatku objawow
o sukcesie terapeutycznym decyduje szybko$¢ wykonania wlasciwych badan

diagnostycznych.
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Kryteria rozpoznania udaru niedokrwiennego obejmuja rozpoznanie ostrych objawow
ogniskowego uszkodzenia mozgu, rdzenia kr¢gowego lub siatkdwki oka oraz spetnienie
co najmniej jednego z kryteriow:

- wykazanie w badaniu obrazowym OUN Ilub neuropatologicznym S$wiezego ogniska
niedokrwienia mézgu, rdzenia kregowego lub siatkéwki oka;

- utrzymywanie si¢ objawoéw klinicznych ogniskowego uszkodzenia moézgu, rdzenia
kregowego lub siatkowki oka przez co najmniej dobe lub zgon z ich przyczyny (w tym
przypadku nalezy wykluczy¢ inne przyczyny zgonu);

- ustgpienie objawdw ogniskowego uszkodzenia mozgu, rdzenia kregowego lub siatkowki
oka po leczeniu reperfuzyjnym (woOwczas nie bierze si¢ pod uwage kryterium
utrzymywania si¢ objawow klinicznych przez > 24 h ani wyniku badania obrazowego
sugerujacego cechy swiezego niedokrwienia mézgu, rdzenia krggowego lub siatkdwki) [1].
Sposrdéd zaburzen zwigzanych z niedokrwieniem OUN wyrozniamy takze TIA,
zdefiniowane jako krotkotrwaty, odwracalny epizod zaburzen neurologicznych
spowodowany ogniskowym niedokrwieniem moézgu, rdzenia krggowego lub siatkowki oka
bez pojawienia si¢ ostrego zawalu [27]. Objawy podobne to tych, ktore obserwuje si¢
w lzejszych postaciach udaru zazwyczaj ustgpuja po kilku lub kilkunastu minutach, zwykle
nie trwajg dtuzej niz godzing. Nadaljednak granica czasowa roznicujaca objawy Kliniczne
dokonanego udaru od TIA (24 godziny) jest mniej istotna niz wyniki badan obrazowych
OUN, poniewaz utrzymywanie si¢ objawow  neurologicznych  zwigzanych
z niedokrwieniem mozgu przez ponad 60 minut moze §wiadczy¢ o obecnosci ognisk
niedokrwiennych, ktéore beda widoczne w obrazowaniu MRI [35,36]. W celu
uwzglednienia zaréwno wczesnych objawow TIA, jak i1 dokonanego udaru modzgu,
alternatywnie stosowany jest termin ,,ostry zespdt mézgowo-naczyniowy” [37].

Do oceny cigzkosci udaru, a co za tym idzie rokowania pacjentow, stosowanych jest kilka
wystandaryzowanych skal klinicznych. Najbardziej rozpowszechniong jest Skala Udarowa
Narodowego Instytutu Zdrowia (NIHSS) (Ryc 1.), w ktérej ocenia si¢ zaréwno stan
swiadomos$ci bedacy istotnym wyktadnikiem ciezkosci udaru i rokowania jak i inne
parametry wchodzace w sktad badania neurologicznego [38]. Do jej zalet nalezy wysoka
czulos¢ w wykrywaniu zmian stanu klinicznego w ostrej fazie udaru, korelacja
z umiejscowieniem niedokrwienia i jego obje¢toscig opisywanymi w badaniu MRI. Ma
takze duzg warto§¢ prognostyczng w zakresie $miertelnosci krotko- (7 dni)
1 dlugoterminowej (3 miesiace), a takze ryzyka wystgpienia powiktan krwotocznych po
zastosowaniu leczenia trombolitycznego [38,39]. Wada skali NIHSS jest czasochtonnosé,

16



a takze mozliwo$¢ wykonania jedynie przez personel biegly w ocenie neurologicznej. Jest
ona polecana szczegélnie do monitorowania pacjentow z udarami z przedniego
unaczynienia mozgowia. Do oceny stanu §wiadomosci sluzy wykorzystywana czgsto w
warunkach przedszpitalnych i SOR skala Glasgow (ang. Glasgow Coma Scale, GCS)
[40,41]. Nie uwzglednia ona jednak objawdw neurologicznych innych niz zaburzenia
swiadomosci. Co wiecej jej wyniki moga by¢ falszywie zanizone przez obecno$¢
deficytow neurologicznych np. afazji czy niedowladu konczyn, dlatego tez powinna by¢
interpretowana ostroznie, wraz z doktadng oceng kliniczng pacjenta [40].

Istnieja takze inne, rzadziej uzywane skale takie jak Izraelska Kregowopodstawna Skala
Udaru (ang. Israeli Vertebrobasilar Stroke Scale, IVBSS) [42], Full Outline
of Unresponsiveness (FOUR) [43] czy Skala Niedomogi Pnia Mozgu (lac.
insufficientiatruncicerebri, ITC) [44], ktorych doktadne omowienie przekracza ramy
niniejszego opracowania. U pacjentow udarowych ocenia si¢ takze stopiefn niesprawnos$ci
oraz zdolno$¢ do samodzielnego wykonania codziennych czynnosci, sktadajace si¢ na stan
funkcjonalny. Czotowg pozycje wsrodskal stuzacych do oceny tych parametréw zajmuja

zmodyfikowana Skala Rankina (Ryc 2.) i wskaznik Barthel (Ryc 3.).

Skala Udarowa Narodowego Instytutu Zdrowia (NIHSS)

Imie i nazwisko, data

Parametr Data oceny
przyjecia do szpitala
la PRZYTOMNOSC 0 | Czuwa, zywa reakcja na
bodzce

Rurka intubacyjna, bariera |1 | Reakcja na stabe bodzce,

jezykowa, Uraz twarzy i/lub spetnianie polecen
szyi, Opatrunek — ocena |2 | Reakcja na silny bodziec
subiektywna bolowy
3 | Brak reakcji lub reakcja
odruchowa
]
1b ORIENTACJA 0 Prawidlowa odpowiedz na oba
pytania
Aktualny miesigc 1 wiek, | 1 Prawidtowa odpowiedz na jedno
afzja — 2 pkt, Intubacja, pytanie
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1c

5a

dyzartria, uraz, bariera

jezykowa — 1 pkt

POLECENIA

Brak prawidlowej odpowiedzi na

oba pytania

Prawidlowe  wykonanie = obu

polecen

Otwarcie i zamkniecie oczu,
zacis$niecie 1 rozluznienie

wladnej reki

GALKI OCZNE

Prawidlowe wykonanie jednego

polecenia

Chory nie spelit Zadnego

polecenia

Ruchy prawidtowe

Poziome  ruchy  galek
ocznych. Dowolne i

odruchowe ruchy

POLE WIDZENIA

Czesciowe porazenie (zbaczanie)

Porazenie pelne lub przymusowe

spojrzenie

Bez ubytkéw w polu widzenia

Ocena za pomoca liczenia
palcow lub bodzca

zagrazajacego

Niedowidzenie +/- kwadrantowe

oka

Niedowidzenie potowicze oka

Slepota organiczna lub korowa

NERW VII Twarz prawidtowa, symetryczna
Zmarszczenie brwi, Sptycenie fatdu, asymetria przy
zacisnigcie oczu, usmiechu

wyszczerzenie zebow

LKG

Catkowity (lub prawie) paraliz
dolnego pigtra twarzy

Calkowity paraliz dolnej i goérnej

czesci twarzy

LKG nie opada w ciggu 10 s

Kazda konczyne testujemy

LKG opada przed 10 s ale nie
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osobno, zaczynamy od
konczyny wiadnej. Pozycja
siedzaca — 90 stopni w
stosunku do tutowia.
Pozycja lezaca — 45 stopni w

stosunku do tutowia

catym impetem

2 LKG opada przed 10 s ale oporuje
grawitacji

3 LKG opada, nie oporuje
grawitacji, minimalne  ruchy
czynne

4 LKG — porazenie (catkowity brak
ruchow czynnych)

UN

6a

5b PKG 0 PKG nie opada w ciaggu 10 s
Kazdg konczyne testujemy | 1 PKG opada przed 10 s ale nie
osobno, zaczynamy od calym impetem
konczyny wiadnej. Pozycja | 2 PKG opada przed 10 s ale oporuje
siedzaca — 90 stopni w grawitacji
stosunku do tutowia. | 3 PKG opada, nie oporuje
Pozycja lezagca — 45 stopni w grawitacji, minimalne  ruchy
stosunku do tulowia czynne

4 PKG — porazenie (catkowity brak
ruchow czynnych)
UN

LKD 0 LKD nie opada w ciaggu 5 s
Kazda konczyne testujemy | 1 LKD opada przed 5 sekundami
osobno, zaczynamy od ale nie calym impetem
konczyny wiladnej, pozycja | 2 LKD opada przed 5 s ale oporuje
wyj$ciowa — konczyna dolna grawitacji
uniesiona do 30 stopni w |3 LKD opada, nie oporuje
stosunku do podtoza. grawitacji, minimalne  ruchy
czynne
4 LKD - catkowite porazenie
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6b

Cc
=z

PKD

PKD nie opada w ciagu 5 s

Kazda konczyne testujemy
osobno,  zaczynamy od
konczyny wtladnej, pozycja
wyjsciowa — konczyna dolna
uniesiona do 30 stopni w

stosunku do podtoza.

LKD opada przed 5 sekundami

ale nie catym impetem

LKD opada przed 5 s ale oporuje

grawitacji

LKD opada, nie oporuje
grawitacji, minimalne  ruchy

czynne

10

LKD — catkowite porazenie

Ataksja nieobecna

ATAKSJA

Test z otwartymi oczyma.
Gdy afazja, brak
zrozumienia polecenia,

$pigczka, paraliz — 0 pkt!!

C
Z

CZUCIE

Ataksja obecna w minimum 1

konczynie lewej lub prawej

Ataksja obecja w obu kk. gornych
lub dolnych (ew. skos)

Czucie prawidlowe

Twarz, KG, tutow, KD,
afazja — 0 lub 1 pkt,
$pigczka, tetraplegia — 2 pkt.

AFAZIA

Lagodna do umiarkowanej utrata

czucia

Powazna, calkowita lub

obustronna utrata czucia

Brak afazji

DYZARTRIA

Lagodna do umiarkowanej afazja

Powazna afazja

Mutyzm, Afazja globalna

Mowa prawidtowa
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Afazja — ocena spotanicznej | 1 Niewyrazne wymawianie
wypowiedzi; Intubacja - przynajmniej niektorych stow
brak wydawania glosu 2 Mowa bardzo niewyrazna lub
brak mowy
. r 1 |
11 ZANIEDBYWANIE 0 Bez nieprawidtowosci
Afazja: ocena | 1 Zaniedbywanie lub ekstynkcja
zainteresowania ciatem. bodzcéw w jednej modalnosci
Spiaczka — 0 pkt 2 Potowicza nieuwaga lub
ekstynkcja bodzcow w  kilku
modalno$ciach
UWAGI SUMA

Ryc. 1. Skala Udarowa Narodowego Instytutu Zdrowia (NIHSS) [38]

PUNKTACJA OPIS

Brak objawow

Objawy nie wymagajace zmiany stylu zycia

Niesprawno$¢ nieznanego stopnia, chory nie jest w stanie wykonac
wszystkich czynnosci, ktore wykonywat przed zachorowaniem, ale jest
zupetnie samodzielny-nie wymaga pomocy

Umiarkowana niesprawno$¢, pacjent chodzi samodzielnie, wymaga
niewielkiej pomocy w zakresie czynnos$ci dnia codziennego

Pacjent wymaga znacznej pomocy w zakresie dnia codziennego, nie
chodzi

Pacjent wymaga statej opieki w dzien i noca, lezacy

Zgon

Ryc. 2. Zmodyfikowana Skala Rankina [45]
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CzynnoSci Punktacja

Jedzenie 0 = niezdolny

1 = wymaga pomocy

2 = samodzielnie
Kapanie si¢ 1 = wymaga pomocy

2 = samodzielnie
Pielegnacja 0 = wymaga pomocy

1 = samodzielnie
Ubieranie si¢ 0 = niezdolny

1 = wymaga pomocy

2 = samodzielnie
Oddawanie stolca 0 = nietrzymanie

1 = sporadyczne

2 = kontrolowane
Oddawanie moczu 0 = nietrzymanie

1 = sporadyczne

2 = kontrolowane
Potrzeby fizjologiczne 0 = zalezny

1 = wymaga pomocy

2 = samodzielnie
Przemieszczanie si¢ 0 = niezdolny

1 =z duza pomocg

2 = z niewielkg pomoca

3 = samodzielnie
Chodzenie 0 = niezdolny

1 = za pomoca wozka

2 = z pomocg innej osoby

3 = samodzielnie

Chodzenie po schodach 0 = niezdolny
1 = wymaga pomocy

2 = samodzielnie

Ryc. 3. Wskaznik Barthel [46]
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2.4. Leczenie

W ostrej fazie udaru dostepne sg dwie formy leczenia przyczynowego - tromboliza
polegajaca na dozylnym podaniu rekombinowanego tkankowego aktywatora
plazminogenu oraz trombektomia mechaniczna czyli usunigcie zatoru za pomoca
urzadzenia mechanicznego [1,2,47]. Jezeli tylko zostang zastosowane, obie te formy
leczenia cechuja si¢ skutecznoscig 1 moga odwrdci¢ catkowicie lub czgsciowo objawy
udaru. Gtownym kryterium ograniczajagcym jest czas, ktory uptynal od poczatku udaru
wynoszacy < 4,5 godziny [1]. Nietrudno zauwazy¢, ze jest to restrykcyjne kryterium
czasowe zwlaszcza, ze w toku diagnostyki wykonuje si¢ co najmniej jedno badanie
obrazowe OUN. Statystyki pokazuja, ze u zdecydowanej wigkszo$ci pacjentow (87-88%)
nie udaje si¢ wdrozy¢ leczenia przyczynowego [1,2]. Wynika to najczesciej z obecnosci

pozaszpitalnych i szpitalnych czynnikéw wptywajacych na opdznienie rozpoznania udaru:

Opoznienia pozaszpitalne:

- brak $wiadomosci/nierozpoznanie objawow udaru mozgu przez pacjenta

- oczekiwanie chorego na samoistne ustapienie objawow

- zgloszenie chorego pacjenta do lekarza rodzinnego zamiast do izby przyjec szpitala
- nieprawidtowa kwalifikacja zgloszenia przez dyspozytoréw

- dtugi czas oczekiwania na pomoc

- wydtuzone procedury oceny przez personel ratownictwa medycznego

- brak transportu chorego do szpitala docelowego (z oddzialem udarowym)

Opdznienia wewnatrzszpitalne:

- nieprawidtowa kwalifikacja pacjenta (TRIAGE) na oddziale ratunkowym

- opo6zniona ocena neurologiczna

- dtugi czas wykonania badan laboratoryjnych i obrazowych, brak bezposrednich, szybkich
do oceny biomarkerow

- opoznienie decyzji o podjeciu terapii przez personel oddziatu udarowego
W zwigzku z tak ograniczong mozliwo$cig leczenia przyczynowego niezwykle istotna
okazuje si¢ profilaktyka pierwotna obejmujgca zarowno wiasciwe leczenie schorzen

zwigkszajacych ryzyko udaru takich jak cukrzyca, nadci$nienie tg¢tnicze, hiperlipidemia
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czy migotanie przedsionkéw, jak i1 korekta stylu zycia t.j. redukcja masy ciata, wysitek

fizyczny oraz zaprzestanie palenia papierosow [48,49].

3. MikroRNA zwigzane z pecherzykami pozakomoérkowymi w patofizjologii udaru

niedokrwiennego

Pecherzyki pozakomodrkowe o rozmiarach od 30 do 5000 nm sg wydzielane z blon
komorkowych. Stanowia one wazny element komunikacji miedzykomorkowej 1 moga by¢
uwalniane w warunkach fizjologicznych lub patologicznych, konstytutywnie lub
po aktywacji przez stres oksydacyjny, hipoksj¢ czy w trakcie apoptozy. Mozemy wyr6znic¢
trzy podtypy EV - egzosomy, mikropecherzyki i ciatka apoptotyczne. Najmniejsze sposrod
nich, egzosomy (30-100 nm) uwalniane sg3 w wyniku fuzji cytoplazmatycznych ciatek
wielopecherzykowych z btong komorkowa. Mikropecherzyki (0,1-1,0 um) uwalniane sa
W procesie egzocytozy, zwlaszcza w fazie wzrostu komorki. Najwieksze (1-5 um) ciatka
apoptotyczne powstaja w poznych fazach apoptozy. EV moga zawiera¢ bialka, lipidy,

weglowodany, receptory btonowe, cytokiny oraz material genetyczny, w tym miRNA [50].

3.1. Badania in vitro i na zwierzetach

3.1.1. Aktywno$¢ mikrogleju po niedokrwieniu i rola miRNA zwiazanych

z mikropecherzykami

MikroRNA zwigzane z EV pochodzacymi z roznych typow komorek byty badane
in vitro i na modelach zwierzecych, jako czasteczki uczestniczagce w procesie
poniedokrwiennego uszkodzenia i regeneracji tkanki nerwowej. Oceniano wplyw
egzosomdw pochodzacych z ludzkich mezenchymalnych komoérek macierzystych sznura
pepowinowego (ang. human umbilical mesenchymal stem cells, hUMSCs) na komorki
mikrogleju wywotujace stan zapalny po udarze niedokrwiennym moézgu [51]. U myszy
leczenie egzosomami pochodzacymi z hUMSCs znaczaco zmniejszylo wielko$¢
penumbry, zlagodzilo zaburzenia behawioralne 1 zmniejszylo ekspresj¢ cytokin
prozapalnych - IL-6, TNF-a i IL-1B w obrebie uszkodzonej przez niedokrwienie tkanki
mozgowej. Obserwacje dokonane na modelu mysim poglebiono w badaniu in vitro,
w ktorym komorki mikrogleju bylty hodowane z egzosomami pochodzacymi z hUMSCs,

co zmieniatlo wzorzec ich aktywacji po deprywacji tlenowo-glukozowej/reoksygenacji
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(OGD/R). Obecnos¢ egzosomoé6w zmniejszyta liczbe klasycznie aktywowanych,
prozapalnych komorek M1, zwigkszyta za$ liczbg alternatywnie aktywowanych komorek
mikrogleju M2, odpowiedzialnych za eferocytoz¢ 1 wydzielanie czynnikow
neurotroficznych. Ponadto w komoérkach poddanych dziataniu egzosoméw obnizyla si¢
ekspresja biatek szlaku sygnalowego IRAK1/TRAF6 oraz cytokin IL-1B, IL-6, TNF-a.
Analiza metoda sekwencjonowania wskazala na miR-146a-5p jako czynnik
odpowiedzialny za obserwowany efekt immunomodulacyjny. Wykazano, ze zawarto$¢
miR-146a-5p w mikrogleju po podaniu egzosoméw byta znaczaco zwigkszona. Co wiecej,
zablokowanie miR-146a-5p odwracato efekt zmniejszenia ekspresji cytokin prozapalnych.
Wyniki te wskazuja na istotng role miR-146a-5p pochodzacego z egzosomoéw w procesach
zapalnych na terenie tkanki mézgowej po niedokrwieniu 1 reperfuzji poprzez hamowanie
szlaku IRAK1/TRAF6 [51].

Aktywnos$¢ mikrogleju po epizodach niedokrwienia moze by¢ rowniez regulowana
przez uszkodzone, ale nadal zywe neurony, ktore uwalniaja EV zawierajace miR-98.
Internalizowane nastepnie przez komorki miR-98 poprzez regulacje ekspresji genu PAFR
kodujacego biatko zaangazowane w fagocytoze komorek apoptotycznych moze chroni¢
uszkodzone neurony przed nadmierng aktywnoscia mikrogleju. W  badaniu
przeprowadzonym przez Yang i wsp. ekspresja miR-98 w obszarze penumbry
utrzymywata si¢ na stabilnym poziomie w ciggu pierwszych 24 godzin, a po 3 dniach
zaobserwowano jej znaczacy spadek. Wskazuje to na mozliwg rolg miR-98 jako czynnika
ochronnego po niedokrwieniu [52].

Inny rodzaj miRNA, mianowicie miR-126 opisywany w wielu publikacjach jako
specyficzny dla $rodblonka byt zwigzany z mechanizmem zjawiska remoteischemic post-
conditioning (RIPC). Polega ono na wywotywaniu krotkich epizodow niedokrwienia
w tkance lub narzadzie odleglym od tego, ktéry ma by¢ narazony na uszkodzenie
poniedokrwienne. Okazuje si¢, ze takie dziatanie w modelu eksperymentalnym zmniejsza
negatywne skutki pdzniejszego niedokrwienia narzadu docelowego [53]. Aby okresli¢ jaki
jest udziat miRNA w tym procesie, do hodowli ludzkich komorek neuroblastycznych
SH-SY5Y dodano egzosomy uzyskane z krwi obwodowej pobranej od zdrowych
ochotnikéw poddanych wczesniej przejsciowemu niedokrwieniu konczyn w warunkach
kontrolowanych. Wykazano, ze niedokrwienie jest zwigzane ze wzrostem zawarto$ci miR-
126 w egzosomach pochodzacych z osocza. Cui 1 wsp. wykazali istotne zmiany takie jak:
zmniejszona metylacja DNA, wyzsza ekspresja biatka P21 oraz przedtuzenie fazy S cyklu

komodrkowego w komodrkach SH-SY5Y hodowanych z egzosomami uzyskanymi z osocza

25



po przejsciowym niedokrwieniu. Obecno$¢ egzosomow zwigkszala takze ekspresje
1 aktywnos$¢ metylotransferazy DNA (DNMT) 3B w poréwnaniu z ta, obserwowang
w komorkach hodowanych bez egzosomow. Obserwacje zostaly nastepnie potwierdzone
przez zakazenie komorek SH-SYSY wektorami lentiwirusowymi niosgcymi miR-126,
co wywolalo efekt podobny do uzyskanego wczesniej w wyniku hodowli z egzosomami.
Istotny wydaje si¢ fakt, ze inkubacja komorek SH-SY5Y z egzosomami uzyskanymi
po niedokrwieniu zmniejszala stopien ich uszkodzenia po OGD-R. Tak wiec, hamowanie
ekspresji neuronalnej DNMTs przez dzialanie miR-126 przenoszonego przez egzosomy
obecne w osoczu moze by¢ odpowiedzialne za neuroprotekcyjne dziatanie RIPC [54].

Podobne wyniki odnotowano w badaniu przeprowadzonym przez Geng i wsp.
na szczurzym modelu udaru niedokrwiennego moézgu, ktorym po epizodzie podawano
egzosomy pochodzace z komdrek macierzystych tkanki tluszczowej (ang. adipose tissue
stem cells, ADSCs). Przed podaniem egzosomy pochodzace z ADSCs byly transfekowane
miR-126 (miR-126+) lub inhibitorem miR-126 (MiR-126-), a takze nietransfekowane
(naiwne). W grupie leczonej egzosomami miR-126+ zaobserwowano poprawe
funkcjonalng, mimo ze objeto$¢ uszkodzonego obszaru nie ulegla zmniejszeniu. Ponadto
terapia egzosomami miR-126+ zwigkszyta ekspresj¢ czynnika von Willebranda, oraz
dublokortyny - markera komodrek neuroblastycznych wskazujacego na wzmozong
waskuloogeneze 1 neurogenez¢ w strefie okotozawatowej [55]. Dodatkowo leczenie
egzosomami pochodzacymi z ADSCs zmniejszalo aktywacje mikrogleju, hamowato
produkcje cytokin prozapalnych TNF-a 1 IL-1f oraz zmniejszalo aktywacje
proapoptotycznej kaspazy-3 w uszkodzonej tkance nerwowej zaréwno in vitro, jak i in
vivo. Neuroprotekcyjne wiasciwosci miR-126 potwierdza fakt, ze procesy obserwowane po
podaniu egzosomow miR-126+ byly znacznie ostabione po zastosowaniu leczenia
egzosomami miR-126- w poréwnaniu z podawaniem egzosomow miR-126+ a takze
naiwnych [55].

Kolejne miRNA zwigzane z antyapoptotycznym dziataniem ADSCs - miR-31,
hamuje ekspresj¢ genow TRAF6 1 IRFS, prowadzac jednoczesnie do redukceji wytwarzania
biatek istotnych dla procesu apoptozy - kaspazy-3 i Bax. W badaniach przeprowadzonych
na mysim modelu udaru niedokrwiennego, podanie EV pochodzacych z ADSCs
zawierajacych miR-31 bylo zwigzane z poprawag funkcji ukladu nerwowego,
ograniczeniem objetosci obszaru uszkodzonego przez niedokrwienie oraz zmniejszeniem
nasilenia apoptozy neuronéow [56] (Rycina 1). Co ciekawe, rowniez miR-22-3p zawarty

w EV pochodzacych z ADSCs byt badany jako czynnik uczestniczacy w procesie
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poniedokrwiennego uszkodzenia neuronéw. Mechanizm dziatania zwigzany jest rOwniez
z hamowaniem szlakéw apoptotycznych poprzez ukierunkowanie na czynnik KDM6B
zaangazowany w aktywacj¢ proapoptotycznej kaspazy-3 i Bax [57]. Podsumowujac,
dziatanie osi miR-31/TRAF6/IRF5 i miR-22-3p/KDM6B/BMP2/BMF moze by¢
przedmiotem dalszych badan w kierunku nowych, obiecujacych strategii terapeutycznych
w udarze niedokrwiennym mozgu.

Kolejne miRNA, mianowicie miR-199a-5p podobnie jak wspominane juz miR-126
byto zaangazowane w proces rozwoju tolerancji niedokrwienia po RIPC. Warunki
hipoksemiczne z nastgpcza reoksygenacjag zwigkszaly ekspresje miR-199a-5p
w komorkach $rodbtonka pochodzacych z zyly pepkowej (ang. Human umbilical vein
endothelial cells, hUVECSs) i wydzielanych przez nie egzosomach. Podanie egzosomow
pochodzacych z hUVECs do komdérek nerwowych narazonych na hipoksje i reoksygenacje
in vitro, spowodowato supresj¢ procesOw zapalnych i apoptozy. Zauwazono, ze
zwigkszony poziom miR-199a-5p w komorkach nerwowych zmniejszat stres retikulum
endoplazmatycznego (siateczki wewnatrzplazmatycznej). Jednoczesnie zahamowanie miR-
199a-5p znacznie zmniejszyto ochronne dziatanie egzosomow pochodzacych z hUVECs
[58]. Zastosowanie €gZ0somow pochodzacych z hUVEC
w praktyce klinicznej moze by¢ jednak trudne ze wzgledu na mala dostepno$¢ materiatu,
z ktérego sa pozyskiwane. Znacznie tatwiejsze wydaje si¢ pozyskiwanie egzosomow
z bardziej uniwersalnych zrodel, takich jak krew obwodowa czy mocz. Efekt leczenia
egzosomami pochodzacymi z komoérek macierzystych obecnych w moczu (ang. urine-
derived stem cells, USCs) w udarze niedokrwiennym moézgu oceniano zar6wno in Vitro,
jak 1 na modelach zwierzgcych. Dozylna infuzja egzosomoéw pochodzacych USCs
zmniejszyta objetos¢ zawalu 1 znaczaco poprawila funkcjonalng regeneracje po okluz;ji
tetnicy srodkowej moézgu u szczurow. Ponadto egzosomy te zwiekszajg proliferacje
1 r6znicowanie neuronalnych komodrek macierzystych prowadzac do nasilenia neurogenezy
w strefie granicznej zawalu. Stwierdzono, ze to korzystne dzialanie jest zwigzane
z podwyzszonym poziomem miR-26a uczestniczacego w promowaniu proliferacji
1 roznicowania neuronalnych komorek macierzystych poprzez hamowanie deacetylazy
histonowej 6. Wyniki sugerujg zatem, ze transfer egzosomalnego miR-26a moze wyjasniac

pozytywny wpltyw egzosomow pochodzacych z USCs na neurogeneze [59].
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3.1.2. Pecherzyki pozakomorkowe uwalniane przez mezenchymalne komorki

macierzyste szpiku kostnego w udarze niedokrwiennym mozgu

Celem wczesniej prowadzonych badan w tym zakresie byta ocena wptywu EV
pochodzacych z mezenchymalnych komoérek macierzystych szpiku kostnego (ang. bone
marrow stem cells, BMSCs) =zawierajacych miR-221-3p na populacje myszy
z wywolang eksperymentalnie okluzjg tetnicy srodkowej moézgu, a takze na neurony
korowe w warunkach in vitro [60]. Zaobserwowano, ze pecherzyki pozakomorkowe
uwalniane z komorek macierzystych szpiku kostnego dziataja protekcyjnie
w niedokrwieniu mi¢$nia sercowego, jak réwniez w przypadku urazu reperfuzyjnego [61].
W populacji pacjentow ze stwierdzonym udarem niedokrwiennym mozgu ekspresja
omawianych pecherzykéw byla zroznicowana, natomiast na podstawie wykonanych
eksperymentéw wysnuto podejrzenie ich wilasciwosci neuroprotekcyjnych [60,62].
Docelowym miejscem dziatania pecherzykow pozakomoérkowych pochodzacych
z komoérek macierzystych szpiku kostnego jest aktywujacy czynnik transkrypcyjny 3
(ATF3), dzialajacy jako regulator zwigkszajacy intensywno$¢ procesow zapalnych po
urazie wywolanym stresem niedokrwiennym [63]. W grupie myszy z okluzja tgtnicy
srodkowej moézgu ekspresja wspomnianego miR-221-3p w tkance nerwowej mozgowia
byla obnizona. Stwierdzono, ze pecherzyki pozakomoérkowe o wyzszej zawarto$ci miR-
221-3p powodowaty zwigkszenie przezywalno$ci i opdznienie apoptozy neuronoOw
bedacych pod wplywem stresu komoérkowego zwigzanego z niedoborem tlenu
i glukozy. Opisany pozytywny efekt byt niwelowany przez podanie si-AFT3. Ponadto,
w badaniach przeprowadzonych na modelu zwierzgcym wykazano, ze  leczenie
pecherzykami pozakomérkowymi pochodzacymi z komorek macierzystych szpiku
zawierajagcych miR-221-3p wigzalo si¢ ze zmniejszeniem ekspresji  ATF3,
a w konsekwencji rowniez z poprawa funkcjonalng uktadu nerwowego i zmniejszeniem
rozlegtosci uszkodzen mozgu [64]. Tak wigc, pecherzyki pozakomoérkowe pochodzace
z  komorek macierzystych szpiku kostnego mogg w pewnym stopniu odwrédcié
niedokrwienny uraz mézgu poprzez uwalnianie miR-221-3p, ktory wpltywa hamujgco na
ekspresje ATF3 i w ten sposob reguluje procesy zapalne (Ryc 4.).

Wykazano, ze egzosomy pochodzace z komorek macierzystych szpiku kostnego,
ale zawierajace inny typ miRNA-miR-21-5p mogg peti¢ rol¢ mediatoréw promujacych
angiogenez¢ w uszkodzonych przez niedokrwienie tkankach [65]. Leczenie

z zastosowaniem takich pecherzykow w populacji myszy ze stwierdzong okluzja tetnicy
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srodkowej mézgu zredukowato rozleglo$¢ niedokrwienia oraz wptywalo na zmniejszenie
deficytow neurologicznych w badanej grupie zwierzat. Obserwowany efekt terapii byt
dawkozalezny. Podczas analizy mozgéw w grupie badanej, obserwowano zwigkszong
proliferacje mikropecherzykow, jak rowniez wyzsze st¢zenie bialek VEGF/VEGFR2
I Ang-1/Tie-2 w strefie penumbry. Uwage zwracala takze zwigkszona ekspresja miR-21-5p
w strefie granicznej w pordwnaniu z grupa kontrolng. W innym eksperymencie
przeprowadzonym w warunkach in vitro wykazano, ze komoérki macierzyste szpiku
kostnego mogg transferowa¢ miR-21-5p do komorek endotelium, promujac w ten sposéb
ich proliferacj¢, migracje oraz tworzenie nowych potaczen migdzy nimi. Potwierdzeniem
poprzednich obserwacji stato si¢ doswiadczenie z uzyciem anti-miR21-5p (inhibitor miR-
21-5p), po zastosowaniu ktorego zaobserwowano ustgpienie pro-angiogennego efektu
egzosomOw uwalnianych z komoérek macierzystych szpiku kostnego [65]. Bioragc pod
uwage kluczowa role angiogenezy dla regeneracji tkanek po okresie niedokrwienia, nalezy
rozwazy¢ miR-21-5p jako potencjalng nowa opcj¢ terapeutyczna wymagajaca dalszych

badan w tym zakresie.

3.1.3. Egzosomy pochodzace 1z tkanki nerwowej w  udarze

niedokrwiennym mozgu

Nie tylko egzosomy pozyskiwane ze zrddet obwodowych, ale rowniez
te wydzielane przez samg tkank¢ nerwowa, maja znaczenie w patogenezie udaru
niedokrwiennego moézgu oraz w procesie naprawy tkanki po niedokrwieniu.
Przeciwzapalne dziatanie pecherzykéw pozakomoérkowych pochodzacych z neurogennych
komorek progenitorowych (linii ReNcell VM) obserwowano zaré6wno w warunkach
in vitro w stymulowanych lipopolisacharydem komodrkach mikrogleju, jak i podczas
badania populacji myszy ze stwierdzong okluzja tetnicy $rodkowej moézgu. Stwierdzono,
ze pecherzyki pozakomorkowe pochodzace z tkanki nerwowej wykazuja aktywno$¢
wewnatrzkomorkowa zmniejszajac produkcje cytokin prozapalnych W zwierzecym
modelu udaru niedokrwiennego, po ich dozylnym podaniu, egzosomy infiltrowaly zmiany
powstate w wyniku niedokrwienia i hamowaly odpowiedz zapalng. W wyniku bardziej
precyzyjnego sekwencjonowania zawartego w nich miRNA, zidentyfikowano
najistotniejsze typy zaangazowane w supresje kinazy MAPK i komoérkowych szlakéw
zapalnych, a byty to: miR-99a-5p, miR-139-5p, miR-98-5p, miR-21-5p, let-7i-5p, let-7g-
5p i let-7b-5p. Zauwazono ich wysoka ekspresj¢ w pecherzykach pozakomorkowych
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tkanki nerwowej, jak réwniez wzrost ich zawarto$ci w stymulowanych lipopolisacharydem
komorkach mikrogleju po 24 h inkubacji z egzosomami [66].

Innym miRNA obficie wystepujacym w pecherzykach pozakomorkowych
uwalnianych z neurogennych komorek progenitorowych jest miR-150-3p, ktorego celem
molekularnym dziatania jest kinaza CASP2, element §ciezki sygnatowej zaangazowanej
w proliferacje neuronéw. Neuroprotekcyjne dziatanie tych egzosomoéw zaobserwowano
zarowno w warunkach in vitro w komorkach linii SH-SY5Y poddanych deprywacji
tlenowo-glukozowej, a takze w badanej populacji szczurow po okluzji tetnicy srodkowej
mozgu.. Leczenie egzosomami uwalnianymi z tkanki nerwowej transfekowanych anty-
miR-150-3p blokowato neuroproliferacj¢ i hamowato apoptoze neurondéw. Biorac pod
uwage opisang zalezno$¢ dziatania egzosomow pochodzenia neurogennego na regeneracje
tkanki nerwowej poprzez zawarty w nich miR-150-3p i jego wplyw na ekspresj¢ genu
CASP2, wydaje sig, ze miR-150-3p moze odgrywa¢ wazna rol¢ w procesie naprawy tkanki
nerwowej po niedokrwieniu [67]. Zaréwno wyniki badan in vitro, jak 1 na zwierzetach,
wskazujg na obiecujacg role egzosomow jako potencjalnych opcji terapeutycznych
w niedokrwiennym uszkodzeniu mozgu. Opisany profil powyzszych miRNA moze by¢

kluczem do wyjasnienia ich mechanizmu dziatania.
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Ryc. 4 Mozliwe mechanizmy neuroprotekcyjnego dziatania miRNA po epizodzie

niedokrwienia tkanki nerwowej
4. Badania przeprowadzone w grupach pacjentow z udarem niedokrwiennym

4.1. Egzosomy

Egzosomy wydzielane przez liczne komoérki mozna znalez¢ we krwi obwodowe;,
co czyni je cennym materialem diagnostycznym potencjalnie przydatnym w praktyce
klinicznej. Podobnie jak w badaniach in vitro i na modelach zwierzgcych, réwniez u ludzi
stwierdzono wptyw udaru niedokrwiennego modzgu na ekspresj¢ kilku egzosomalnych

miRNA. Ze wzgledu na wydzielanie pgcherzykow do przestrzeni pozakomorkowe;j
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w sposob selektywny, zalezny od aktualnego stanu organizmu, egzosomalne MIRNA
uwaza si¢ za bardziej czule i specyficzne biomarkery w pordéwnaniu z catkowitym
komérkowym miRNA lub wolnym miRNA [68]. MiR-223 jest jednym z najczgsciej
wystepujacych egzosomalnych miRNA w osoczu u o0séb zdrowych, a jego zmieniong
ekspresje zaobserwowano u pacjentdéw z chorobami zwigkszajacymi ryzyko wystapienia
udaru niedokrwiennego moézgu, takimi jak miazdzyca [69], cukrzyca [70] i zwigkszona
reaktywnos$¢ ptytek krwi [71,72]. Stwierdzono, ze poziom miR-223 byl istotnie
podwyzszony w grupie pacjentow w ostrej fazie udaru niedokrwiennego mozgu
w poréwnaniu z grupg kontrolng bez udaru. Ponadto w badanej populacji poziom jego
ekspresji wykazywat dodatnig korelacje z wynikiem w skali NIHSS w ostrej fazie udaru
oraz z gorszym rokowaniem ocenionym w skali mRSpo 3 miesigcach od wystgpienia
epizodu. Nie stwierdzono natomiast korelacji z rozleglo$ciag obszaru niedokrwienia [13].
Mimo to, potencjalne Kliniczne zastosowanie miR-223 jako biomarkera w udarze
niedokrwiennym mozgu jest watpliwe, poniewaz ekspresja miR-223 moze by¢ zmieniona

rowniez w wielu innych chorobach takich jak zawal serca czy rézne rodzaje nowotworow.

Tabela 1. MikroRNA dla ktorych wykazano potencjalng przydatnos¢ jako biomarkerow

udaru niedokrwiennego w badaniach przeprowadzonych na grupach pacjentow

Pismiennictwo | MIRNA AUC P
[5] miR-21-5p 0,714 0,007
0,734 0,003
miR-30-5p 0,826 0,001
0,438 0,516
[73] miR-134 0,834 7x10°
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[74] miR-30d-5p n/d n/d
[13] miR-223 0,859 <0,001
[55] miR-126 n/d n/d
miR-144a 0,769 <0,001
[75]
miR-144a 0,971 <0,001
miR-125b-2-3p 0,889 <0,001
[76] miR-155 0,851 <0,05

Jak wspomniano, miR-126 obficie obecny w $rodbtonku wykazywal wlasciwosci
neuroprotekcyjne po udarze niedokrwiennym zaréwno w badaniach in vitro,
jak 1 na zwierzg¢tach. Wyniki te wydaja si¢ potwierdza¢ u pacjentéw - zaobserwowano
bowiem, ze poziom oznaczonego MiR-126 byt istotnie nizszy w grupie chorych bedacych
w ostrej fazie udaru niedokrwiennego w poroéwnaniu z grupg kontrolng. Co wazne, opisano
pozytywng zalezno$¢ pomiedzy ekspresja miR-126 a wynikiem uzyskanym w skali
Barthel, wskazujac, ze wyzszy poziom miR-126 w osoczu wigzat si¢ z lepszym stanem
klinicznym 1 poprawa codziennego funkcjonowania pacjenta [55]. Zmieniong ekspresje
zwigzang z udarem niedokrwiennym moézgu odnotowano rowniez dla miR-152-3p, ktory
byt istotnie obnizony u pacjentow grupy badanej (z ostrym niedokrwieniem)
w poréwnaniu z grupa kontrolng. Wykazano tez, zalezno$¢ pomiedzy poziomem ekspres;ji
wspomniane] czasteczki a klinicznie stwierdzang ciezko$cig udaru oceniang za pomoca
skali NIHSS. Ponadto zaobserwowano, ze ekspresja miR-152-5p byta najnizsza
u pacjentow z udarem mozgu spowodowanym miazdzyca duzych tetnic w porownaniu do
grupy chorych z przypadkami niedokrwienia mozgowia spowodowanymi innymi
czynnikami [77]. Nalezy podkresli¢, ze w warunkach in vitro miR-152-3p okazatl si¢

czynnikiem chronigcym neurony przed nadmierng produkcjg reaktywnych form tlenu oraz
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ich apoptoza w warunkach deprywacji tlenowo-glukozowej poprzez wplyw
na antyoksydacyjna $ciezke sygnalowa Nrf2/ARE [78].

W grupie o0sdb z udarem niedokrwiennym moézgu zaobserwowano natomiast
zwickszong ekspresje miR-134 w poroéwnaniu z grupa kontrolng w ciggu 24 godzin
od epizodu niedokrwienia. Poziom egzosomalnego miR-134 byl pozytywnie skorelowany
z cigzko$cia udaru mierzong wynikiem NIHSS, rozlegloécia zawalu 1 gorszym
rokowaniem w zmodyfikowanej skali Rankina (mRS). Nie zaobserwowano jednak istotnej
dynamiki dla poziomu egzosomalnego miR-134 oznaczajac go w 24, 48 i 72 godziny
po udarze niedokrwiennym. Poniewaz decyzja o wdrozeniu leczenia udaru mozgu
podejmowana jest w pierwszych godzinach po jego wystapieniu, konieczne sg bardziej
szczegotowe badania w celu wyjasnienia wzorca zmian ekspresji miR-134 w pierwszych
24 godzinach po zaistnieniu incydentu. Stwierdzono rowniez zalezno$¢ pomiedzy
poziomem ekspresji miR-134 a stgzeniem CRP i IL-6 w 0soczu- znanymi markerami stanu
zapalnego [73]. Dodatnia korelacja pomigdzy st¢zeniem cytokin prozapalnych
a rozlegtoscig obszaru penumbry niedokrwiennej i nasileniem rozwijanych po dokonaniu
incydentu zaburzen zachowania byla wczesniej obserwowana w badaniach na zwierzetach
[51]. Wczesniejsze badania wykazaly, ze miR-134 promowato indukowang urazem
niedokrwiennym $mieré komorek neuronalnych poprzez wplyw na szlak z udzialem
czynnika transkrypcyjnego wigzacego element odpowiedzi cAMP (CREB) oraz
hamowanie ekspresji antyapoptotycznego genu Bcl-2 i czynnika neurotroficznego
pochodzenia moézgowego (BDNF) [79].

Jedng z zalet, jakie daje wykorzystanie egzosoméw, pecherzykdéw
pozakomorkowych oraz zawartych w nich miRNA jako biomarkerow chorobowych, jest
mozliwos$¢ ustalenia przypuszczalnej etiologii dajagcych podobny obraz kliniczny chorob
z kregu sercowo- naczyniowych i moézgowo-naczyniowych [80]. BDNF nalezy do rodziny
neurotroficznych czynnikéw wzrostu, odgrywajacych wazng role¢ w dojrzewaniu ukladu
nerwowego, wspierajac jednoczes$nie przezycie istniejagcych neuronow, jak i inicjujac
neurogenez¢. Jest uznawany za kluczowy biomarker o potencjale terapeutycznym
w zaburzeniach neurodegeneracyjnych, jednak jego dziatanie na poziomie molekularnym
neurogenezy nadal jest niejasny [81,82]. Ekspresja genu BDNF indukuje synteze biatka
BDNF w rybosomach poprzez ich ukierunkowane kodowanie. Narzegdzia i techniki
badajace interakcje bialko-RNA sg przydatne w zrozumieniu, w jaki sposob BDNF
1 miRNA zachowuja si¢ w odniesieniu do proceséw neurodegeneracji i neuroregeneracji.

W pismiennictwie istniejg tylko ograniczone doniesienia o badaniach majacych na celu
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zbadanie osi BDNF-miRNA i regulacji sygnalizacji BDNF przez egzosomy/pochodne
ncRNA z pecherzykow pozakomodrkowych, potrzebne sa dalsze badania w tym obszarze
[83].

Inne miRNA zwigzane z udarem niedokrwiennym moézgu opisane przez Wang
I wsp. miR-21-5p i miR-30-5p byly oceniane nie tylko w fazie nadostrej (w ciggu 6 h
od incydentu naczyniowego) i ostrej (podzielonej na dni 1-3 i 4-7), ale takze w fazie
podostrej (dni 7-14) i fazie zdrowienia (dni >14 dni). Poziom ekspresji miR-21-5p byt
istotnie podwyzszony w fazie podostrej i w okresie regeneracji w poréwnaniu z fazg ostrg
udaru. Z kolei ekspresja miR-30a-5p byta znaczaco wyzsza w pierwszych 6 godzinach od
wystapienia niedokrwienia w porownaniu z wszystkimi innymi obserwowanymi okresami,
co wigcej jej poziom byt zmniejszony w okresie 1-3 dni po ostrym udarze niedokrwiennym
w poréwnaniu z grupg kontrolg. Tak wiec wydaje si¢, ze taczna ocena poziomu ekspres;ji
egzosomalnych miR-21-5p i miR-30a-5p moze by¢ obiecujacym narzgdziem
w diagnozowaniu udaru niedokrwiennego i rozroznianiu fazy nadostrej, podostrej
i zdrowienia. Ponadto miR-30a-5p wydaje si¢ by¢ przydatnym biomarkerem
w diagnostyce fazy nadostrej, co ma kluczowe znaczenie w praktyce klinicznej [84].
MiR-21 zostal wczesniej opisany jako zwigzany z miazdzyca i udarem niedokrwiennym
[85], gdzie mogt odgrywac role ochronng poprzez wplyw na zwigkszenie produkcji
antyapoptotycznego biatka Bcl-2 [86]. Przeciwnie, miR-30a byl postrzegany jako
promotor apoptozy i inhibitor autofagii poprzez zmniejszenie produkcji biatka Beclin-1
[87,88].

Jak wykazano w badaniach na zwierzgtach, polaryzacja makrofagéw moze by¢
kluczowym czynnikiem regeneracji tkanki nerwowej mozgowia po udarze
niedokrwiennym. W grupie pacjentow z ostrym udarem niedokrwiennym mozgu poziom
ekspresji miR-30d-5p oraz cytokin przeciwzapalnych IL-4 i IL-10 byt obnizony, natomiast
prozapalnych IL-18, IL-6, TNF-a i iNOS - podwyzszony. Cytokiny prozapalne
sa markerami makrofagbw M1, podczas gdy IL-4 i IL-10 sg charakterystyczne dla
alternatywnie aktywowanych makrofagéw M2 zaangazowanych w wydzielanie czynnikow
neurotroficznych. Zasugerowano wigc, ze miR-30d-5p moze bra¢ udzial w modulacji
odpowiedzi zapalnej po udarze niedokrwiennym mozgu [74].

Ponadto, dwa inne miRNA pochodzace z egzosomow- miR-125b-2-3p i miR-422a
byly roéwniez badane jako potencjalne interesujace biomarkery w udarze niedokrwiennym
moézgu. W grupie pacjentéw z udarem niedokrwiennym moézgu poziom obu wspomnianych

miRNA byt istotnie obnizony w fazie podostrej (dni 4-14 po incydencie) w poréwnaniu
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do grupy kontrolnej sktadajacej si¢ ze zdrowych ochotnikow. Zauwazono takze, ze
ekspresja miR-422a byla wyzsza w fazie ostrej udaru niedokrwiennego (dni 1-3 po
epizodzie niedokrwienia) anizeli w grupie kontrolnej. Wyniki te sugeruja, ze oznaczenie
poziomu obu omawianych miIRNA moze by¢ przydatne w odréznieniu pacjentow
w podostrej fazie udaru niedokrwiennego od oséb, ktore nie przebyly incydentu
naczyniowo-moézgowego, natomiast tylko poziom miR-422a moze potencjalnie stuzyé
jako biomarker ostrego udaru niedokrwiennego [75]. W dostgpnej literaturze
udowodniono, iz miR-422a, uwazany za jeden z najbardziej specyficznych miRNA dla
mozgowia, jest jednoczesnie obecny w osoczu w jednym z najwyzszych poziomow
sposrdd innych tego typu czasteczek w ostrej fazie udaru niedokrwiennego [13]. Ulega on
roOwniez obfitej ekspresji w blaszce miazdzycowej 1 moze uczestniczy¢ w genetycznej
regulacji proceséOw bioracych udziat w miazdzycy - jednym z kluczowych czynnikéw
prowadzacych do udaru niedokrwiennego moézgu [89,90]. Rola miR-125-2-3p jest

potencjalnie zwigzana z reakcjg zapalng po niedokrwiennym uszkodzeniu mozgu [91,92].

4.2. Mikroczasteczki i inne rodzaje EV

Mikroczasteczki to struktury pecherzykowe uwalniane z btony plazmatycznej przez
rézne typy komorek, zwlaszcza ptytki krwi, erytrocyty, leukocyty i komorki srodblonka
[93]. Dysfunkcja $rodbtonka jest jednym z kluczowych czynnikéw patofizjologicznych
bioragcych udziat w powstawaniu i1 postepie udaru niedokrwiennego mozgu. U pacjentow
z udarem niedokrwiennym moézgu oceniono mikroczasteczki $rodblonka i zawartego w
nich miR-155 w fazie ostrej (12 + 4,5 godziny), podostrej (8 + 2,3 dni) i przewlekle;.
Stwierdzono ich podwyzszony poziom w ostrej i podostrej fazie udaru niedokrwiennego
mézgu w poroOwnaniu z grupg kontrolng. Ponadto, ekspresja miR-155 pochodzaca
z $rodblonkowych mikroczasteczek byta znaczaco wyzsza w fazie ostrej niz w fazie
przewlektej. Badanie wykazalo ponadto pozytywna korelacje pomigdzy poziomem
mikroczgsteczek $rodblonkowych i zawartego w nich miR-155 a wynikiem w skali
NIHSS, jak rowniez rozleglo$cia zawatu, co wskazuje na jego potencjalne przyszie
zastosowanie jako biomarkera prognostycznego. Co ciekawe, zarowno ekspresja
srédblonkowych mikroczasteczek, jak i miR-155 byta zwigzana z typem udaru
niedokrwiennego wedtug kryteriow TOAST. Wyzsze stezenia obserwowano w przypadku
miazdzycy duzych tetnic i etiologii sercowo-zatorowej niz u pacjentow z udarem
zwigzanym z choroba matych naczyn. Podsumowujac, zaréwno same S$rodblonkowe
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mikroczasteczki, jak i te zawierajace miR-155 moga by¢ dalej badane jako czule
biomarkery pozwalajace na rozrdznienie pacjentow z udarem moézgu od pozostatych.
Nalezy jednak podkresli¢, ze okreslenie poziomu mikroczasteczek zawierajagcych miR-155
miato wyzsza specyficznos¢, a zatem lepszg wartos¢ diagnostyczng niz okreslenie poziomu
samych $rodblonkowych mikroczasteczek [76]. Co wazne, wczedniejsze badania ujawnity,
ze miR-155 odgrywa wazng rolg w regulacji procesOw zwigzanych ze stresem
oksydacyjnym i apoptozg. Jego inhibicja zmniejsza apoptoze i produkcje reaktywnych
form tlenu, jak rowniez promuje powstawanie tlenku azotu w $rédblonku mikronaczyn
moézgu [94]. Wplywa tez na ekspresje genow szlakow zwigzanych z procesami zapalnymi
a jego zwigkszone stezenia obserwowano u pacjentdw z chorobami, w ktoérych stan
zapalny odgrywa niebagatelng role, takich jak: astma, rak ptuc, bialaczka limfoblastyczna,
a takze w chorobach neurodegeneracyjnych [95-98] (Tabela 1).

4.3. MikroRNA w roznicowaniu udaru niedokrwiennego i krwotocznego

Jak wspomniano, wykluczenie krwotoku wewnagtrzczaszkowego jest waznym
krokiem w diagnostyce udaru niedokrwiennego, umozliwiajagcym rozpoczecie terapii
fibrynolitycznej. Kalani i wsp. wykazali, ze pochodzace z EV miRNA moga mie¢
potencjalng warto$¢ diagnostyczng i by¢ przydatne w rozroznianiu udaru krwotocznego
1 niedokrwiennego. Do badania wtaczono 3 podgrupy pacjentéw z réznymi typami udaru,
w tym z udarem niedokrwiennym, krwawieniem podpajeczynowkowym wywolanym
peknigciem tetniaka i samoistnym krwotokiem $rodmigzszowym. Analiza in silico
wykazala, ze 67 zwigzanych z EV miRNA bylo znaczaco réznych w poszczegélnych
podgrupach udaru. Co wazne, 13 sposrod nich wykazato wysoka wartos¢ w rozrdznianiu
pomiedzy udarem niedokrwiennym 1 krwotocznym. Badanie pokazuje potencjalng
uzyteczno$¢ miRNA z krwi jako biomarkeréw diagnostycznych do rozrozniania podtypow
udaru [99]. Poniewaz jednak jest to wylacznie analiza in silico dalsze badania in vivo

sa niezbgdne aby potwierdzi¢ przedstawione doniesienia w praktyce.

5. Aktywacja plytek krwi w patofizjologii udaru niedokrwiennego

Plytki krwi sg bezjagdrowymi elementami morfotycznym krwi, wywodzacymi si¢
z megakariocytow. Ich czas zycia w krazeniu obwodowym jest krotki i wynosi ok. 7-10

dni [100]. Odpowiadaja za hemostaze pierwotng wiazac si¢ z podsrodbtonkowa macierza
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zewnatrzkomorkowa odstonieta po uszkodzeniu naczynia. Kontakt z czasteczkami
adhezyjnymi §rodbtonka odstonigtymi po jego uszkodzeniu prowadzi do aktywacji ptytek,
degranulacji czyli wydzielania mediatoréw zawartych w ich ziarnisto$ciach oraz agregacji
[101]. Aktywacji ptytek sprzyja roéwniez interakcja pomiedzy receptorami na blonie
zewngtrznej ptytek a agonistami, takimi jak tromboksan A2 (TXA2), difosforan adenozyny
(ADP) i1 trombina [100]. Co wiecej poprzez wspolprace z komodrkami $rodbtonka
i leukocytami plytki krwi sg rowniez waznym elementem odpowiedzi zapalnej [102].
Pozbawione jader komoérkowych plytki krwi nie posiadajg w naturze genomowego DNA,
dlatego transkrypcja genéw de novo w ich cytoplazmie opiera si¢ na licznych miRNA,
mRNA, dlugich niekodujacych RNA oraz biatkach modulujacych ich ekspresje [103].

Rola ptytek krwi w patofizjologii udaru niedokrwiennego mézgu wydaje si¢ by¢
kluczowa, zarowno w kontekscie tworzenia si¢ blaszki miazdzycowej jak 1 okluz;ji
naczynia moézgowego po jej destabilizacji [15]. Receptory uczestniczace w interakcji
i przekazywaniu sygnalow migdzy plytkami krwi a innymi komoérkami m.in. CD 40,
P-selektyna, ligand glikoproteinowy P-selektyny, GPIb/IX/V, czy alfa I1b beta 3 integryna,
odgrywaja wazna role w inicjacji i Szerzeniu si¢ procesow zapalnych w $§cianie naczynia
krwiono$nego [104]. Uposledzenie funkcji srédblonka bedace podstawa rozwoju blaszki
miazdzycowej wiaze Si¢ z rozwojem stanu zapalnego $ciany naczynia o niewielkim
nasileniu, w wyniku ktérego zmniejsza si¢ biodostepnos¢ tlenku azotu [105]. Komorki
srédblonka uszkodzone przez rdzne czynniki np. cholesterol LDL, wysokie stezenia
glukozy czy toksyny dymu tytoniowego wydzielajg czynniki prozapalne aktywujace plytki
krwi. Aktywacja ptytek krwi wiaze si¢ z ich adhezja do uszkodzonego S$rodblonka
i degranulacjg, czyli uwolnieniem cytokin, mediatorow zapalnych oraz czynnikow
wzrostu, co prowadzi do dalszego uszkodzenia naczynia i rozpoczyna biedne koto
chorobowe. W kolejnych etapach obserwuje si¢ migracje leukocytow, formowanie
komorek piankowatych i proliferacje komodrek migsni gladkich w miejscu pierwotnego
uszkodzenia $ciany naczynia. Ostatecznie procesy te prowadza do rozwoju dojrzatej
blaszki miazdzycowe] w rdéznym stopniu zamykajacej Swiatto naczynia i uposledzajacej
przeptyw krwi. U chorych z miazdzyca stwierdzono skrocenie czasu przezycia
trombocytow oraz zwiegkszong sktonnos¢ do agregacji i nasilenia ich aktywacji
[16,105,106].

Poza istotnym udzialem w inicjacji i promocji procesow odpowiedzialnych
za tworzenie si¢ blaszki miazdzycowej, ptytki krwi sa bezposrednio zaangazowane w

okluzje $wiatla naczynia po jej destabilizacji [106]. Peknigcie blaszki powoduje
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odstonigcie kolagenu i glikoprotein macierzy $rodbtonka, co z kolei jest silnym bodZzcem
aktywujacym ptytki krwi. Ich aktywacja i degranulacja prowadzi do uruchomienia kaskady
krzepniecia i wytworzenia si¢ zakrzepu w wielu przypadkach zamykajacego niemal
catkowicie $wiatto naczynia. Prowadzi to do niedokrwienia tkanek zaopatrywanych przez
uszkodzone naczynie 1, o ile nie s3 zaopatrywane przez inne Zrédlo np. krazenie oboczne,
do ich wtornego uszkodzenia. Co wazne, hiperaktywacja i zwickszona agregacja plytek
krwi obserwowana jest w obszarze calego ogniska niedokrwiennego, co moze skutkowac
zaburzonym przeptywem takze przez krazenie oboczne i klinicznie - nasileniem zmian
niedokrwiennych [104,107].

Plytki krwi przez lata uwazane za istotne wylacznie dla krzepnigcia krwi okazuja si¢ by¢
waznym elementem odpowiedzi zapalnej [108]. Stymulowane przez stan zapalny aktywuja
si¢, a na ich powierzchni zwigksza si¢ gestos¢ wystepowania receptorow takich jak CD40
czy P-selektyna, co skutkuje zwiekszeniem produkcji cytokin prozapalnych. Wérdd nich
jedna z wazniejszych dla patofizjologii udaru niedokrwiennego jest interleukina 1 beta,
a takze liczne cytokiny 1 chemokiny wywotujagce migracje, adhezje i1 aktywacje
monocytow 1 limfocytéw w miejscu uszkodzenia $rodbtonka [33,109]. Piytki krwi sg
zatem istotnymi mediatorami proceséw zapalnych prowadzacych do rozwoju miazdzycy
[110]. Ponadto uwalniane przez nie receptory moga reagowac¢ z komorkami $rodbtonka,
prowadzac do aktywacji metaloproteaz uszkadzajacych macierz tkankowa, co dodatkowo

nasila degradacje §ciany naczynia [111].
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Ryc 5. Znaczenie ptytek krwi i w procesie aktywacji kaskady krzepnigcia [112].
5.1. Znaczenie mikroRNA w reaktywnosci plytek krwi

Wykazano, ze miRNA ulega obfitej ekspresji w ptytkach krwi, w ktorych znajduja
si¢ enzymy bialkowe, takie jak Dicer i argonaute 2 (Ago2) uczestniczace w konwersji
pochodzacego z megakariocytow pre-miRNA w dojrzale miRNA [104,113,114].
MikroRNA odgrywaja wazng role w regulowaniu funkcji ptytek krwi 1 szlakow
wptywajacych na ich reaktywnos$¢. Niektore z omawianych czasteczek wchodza
w interakcje z mRNA, ktory zawiera informacj¢ o budowie biatek uczestniczacych w
aktywacji 1 agregacji plytek, i regulowac¢ w ten sposob ich ekspresje. Mimo ze wigkszo$§¢
miRNA wystepuje wewnatrzkomorkowo, znaczna jego ilo$¢ pojawia si¢ w przestrzeni
pozakomorkowej, w tym we krwi i innych ptynach ustrojowych [115]. Krazace miRNA sa
wykrywane w osoczu, surowicy lub pelnej krwi, co sprawia, ze moga by¢ one

wykorzystywane jako nowoczesne  biomarkery w celach  diagnostycznych
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1 prognostycznych, jak rowniez jako nowatorskie cele terapeutyczne [8,116]. Istniejg trzy
sciezki, w jaki sposéb miRNA moze przedosta¢ si¢ do przestrzeni pozakomorkowej -
pasywny wyciek z uszkodzonych komorek, aktywne wydzielanie w mikropecherzykach,
takich jak EV pochodzace z ptytek krwi, lub poprzez aktywne wydzielanie na drodze
zaleznej od biatka wigzacego RNA [117].

5.2. MikroRNA jako regulatory fizjologicznej reaktywnosci plytek krwi

Proces aktywacji ptytek krwi, prowadzacy do degranulacji, zmiany ksztattu ptytek
i ekspresji czasteczek powierzchniowych, zalezy od interakcji licznych receptorow
1 szlakow biologicznych, dlatego moze by¢ modyfikowany na rézne sposoby [118].
MiRNA moga wplywa¢ na fenotyp ptytek krwi i modyfikowa¢ ich funkcje poprzez
dziatanie na ekspresj¢ specyficznych bialek istotnych dla fizjologii ptytek. Profil ekspres;ji
MiRNA rézni si¢ pomiedzy stymulowanymi i nieaktywowanymi plytkami krwi [119].
Weczesniejsze badania wykazaty liczne korelacje pomiedzy obecnoscig specyficznych
miRNA a ekspresjg biatek uczestniczacych w aktywacji i agregacji ptytek krwi [119-121].
Warto nadmieni¢, iz aktywowane ptytki krwi moga wydziela¢ miRNA, ktore po
internalizacji moga wptywac na ekspresje bialek w innych komarkach [122,123]. W celu
omoéwienia wptywu lekéw przeciwplytkowych na poziom miRNA zwigzanego z ptytkami
krwi, wazne jest uwzglednienie fizjologicznych interakcji pomiedzy plytkami krwi

a miRNA.

5.2.1. MikroRNA i receptory zwiazane ze $ciezkami agregacji plytek krwi

MiR-34b-3p

Plytki krwi mogg by¢ aktywowane poprzez receptory tromboksanowe stymulowane przez
tormboksan (TxA2), ktory wytwarzany jest z kwasu arachidonowego przy udziale
cyklooksygenazy 1 (COX-1). COX-1 jest celem terapeutycznym  kwasu
acetylosalicylowego (ASA), ktory nieodwracalnie wigze i inaktywuje ten enzym. W
badaniach przeprowadzonych w ostatnich latach stwierdzono, ze miR-34b-3p moze
bezposrednio wptywac na ekspresje syntazy 1 tromboksanu A. Zahamowanie miR-34b-3p
w megakariocytach zwigkszyto ich zywotno$¢ 1 zmniejszyto ekspresj¢ syntazy

tromboksanu i tromboksanu B2, stabilnego metabolitu tromboksanu A2 [121].
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Postulowany zwiazek miRNA specyficznych dla ptytek krwi z enzymem COX-1 wydaje

si¢ niejednoznaczny i wymaga dalszych badan.

MiR-19b-1-5p

MiR-19b-1-5p kojarzony byl ze szlakiem agregacji ptytek indukowanym tromboksanem.
Podejrzewano, ze MiR-19b-1-5p jest regulatorem szlaku sygnalizacyjnego z udzialem
tlenku azotu i cyklicznego monoguanylofosforanu (NO-cGMP) co wysnuto na podstawie
badan w warunkach in silico, podczas ktorych stwierdzono, ze oddziatuje on na ekspresj¢
genow GUCY1A3, NOS3 i PDES [124]. GUCY1A3 koduje podjednostke rozpuszczalnej
cyklazy guanylowej, enzymu kluczowego dla  wspomnianego szlaku NO-cGMP
[125,126]. Jedna z funkcji cGMP jest hamowanie agregacji ptytek krwi, dlatego wariant
genetyczny GUCY1A3 zwigzany z obnizeniem aktywno$ci rozpuszczalnej cyklazy
guanylowej

i w konsekwencji uposledzeniem produkcji cGMP, zmniejszal reaktywnos¢ ptytek krwi
po ekspozycji na tlenek azotu [126]. Wptyw miR-19b-1-5p na aktywacj¢ plytek zalezng
od $ciezki NO-cGMP wymaga jednak dalszego wyjasnienia.

MiR-223

Wykazano, ze jeden z najczg$ciej badanych miRNA, miR-223, jest obecny w duzej
zawartosci  w plytkach krwi 1 zaangazowany w regulacje ich reaktywnosci [119,127].
Warto jednak zauwazy¢, ze ulega on réwniez wysokiej ekspresji w komorkach
produkowanych przez uktad krwiotworczy i srodbtonek [128-130]. Niemniej jednak,
wptywa bezposrednio na region 3'UTR mRNA transkryptu P2Y'12, regulujac w ten sposob
ekspresje receptora dla ADP odgrywajacego kluczowa role w procesie agregacji ptytek
krwi [127]. Ponadto aktywowane trombing ptytki uwalniaja miR-223 w kompleksach z
Ago2- biatkiem waznym dla dziatah mediowanych przez miRNA- a nastepnie moga byc¢

internalizowane przez komorki $rédblonka, gdzie modyfikuja ekspresje innych genow

i biatek [123].

MiR-126

Kolejnym miRNA ulegajacym wysokiej ekspresji w ptytkach krwi, ktore podejrzewa si¢
o wptyw na aktywacje i agregacje ptytek na wielu poziomach, jest miR-126. Podobnie jak
miR-223, miR-126 moze rowniez odgrywaé rolg w modyfikacji ekspresji receptorow
P2Y12 [120,131], ale dodatkowo sugeruje si¢, ze moze on proces dojrzewania plytek krwi.
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W komorkach megakarioblastycznych znaleziono zalezno$¢ pomigdzy miR-126 a jego
genem docelowym - ADAM9, kodujacym biatko potencjalnie zaangazowane w adhezje
ptytek krwi do kolagenu I oraz aktywacje ptytek indukowang kolagenem [120,132].
Chociaz nie udowodniono udzialu miR-126 w réznicowaniu ludzkich megakariocytow to
ich transfekcja miR-126 powodowala wzrost ekspresji P-selektyny w strukturach
ptytkopodobnych po stymulacji trombing [120,133], co wigzato si¢ ze zwigkszeniem ich
wlasciwosciami prokoagulacyjnych i zdolnoscig do generowania trombiny [134]. Badania
wykazaty rowniez, ze miR-126-3p moze bezposrednio wptywaé na gen PLXNB2, co
skutkuje zmniejszeniem ekspresji biatek kodowanych przez ten gen. PLXNB2 nalezy do
rodziny pleksyn, ktore sa receptorami dla semaforyn i odgrywaja role w zmianach
wlasciwosci aktyny plytek krwi i tworzeniu zakrzepow. Podsumowujac, miR-126 moze
wptywaé na reaktywnos$¢ ptytek krwi na wielu poziomach, gtéwnie poprzez regulacje ich

bialek powierzchniowych [120,133].

MiR-376¢

Piytki krwi moga by¢ aktywowane na wiele sposobow- z uzyciem kilku rodzajow
receptorow. Jednym z nich jest receptor aktywowany proteaza 4 (PAR4) bedacy
receptorem btonowym dla trombiny. Analiza ontologii genéw wykazata korelacje
pomiedzy aktywnoscig PAR4 a genem kodujacym biatko transferowe fosfatydylocholiny
(PTCP), ktore bierze udziat w regulowaniu funkcji ptytek krwi pod wplywem PARA4.
Zaobserwowano, ze zwigkszona aktywacja receptorow PAR4 powodowata stymulacje
produkcji ptytkowego PTCP. MiR-376¢ spowodowat zahamowanie mRNA PTCP, a jego
poziom byl odwrotnie skorelowany z aktywnos$cia PAR4. Ekspresja PTCP byta

zmniejszona dzigki zwiekszonej ekspresji miR-376¢ [135].

MiR-96

Aktywowane ptytki krwi uwalniajg ziarnistosci, a nadmiernie pobudzone plytki krwi
wykazujg wzrost stezenia synaptobrewiny (ang. vesicle associated membrane protein 8,
VAMPS8) - biatka krytycznego dla procesu degranulacji. Stwierdzono, ze MiR-96 wigze si¢
z regionem 3' UTR biatka VAMPS, a jego nadekspresja korelowata ze spadkiem poziomu
mRNA i wspomnianego biatka VAMPS. Catos$¢ sugeruje zatem regulacyjng funkcje miR-
96 poprzez wplyw na biatko VAMPS 1 wydzielanie ziarnistosci [136].
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MiR-15a, miR-339-3p, miR-365, miR-495, miR-98, and miR-361-3p

Kilka miRNA, tj. miR-15a, miR-339-3 p, miR-365, miR-495, miR-98 i miR-361-3p,
zostalo opisanych jako te, ktorych wystepowanie jest najbardziej zmienne w plytkach krwi
stymulowanych trombing. Dalsza analiza in silico w celu poszukiwan ich celow
molekularnych wykazata, ze ekspresja najwazniejszych genow ze szlakow sygnalowych
neurotrofin 1 mMTOR pozostawala w korelacji ze zidentyfikowanymi miRNA 1 funkcja
ptytek krwi [119]. Udowodniono, ze kaskada mTOR odgrywa wazng role¢ w
posredniczonej przez glikoproteing GPVI agregacji plytek krwi [137]. Wykazano, ze MiR-
15a-5p jest bezposrednim regulatorem pieciu gendéw (FYN, SRGN, FCER1G, MYLK
1 PRKCQ) =zaangazowanych we wspomniang powyzej S$ciezke sygnatowa GPVI,
uczestniczgcych w aktywacji indukowanej kolagenem. Megakariocyty transfekowane miR-
15a-5p wykazywaly obnizona aktywacj¢ na szlaku zwigzanym z kolagenem
i indukowanym biatkiem ollbPB3, natomiast nie obserwowano zmian przy stymulacji
trombing lub ADP [138]. Konieczne sa dalsze badania w celu potwierdzenia innych

przewidywanych $ciezek docelowych miRNA w ludzkich plytkach krwi.

MiIRNA-27b

Ptytki krwi biorg udziat nie tylko w utrzymaniu hemostazy, ale takze w wielu innych
procesach biologicznych, np. w zapaleniu, wtoknieniu 1 angiogenezie; dlatego tez niektore
inne miRNA, niezwigzane z agregacja plytek, zostaly opisane w tym przegladzie jako
zwigzane z funkcja ptytek krwi. MiR-27b ulegajaca ekspresji w plytkach krwi wptywa na
translacj¢ proangiogennej trombospondyny 1 hamujac ja. Aktywacja trombiny prowadzi
do zmniejszenia ekspresji pochodzacego z ptytek miR-27b, co moze skutkowa¢ znacznym
wzrostem indukowanej trombing ekspresji trombospondyny w plytkach krwi. Z kolei
nadekspresja miR-27b prowadzi do zwigkszenia aktywno$ci proangiogennej plytek
poprzez blokowanie syntezy trombospondyny 1. Wydaje si¢ zatem, ze miR-27b moze by¢
regulatorem angiogenezy indukowanej przez ptytki krwi poprzez zmian¢ syntezy biatka

w aktywowanych ptytkach krwi [139].

MIRNA-320b Jak wspomniano, miRNA pochodzace z plytek krwi moze regulowac
aktywno$¢ innych komorek. Aktywowane plytki krwi wptywaty na funkcje $rodblonka
poprzez wydzielanie miR-320b, opisywanego jako regulator ekspresji $rodbtonkowej

czasteczki adhezji migdzykomoérkowej 1 [122]. Jak wspomniano, niektore typy miRNA
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moga ulegac ekspresji w roznych typach komorek, stwierdzono, ze rzeczone mi R-320b
jest rowniez uwalniane przez komorki trzustki, keratynocyty czy komorki jajnika [140—
142]. Fakt ten jest istotny przy projektowaniu badan ukierunkowanych na ocen¢ miRNA
jako specyficznych biomarkerow. Dotychczas przedstawiono roézng ekspresje szeregu
miRNA i ich potencjalng korelacj¢ z wptywem na reaktywnos¢ plytek krwi, jednak ich

specyficzna rola w fizjologii ptytek krwi nie zosStala jeszcze poznana (Rycina 6).
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Ryc 6. Mozliwy mechanizm dziatania miRNAw szlakach aktywacji ptytek krwi [72].
Skroty: ASA, kwas acetylosalicylowy; ADAMY9, domena 9 metalopeptydazy ADAM; ADP, difosforan
adenozyny; ATP, trifosforan adenozyny; AA, kwas arachidonowy; COX, cyklooksygenaza; FCERL1G,
fragment Fc receptora IgE; GPIIb/IIla, glikoproteina IIb/I1la; miR, mikroRNA; MYLK, kinaza tancucha
lekkiego miozyny; PDGF, ptytkowy czynnik wzrostu; PLXNB2, pleksyna-B2; PGG2, prostaglandyna G2;
PGH2, prostaglandyna H2; PAR, receptor aktywowany przez proteazy; PRKCQ, kinaza biatkowa C theta;
SRGN, serglycyna; SNARE, rozpuszczalny receptor biatka mocujacego NSF; SNARE, rozpuszczalny
receptor biatka mocujacego NSF; TGF-B, transformujacy czynnik wzrostu B; TSP-1, trombospondyna 1;
TxA2, tromboksan A2; TP, receptor tromboksanu; VEGF, czynnik wzrostu srdédbtonka naczyniowego;
VAMP, biatko btonowe zwigzane z pgcherzykami; vWF, czynnik von Willebranda.

6. Zalozenia, cel pracy, hipotezy badawcze

W opublikowanych wczesniej przez nasz zespdt badawczy analizach

bioinformatycznych wykazalismy, ze miRNA zwigzane z ptytkami krwi, w tym miR-106b-
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5p, miR-16-5p, miR-15a-5p sg zaangazowane zarowno w regulacj¢ reaktywnos$ci ptytek
krwi jak rdwniez moga by¢ istotne w patogenezie chordb towarzyszacych, w tym chordb
sercowo-naczyniowych i naczyniowo-moézgowych [17,72]. Wykazano takze, ze rodzina
let-7e oraz miR-125a majg duzy potencjat jako biomarkery dostepne do oceny we krwi
obwodowej u pacjentow z udarem niedokrwiennym [143,144]. Opisane ponizej badanie
mialo na celu oceng ekspresji wybranych krazacych we krwi pelnej miRNA (miR-106b-5p,
miR-16-5p, miR-15a-5p, let-7e oraz miR- 125a-3p i -5p) i analizie ich przydatnos$ci
diagnostycznej i prognostycznej u pacjentow z ostrym udarem niedokrwiennym. Hipoteza
badawcza skupia si¢ na zwigkszonej aktywnosci ptytek krwi w momencie dokonania
udaru, prowadzacej do ich degranulacji i uwolnienia wielu mediatorow zapalnych,
czynnikow wzrostu, krzepnigcia i fibrynolizy jak rowniez miRNA. Poréwnanie ekspresji
wybranych miRNA w ostrej fazie udaru ma na celu oceng¢ ich przydatnosci diagnostycznej,

w krotkiej obserwacji mozna oceni¢ takze przewidywana warto§¢ prognostyczna.

Do szczegotowych celow badania nalezaty:

« ustalenie czy ekspresja wybranych miRNA okreslonych uprzednio w badaniach in silico
jako zwigzane z udarem niedokrwiennym oraz funkcja ptytek krwi lub procesami
krzepnigcia (miR-106b-5p, miR-16-5p, miR-15a-5p, let-7e oraz miR- 125a-3p i -5p) jest
zmieniona u chorych w ostrej fazie udaru niedokrwiennego w poréwnaniu z populacjg bez
udaru;

* ocena ekspresji miR-106b-5p, miR-16-5p, miR-15a-5p, let-7e oraz miR- 125a-3p i -5p
pod katem przydatnos$ci klinicznej jako biomarkery diagnostyczne udaru niedokrwiennego;
* analiza ekspresji miR-106b-5p, miR-16-5p, miR-15a-5p, let-7e oraz miR- 125a-3p i -5p

pod katem przydatnosci prognostycznej w krotkoterminowej, 7-dniowej obserwacii;

6.1. Material i metody

6.1.1. Ocena kliniczna pacjentéw wlaczonych do badania

Protokot badania, zaprojektowany zgodnie z Deklaracja Helsinska oraz formularz
swiadomej zgody z informacja dla pacjenta zostaly zatwierdzone przez Komisje
Bioetyczna Instytutu Psychiatrii i Neurologii w Warszawie. Swiadoma pisemna zgode
uzyskano od wszystkich pacjentow zakwalifikowanych do badania. Populacja badana

sktadata si¢ z 60 chorych z rozpoznaniem ostrego udaru niedokrwiennego moézgu na
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podstawie objawow klinicznych zgodnie z definicja Swiatowej Organizacji Zdrowia.
Rozpoznanie wstgpne postawione na podstawie badania podmiotowego i przedmiotowego
internistycznego i neurologicznego bylo w kazdym przypadku poparte badaniami
obrazowymi mézgu (TK lub MRI) [145]. Na podstawie klasyfikacji TOAST wiaczylisSmy:
(1) wszystkich pacjentéw z udarem niedokrwiennym spowodowanym miazdzyca duzych
naczyn oraz (ii) podgrupe pacjentoéw sklasyfikowanych jako osoby z wudarem
niedokrwiennym o nieznanej etiologii, pod warunkiem Ze mieli co najmniej 50% zw¢zenie
tetnicy szyjnej ipsilateralnej w stosunku do strony zawalu oraz brak rozpoznania lub
wywiadu w kierunku migotania przedsionkow. Takie podej$cie pozwolilo nie stracié
przypadkéw udaréw z lezaca u ich podloza wyrazng miazdzyca tetnic szyjnych, ktéra nie
byla na tyle istotna, aby uzna¢ ja za jedyng przyczyne udaru (jak podaje si¢ w TOAST)
[24]. Rutynowo wykonywano obrazowanie Duplex Doppler tetnic szyjnych oraz 24-h
monitorowanie EKG metoda Holtera. Oceny cig¢zkos$ci udaru dokonano na podstawie skali
NIHSS.

Z badania wykluczono pacjentow dodatnim wywiadem w kierunku udaru mézgu, okluzji
tetnic obwodowych lub choroby nowotworowej.

Grupe kontrolng stanowilo 30 dobranych pod wzgledem wieku i plci pacjentow wolnych
od udaru moézgu z licznymi czynnikami ryzyka choroby sercowo- naczyniowej lub obecng

choroba wiencowa.

6.1.2. Pobieranie i opracowanie probek

Pelna krew zylna zostata pobrana od pacjentéw (a) w ciggu 24 godzin od poczatku
objawow udaru niedokrwiennego (b) w 7. dobie hospitalizacji. Od kazdego uczestnika
pobrano okoto 5 ml probek krwi zylnej do probéwek Tempus blood RNA (Thermofisher)
I przechowywano w temperaturze -80°C do czasu wykonania analiz laboratoryjnych.
Probki krwi od pacjentéw z udarem niedokrwiennym byly pobierane w ciagu 12 h
od przyjecia do szpitala.

6.1.3. Metody molekularne

MiR-106b-5p, miR-16-5p, miR-15a-5 zostaly wybrane na podstawie analizy
bioinformatycznej, opublikowanej wczesniej przez nasz zespdt [17,72]. Let-7e oraz

miR-125a-3p i -5p zostaly natomiast wybrane na podstawie wczesniejszych waznych
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publikacji [143,144]. RNA z krwi pelnej ekstrahowano za pomoca zestawu Tempus™ Spin
RNA Isolation Kit (Thermofisher). Calkowite RNA otrzymane w sposéb przedstawiony
powyzej rozcienczono dziesigciokrotnie. Rozcienczone RNA (5 uL) poddano odwrotnej
transkrypcji przy uzyciu zestawu TagMan miRNA Reverse Transcription (ABI) zgodnie
z instrukcjami producenta. Nastepnie 3 uL produktu wykorzystano do wykrycia ekspresji
miRNA metodg ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy przy uzyciu zestawdéw TagMan
miRNA Assay (ABI) dla odpowiednich miRNA na aparacie The CFX384 Touch Real-
Time PCR Detection System (BioRad Inc. Hercules, California, USA). cel-miR-39 dodano

jako kontrole spike-in. Opis przebiegu metod molekularnych przedstawiono na Rycinie 7.

Reakcje prowadzono trzykrotnie, a do wszystkich analiz uzywano wartosci $redniej, aby
kontrolowa¢ zmienno$¢ zwigzang z przyczynami metodologicznymi. Poziomy ekspresji
miRNA byly normalizowane do st¢zenia cel-miR-39 i obliczane przy uzyciu rownania

2-ACt, gdzie ACt = prog cyklu (Ct) (miRNA)-Ct (cel-miR-39).

Ekstrakcja catkowitego RNA, Odwrotna transkrvpcja Namnazanie cDNA
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Ryc 7. Opis przebiegu metod molekularnych.
6.1.4. Analiza statystyczna

Wszystkie wyniki dla zmiennych kategorycznych przedstawiono jako liczbe i procent.
Zmienne ciggle wyrazono jako $rednig + odchylenie standardowe (SD) lub mediang

1 zakres miedzykwartylowy (IQR), w zaleznosci od normalno$ci rozkladu ocenianej
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za pomocg testu Shapiro-Wilka. Pomigedzy danymi dychotomicznymi stosowano test
Chi- kwadrat. Test t-Studenta lub test Manna-Whitneya dla probek niesparowanych oraz
test Wilcoxona dla prébek sparowanych, stosowano w zaleznosci od normalnos$ci rozktadu.
Testy Kruskala-Wallisa stosowano do porownania wiecej niz dwoch — grup.
Przeprowadzono analiz¢ ROC (Receiver Operating Characteristics) w celu oceny warto$ci
diagnostycznej miR-125a-3p i -5p oraz warto$ci predykcyjnej miR-16-5p dla cigzko$ci
udaru mozgu. W celu okreslenia zmiennych niezaleznych wplywajacych na zwigkszenie
ciezkosci udaru mézgu zastosowano wieloczynnikowg analizg regresji logistycznej. W tym
celu uwzgledniono nastepujace zmienne: wysoka ekspresja miR-16-5p (>10,6 ekspresji
na podstawie danych log-transformowanych), wiek (lata), pte¢ zenska, palenie tytoniu,
nadci$nienie tetnicze, cukrzyca, MI, choroba wiencowa. Wszystkie testy byly dwustronne
z poziomem istotnosci p<0,05. Obliczenia wykonano przy uzyciu programu SPSS w wersji
22.0 (IBM Corporation, Chicago, USA). Na podstawie ..% zwigkszonego nasilenia udaru
moézgu w grupie o wysokim wyjsciowym miR-16-5p w poréwnaniu z ..% zwigkszonego
udaru mézgu w grupie o niskim wyjsciowym miR-16-5p obliczono, ze przy ... pacjentow

nasza analiza miata 99% mocy przy dwustronnej wartosci alfa p<0,05.

6.2. Wyniki

6.2.1. Uczestnicy

Charakterystyke pacjentow przedstawiono w tabeli 1. Do chordb uktadu krazenia
zaliczono chorobg wiencowa, zawal serca w wywiadzie oraz cukrzyce typu 2. Nie
zaobserwowano roznic pomiedzy o0sobami zdrowymi a pacjentami z udarem
niedokrwiennym moézgu w zakresie podstawowych danych demograficznych, w tym pfei,
wieku i wskaznika masy ciata (BMI) (odpowiednio p= 0,176, p=0,724, p=0,125). Wsrod
60 wlaczonych do badania pacjentow 6 (10%) osob, ktére zostaty przyjete na oddziat
intensywnej terapii (OIT), zmarto w ciggu mediany 3 dni.

Tabela 2. Charakterystyka uczestnikow

Grupa kontrolna |Grupa badana P
(n=30) (n=60)
Ple¢ (meska) 14 (47%) 37 (62%) 0,176
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Wiek 70,90 = 8,6 71,72+ 11,0 0.,724
BMI 28,7+4,1 27,4 +4,7 0,125
Nadci$nienie 19 (63,3%) 39 (65%) 0,876
Niewydolnos$¢ serca 3 (10%) 7 (11,7%) 0,813
Choroba wiencowa 4 (13%) 12 (20%) 0,436
Migotanie przedsionkéw | - 3 (5%) -
Stan po zawale serca 3 (10%) 8 (13,3%) 0,649
Cukrzyca 11 (36%) 19 (32%) 0,635
Nikotynizm 4 (13%) 16 (30%) 0,093
Cholesterol calkowity 154,5 +£ 31,2 173,5+ 40 0,156
Triglicerydy 138,3 +£57,1 124,7 £ 50,7 0,445
NIHSS przy przyjeciu - -
(1-4) 53 (88%)

(5-15) 7 (12%)

(16-25) -

NIHSS w 7. dobie - -
(1-4) 28 (47%)

(5-15) 30 (50%)

(16-25) 2 (3%)

Dane przedstawiono w postaci liczby i procentu lub $redniej i odchylenia standardowego.

Stosowano odpowiednio test t-Studenta lub test Chi kwadrat.
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6.2.2. Zmiana ekspresji krazacych miRNA zwiazanych z plytkami krwi oraz wartos¢

diagnostyczna miR-125a-3p i -5p

Rycina 8. przedstawia porownanie wzglednej ekspresji krazacych miRNA
pomiedzy pacjentami z udarem niedokrwiennym moézgu a grupa kontrolng w dwoch
r6znych punktach czasowych (przy przyjeciu i w 7. dobie hospitalizacji). Poziom ekspres;ji
miR-125a-3p u pacjentow z udarem byl nizszy zarowno przy przyjeciu do szpitala,
jak 1 7 dni po nim w porownaniu z osobami zdrowymi (odpowiednio p=0,008, p=0,020).
Przeciwnie, ekspresja miR-125a-5p byta wyzsza u chorych przy przyjeciu w porownaniu
z grupa kontrolng, jednak w trakcie hospitalizacji ulegla istotnej redukcji, co
zaobserwowano w 7. dobie w poréwnaniu z dniem przyjecia (odpowiednio p=0,002,
p=0,016). Ekspresja Let-7e byta istotnic wyzsza u o0s6b zdrowych w pordéwnaniu
z pacjentami z udarem moézgu, zarowno w dniu przyjecia do szpitala jak i w dniu 7.
(odpowiednio p=0,007, p<0,001). Warto$§¢ diagnostyczng wyjSciowych pomiaréw
ekspresji miR-125a-3p (ryc. 2a) i miR-125a-5p (ryc. 2b) oceniono za pomocg analizy
krzywej operacyjnej (ROC). Pole pod krzywag ROC dla miR-125a-3p wynosito 0,705 (95%
Cl, 0,57-0,84) p=0,008, natomiast dla miR-125a-5p - 0,709 (95% ClI, 0,58-0,84) p=0,002.
Analiza krzywej ROC nie wykazala potencjalu diagnostycznego dla pozostatych badanych
miRNA (dane nie pokazane).
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Ryc. 8. Zmiany ekspresji miRNA wsrod grup (a) Let-7e; (b) miR-15b-5p; (¢) miR-16-5p;
(d) miR-106b-5p; (e) miR-125a-3p; (f) miR-125a-5p. Odpowiednio zastosowano test U
Manna-Whitneya i test Wilcoxona. Test Kruskala-Wallisa pokazuje r6znice pomiedzy
trzema grupami. Pokazano tylko statystycznie istotne wartosci pomigdzy grupami (tj. p <
0,05).
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Rycina 9. Wartos¢ diagnostyczna miRNA okreslona za pomocg analizy krzywej ROC. (a)
miR-125a-3p w dniu udaru; (b) miR-125a-5p w dniu udaru.

6.2.3. Wysoka wyjsciowa ekspresja miR-16-5p u pacjentéw z udarem

niedokrwiennym wiaze si¢ z wieksza ciezkoscia udaru

W grupie pacjentoéw z udarem moézgu 30 osob (50%) prezentowalo tagodny, a 29 oséb
(48%) umiarkowany udar w chwili przyjecia do szpitala. W dniu, w ktorym wystapil udar
niedokrwienny, pacjenci z umiarkowanym udarem mieli istotnie podwyzszony poziom
ekspresji miR-16-5p w poréwnaniu z pacjentami z udarem tagodnym w dniu wystgpienia
ostrego udaru niedokrwiennego. AUC w analizie krzywej ROC wynosito 0,718, (95% CI,
0,59-0,85) p = 0,004 (ryc. 3). Grupg pacjentow z udarem niedokrwiennym podzielono na
dwie podgrupy, stosujac analize krzywej ROC (na podstawie cigzkosci udaru) dla
miR-16-5p, tj. o niskiej lub wysokiej wartosci (rycina 3 i tabela 2). Warto$¢ odcigcia
< 10,6 oznaczono jako niski poziom miR-16-5p (47% populacji). Czutos$¢ i specyficzno$¢
wynosily dla tej warto$ci odcigcia odpowiednio 68% 1 65%. Wszystkie pozostate
analizowane miRNA nie wykazywaly statystycznie istotnej przydatnosci predykcyjnej dla
zwigkszenia cigzkosci udaru mozgu na podstawie analizy krzywej ROC (dane nie
pokazane). Wedlug wieloczynnikowego modelu regresji logistycznej wysoka wyjsciowa
ekspresja miR-16-5p wraz z cukrzyca (DM) byty niezaleznymi predyktorami zwiekszonej
cigzkosci udaru (OR: 4,34; 95% CI, 1,15-16,42; p = 0,031 i OR: 4,65; 95% Cl, 1,07-20,19;
p = 0,040, odpowiednio) (tab. 3).
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Rycina 10. Roéznica w ekspresji miR-16-5p na podstawie cigzkosci udaru na linii
podstawowej. (a) wykres pudetkowy miR-16-5p; (b) krzywa ROC miR-16-5p dla
cigzkosci udaru. Poczatkowa ciezko$¢ udaru mierzona wg skali NIHSS przy przyjeciu.

Niewielki udar: 1-4 (n = 30) i umiarkowany udar: 5-15 (n = 29).

Tabela 3. Szacunki statystyczne dotyczace przewidywania zwigkszonej cigzkosci udaru

mozgu przez wyjsciowa ekspresj¢ miR-16-5p.

mMiRNA AUC (95% | P Cut-off czutosé specyficz | PPV | NPV | Prawdo
Cl) nos¢ podobie
nstwo
testu
pozyty
wnego
Wysoka 0,718 0,004 |10,5915* | 68% 65% 63% | 69% | 1,88
wyjsciowa (0,588-
ekspresja miR- | 0,849)

16-5p vs niska

miR-16-5p

* Do okreslenia wartosci odcigcia uzyto danych poddanych transformacji log10.

54



Tabela 4. Wieloczynnikowy model regresji logistycznej dla przewidywania zwickszonej

cigzkosci udaru moézgu przez wyjsciowy wysoki poziom ekspresji miR-16-5p.

OR 95% ClI P
Gorny Dolny

Wysoka wyjsciowa ekspresja | 4,341 1,147 16.422 0.031
mMiR-16-5p

Pte¢ (zenska) 0,600 0,139 2,596 0,494
Wiek (lata) 1,023 0,956 1,194 0,513
Nikotynizm 1,314 0,239 7,509 0,739
Cukrzyca 4,653 1,073 20,185 0,040
Zawal serca w wywiadzie 0,657 0,049 8,730 0,750
Nadcisnienie tetnicze 1,133 0,280 4591 0,861
Choroba niedokrwienna serca | 1,996 0,208 19,150 0,549

Pogrubiong czcionkg zaznaczono warto$ci istotne statystycznie (p<<0.05).
6.3. Dyskusja

Jak pokazuja przeprowadzone dotychczas badania, liczne rodzaje miRNA biora
udzial w wielu procesach fizjologicznych 1 patologicznych w organizmie cztowieka.
Opisano wiele r6znych miRNA, wiadomo takze ze jeden jego typ moze regulowac
jednoczes$nie ekspresje roznych gendw na terenie roznych rodzajow komorek. Fakty te
swiadcza o ogromnym bogactwie biologicznej wiedzy, ktéra mozemy zdoby¢ badajac
miRNA, a jednocze$nie stanowig wielkie wyzwanie dla badaczy z uwagi na wielka ilo$¢
danych 1 zmiennych, ktore nalezy przeanalizowac aby dojs$¢ do jednoznacznych wnioskow.
W dobie cyfryzacji pomocnym narz¢dziem okazuja si¢ analizy in silico wykorzystane
rowniez do zaprojektowania przedstawionego powyzej badania. By¢ moze w niedalekiej

przysztosci powszechne stanie si¢ wykorzystanie sztucznej inteligencji o zdolnosciach
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analitycznych wielokrotnie wigkszych niz niewielki zesp6t naukowcow. Aby jednak
rozw0j wiedzy na temat niekodujacych RNA, w tym miRNA byt mozliwy potrzebna jest
walidacja wynikéw takich analiz w badaniach na zywych organizmach, a w przypadku
potencjalnej przydatnosci w medycynie takze wnikliwa ocena realnej uzyteczno$ci
klinicznej. Jak wspomniano, liczne rodzaje miRNA moga peti¢ istotng rol¢ w procesach
patofizjologicznych lezacych u podstawy udaru niedokrwiennego moézgu. Co wigcej,
niektore kragzagce miRNA juz zostaly zidentyfikowane jako potencjalne biomarkery chorob
sercowo-naczyniowych 1 moézgowo-naczyniowych. Niniejsze badanie wykazato, ze
poziomy ekspresji krazacych miR-16-5p, let-7e i miR-125a-5p byly podwyzszone, podczas
gdy miR-106b-5p i miR-125a-3p byly obnizone w ostrej fazie udaru niedokrwiennego.
Badane miRNA byly uprzednio wytypowane w analizach bioinformatycznych jako istotne

dla udaru niedokrwiennego i zwigzane z ptytkami krwi 1 procesami krzepnigcia.

MikroRNA-16-5p oceniano wczesniej u pacjentoéw z udarem niedokrwiennym mozgu,
u ktorych wykazano jego potencjalng warto$¢ diagnostyczng i prognostyczng [146—149].
W badaniu przeprowadzonym przez Wu i wsp. ekspresja krazacego miR-16 w pierwszym
dniu po rozpoznaniu udaru niedokrwiennego mozgu byta zwigkszona ponad 8-krotnie
w poroéwnaniu z grupg kontrolng bez udaru. Ekspresja miR-16 w surowicy nie okazala si¢
jednak czynnikiem niezaleznym i wykazywata silng ujemna korelacj¢ ze stezeniem
cholesterolu HDL i ApoAl oraz dodatnig z wiekiem. Ta obserwacja moze wskazywaé na
niskg swoisto§¢ miR-16 jako samodzielnego biomarkera udaru niedokrwiennego.
Wystepowanie wspomnianych czynnikéw ryzyka sercowo-naczyniowego jest powszechne
nie tylko w populacji 0séb z udarem moézgu, ale takze u innych pacjentdw z chorobami
uktadu krazenia. Autorzy badania sugeruja, ze popraw¢ swoistosci mozna 0siggnaé
oceniajac caty panel miRNA zwigzanych z udarem, w sklad ktorego wchodzitoby takze
MiR-16 [146]. Tian i wsp. ujawnili, ze stezenia miR-16 we krwi obwodowej w fazie
nadostrej udaru sg zalezne od etiologii. Ich pomiar charakteryzowal si¢ najwigksza
czutoscig i specyficznos$cia w wykrywaniu udaru zwigzanego z miazdzyca duzych tetnic.
W ogolnej populacji pacjentow z udarem niedokrwiennym wyzsze poziomy ekspresji miR-
16 w fazie nadostrej byly zwigzane z gorszym rokowaniem [147]. W innym badaniu
wykazano, ze miR-16 moze by¢ potencjalnie przydatny do réznicowania mi¢dzy udarem
niedokrwiennym a krwotocznym, zwtaszcza w polgczeniu z oceng miR-124-3p. U chorych
z udarem niedokrwiennym mozgu ekspresja miR-16 byta zwigkszona, natomiast miR-124-

3p zmniejszona. Odwrotna sytuacja miala miejsce w grupie pacjentow z udarem
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krwotocznym [149]. Tak wigc miR-16 moze w przysziosci stuzy¢ jako biomarker
diagnostyczny i prognostyczny, ale jak wynika z poprzednich badan, raczej jako cze$¢
panelu ztozonego z réoznych miRNA niz indywidualnie. Rola miR-16-5p w patofizjologii
udaru niedokrwiennego moézgu nadal pozostaje niejasna. Ujawniono, ze moze ono by¢
zwigzane z ekspresja receptora adiponektyny 2 (AdipoR2) obficie wystgpujacego w tkance
nerwowej 1 uczestniczy¢ w aktywacji receptora aktywowanego przez proliferatory
peroksysomow y (PPARYy) [150]. PPARy modyfikuje procesy zapalne, a jego nadekspresja
thumita stan zapalny uszkodzone;j tkanki nerwowej u szczuréw
z niedokrwieniem mozgu [151]. Huang i wsp. opisali circ 0000831 - nowy rodzaj
krazacego RNA wytypowany w badaniu metoda sekwencjonowania. Wykazali takze, ze
RNA circ_0000831 obniza st¢zenic miR-16-5p oraz zmniejsza nasilenie stanu zapalnego
i hamuje apoptoze mikrogleju poddanego OGD/R. O$ circ 000083 1/miR-16-5p/AdipoR2
moze by¢ zatem waznym szlakiem sygnalowym w patofizjologii udaru niedokrwiennego
[150]. Co wiecej miR-16-5p i miR-125-5p byly zawarte w pochodzacych z astrocytow
pecherzykach pozakomoérkowych uwalnianych w odpowiedzi na cytokiny prozapalne I1L-1
1 TNFo. Wykazano, ze oba miRNA moga hamowac¢ transkrypcje gendéw zaangazowanych
w szlak sygnalowy neurotrofin, a mianowicie NTKR3 i Bcl2. Zahamowanie NTKR3/Bcl2
w neuronach wigzalo si¢ ze spowolnieniem wzrostu i zmniejszeniem zlozonos$ci dendrytow
oraz ostabieniem ich pobudliwo$ci [152]. Ponadto, NTRK3 moze aktywowa¢ czynnik
transkrypcyjny CREB 1 w ten sposob regulowac¢ ekspresje genéw promujacych przezycie
1 réznicowanie neuronow [153]. Tak wigc miR-16-5p moze by¢ wydzielany
w pecherzykach pozakomoérkowych w odpowiedzi na uszkodzenie tkanki nerwowe;j i jest
zaangazowany w ochron¢ neuronéw po uszkodzeniu. Zmieniong ekspresj¢ miR-16
zaobserwowano roéwniez w innych chorobach zwigzanych z degradacja neuronow, np.
w stwardnieniu zanikowym bocznym [154], chorobie Alzheimera [155] i chorobie
Creutzfeldta-Jakoba [156]. Zgodnie z naszymi wczesniejszymi wynikami miR-16-5p
znajduje si¢ w czotdéwce miRNA zwigzanych z reaktywnos$cia ptytek krwi [17]. Poniewaz
aktywacja uktadu krzepnigcia jest jednym z gldéwnych mechanizmoéw prowadzacych do
okluzji naczyn mozgowych i niedokrwienia, rola ptytek krwi powinna by¢ doktadnie
zbadana, zwtaszcza ze po aktywacji moga one wydziela¢ czasteczki, takie jakmiRNA,
ktore sg internalizowane przez komorki i wplywaja na ekspresje genéw na ich terenie,

a przez to na zmiang ich funkcji [72].
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Mimo ze w prezentowanym badaniu nie stwierdzono istotnych roznic w ekspresji miR-
106b-5p miedzy grupa pacjentéw z udarem a grupa kontrolng, zaobserwowano niewielki
jej spadek w trakcie ostrej fazy udaru. Znaczenie tej obserwacji pozostaje niejasne.
Przeglad systematyczny skoncentrowany na miRNA jako biomarkerach wskazuje
na istotno$¢ zmian ekspresji miR-106b-5p w ostrej fazie udaru mozgu, ale szczegotowe
wyniki wiaczonych do przegladu prac sa sprzeczne [157]. Niezaleznie od tego, wyciszenie
miR-106b-5p zmniejszylo objetos¢ zawatu i zredukowato deficyty neurologiczne
w szczurzym modelu udaru niedokrwiennego, wskazujac na jego istotny udzial

w patofizjologii udaru [158].

MikroRNA-125a-5p bylo wczesniej badane jako obiecujacy biomarker udaru
niedokrwiennego dostepny do oceny we krwi obwodowej. Wykazano, ze krazace
miR-125a-5p miato wysoka specyficzno$¢ i czuto$¢ w odrdznianiu pacjentdw z udarem
niedokrwiennym od grupy kontrolnej. W potaczeniu z dwoma innymi miRNA zwigzanymi
z udarem, czuto$¢ byta wieksza niz w multimodalnej tomografii komputerowej. Zrodtem
miR-125a-5p nie jest jednak tkanka nerwowa, lecz ptytki krwi, dlatego na jego ekspresje
moga wplywaé¢ zmiany liczby plytek krwi 1 terapia przeciwptytkowa [145].
W eksperymentalnym modelu bariery krew-mozg nadekspresja miR-125a-5p
w komorkach $rodbtonka byta zwigzana z obecnoscia grubszych i bardziej stabilnych
kompleksow taczacych §rodbtonkowsg kadheryng i zona occludens-1, czyli tworzeniem si¢
bardziej stabilnej bariery [159]. Jednocze$nie podane doguzowo miR-125a-5p moze
ogranicza¢ patologiczng angiogenez¢ nowotworowa przez hamowanie translacji
srodbtonkowej kadheryny [160]. Badania wykazaly, ze ekspresja miR-125-5p jest
zwigkszona w komorkach mikrogleju po deprywacji/reoksygenacji tlenowo-glukozowej
in vitro, jak rowniez w osoczu szczurow z udarem niedokrwiennym wywotanym przez
okluzj¢ tetnicy s$rodkowej mozgu. Ponadto, zahamowanie miR-125-5p powodowato
zmniejszenie nasilenia apoptozy mikrogleju poprzez ukierunkowanie na biatko wiazace
insulinopodobny czynnik wzrostu 3 (IGFBP3) [161]. Rola miR-125a-3p w patofizjologii
udaru niedokrwiennego moézgu nie zostala dotychczas opisana. Jednak w modelu
zwierzgcym wykazano, ze ekspresja miR-125a-3p w ostrej fazie udaru zwigksza sie
w pierwszej dobie po podaniu rekombinowanego tkankowego aktywatora plazminogenu,

ktory jest standardowym sposobem leczenia udaru niedokrwiennego [162].
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Jak wspomniano, ogromna liczba rodzajow miRNA 1 mnogo$¢ standow fizjo-
1 patologicznych, w ktérych moga one pehic¢ istotng role poprzez regulacje transkrypcji
genow jest wyzwaniem dla badaczy. Dlatego tak trudna jest jednoznaczna ocena czy
w rzeczywistosci klinicznej istnieje miejsce dla miRNA jako biomarkerow udaru
niedokrwiennego 1 innych chordb neurologicznych, onkologicznych itd. Z pewnoscia
spetniaja one podstawowe cechy umozliwiajace wykorzystanie w praktyce — sg tatwo
dostgpne, mozna je ocenia¢ wykorzystujac probki krwi obwodowej bedacej chyba
najbardziej powszechnym materialem diagnostycznym. Charakteryzuja si¢ wysoka
stabilno$cia, w odpowiednich warunkach moga by¢ transportowane i przechowywane
przez dlugi czas. MiRNA wykazuja si¢ zmieniong ekspresja w rdéznych stanach
chorobowych, a po lepszym poznaniu doktadnej funkcji konkretnych rodzajow miRNA
prawdopodobnie mogg stluzy¢ do bardzo dokladnej oceny patomechanizmu zmian
chorobowych u konkretnego pacjenta. W tej chwili wyzwanie stanowi jednak brak
wystandaryzowanych testow i1 brak znajomos$ci parametréw ekspresji miRNA w zdrowej
populacji. Zdobycie takiej wiedzy wymagatoby przeprowadzenia duzych badan na grupach
0sob zdrowych w celu okre§lenia zakresu stezen wybranych miRNA w warunkach
fizjologicznych. Wartosci te postuzytyby dopiero do poréwnania wynikéw uzyskanych
z probek pobranych od pacjentow. Ponadto, obecnie do oceny ekspresji miRNA
wykorzystuje si¢ szereg metod opartych na réznych odczynnikach i réznym sprzgcie od
roznych producentdw., co sprawia, ze wyniki uzyskiwane w roznych osrodkach moga by¢
migdzy soba nieporéwnywalne. Dla wiarygodnej analizy poréwnawczej metody
te powinny zosta¢ wystandaryzowane, tak aby zminimalizowaé ryzyko wptywu

zastosowanego sposobu analizy laboratoryjnej na ostateczny wynik [163,164].

W niniejszej pracy badano potencjal wybranych miRNA jako biomarkerow
diagnostycznych w udarze niedokrwiennym. Zdecydowanie najwigksza trudnoscig
do pokonania w procesie tworzenia metod diagnostycznych w tym schorzeniu jest czas,
w ktorym powinno doj$¢ do rozpoznania. Fakt, ze w realiach klinicznych na rozpoznanie
udaru 1 rozpoczecie leczenia mamy czesto kilkadziesigt minut, rzadziej 2 lub 3 godziny
praktycznie eliminuje miRNA z takiego wykorzystania [164]. Przy zastosowaniu obecnych
metod laboratoryjnych przeprowadzenie analizy probek od niewielkiej grupy pacjentow
opisanych powyzej zajgto kilka dni. Wykorzystanie wigkszej liczby urzadzen
automatycznych albo przeprowadzenie prac laboratoryjnych przez wigksza grupe

pracownikow mogltoby skroci¢ ten czas realnie do okoto doby. Niestety wcigz jest
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to niewystarczajace, aby skutecznie diagnozowaé pacjentéw z udarem niedokrwienym
dajac im szans¢ na leczenie. Wydaje si¢ jednak, ze przy obecnym postgpie technik
zwigzanych z badaniem i obrobka materialu genetycznego, przyspieszonym dodatkowo
podczas pandemii COVID-19 mozemy liczy¢ na rozwdj nowych, o wiele szybszych
metod. Juz dzi$ dostgpne sg przyldozkowe testy genetyczne wykrywajace niektdre mutacje,
by¢ moze pewnego dnia powstang takze testy zdolne do szybkiego wykrywania wybranych
miRNA [165].

Oprécz trudnosci zwigzanych z czasochtonnymi technikami laboratoryjnymi
powaznym ograniczeniem jest wielo§¢ miRNA 1 znaczna ilo$¢ regulowanych przez nie
reakcji fizjo i patologicznych. Wykazano, ze jeden rodzaj miRNA moze by¢ regulatorem
transkrypcji kilku gendw 1 przez to bra¢ udzial w r6znych procesach. Dobrym przyktadem
moze by¢ wspomniane juz wczesnie] miR-223 regulujgce transkrypcje co najmniej
kilkunastu genéw istotnych dla rozwoju odpowiedzi zapalnej oraz biorgcych udziat
w kancerogenezie [129]. W zwigzku z tym proba wytypowania jednego rodzaju miRNA
bedacego dobrym biomarkerem udaru niedokrwiennego wydaje si¢ by¢ bezcelowa. Duzo
skuteczniejsze mogloby by¢ stworzenie panelu roznych miRNA, by¢ moze wzbogaconego
o inne rodzajencRNA 1 inne czasteczki o wzorcu ekspresji charakterystycznym dla udaru
niedokrwiennego. Do powstania takiego zlozonego testu potrzebny jest w pierwszej
kolejnosci szereg badan podobnych do przedstawionego powyzej — opartych na analizach
literatury badz in silico z walidacja w grupach pacjentow. Kolejnym etapem byloby
przeprowadzenie wigkszych badan z zastosowaniem panelu wybranych eksperymentalnie

czasteczek a nastgpnie okreslenie norm populacyjnych [72,165].

Nieco tatwiejsze wydaje si¢ wykorzystanie miRNA jako biomarkera prognostycznego
do oceny krotko- 1 dlugoterminowego rokowania. W tym przypadku nie istniejg tak
restrykcyjne ramy czasowe, dlatego mozliwe byloby wykorzystanie znanych i szeroko
dostepnych metod laboratoryjnych. Wciaz jednak, aby w pelni oceni¢ przydatno$¢ miRNA
w tym celu konieczne jest wykonanie duzo bardziej rozleglych badan. Niezmiernie
ciekawym wydaje si¢ wykorzystanie miRNA jako celu terapeutycznego, a wyniki badan na
zwierzgtach w tym zakresie wydajg si¢ obiecujace. Jest to jednak ,,pies$nig przysztosci”
poniewaz zgromadzenie pelnych danych dotyczacych konkretnego rodzaju miRNA

1 wszystkich genéw regulowanych przez niego zajmie wiele lat.
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7. Wnioski

e Zgodnie z hipotezg badawczg wysnutg na podstawie przeprowadzonych wczesniej
analiz in silico u pacjentéw w ostrej fazie udaru niedokrwiennego zaobserwowano
réznice w ekspresji miR-16-5p, let-7e, miR-106b-5p, miR-125a-3p i 5p
w poréwnaniu z populacja bez udaru. Wskazuje to na ich zwigzek z patofizjologia

udaru niedokrwiennego.

e Sposrod badanych miRNA roznica ekspresji miR-125a-3p i miR-125a-5p byta
istotna statystycznie, ale obecnie nie jest mozliwe okreslenie czy moga by¢ one
biomarkerami diagnostycznymi z uwagi na brak obserwacji dynamiki ekspresji

w ciggu pierwszych kilku godzin od wystapienia epizodu niedokrwiennego.

e Ekspresja miR-16-5p wykazala istotng korelacje z cigzkoscia udaru
niedokrwiennego w krotkoterminowej obserwacji, co wskazuje na jego szczegdlng
warto$¢ prognostyczng, ktorej weryfikacja powinna nastgpi¢ w kolejnych,

odpowiednich liczebnie i dlugoterminowych obserwacjach.

Badane miRNA zwigzane z aktywnoscia ptytek krwi, a takze funkcja $rodblonka biorg
udziat w patogenezie udaru niedokrwiennego najprawdopodobniej jako element
komunikacji migdzykomorkowej. Dokladniejsze poznanie mechanizmu dziatania
badanych czasteczek moze w przyszto§ci pomoc okres§lic ich ewentualng wartos¢

terapeutyczng.
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9. Spis tabel

Tabela 1. MikroRNA dla ktorych wykazano potencjalng przydatno$¢ jako biomarkerow

udaru niedokrwiennego w badaniach przeprowadzonych na grupach pacjentow

Tabela 2. Charakterystyka uczestnikow

Tabela 3. Szacunki statystyczne dotyczace przewidywania zwickszonej cigzkosci udaru

mozgu przez wyjsciowa ekspresje miR-16-5p.

Tabela 4. Wicloczynnikowy model regresji logistycznej dla przewidywania zwigkszonej

ciezkosci udaru mozgu przez wyjsciowy wysoki poziom ekspresji miR-16-5p.
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10. Spis rycin

Ryc. 1. Skala Udarowa Narodowego Instututu Zdrowia (NIHSS)

Ryc. 2. Wskaznik Barthela

Ryc. 3. Skala Rankina

Ryc. 4. Mozliwe mechanizmy neuroprotekcyjnego dziatania miRNA po epizodzie
niedokrwienia tkanki nerwowej

Ryc 5. Znaczenie plytek krwi 1 w procesie aktywacji kaskady krzepnigcia.

Ryc 6.Mozliwy mechanizm dzialania miRNA w szlakach aktywacji ptytek krwi.

Ryc 7. Opis przebiegu metod molekularnych.

Ryc. 8. Zmiany ekspresji miRNA wsrod grup (a) Let-7e; (b) miR-15b-5p; (c) miR-16-5p;
(d) miR-106b-5p; (e) miR-125a-3p; (f) miR-125a-5p.

Rycina 9. Wartos¢ diagnostyczna miRNA okreslona za pomocg analizy krzywej ROC. (a)
miR-125a-3p w dniu udaru; (b) miR-125a-5p w dniu udaru.

Rycina 10. Roéznica w ekspresji miR-16-5p na podstawie cigzkosci udaru na linii
podstawowej. (a) wykres pudetkowy dla miR-16-5p; (b) krzywa ROC miR-16-5p dla
ciezkosci udaru. Poczatkowa ciezko$¢ udaru mierzona wg skali NIHSS przy przyjeciu.

Niewielki udar: 1-4 (n = 30) i umiarkowany udar: 5-15 (n = 29).
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