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Projekty badawcze oraz aktywnosci naukowe, w ramach ktorych wykonano,

a nastepnie zaprezentowano badania do pracy doktorskiej:

Kierownik Grantu Mtodego Badacza WUM ,,Wptyw empagliflozyny na ekspresje
krazacych miRNA zwigzanych z rozwojem i progresja niewydolno$ci serca
u pacjentéw po zawale migénia sercowego” 11/M/MBM/N/21, kwota dofinansowania
21 000 PLN (2021-2022).

Wykonawca w Mini Grancie WUM ,,Wptyw terapii empagliflozyna i placebo na
niekodujace RNA zwigzane ze szlakami sirtuin u pacjentow z niewydolno$cig serca
po zawale serca” 10/M/MG/N/21, kwota dofinansowania 8 000PLN (2020-2023).
Kongres European Society of Cardiology (ESC) 2025: moderowana prezentacja
e-posterowa, "MicroRNA signatures in diabetes and myocardial infarction: in silico
prediction and bench-to-bedside analysis", autorzy: Joanna Jarosz-Popek, Ceren
Eyileten, Zofia Wicik, Sara Ahmadova, Jolanta Siller-Matula, Dirk von Lewinski,
Harald Sourij, Marek Postuta.
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1. Spis rycin
Rycina 1. Schemat analizy sygnatur miRNA u pacjentoéw z cukrzyca typu 2 oraz r6zna
cigzkoscig ostrego zawalu migénia sercowego.
Rycina 2. Zwigzek migdzy krazacymi miRNA a mechanizmami patofizjologicznymi
choréb uktadu sercowo-naczyniowego.
Rycina 3. Potencjalna rola miRNA i IncRNA w mechanizmach uszkodzenia mig¢énia
sercowego.
Rycina 4. Schemat stratyfikacji fenotypowej kohorty pacjentow po ACS (n=106) wg
statusu metabolicznego (T2DM) oraz stopnia dysfunkcji skurczowej lewej komory serca
(LVEEF).
Rycina 5. Schemat rekrutacji kohorty do podbadania biomarkerowego (badanie EMMY).
Rycina 6. Niekodujace RNA jako mediatory plejotropowych efektéw inhibitorow
SGLT2 - synteza danych z przegladu literatury na podstawie [1].
Rycina 7. Mechanizm dziatania miRNA i circRNA w powigzaniu z SGLT2 (na podstawie
[1]).
Rycina 8. Sie¢ interakcji migdzy genami mRNA a procesami wybranymi na podstawie
pisSmiennictwa.
Rycina 9. Wykresy pudelkowe przedstawiaja ekspresj¢ miRNA w zaleznosci od
obecno$ci T2DM i zmian w czasie.
Rycina 10. Zmiany ekspresji miR-210-5p i miR-195-5p oraz ich warto$¢ diagnostyczna
oceniona metoda ROC w odniesieniu do T2DM 1 HbAlc >6,5%.
Rycina 11. Wyjsciowe wykresy pudetkowe i krzywe ROC dla miR-1-5p, eGFR, NT-
proBNP oraz hs-cTn w odniesieniu do ci¢zkosci ACS zdefiniowanej jako LVEF <40%.
Rycina 12. Krzywe ROC dla potaczonego panelu. Potaczony panel parametréw (wysokie
miR-1-5p, niskie eGFR, wysokie NT-proBNP) wykorzystano do wyznaczenia
wyjsciowej krzywej ROC dla cigzkosci ACS.



2. Spis tabel
Tabela 1. Liczebnos$¢ kohorty zrédtowej oraz liczebno$¢ analizowanych podgrup.
Tabela 2. Zestawy TagMan™ miRNA Assay wykorzystane w analizie QRT-PCR.
Tabela 3. Zmienne uwzglgdnione w analizach ROC 1 modelach regresji.
Tabela 4. Wyniki analizy in silico: liczba przewidywanych gendéw docelowych dla
wyselekcjonowanych czasteczek miRNA w ontologii proceséw biologicznych (GO)
i bazach chorobowych (DisGeNET i T2D database).
Tabela 5. WyjsSciowa charakterystyka demograficzna, kliniczna, laboratoryjna i ekspresja
miRNA w zalezno$ci od obecnosci T2DM.
Tabela 6. Wyjsciowa charakterystyka demograficzna, kliniczna i laboratoryjna
w zalezno$ci od cigzkosci ACS na podstawie LVEF.
Tabela 7. Wieloczynnikowy model regresji logistycznej stuzacy do przewidywania
cigzkosci ACS zdefiniowanej jako LVEF <40% w punkcie wyj$ciowym.
Tabela 8 (Aneks). Badania in vitro, na zwierzgtach i u ludzi oceniajace role

analizowanych miRNA.

10



3. Wykaz uzywanych skrotow

Skrot
95% CI
A
ACE-I

ACS
AHF

AKT/p-AKT

ALDH2
ALKS

AMI
AMPK

Ang 11
ANRIL

AP

AP-1

APAF-1

ARB

ARNI

assay ID
ATP

AUC

Rozwini¢cie w j. polskim
95-procentowy przedzial ufnosci
zwierz¢ / model zwierzecy
inhibitor konwertazy
angiotensyny

ostry zespot wiencowy

ostra niewydolno$¢ serca

kinaza biatkowa
B/ufosforylowana kinaza AKT
dehydrogenaza aldehydowa 2
kinaza podobna do receptora
aktywiny 5

ostry zawal mig$nia sercowego
kinaza biatkowa aktywowana
AMP

angiotensyna II

antysensowny niekodujacy RNA
w locus INK4

dlawica piersiowa

biatko aktywujace 1

czynnik 1 aktywujacy proteaze
apoptotyczna

antagonista/bloker receptora
angiotensyny 11

inhibitor receptora angiotensyny
1 neprylizyny

identyfikator oznaczenia
adenozynotrifosforan/trifosforan
adenozyny

pole pod krzywa ROC

11

Rozwinigcie w j. angielskim
95% confidence interval

animal

angiotensin-converting enzyme
inhibitor

acute coronary syndrome

acute heart failure

protein kinase B / phosphorylated
AKT

aldehyde dehydrogenase 2

activin receptor-like kinase 5

acute myocardial infarction

AMP-activated protein kinase

angiotensin II

antisense non-coding RNA in the
INK4 locus

angina pectoris

activator protein 1

apoptotic protease activating
factor 1

angiotensin receptor blocker(s)

angiotensin receptor-neprilysin
inhibitor
assay identifier

adenosine triphosphate

area under the ROC curve



Bax
Bcl-2
BMI
BMSCs

c-miRNA
CAD
Caspase-3
Cav3
CD31
CDK13
CDRI132L

CF / CFs
CHD

CI
CIAPIN1

circRNA
CKD
CMECs

Coll
Coll5al
Collal
Colla2
Col3
CPS
CRP

Ct

CT

biatko X zwigzane z BCL2
biatko chioniaka z komorek B 2
wskaznik masy ciata
mezenchymalne komorki
macierzyste szpiku kostnego
krazace mikroRNA

choroba wiencowa

kaspaza 3

kaweolina 3

marker roznicowania CD31
kinaza zalezna od cyklin 13
oligonukleotydowy inhibitor
miR-132
fibroblast/fibroblasty sercowe
choroba niedokrwienna serca
przedziat ufnosci

inhibitor apoptozy indukowany
cytokinami 1

kolisty RNA

przewlekta choroba nerek
komorki $rédblonka
mikrokrazenia sercowego

kolagen typu I

tancuch alfa 1 kolagenu typu XV

tancuch alfa 1 kolagenu typu I
tancuch alfa 2 kolagenu typu I
kolagen typu III

zespol bolu w klatce piersiowej
biatko C-reaktywne

prog cyklu w reakcji qPCR

grupa kontrolna

12

BCL2-associated X protein
B-cell lymphoma 2

body mass index

bone marrow mesenchymal stem
cells

circulating microRNA
coronary artery disease
caspase-3

caveolin-3

cluster of differentiation 31
cyclin-dependent kinase 13

anti-miR-132 oligonucleotide

cardiac fibroblast(s)

coronary heart disease
confidence interval
cytokine-induced apoptosis
inhibitor 1

circular RNA

chronic kidney disease

cardiac microvascular endothelial
cells

collagen type I

collagen type XV alpha 1 chain
collagen type I alpha 1 chain
collagen type I alpha 2 chain
collagen type I11

chest pain syndrome

C-reactive protein

cycle threshold

control



CTGF / Ctgf
CTL
CVD

Cx43
CypD
D

DAMP

DAPA
Dapkl

DisGeNET

DPP-4
DPP-4i

ECM
EDTA
EDV
EF
Efan3
eGFR
EKG

EMMY

EMPA

czynnik wzrostu tkanki facznej
kontrola

choroba uktadu sercowo-
naczyniowego

koneksyna 43

cyklofilina D

zastosowanie diagnostyczne
wzorzec molekularny zwigzany z
uszkodzeniem

dapagliflozyna

kinaza biatkowa 1 zwigzana ze
$miercig komorki

baza danych powigzan gen—
choroba

dipeptydylopeptydaza 4
inhibitory dipeptydylopeptydazy
4

macierz zewnatrzkomorkowa
kwas etylenodiaminotetraoctowy
objetos¢ koncoworozkurczowa
lewej komory

frakcja wyrzutowa

efryna A3

szacunkowy wspotczynnik
filtracji kltgbuszkowej
elektrokardiografia/
elektrokardiogram
Empagliflozyna w ostrym zawale
mig$nia sercowego

empagliflozyna

13

connective tissue growth factor
control

cardiovascular disease

connexin 43

cyclophilin D

diagnostic
damage-associated molecular
pattern

dapagliflozin

death-associated protein kinase 1

Disease Gene Network

dipeptidyl peptidase-4
dipeptidyl peptidase-4 inhibitors

extracellular matrix
ethylenediaminetetraacetic acid

end-diastolic volume

ejection fraction

ephrin A3

estimated glomerular filtration
rate

electrocardiography/
electrocardiogram
EMpagliflozin in acute

MY ocardial infarction trial

empagliflozin



ERK1/2

ESC

ESV

EVs
FAP
FAS
Fos-AP1
Foxp3
GASS

GATA-4
GCP
Gig-2
GLP-1 RA

GO
GPD2

GSK-3p
H

H/R
H19

H9¢2/H9C2

HbAlc

HC
HCM

kinaza 1/2 regulowana sygnatami
zewnatrzkomoérkowymi
Europejskie Towarzystwo
Kardiologiczne

objetos¢ koncowoskurczowa
lewej komory

pecherzyki zewnatrzkomoérkowe
biatko aktywacji fibroblastow
receptor $§mierci komorkowej Fas
kompleks Fos/AP-1

czynnik transkrypcyjny Foxp3
transkrypt GASS5 zwigzany z
zatrzymaniem wzrostu

biatko wigzace GATA 4

Dobra Praktyka Kliniczna

gen hamujacy wzrost 2

agonista receptora
glukagonopodobnego peptydu 1
ontologia gendw
dehydrogenaza glicerolo-3-
fosforanowa 2

kinaza syntazy glikogenu 33
czlowiek
hipoksja/reoksygenacja
imprintowany transkrypt H19 z
ekspresja allelu matczynego
linia komorkowa
kardiomioblastow szczura H9¢c2
hemoglobina glikowana Alc
zdrowa grupa kontrolna

ludzkie kardiomiocyty

14

extracellular signal-regulated
kinase 1/2
European Society of Cardiology

end-systolic volume

extracellular vesicles
fibroblast activation protein
Fas cell surface death receptor
Fos/activator protein 1
forkhead box P3

growth arrest-specific 5

GATA binding protein 4
Good Clinical Practice
growth inhibitory gene 2
glucagon-like peptide-1 receptor
agonist(s)

Gene Ontology
glycerol-3-phosphate
dehydrogenase 2

glycogen synthase kinase-3f3
human
hypoxia/reoxygenation

H19 imprinted maternally
expressed transcript

HO9c2 cardiomyoblast cell line

glycated hemoglobin Alc
healthy control

human cardiomyocytes



HDL
HE

HF
HGF
HIFla/

HIPK3

HK-2 cell

HL-1

HOTAIR

HOXA9
hs-c¢Tn/
hsTroponina
hsa

hUCMSCs

HUVECs

I/R
ICH

ICM

lipoproteina o duzej gestosci
ludzkie komorki $rédblonka
niewydolnos¢ serca

czynnik wzrostu hepatocytow
czynnik indukowany hipoksja 1
alfa

kinaza biatkowa 3 oddziatlujaca z
homeodomeng

komorka HK-2; ludzka linia
komorek cewki proksymalnej
nerki

linia komorkowa mysich
kardiomiocytow
przedsionkowych, zdolna do
spontanicznego kurczenia si¢ i
zachowujaca cechy fenotypowe
dojrzatych kardiomiocytéw
antysensowny RNA transkryptu
HOX

biatko homeobox A9

wysokoczuta troponina sercowa

czlowiek

ludzkie mezenchymalne komorki
macierzyste pepowiny

komorki srodblonka zyty
pepowinowej cztowieka
niedokrwienie/reperfuzja
Migdzynarodowa Rada ds.
Harmonizacji

kardiomiopatia niedokrwienna

15

high-density lipoprotein

human endothelial cells

heart failure

hepatocyte growth factor
hypoxia-inducible factor 1 alpha

homeodomain-interacting protein
kinase 3
HK-2 cell; human proximal

tubular epithelial cell line

immortalized mouse atrial
cardiomyocyte cell line capable
of spontaneous contraction and

retaining phenotypic

HOX transcript antisense RNA

homeobox A9

high-sensitivity cardiac troponin

Homo sapiens

human umbilical cord
mesenchymal stem cells

human umbilical vein endothelial
cells

ischemia/reperfusion
International Council for
Harmonisation

ischemic cardiomyopathy



ID
IL-1
IL-17A
IL-18
IL-1p
IL-6
IP

IQR
IR
IR-ATO

IR-BVR

Iscu

ITGB3
Jaggedl
JNK
JUN

KBTBD7

Kcnqlotl

KIF1
KIFla
KLF13
KLF9
KO

identyfikator

interleukina 1

interleukina 17A

interleukina 18

interleukina 1 beta

interleukina 6

niedokrwienne kondycjonowanie
wstepne

rozstep miedzykwartylowy
niedokrwienie/reperfuzja
catkowita okluzja t¢tnicy
odpowiedzialnej za zawat
rekanalizacja naczynia
odpowiedzialnego za zawat
enzym skladania klastrow
zelazowo-siarkowych

integryna beta 3

ligand Notch Jagged1

kinaza N-koficowa c-Jun
protoonkogen Jun / czynnik
transkrypcyjny Jun

biatko 7 zawierajace powtdrzenia
Kelch i domen¢ BTB
antysensowny transkrypt 1
przeciwlegtej nici KCNQ1
cztonek rodziny kinezyn 1
cztonek rodziny kinezyn 1A
czynnik podobny do Kriippela 13
czynnik podobny do Kriippela 9

nokaut genu

16

identifier
interleukin-1
interleukin-17A
interleukin-18
interleukin-1 beta
interleukin-6

ischemic preconditioning

interquartile range
ischemia/reperfusion
infarct-related artery total
occlusion

infarct-related blood vessel
recanalization

iron-sulfur cluster assembly
enzyme

integrin beta 3

Jagged canonical Notch ligand 1
c-Jun N-terminal kinase

Jun proto-oncogene

kelch repeat and BTB domain-
containing protein 7

KCNQI1 opposite
strand/antisense transcript 1
kinesin family member 1
kinesin family member 1A
Kriippel-like factor 13
Kriippel-like factor 9
knockout



LAD
LC3-11
LDL
LEF
LKB1/AMPK
IncRNA
LOG10
LV
LV-GFP
LVEF
LVR

M-EVs

MALATI1

MAPK

MCP-1

MCU

Ml

mimic

miR, miRNA

galaz przednia zstepujaca lewej
tetnicy wiencowej

forma II lekkiego tancucha 3
biatka 1 zwigzanego z
mikrotubulami

lipoproteina o matej gestosci
niska frakcja wyrzutowa

kinaza watrobowa B1 / kinaza
biatkowa aktywowana AMP
dhugi niekodujacy RNA
logarytm dziesigtny

lewa komora serca

wektor lentiwirusowy z biatkiem
GFP

frakcja wyrzutowa lewej komory
przebudowa lewej komory
modyfikowane pecherzyki
zewnatrzkomorkowe

transkrypt 1 zwigzany z
przerzutami gruczolakoraka
ptuca

kinaza biatkowa aktywowana
mitogenami

biatko chemotaktyczne
monocytow 1

mitochondrialny uniporter
wapniowy

zawal migénia sercowego
mimetyk; syntetyczna czasteczka
nasladujaca

mikroRNA

17

left anterior descending coronary
artery
microtubule-associated protein 1

light chain 3-II

low-density lipoprotein

low ejection fraction

liver kinase B1 / AMP-activated
protein kinase

long non-coding RNA

base-10 logarithm

left ventricle

lentiviral green fluorescent
protein vector

left ventricular ejection fraction
left ventricular remodeling

modified extracellular vesicles

metastasis-associated lung

adenocarcinoma transcript 1
mitogen-activated protein kinase
monocyte chemoattractant
protein-1

mitochondrial calcium uniporter

myocardial infarction

mimic

microRNA



MKK3/6

MMP / MMPs

MRA

mRNA

mt-COX1

myo-miRNA

N-EVs

NC

ncRNA

Ndufa4

NEDD4

NEF
NF-YA/cGMP

NF-xB
NLRP3

kinaza kinazy biatkowej
aktywowanej mitogenami 3/6
metaloproteinaza/metaloproteina
Zy macierzy
zewnatrzkomorkowej
antagonista/antagoni$ci receptora
mineralokortykoidowego
informacyjny RNA / matrycowy
RNA

mitochondrialna podjednostka 1
oksydazy cytochromu ¢

miRNA specyficzne dla mig$nia
Sercowego

pecherzyki zewnatrzkomorkowe
kondycjonowane
mononukleotydem nikotynamidu
kontrola negatywna

niekodujacy RNA

podjednostka NDUFA4
oksydazy cytochromu c

ligaza ubikwitynowa NEDD4

prawidlowa frakcja wyrzutowa
podjednostka alfa jadrowego
czynnika transkrypcyjnego
Y/cykliczny monofosforan
guanozyny

jadrowy czynnik kB

biatko NLRP3 zawierajace

domeng pirynowa
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mitogen-activated protein kinase
kinase 3/6

matrix metalloproteinase(s)

mineralocorticoid receptor
antagonist(s)

messenger RNA

mitochondrial cytochrome ¢
oxidase subunit 1

myocardial miRNA

nicotinamide mononucleotide-

conditioned extracellular vesicles

negative control

non-coding RNA

cytochrome c oxidase subunit
NDUFA4

neural precursor cell expressed,
developmentally down-regulated
4

normal ejection fraction

nuclear transcription factor Y
subunit alpha/cyclic guanosine

monophosphate

nuclear factor kappa B
NLR family pyrin domain

containing 3



Non-T2DM
NOS3
NOTCH
Notchl
NRCMs
NRVMs

NS

NSCLC
NSTEMI

NT-proBNP

OR

p38/p38 MAPK

p53

p62

PB-sEVs

PCI

PCR

bez cukrzycy typu 2

syntaza tlenku azotu 3

receptor Notch

receptor Notch 1

kardiomiocyty noworodkéw
SZCZurow

komorowe miocyty noworodkéw
SZCZurow

w konteks$cie statystycznym:
wynik nieistotny statystycznie
niedrobnokomoérkowy rak ptuca
zawal mie$nia sercowego bez
uniesienia odcinka ST
N-koncowy fragment propeptydu
natriuretycznego typu B

iloraz szans

zastosowanie prognostyczne
warto$¢ p / poziom istotnosci
statystycznej

kinaza biatkowa p38
aktywowana mitogenami

biatko supresorowe nowotworu
p53

sekwestosom 1

matle pecherzyki
zewnatrzkomorkowe pochodzace
z krwi obwodowe;j

przezskorna interwencja
wiencowa

reakcja fancuchowa polimerazy
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non-type 2 diabetes mellitus
nitric oxide synthase 3
Notch receptor

Notch receptor 1

neonatal rat cardiomyocytes

neonatal rat ventricular myocytes

in statistical context: not
significant

non-small cell lung cancer
non-ST-segment elevation
myocardial infarction

N-terminal pro-B-type natriuretic
peptide

odds ratio

prognostic

p-value / probability value

p38 mitogen-activated protein
kinase

tumor protein p53

sequestosome 1
peripheral blood-derived small

extracellular vesicles

percutaneous coronary
intervention

polymerase chain reaction



PDCD4
PEG

PI3K
PI3K/AKT
PKC

PLA
PTEN

Ptplb

QC
QKI

qRT-PCR

Rapl
RECK

RGD

Rian

RNA
ROC

ROS
RT-PCR

RUNX3
SA

biatko programowanej $mierci
komorki 4

glikol polietylenowy

kinaza 3-fosfoinozytydowa
kinaza 3-fosfoinozytydowa /
kinaza biatkowa B

kinaza biatkowa C

kwas polimlekowy

homolog fosfatazy i tensyny
niereceptorowa fosfataza
tyrozynowa typu 1

kontrola jakoS$ci

biatko wigzace RNA QKI
zawierajace domeng KH
ilosciowa reakcja PCR po
odwrotnej transkrypcji

biatko 1 zwigzane z Ras
bogate w cysteing biatko
indukujace rewersje

motyw arginina—glicyna—kwas
asparaginowy

RNA imprintowany i
akumulowany w jadrze

kwas rybonukleinowy

krzywa charakterystyki
operacyjnej odbiornika
reaktywne formy tlenu
reakcja PCR po odwrotnej
transkrypcji

czynnik transkrypcyjny RUNX3

stabilna dtawica piersiowa
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programmed cell death 4

polyethylene glycol
phosphoinositide 3-kinase
phosphoinositide 3-kinase /
protein kinase B

protein kinase C

polylactic acid

phosphatase and tensin homolog
protein tyrosine phosphatase
non-receptor type 1

quality control

QKI, KH domain-containing
RNA binding protein
quantitative reverse transcription
polymerase chain reaction
Ras-related protein 1
reversion-inducing cysteine-rich
protein
arginine-glycine-aspartic acid
motif

RNA imprinted and accumulated
in nucleus

ribonucleic acid

receiver operating characteristic

reactive oxygen species

reverse transcription polymerase
chain reaction

runt-related transcription factor 3

stable angina



SAP
SCD
SD

SEVs

SGK

SGLT2

SGLT2i

siRNA

SIRT1

SIRT3

SLC5A2
SMAD3

Smad3 / Smad4 /
Smad7

small RNA
SOCS-1

Spryl

STAT3

STEMI

STRN

SUD
T

stabilna dtawica piersiowa
nagly zgon sercowy

szczep szczurdw Sprague-
Dawley

matle pecherzyki
zewnatrzkomorkowe

kinaza regulowana przez
surowice 1 glikokortykoidy
kotransporter sodowo-glukozowy
typu 2

inhibitory kotransportera
sodowo-glukozowego typu 2
maly interferujacy RNA
sirtuina 1

sirtuina 3

gen kodujacy SGLT2

biatko z rodziny SMAD 3
biatka z rodziny SMAD 3/4/7

male RNA

supresor sygnalizacji cytokin 1

antagonista sygnalizacji RTK
Sprouty1

przekaznik sygnatu i aktywator
transkrypcji 3

zawal mig$nia sercowego z
uniesieniem odcinka ST
striatyna

nagly nieoczekiwany zgon

zastosowanie terapeutyczne
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stable angina pectoris
sudden cardiac death

standard deviation

small extracellular vesicles

serum/glucocorticoid-regulated
kinase

sodium-glucose cotransporter
type 2

sodium-glucose cotransporter
type 2 inhibitors

small interfering RNA

sirtuin 1

sirtuin 3

solute carrier family 5 member 2
SMAD family member 3
SMAD family member 3/4/7

small RNA

suppressor of cytokine signaling
1

sprouty RTK signaling
antagonist 1

signal transducer and activator of
transcription 3

ST-segment elevation myocardial
infarction

striatin

sudden unexpected death

therapeutic



T2D database
T2DM

TCF7
TGF-p1
TGF-p2
TGFp

TLR4

TNF

TNFa / TNF-a

Tnl
TNRCé6a

TnT

total RNA
TP53INP1
TRAF3
TRAF3IP2
Treg cells

TTC

UA / UAP
UCAL1

UPS

baza genéw powigzanych z
cukrzyca typu 2

cukrzyca typu 2

czynnik transkrypcyjny 7
transformujacy czynnik wzrostu
beta 1

transformujacy czynnik wzrostu
beta 2

transformujacy czynnik wzrostu
beta

receptor Toll-podobny 4
czynnik martwicy nowotworow
czynnik martwicy nowotworow
alfa

troponina [

adaptor 6A zawierajacy
powtorzenia trojnukleotydowe
troponina T

catkowite RNA

jadrowe biatko 1 indukowane
przez p53

czynnik 3 zwigzany z receptorem
TNF

biatko 2 oddzialujace z TRAF3
limfocyty T regulatorowe
kardiomiopatia Takotsubo albo
chlorek trifenyltetrazoliowy
niestabilna dtawica piersiowa
transkrypt UCA1 zwigzany z
rakiem urotelialnym

uktad ubikwityna—proteasom
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Type 2 Diabetes database

type 2 diabetes mellitus
transcription factor 7

transforming growth factor beta 1

transforming growth factor beta 2

transforming growth factor beta

Toll-like receptor 4
tumor necrosis factor

tumor necrosis factor alpha

troponin I

trinucleotide repeat-containing
adaptor 6A

troponin T

total RNA

tumor protein pS3-inducible
nuclear protein 1

TNF receptor-associated factor 3

TRAF3 interacting protein 2
regulatory T cells

Takotsubo cardiomyopathy or
triphenyltetrazolium chloride
unstable angina pectoris

urothelial cancer-associated 1

ubiquitin-proteasome system



VEGF

VEGF-A

WT
WUM

XIAP

ZNF280c

a-SMA
B1AR/B2AR

czynnik wzrostu $rédblonka
naczyniowego
naczyniowo-§rodbtonkowy
czynnik wzrostu A

typ dziki

Warszawski Uniwersytet
Medyczny

sprzezone z chromosomem X
biatko hamujace apoptoze
biatko palca cynkowego 280C
alfa-aktyna mig$ni gtadkich
receptor f1-/B2-adrenergiczny
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vascular endothelial growth
factor

vascular endothelial growth
factor A

wild type

Medical University of Warsaw

X-linked inhibitor of apoptosis
protein

zinc finger protein 280C
alpha-smooth muscle actin

beta-1/beta-2 adrenergic receptor



4. Streszczenie w jezyku polskim

Sygnatury mikroRNA u pacjentéw z T2DM oraz rézng cigzkoscig AMI

=7
Ostry zawat @ §
migénia 7\ k - <
sercowego ( .
(AMmI) / bez T2DM T2DM : ’
0 (n=78, 73%) (n=28, 27%)
N poréwnanie \J
7\ b — 1. Pobranie krwi = = Wykrywanie miRNA
Al TN g e w punkcie wyjciowym metoda GRT-PCR:
‘ ) Unnk 2. Pobranie krwi Predykcja genéw docelowych miR-210-5p; miR-21-5p;
\l i po 26 tygodniach miRNA zwigzanych z cukrzyca miR-126-5p; miR-1-5p;
ab non-severe AMI severe AMI leczenia oraz analiza wzbogacenia miR-155-5p; miR-195-5p;
LVEF > 40% LVEF < 40% szlakéw biologicznych miR-133a-5p.
(n=84, 79%) (n=22, 21%)
Analiza bioinformatyczna i statystyczna Zwiazek parametréw wyjsciowych
b 4 ysty : cigzkim AMI (LVEF < 40;3( 1. Analizowane miRNA uczestnicza w kluczowych

procesach patofizjologicznych AMI, takich jak
niedotlenienie, apoptoza, wtdknienie, stres
T ey oksydacyjny, zapalenie i angiogeneza.

(AUC 0,823, 95% C1 0,710-0,946) Zidentyfikowano centralne geny regulatorowe:
TGF-B1, Bax, Bcl-2, HIF1a i a-SMA. MiR-21,
miR-210, miR-34a, miR-155, miR-133 i miR-1
wydawaly sie najbardziej powigzane z regulacja
szlakéw kardiometabolicznych w AML.

— Panel: eGFR + NT-proBNP (AUC 0,702,
95% C10,557-0,831)

— Panel: eGFR (AUC 0,617, 95% CI 0,472-0,754)
~—- Linia odniesienia

p=0,0004
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INT{poBNE; istotnie wyzsza ekspresjg miR-1-5p w poréwnaniu

Srednia = Bo om £ uy  po008 z pacjentami z mniej nasilonym przebiegiem,
:T&"i‘m ,:m et | ki M § 1 § co wspiera zwigzek tego miRNA z uszkodzeniem
[mi21055 [ 0060 s 202 | 124 64 | 279 | 14 |44 H i é migsnia sercowego i obnizong czynnoscig lewej
Tl 64 28 | s s8 | 23 | 106 |12 i komory.
miR-155-5p 1 116 206 224 n4 189 611 223 “'F:{:‘;" “(‘:f;‘“‘ p e =
miR195-5p 67 | 268 | 463 | 145 3. Potaczenie wysokiej ekspresji miR-1-5p
[mir1z30sp | 200 o 26 | w2 | 75 | 4 | 125 |16 Roc - Panel (miR-1-5p + ¢GFR + NT-proBNP) z niskim eGFR oraz wysokim NT-proBNP
® B = 4 ’_,_/—-—’_'_ znaczaco poprawito stratyfikacje ryzyka cigzkiego
% e ;“ g AMI. Panel ten stanowit niezalezny predyktor
.0 obnizonej LVEF.
1 ®) 7 Auciogs
95%C10.710-0.946
=00004

V-Specpimokt

Rycina 1. Schemat analizy sygnatur miRNA u pacjentow z cukrzyca typu 2 oraz rozna
ciezkoscia ostrego zawalu mig¢snia sercowego.

Zastosowane skroty: a-SMA, ang. alpha-smooth muscle actin, alfa-aktyna mig¢éni gladkich;
AMI, ang. acute myocardial infarction, ostry zawal migs$nia sercowego; AUC, ang. area
under the curve, pole pod krzywa; Bax, ang. BCL2-associated X protein, biatko X zwigzane
zBCL2; Bel-2, ang. B-cell ymphoma 2, biatko chloniaka z komorek B 2; CI, ang. confidence
interval, przedziat ufnosci; eGFR, ang. estimated glomerular filtration rate, szacunkowy
wspolezynnik filtracji kltebuszkowej; HIF1a, ang. hypoxia-inducible factor I alpha, czynnik
indukowany hipoksja 1 alfa; LV, ang. left ventricle, lewa komora serca; LVEF, ang. left
ventricular ejection fraction, frakcja wyrzutowa lewej komory; miR, ang. microRNA,
mikroRNA; miRNA, ang. microRNA, mikroRNA; NF-kB / NF-kB, ang. nuclear factor
kappa B, jadrowy czynnik kB; Non-T2DM, ang. non-type 2 diabetes mellitus, bez cukrzycy
typu 2; NT-proBNP, ang. N-terminal pro-B-type natriuretic peptide, N-koncowy fragment
propeptydu natriuretycznego typu B; qRT-PCR, ang. quantitative reverse transcription
polymerase chain reaction, ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy z odwrotng
transkrypcja; ROC, ang. receiver operating characteristic, charakterystyka operacyjna
odbiornika; T2DM, ang. #ype 2 diabetes mellitus, cukrzyca typu 2; TGF-1, ang.
transforming growth factor beta 1, transformujacy czynnik wzrostu beta 1; TnT, ang.
troponin T, troponina T.

Choroby kardiometaboliczne, w tym ostry zespot wiencowy (ang. acute coronary

syndrome, ACS) oraz cukrzyca typu 2 (ang. type 2 diabetes mellitus, T2DM), pozostaja
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istotnym wyzwaniem klinicznym ze wzgledu na wysokie ryzyko niewydolnosci serca,
niekorzystnej przebudowy lewej komory i1 dlugoterminowych powiktan sercowo-
naczyniowych. Inhibitory kotransportera sodowo-glukozowego typu 2 (ang. Sodium-Glucose
Co-Transporter type 2, SGLT2), w tym empagliflozyna, wykazuja dzialanie
kardioprotekcyjne wykraczajace poza kontrolg glikemii, jednak molekularne mechanizmy
tych efektow nie zostaly w pelni wyjasnione. Jednym z potencjalnych ogniw taczacych
sygnalizacj¢ SGLT2, zaburzenia metaboliczne oraz przebudowe pozawalowa sa niekodujace
RNA, zwtaszcza mikroRNA (ang. microRNA, miRNA, miR), ktore reguluja ekspresje gendw
zwigzanych z hipoksja, apoptoza, witoknieniem, stresem oksydacyjnym, zapaleniem,
angiogeneza.

Celem rozprawy byta ocena roli wybranych krazacych miRNA jako biomarkerow
statusu metabolicznego i ci¢zkos$ci ACS oraz zintegrowanie wynikow klinicznych z analizg
bioinformatyczng osi SGLT2 oraz niekodujacych RNA (ang. non-coding RNA, ncRNA)
(Rycina 1). Praca obejmowata analiz¢ wtérng, stanowigca podbadanie biomarkerowe
badania klinicznego EMMY (Impact of EMpagliflozin on Cardiac Function and Biomarkers
of Heart Failure in Patients With Acute MYocardial Infarction; NCT03087773). Do
koncowej analizy wlaczono 106 pacjentow po ACS leczonych empagliflozyng w dawce 10
mg na dobe, u ktorych dostepne byly sparowane probki osocza pobrane w punkcie
wyjsciowym oraz po 26 tygodniach leczenia. Lacznie przeanalizowano 212 probek. T2DM
rozpoznano u 28 pacjentéw (26%), natomiast 78 pacjentéw (74%) nie miato T2DM. Ciezszy
przebieg ACS zdefiniowano jako frakcje wyrzutowa lewej komory serca (ang. left ventricular
ejection fraction, LVEF) <40%, ktora stwierdzono u 22 pacjentow (21%). Ekspresje
wybranych miRNA oznaczano metoda iloSciowej reakcji tancuchowej polimerazy
z odwrotng transkrypcja (ang. quantitative reverse transcription polymerase chain reaction,
qRT-PCR), a ich potencjalne geny docelowe i powigzane szlaki biologiczne oceniano
z wykorzystaniem analiz bioinformatycznych i statystycznych.

Analiza bioinformatyczna wykazala, ze badane miRNA s3 powigzane z procesami
kluczowymi dla przebudowy migsnia sercowego i powiktan kardiometabolicznych. Wérod
najwazniejszych  wspoétdzielonych gendéw 1 regulatorow zidentyfikowano m.in.
transformujacy czynnik wzrostu beta 1 (ang. Transforming Growth Factor Beta 1, TGF-f1),
biatko X zwigzane z Bcl-2 (ang. Bcl-2-associated X protein, Bax), biatko chtoniaka
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z komorek B 2 (ang. B-cell lymphoma 2, Bcl-2), czynnik indukowany hipoksja 1 alfa (ang.
hypoxia-inducible factor 1 alpha, HIF1a) oraz alfa-aktyne migsni gladkich ( ang. alpha-
smooth muscle actin, a-SMA), a najwyzsza laczno$¢ w sieciach wykazywaly m.in. miR-21,
miR-210, miR-34a, miR-155, miR-133 oraz miR-1. Wyniki te uzasadniaja traktowanie
wybranych miRNA nie tylko jako markeréw uszkodzenia, lecz takze jako potencjalnych
regulatorow szlakow zwigzanych z niedotlenieniem, zapaleniem, wtdknienie, angiogeneza
1 przebudowa lewej komory serca.

W czescei klinicznej wykazano, ze obecno$¢ T2DM wiaze si¢ z odmiennym profilem
ekspresji miRNA u pacjentow po ACS. W punkcie wyjsciowym pacjenci z T2DM mieli
istotnie nizszg ekspresj¢ miR-210-5p oraz istotnie wyzsza ekspresje miR-195-5p. MiR-210-
5p wykazywat dobra zdolno$¢ ré6znicowania pacjentéw z T2DM pole pod krzywa ROC (ang.
area under the ROC curve, AUC) wynosito 0,811, natomiast miR-195-5p osiggnal AUC
0,723. Analiza podtuzna wykazata wzrost ekspresji miR-210-5p po 26 tygodniach, przy
utrzymujacych si¢ nizszych warto$ciach u pacjentow z T2DM, oraz istotne obnizenie miR-
21-5p w obu grupach. Wyniki te sugeruja, ze miR-210-5p moze odzwierciedla¢ zaburzong
odpowiedz hipoksyjno-adaptacyjng w T2DM, miR-195-5p przewlekly komponent
metaboliczno-naczyniowy, a miR-21-5p dynamik¢ procesow zapalno-wtoknieniowych w
okresie pozawalowym.

Najsilniejszy zwigzek z cigzkoscia ACS wykazywat miR-1-5p. Pacjenci z LVEF
<40% mieli istotnie wyzsze wyjsciowe poziomy miR-1-5p niz osoby z LVEF >40%.
W analizie ROC miR-1-5p osiaggnat AUC 0,765, przewyzszajac wybrane klasyczne
parametry, takie jak szacowany wspolczynnik filtracji kigbuszkowej (ang. estimated
glomerular filtration rate, eGFR) i N-koncowy fragment propeptydu natriuretycznego typu
B (ang. N-terminal pro-B-type natriuretic peptide, NT-proBNP), podczas gdy troponina
wysokoczuta (ang. high-sensitivity troponin, hsTroponina) nie byla istotnie zwigzana
z cigzkoscig ACS. Potaczenie wysokiego miR-1-5p, niskiego eGFR 1 wysokiego NT-proBNP
w panelu wielomarkerowym zwiekszyto zdolno$¢ dyskryminacyjnga do AUC 0,823
1 pozostawato niezaleznym predyktorem LVEF <40% w modelu regresji logistycznej iloraz
szans, ang. odds ratio, OR wynosil 8,037; natomiast przedzial ufno$ci, ang. confidence

interval, 95% CI wynosit 2,207-29,265 (p = 0,002).
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Podsumowujac, rozprawa wskazuje, ze 0§ SGLT2-ncRNA oraz wybrane krazace
miRNA stanowig istotne elementy molekularnej charakterystyki pacjentéw po ACS. MiR-
210-5p i miR-195-5p sa zwigzane gtéwnie z fenotypem metabolicznym T2DM, miR-21-5p
moze odzwierciedla¢ dynamike¢ przebudowy pozawatowej, natomiast miR-1-5p wnosi
dodatkowg warto$¢ w ocenie cigzkosci ACS 1 dysfunkcji lewej komory. Uzyskane dane
wspieraja potencjal miRNA jako biomarkerow medycyny precyzyjnej, szczeg6lnie
w modelach integrujacych dane molekularne z parametrami kliniczno-laboratoryjnymi. Ze
wzgledu na wtorny, eksploracyjny charakter analizy, ograniczong liczebno$¢ kohorty oraz
brak bezposredniego pordwnania z placebo w analizie biomarkerowej, wyniki wymagaja

dalszej walidacji w wigkszych kohortach i badaniach mechanistycznych.

Stowa kluczowe: cukrzyca typu 2; ostry zawal migénia sercowego; empagliflozyna;
inhibitory SGLT2; mikroRNA; miRNA; niekodujace RNA; LVEF; biomarkery; medycyna
precyzyjna.
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S. Streszczenie w jezyku angielskim

MicroRNA Signatures in T2DM and Severity of Acute Myocardial Infarction (AMI) il
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Figure 1. Study workflow and microRNA signatures associated with type 2 diabetes and
acute myocardial infarction severity.

Abbreviations: a-SMA, ang. alpha-smooth muscle actin; AMI, ang. acute myocardial
infarction; AUC, ang. area under the curve;, Bax, ang. BCL2-associated X protein; Bel-2,
ang. B-cell lymphoma 2; CI, ang. confidence interval, eGFR, ang. estimated glomerular
filtration rate; HIF1a, ang. hypoxia-inducible factor 1 alpha; LV, ang. left ventricle; LVEF,
ang. left ventricular ejection fraction; miR,miRNA ang. microRNA; NF-kB, ang. nuclear
factor kappa B; Non-T2DM, ang. non-type 2 diabetes mellitus; NT-proBNP, ang. N-terminal
pro-B-type natriuretic peptide; qRT-PCR, ang. quantitative reverse transcription
polymerase chain reaction; ROC, ang. receiver operating characteristic; T2DM, ang. type
2 diabetes mellitus; TGF-B1, ang. transforming growth factor beta 1; TnT, ang. troponin T.

Cardiometabolic diseases, including acute coronary syndrome (ACS) and type 2
diabetes mellitus (T2DM), remain major clinical challenges because of their association with
heart failure, adverse left ventricular remodeling, and long-term cardiovascular
complications. Sodium-glucose cotransporter type 2 (SGLT2) inhibitors, including
empagliflozin, exert cardioprotective effects that extend beyond glucose lowering; however,
the molecular mechanisms underlying these effects are not fully understood. Non-coding
RNAs, particularly microRNAs (miRNAs), may represent a mechanistic link between

SGLT2-related signaling, metabolic dysregulation, and post-infarction remodeling, as they
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regulate gene expression pathways involved in hypoxia, apoptosis, fibrosis, oxidative stress,
inflammation, and angiogenesis.

The aim of this doctoral thesis was to evaluate selected circulating miRNAs as
biomarkers of metabolic status and ACS severity and to integrate clinical findings with
bioinformatic analysis of the SGLT2 and noncoding RNA axis (Figure 1). The study was
performed as a secondary biomarker substudy of the EMMY trial (NCT03087773). The final
analysis included 106 patients after ACS treated with empagliflozin 10 mg once daily, for
whom paired plasma samples were available at baseline and after 26 weeks of treatment. In
total, 212 plasma samples were analyzed. T2DM was present in 28 patients (26%), whereas
78 patients (74%) did not have T2DM. Severe ACS was defined as left ventricular ejection
fraction (LVEF) <40% and was observed in 22 patients (21%). The expression of selected
circulating miRNAs was assessed using QRT-PCR, while predicted target genes and enriched
biological pathways were evaluated using bioinformatic and statistical analyses.

Bioinformatic analyses demonstrated that the investigated miRNAs were linked to
processes central to myocardial remodeling and cardiometabolic disease. The main shared
genes and regulatory nodes included TGF-f1, Bax, Bcl-2, HIF la, and a-SMA, whereas miR-
21, miR-210, miR-34a, miR-155, miR-133, and miR-1 showed high network connectivity.
These findings support the interpretation of selected miRNAs not only as markers of injury,
but also as potential regulators of biological pathways related to hypoxia, inflammation,
fibrosis, angiogenesis, and left ventricular remodeling.

In the clinical part of the study, T2DM was associated with a distinct miRNA
expression profile in patients after ACS. At baseline, patients with T2DM had significantly
lower miR-210-5p expression and significantly higher miR-195-5p expression. MiR-210-5p
showed good discriminatory ability for identifying T2DM (AUC 0.811), whereas miR-195-
5p achieved an AUC of 0.723. Longitudinal analysis showed that miR-210-5p increased over
26 weeks, although its levels remained consistently lower in patients with T2DM, while miR-
21-5p significantly decreased in both groups. These findings suggest that miR-210-5p may
reflect an impaired hypoxia-adaptive response in T2DM, miR-195-5p a chronic metabolic-
vascular component, and miR-21-5p the dynamics of inflammatory and fibrotic post-

infarction remodeling.
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MiR-1-5p showed the strongest association with ACS severity. Patients with LVEF
<40% had significantly higher baseline miR-1-5p levels than patients with LVEF >40%. In
ROC analysis, miR-1-5p reached an AUC of 0.765, exceeding selected conventional
parameters such as eGFR and NT-proBNP, whereas hsTroponin was not significantly
associated with ACS severity. A multimarker panel combining high miR-1-5p, low eGFR,
and high NT-proBNP improved discrimination, reaching an AUC of 0.823, and remained an
independent predictor of LVEF <40% in logistic regression analysis (OR 8.037; 95% CI
2.207-29.265; p = 0.002).

In conclusion, this doctoral thesis identifies the SGLT2-ncRNA axis and selected
circulating miRNAs as important elements of the molecular characterization of patients after
ACS. MiR-210-5p and miR-195-5p are primarily associated with the metabolic phenotype of
T2DM, miR-21-5p may reflect the temporal dynamics of post-infarction remodeling, and
miR-1-5p provides additional value in assessing ACS severity and left ventricular
dysfunction. These findings support the potential role of miRNAs as precision-medicine
biomarkers, particularly when integrated with clinical and laboratory parameters. Given the
secondary and exploratory nature of the analysis, the limited sample size, and the absence of
direct placebo comparison in the biomarker analysis, further validation in larger cohorts and

mechanistic studies is required.
Keywords: type 2 diabetes mellitus; acute myocardial infarction; empagliflozin;

SGLT?2 inhibitors; microRNA; miRNA; non-coding RNA; LVEF; biomarkers; precision

medicine.

30



6. Wstep

6.1. Ostry zespol wiencowy i ryzyko przebudowy lewej komory serca

Jednym z najwazniejszych zdarzen klinicznych prowadzacych do rozwoju
niewydolnosci serca oraz dlugoterminowego wzrostu ryzyka sercowo-naczyniowego
pozostaja ostre zespoly wiencowe (ang. acute coronary syndrome, ACS). Bezposrednig
przyczyna ACS jest nagte ograniczenie przeptywu wiencowego, najczesciej w wyniku
peknigcia lub erozji blaszki miazdzycowej i wtérnej zakrzepicy, co prowadzi do
niedokrwienia, martwicy kardiomiocytéw oraz uruchomienia ztozonej odpowiedzi zapalno-
naprawczej. W pierwszych godzinach oraz dniach po zawale zachodza procesy majace na
celu usunigcie martwiczych komorek i stabilizacje uszkodzonego obszaru, jednak nadmierna
lub przedluzona aktywacja tych mechanizméw moze sprzyja¢ niekorzystnej przebudowie
migsnia serca [2—4].

Przebudowa lewej komory serca po ACS jest procesem dynamicznym, obejmujacym
zmiany wielko$ci, ksztaltu, geometrii i1 funkcji. Poczatkowo moze mie¢ charakter
kompensacyjny, poniewaz umozliwia utrzymanie pojemno$ci minutowej serca mimo utraty
czg¢$ci czynnos$ciowo wydolnego migénia. Jezeli jednak odpowiedZ naprawcza jest nadmierna
lub utrzymuje si¢ zbyt dtugo, dochodzi do progresywnej rozstrzeni lewej komory serca,
wzrostu naprezenia $ciany, wiloknienia $rodmigzszowego, przerostu pozostatych
kardiomiocytow oraz pogorszenia funkcji skurczowej [5—8]. W konsekwencji, pozawatowa
przebudowa lewej komory serca staje si¢ jednym z gléwnych mechanizmoéw przejscia od
ostrego uszkodzenia niedokrwiennego do przewleklej niewydolnosci serca [2,4].

W ocenie klinicznej pacjentéw po ACS kluczowe znaczenie ma frakcja wyrzutowa
lewej komory serca (ang. left ventricular ejection fraction, LVEF) , ktora pozostaje jednym
z najczesciej stosowanych parametrow stratyfikacji ryzyka. Obnizona LVEF identyfikuje
pacjentéw z wigkszym ryzykiem rozwoju niewydolnos$ci serca, zaburzen rytmu, ponownej
hospitalizacji i zgonu. Szczegodlne znaczenie kliniczne ma prog LVEF <40%, poniewaz
wskazuje na istotng dysfunkcje skurczowa lewej komory serca i wyodrebnia populacje
szczeg6lnie narazong na niekorzystne odlegte nastgpstwa ACS. Mimo postgpu w leczeniu
reperfuzyjnym i farmakoterapii, pacjenci z istotnie obnizong LVEF po zawale nadal stanowig

grupe bardzo wysokiego ryzyka sercowo-naczyniowego [9].
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Sama warto$§¢ LVEF nie odzwierciedla jednak catej ztozonos$ci proceséw zachodzacych
w migsniu sercowym po ACS. U dwoéch pacjentdow o podobnej LVEF moga wystepowaé
odmienne mechanizmy molekularne, rdzny stopien aktywacji procesu zapalnego, nasilenia
stresu oksydacyjnego, zaburzen metabolicznych, apoptozy, hipoksji, angiogenezy
i wldknienia. Z tego powodu klasyczna ocena echokardiograficzna oraz standardowe
biomarkery, takie jak troponiny czy NT-proBNP nie wyczerpuja biologicznej oraz klinicznej
charakterystyki pacjenta po zawale. Coraz wigksze znaczenie przypisuje si¢ markerom
molekularnym, ktore moglyby uzupelia¢ ocene kliniczng 1 wskazywaé, jakie szlaki
patofizjologiczne dominuja u danego chorego. Z perspektywy zalozen tej rozprawy,
szczegoblnie istotne sg te mechanizmy przebudowy pozawalowej, ktore tacza niedokrwienie
migénia sercowego z odpowiedzig metaboliczng i zapalng. Niedotlenienie aktywuje szlaki
zalezne od czynnikdéw indukowanych hipoksja, nasila produkcje reaktywnych form tlenu,
zaburza funkcje mitochondriéw 1 moze prowadzi¢ do apoptozy kardiomiocytéw. Réwnolegle
pobudzane sg fibroblasty w obrebie migsnia serca i1 procesy odkladania macierzy
zewnatrzkomorkowej. W efekcie przebudowa lewej komory serca jest nie tylko zjawiskiem
hemodynamicznym, lecz takze wynikiem ztozonych zmian molekularnych, w ktérych

uczestniczg regulatory ekspresji genow, w tym miRNA.

6.2. Rola T2DM w pogorszeniu rokowania po ACS
Cukrzyca typu 2 (ang. type 2 diabetes mellitus, T2DM) nalezy do najwazniejszych
czynnikow ryzyka chorob ukladu sercowo-naczyniowego i istotnie wplywa na przebieg
kliniczny ACS [10,11]. Choroba ta charakteryzuje si¢ przewlekta hiperglikemia wynikajaca
z insulinoopornosci 1 wzglednego niedoboru insuliny, a jej konsekwencje wykraczaja daleko
poza zaburzenia gospodarki weglowodanowej [12]. T2DM wigze si¢ z przewleklym stanem
zapalnym niskiego stopnia, dysfunkcja S$rodbtonka, nasilonym stresem oksydacyjnym,
zaburzeniami gospodarki lipidowej, aktywacja ukladu krzepnigcia oraz przyspieszong
progresja miazdzycy [13—15].
Wisrdd pacjentow z T2DM czesciej obserwuje si¢ wielonaczyniowa chorobe wiencowa,
bardziej rozlegte zmiany miazdzycowe oraz wspotistnienie innych czynnikow ryzyka, takich
jak nadci$nienie t¢tnicze, otytos¢, dyslipidemia i przewlekta choroba nerek. Obraz kliniczny

ACS moze by¢ istotnie modyfikowany przez T2DM. Neuropatia autonomiczna i zaburzenia
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czucia bolu moga prowadzi¢ do mniej typowych objawdéw niedokrwienia, opdznienia
rozpoznania i pdzniejszego wdrozenia leczenia reperfuzyjnego. W efekcie pacjenci z T2DM
sa narazeni na wigksze ryzyko rozleglejszego uszkodzenia migénia sercowego i powiktan
pozawatowych [15].

Znaczenie T2DM w pogorszeniu rokowania po ACS wynika réwniez z wpltywu
przewlektej hiperglikemii na komoérki uktadu sercowo-naczyniowego. Nadmiar glukozy
i zaawansowane produkty glikacji nasilajg stres oksydacyjny, uszkadzaja s$rodbtonek,
zaburzaja biodostepnos¢ tlenku azotu 1 sprzyjaja prozapalnemu fenotypowi naczyn.
Insulinooporno$¢ wptywa na metabolizm kardiomiocytow, zmieniajac wykorzystanie
substratow energetycznych i zwigkszajac podatno$¢ migsnia sercowego na uszkodzenie
niedokrwienno-reperfuzyjne (ang. ischemia/reperfusion injury, I/R injury). U pacjentdw
z T2DM proces gojenia po zawale moze by¢ mniej efektywny, a widknienie i przebudowa
lewej komory bardziej nasilone [16,17].

Wspotistnienie T2DM 1 ACS jest zatem przyktadem nakladania si¢ dwoch procesow
patofizjologicznych, obejmujacych ostre uszkodzenie niedokrwienne oraz przewlekte
zaburzenia gospodarki weglowodanowej. Z punktu klinicznego oznacza to, ze pacjenci
zT2DM moga wymagaé nie tylko standardowej oceny rozleglosci ACS, lecz takze
poglebionej oceny mechanizméw metabolicznych 1 zapalnych, ktéore moga wplywaé na
przebieg pozawatowy. Identyfikacja markeréw odzwierciedlajacych t¢ zlozong interakcje
moglaby poprawi¢ stratyfikacje ryzyka i pomoc w wyborze pacjentow wymagajacych
intensywniejszego monitorowania.

Dotychczasowe badania wskazuja, ze T2DM moze wigzaé si¢ z odmiennym profilem
krazacych czasteczek regulatorowych, w tym miRNA. Zmiany ekspresji miRNA
obserwowane w T2DM dotycza szlakow zapalnych, oksydacyjnych, angiogennych
i metabolicznych, a wigc tych samych procesow, ktore sg aktywowane po ACS. Z tego
powodu analiza miRNA u pacjentow po zawale, z uwzglednieniem statusu T2DM, moze
dostarczy¢ informacji o molekularnym pomostowym mechanizmie taczacym zaburzenia

metaboliczne z cigzkos$cig uszkodzenia serca.

6.3. Znaczenie inhibitorow SGLT2 w tym empagliflozyny w kardioprotekcji
Kotransporter SGLT2 kodowany przez gen SLC542, odpowiada za wigkszo$é

zwrotnego wchianiania glukozy w kanaliku blizszym nerki. Farmakologiczne zahamowanie
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SGLT2 prowadzi do glukozurii, natriurezy i obnizenia glikemii w mechanizmie niezaleznym
od insuliny. Pierwotnie inhibitory kotransportera sodowo-glukozowego typu 2 (SGLT2i)
klasyfikowano wylacznie jako doustne leki o dziataniu hipoglikemizujagcym. Jednakze
dowody dostarczone przez wieloosrodkowe badania kliniczne wymusity redefinicje
paradygmatu terapeutycznego tej grupy zwiazkow. Obecnie SGLT2i sg postrzegane jako leki
o wielokierunkowym dziataniu plejotropowym, wykazujace silny efekt kardio-
i nefroprotekcyjny, ktorego mechanizmy pozostaja w znaczne] mierze niezalezne od
osiowego wptywu na homeostaze glukozy.

Empagliflozyna to wysoce selektywny inhibitor SGLT2, ktérego wielokierunkowy
profil dziatania kardiometabolicznego wykracza poza klasyczne efekty hemodynamiczne.
Cho¢ mechanizm kardioprotekcji tradycyjnie wigze si¢ z optymalizacja obcigzenia
wstepnego 1 nastepczego (poprzez natriureze i diureze osmotyczng), redukcja masy ciata oraz
obnizeniem ci$nienia tgtniczego, to kluczowe znaczenie przypisuje si¢ obecnie bezposredniej
modulacji proceséw komorkowych. Empagliflozyna wykazuje zdolno$¢ do redukcji
przewlektego stanu zapalnego 1 stresu oksydacyjnego, poprawy Dbioenergetyki
mitochondriow oraz stymulacji autofagii. Dziatania te, w polaczeniu z hamowaniem
proceséw wldknienia i apoptozy kardiomiocytdéw, stanowig fundament ochrony strukturalnej
1 funkcjonalnej uktadu sercowo-naczyniowego [1].

W kontekscie ACS kluczowym zagadnieniem klinicznym pozostaje wptyw modulacji
szlaku SGLT2 na procesy reparacyjne oraz remodeling mig¢snia sercowego po incydencie
niedokrwiennym. Okres wczesno pozawalowy charakteryzuje si¢ gwattowng aktywacja
kaskady zapalnej, nasilonym stresem oksydacyjnym oraz intensywna przebudowa macierzy
zewnatrzkomorkowej (ang. extracellular matrix, ECM). Cho¢ mechanizmy te sa niezbedne
do wytworzenia stabilnej blizny, ich patologiczna nadaktywno$¢ determinuje progresje
niekorzystnego remodelingu lewej komory. Interwencje farmakologiczne wptywajace na
bioenergetyke komodrkowa, hemodynamiczne odcigzenie komoér oraz odpowiedz zapalno-
wloknieniowa otwieraja nowe mozliwosci terapeutyczne w modyfikacji przebiegu fazy
pozawatowe;.

Badanie EMMY (Empagliflozin in patients with acute MYocardial infarction)
stanowilo kluczowa randomizowang probe kliniczng, majaca na celu oceng

farmakodynamicznego wptywu empagliflozyny u pacjentow w fazie ACS. W ramach
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protokotu badawczego poddano rygorystycznej ocenie wptyw inhibitora SGLT2 na
parametry przebudowy strukturalnej i czynnosciowej serca (remodeling) oraz dynamike
stezen biomarker6w neurohormonalnych, w tym NT-proBNP. Z perspektywy
metodologicznej tej rozprawy doktorskiej, fundamentalne znaczenie ma unikalna mozliwos$¢
wykorzystania  materialu  biologicznego  pochodzacego od tak  precyzyjnie
scharakteryzowanej kohorty. Pozwala to na zaawansowang analiz¢ sygnatur molekularnych
oraz identyfikacje¢ szlakow metabolicznych modulowanych przez empagliflozyne
w krytycznym oknie terapeutycznym po incydencie niedokrwiennym [18].

Pomimo ugruntowanej pozycji klinicznej inhibitorow SGLT2, molekularne
mechanizmy ich dziatania w stanach ostrego uszkodzenia migs$nia sercowego nie zostaly
dotychczas w petni zmapowane. Kluczowym obszarem badawczym pozostaje odpowiedz na
pytanie, czy kardioprotekcyjne efekty empagliflozyny sa mediowane poprzez modulacj¢
sygnatur epigenetycznych i regulacj¢ ekspresji gendw. W tym ujeciu ncRNA, ze szczegdlnym
uwzglednieniem krazacych miRNA, stanowig obiecujace ogniwo integrujace inhibicj¢ szlaku
SGLT2 z procesami zapalenia, odpowiedzi na hipoksj¢, wldknienia, apoptozy oraz
angiogenezy.

Uwzglednienie roli inhibicji SGLT2 w badaniach nad profilem miRNA posiada
istotne uzasadnienie. Identyfikacja czasteczek miRNA, ktérych ekspresja ulega
dynamicznym zmianom pod wplywem empagliflozyny i wykazuje korelacj¢ ze statusem
metabolicznym, parametrami hemodynamicznymi lewej komory czy stezeniem biomarkerow
martwicy kardiomiocytéw, pozwoli na wskazanie kluczowych szlakéw sygnalowych
determinujacych przebieg remodelingu pozawatowego. Cho¢ obserwowane korelacje nie
stanowig bezposredniego dowodu na istnienie zwigzku przyczynowo-skutkowego,
wyznaczaja one priorytetowe kierunki dla dalszej eksploracji w obszarze badan

mechanistycznych i medycyny translacyjne;j.

6.4. MiRNA jako regulatory i biomarkery przebudowy

Mikro RNA, to krotkie (dtugosci okoto 20-24 nukleotydéw), jednoniciowe, ncRNA,
powstajace z prekursorowych transkryptow, ktére odgrywaja kluczowa role w regulacji
ekspresji genéow w wigkszoSci procesow fizjologicznych 1 rozwojowych, a takze

patofizjologicznych. Ich podstawowa funkcja jest potranskrypcyjna regulacja ekspresji
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genow poprzez wigzanie si¢ z docelowymi czgsteczkami matrycowego RNA (ang, messenger
RNA, mRNA) i hamowanie translacji lub indukowanie degradacji transkryptu. Jedna
czasteczka miRNA moze regulowa¢ wiele genow, a jeden gen moze by¢ kontrolowany przez
liczne czasteczki miRNA, co sprawia, ze tworza one ztozone sieci regulacyjne [19,20].

W patofizjologii schorzen uktadu sercowo-naczyniowego czasteczki miRNA pehnig
role kluczowych regulatorow posttranskrypcyjnych, modulujac ekspresje gendw
odpowiedzialnych za procesy uszkodzenia, adaptacji oraz regeneracji miokardium. Ich
aktywnos$¢ regulacyjna obejmuje szerokie spektrum mechanizméw molekularnych

1 komorkowych, do ktorych m.in. naleza:

e programowana S$mieré¢ komdrki (apoptoza): miRNA wpltywaja na szlaki
sygnalowe pro- i antyapoptotyczne, decydujac o przezywalnosci kardiomiocytow
w warunkach niedotlenienia;

e odpowiedz immunologiczna i zapalna: regulacja cytokin prozapalnych oraz
rekrutacji leukocytow do tkanki sercowej;

e homeostaza redoks: modulacja enzymdéw zaangazowanych w generowanie
1 neutralizacje reaktywnych form tlenu, co ma bezposredni wptyw na nat¢zenie stresu
oksydacyjnego;

e angiogeneza i neowaskularyzacja: kontrola proliferacji 1 migracji komorek
srddbtonka, istotna dla rewaskularyzacji niedokrwionego obszaru;

e przerost kardiomiocytéw: wptyw na szlaki sygnatowe indukujace patologiczng lub
adaptacyjng zmiang¢ objetosci komorek migénia sercowego;

e wldéknienie oraz remodeling ECM: regulacja aktywnos$ci fibroblastow oraz
ekspresji metaloproteinaz i ich inhibitorow, co determinuje architekture tkankowa

1 sztywno$¢ $cian serca.

Dzigki swojej stabilno$ci w plynach ustrojowych oraz specyficznosci tkankowej,
czasteczki te sg obecnie intensywnie badane jako potencjalne biomarkery diagnostyczne oraz
cele terapeutyczne w nowoczesnej kardiologii [21,22]. Zaburzenia regulacji profilu ekspres;ji
specyficznych czasteczek miRNA wykazuje silng korelacje z etiopatogeneza licznych

jednostek chorobowych, w tym T2DM, otylosci klinicznej, ACS oraz przewleklej
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niewydolnosci serca [22]. Wspotczesne dane naukowe wskazuja, ze miRNA pelnig funkcje

dwutorowa:

e biomarkery diagnostyczne i prognostyczne: jako czasteczki krazace,
odzwierciedlaja aktualny stan patofizjologiczny organizmu, umozliwiajac
monitorowanie dynamiki zmian wigkszo$ci procesow [23-25].

e aktywne modulatory fenotypu: poprzez potranskrypcyjne wyciszanie genow
docelowych, miRNA staja si¢ integralnymi komponentami kaskad sygnatowych
napedzajacych progresj¢ schorzen; uczestnicza one w patologicznej przebudowie
tkanek, zaburzeniach metabolicznych oraz dysfunkcji $rodbtonka, co czyni je
potencjalnymi punktami uchwytu dla nowoczesnych interwencji terapeutycznych

[26-28] .

Powyzsze zalezno$ci sugeruja, ze miRNA stanowig nie tylko bierny zapis
uszkodzenia tkankowego, lecz s3 aktywnymi determinantami loséw komorkowych

w przebiegu chorob metabolicznych i sercowo-naczyniowych.
6.4.1. Krazace miRNA jako biomarkery

Szczegdlne zainteresowanie krazacymi miRNA jako potencjalnymi biomarkerami
wynika z ich wysokiej stabilno$ci metabolicznej w obrgbie osocza i surowicy, co stanowi
istotng przewage w diagnostyce molekularnej [29,30]. Odporno$¢ tych czasteczek na
degradacj¢ enzymatyczng wywolang aktywnos$cia endogennych rybonukleaz jest
uwarunkowana ich specyficzng kompartymentacja. MikroRNA s3 uwalniane do krazenia
ukladowego wewnatrz pecherzykow zewnatrzkomorkowych (ang. extracellular vesicles,
EVs), takich jak egzosomy, badz w formie komplekséw z biatkami wigzagcymi RNA lub
lipoproteinami. Takie zabezpieczenie strukturalne pozwala na ich precyzyjna detekcj¢ przy
uzyciu zaawansowanych technik biologii molekularnej, wsrdd ktorych standardem pozostaje
gRT-PCR [31]. W ujeciu klinicznym miRNA wykazujg przewage nad klasycznymi
biomarkerami biatkowymi, poniewaz ich profil ekspresji dostarcza informacji
wykraczajacych poza fakt samego uszkodzenia komoérek. Pozwalaja one na monitorowanie
aktywnosci specyficznych szlakéw sygnalowych oraz procesow patofizjologicznych, takich

jak kaskady zapalne, wtoknienie, apoptoza, a takze komdrkowa odpowiedz na hipoksje 1 stres
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oksydacyjny. Tym samym krazace miRNA petnig rol¢ czutych biosensorow, ktore integruja
sygnatly z roznych pozioméw regulacji komorkowej, oferujac dynamiczny obraz
postepujacych zmian w organizmie [1,22,23,32-38]. Podej$cie to nabiera szczegodlnego
znaczenia w analizie stanow klinicznych takich jak ACS oraz remodeling lewej komory serca
(ang. left ventricular remodeling, LVR). Jednostki te charakteryzuja si¢ S$cistym
wspolwystepowaniem 1 wzajemnym przenikaniem si¢ zjawisk niedotlenienia, zapalenia,
stresu oksydacyjnego oraz witoknienia. W tym kontekscie profilowanie ekspresji miRNA
moze stuzy¢ jako zaawansowane narzedzie diagnostyczne, pozwalajace na glebsza
stratyfikacj¢ molekularnej heterogenicznosci pacjentow po incydentach wiencowych.
Umozliwia to precyzyjna identyfikacje chorych wykazujacych dominacj¢ mechanizméow
promujacych niekorzystng LVR, co otwiera droge do personalizacji strategii

terapeutycznych.
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Rycina 2. Zwiazek mie¢dzy krazacymi miRNA a mechanizmami patofizjologicznymi
chorob ukladu sercowo-naczyniowego. Interakcje zachodzace pomigdzy wybranymi
krazacymi czasteczkami miRNA a kluczowymi mechanizmami determinujacymi
uszkodzenie oraz remodeling miokardium, takimi jak apoptoza, procesy zapalne, stres
oksydacyjny, wtoknienie, hipertrofia oraz dysfunkcja skurczowo-rozkurczowa. Zastosowana
symbolika graficzna obejmujaca zielone strzatki dla korelacji dodatnich oraz czerwone linie
przerywane dla korelacji ujemnych demonstruje plejotropowy charakter funkcji miRNA.
Zastosowane skroty: ALKS, ang. activin receptor-like kinase 5, kinaza podobna do receptora
aktywiny 5; AP-1, ang. activator protein 1, biatko aktywujace 1 / czynnik transkrypcyjny
AP-1; APAF-1, ang. apoptotic protease activating factor 1, czynnik 1 aktywujacy proteaze
apoptotyczng; Bel-2, ang. B-cell lymphoma 2, biatko Bcl-2 / biatko chloniaka z komoérek B

38



2; BP1AR/B2AR, ang. beta-1/beta-2 adrenergic receptor, receptor [Bl-/B2-adrenergiczny;
Cav3, ang. caveolin-3, kaweolina 3; CIAPIN1, ang. cytokine-induced apoptosis inhibitor 1,
inhibitor apoptozy indukowany cytokinami 1; Collal, ang. collagen type I alpha I chain,
taficuch alfa 1 kolagenu typu I; Colla2, ang. collagen type I alpha 2 chain, tahcuch alfa 2
kolagenu typu I; Coll5al, ang. collagen type XV alpha I chain, fancuch alfa 1 kolagenu typu
XV; CTGF, ang. connective tissue growth factor, czynnik wzrostu tkanki tacznej; ERK1/2,
ang. extracellular signal-regulated kinase 1/2, kinaza 1/2 regulowana sygnalami
zewnatrzkomoérkowymi; Fos-AP1, ang. Fos/activator protein 1, kompleks Fos/AP-1;
GATA-4, ang. GATA binding protein 4, bialko wiazace GATA 4; Gig-2, ang. growth
inhibitory gene 2, gen hamujacy wzrost 2; HOXAY9, ang. homeobox A9, biatko homeobox
A9; IL-1B, ang. interleukin-1 beta, interleukina 1 beta; IL-6, ang. interleukin-6, interleukina
6; ITGB3, ang. integrin beta 3, integryna beta 3; JUN, ang. Jun proto-oncogene,
protoonkogen Jun / czynnik transkrypcyjny Jun; KLF13, ang. Kriippel-like factor 13, czynnik
podobny do Kriippela 13; LKB1/AMPK, ang. liver kinase Bl / AMP-activated protein
kinase, kinaza watrobowa B1 / kinaza biatkowa aktywowana AMP; MAPK, ang. mitogen-
activated protein kinase, kinaza biatkowa aktywowana mitogenami; MCP-1, ang. monocyte
chemoattractant protein-1, biatko chemotaktyczne monocytow 1; MCU, ang. mitochondrial
calcium unmiporter, mitochondrialny uniporter wapniowy; MMPs, ang. matrix
metalloproteinases, metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej; mt-COX1, ang.
mitochondrial cytochrome c oxidase subunit 1, mitochondrialna podjednostka 1 oksydazy
cytochromu c; NF-kB, ang. nuclear factor kappa B, jadrowy czynnik kB; Notch1, ang. Notch
receptor 1, receptor Notch 1; PI3K, ang. phosphoinositide 3-kinase, kinaza 3-
fosfoinozytydowa; PI3K/AKT, ang. phosphoinositide 3-kinase / protein kinase B, kinaza 3-
fosfoinozytydowa / kinaza biatkowa B; PKC, ang. protein kinase C, kinaza bialkowa C;
PTEN, ang. phosphatase and tensin homolog, homolog fosfatazy i tensyny; ROS, ang.
reactive oxygen species, reaktywne formy tlenu; SGK, ang. serum/glucocorticoid-regulated
kinase, kinaza regulowana przez surowic¢ i glikokortykoidy; SMAD3, ang. SMAD family
member 3, bialko z rodziny SMAD 3; TGF-B1, ang. transforming growth factor beta I,
transformujacy czynnik wzrostu beta 1; TGF-B2, ang. transforming growth factor beta 2,
transformujacy czynnik wzrostu beta 2; TLR4, ang. Toll-like receptor 4, receptor Toll-
podobny 4; TNF-a, ang. tumor necrosis factor alpha, czynnik martwicy nowotworow alfa;
TRAF3, ang. TNF receptor-associated factor 3, czynnik 3 zwigzany z receptorem TNF;
VEGF-A, ang. vascular endothelial growth factor A, naczyniowo-§rédbtonkowy czynnik
wzrostu A.

6.4.2. Znaczenie miRNA jako ogniwa laczacego T2DM, ACS oraz przebudowe
lewej komory serca

Krazace miRNA rozpatrywane s3a jako czasteczki integrujace trzy wzajemnie
powiazane poziomy patofizjologiczne obejmujace: (i) ostre uszkodzenie I/R w przebiegu
ACS, (i1) przewlekte zaburzenia metaboliczne zwigzane z T2DM oraz (iii) nastgpcza LVR.
Takie ujecie pozwala uporzadkowa¢ zaréwno ich znaczenie biologiczne, jak i potencjalng

warto§¢ kliniczng. Krazace miRNA moga odzwierciedla¢ stopien uszkodzenia
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kardiomiocytéw oraz aktywnos$¢ procesow naprawczych po zawale i1 jednoczesnie petnié
funkcje¢ regulatorow posttranskrypcyjnych, modulujacych szlaki odpowiedzialne za
odpowiedz na: hipoksje, stres oksydacyjny, zapalenie, apoptoze, widknienie oraz przerost

kardiomiocytéw (Rycina 2) [22,23,39].

Czgsteczki miRNA specyficzne dla miesnia sercowego (myo-miRNA) w ostrej fazie
ACS

W ostrej fazie ACS szczeg6lne znaczenie majg czasteczki miRNA zwigzane z funkcja
1 integralno$cig kardiomiocytow. Do tej grupy (ang. myocardial-miRNA, myo-miRNA) naleza
przede wszystkim miR-1 oraz miR-133a, ktore uczestniczag w regulacji struktury migénia
sercowego, homeostazy wapniowej, stabilnosci elektrycznej oraz kurczliwo$ci miokardium
[40,41]. Ich zwigkszone stezenie w krazeniu po zawale moze by¢ interpretowane jako
nastgpstwo uwalniania z uszkodzonych lub martwiczych kardiomiocytéw. Jednocze$nie
czasteczki te sg zwigzane z aktywacja szlakow uczestniczacych w odpowiedzi adaptacyjnej
oraz przebudowie pozawatowej. Z tego wzgledu miR-1 i miR-133a nie powinny by¢
traktowane wytacznie jako bierne markery cytolizy, lecz rowniez jako czasteczki

odzwierciedlajace dynamike pozniejszej przebudowy lewej komory [42,43].

Wplyw T2DM na mikrosrodowisko miokardium i pamig¢é metaboliczna

Na ostre uszkodzenie niedokrwienne naktada si¢ wptyw T2DM, ktora juz przed
wystapieniem incydentu wiencowego moze modyfikowaé stan biologiczny miokardium
inaczyn. Przewlekla hiperglikemia, insulinooporno$¢ oraz towarzyszacy im stan zapalny
niskiego stopnia sprzyjaja dysfunkcji srodblonka, zaburzeniom mikrokrazenia wiencowego,
zwigkszonej produkcji reaktywnych form tlenu oraz aktywacji fibroblastow. W takim
srodowisku odpowiedz serca na niedokrwienie nie rozwija si¢ od neutralnego punktu wyjscia,
lecz na podtozu wcze$niejszego przeprogramowania metabolicznego i1 molekularnego.
Jednym z istotnych elementoéw tego procesu jest dysregulacja miRNA zaangazowanych
w mechanizmy cytoprotekcyjne, zapalne, profibrotyczne i proapoptotyczne [22,44-46].
Istotnym elementem tej zaleznosci jest réwniez zjawisko pamigci metabolicznej. Dane
eksperymentalne sugeruja, ze nastgpstwa wczesniejszej ekspozycji na hiperglikemi¢ moga
utrzymywac¢ si¢ w tkankach mimo pdzniejszej poprawy kontroli glikemii [47,48]. Jednym

z potencjalnych mechanizméw podtrzymujacych ten efekt sa utrwalone zmiany ekspresji
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miRNA. W konsekwencji miokardium pacjenta z T2DM moze juz przed wystapieniem ACS
wykazywac cechy fenotypu prozapalnego, profibrotycznego i proapoptotycznego. Incydent
niedokrwienny naktada si¢ wigc na istniejace wczesniej zaburzenia molekularne, co moze

zwigksza¢ podatno$¢ na dysfunkcje lewej komory oraz progresje do niewydolnosci serca.

Stres oksydacyjny i kaskada cytokinowa jako wspolny mianownik T2DM, ACS oraz
LVR.

Wsp6lnym mianownikiem T2DM, ACS i przebudowy lewej komory sa zatem szlaki
stresu oksydacyjnego oraz odpowiedzi immunologiczno-zapalnej. W warunkach przewleklej
hiperglikemii dochodzi do nadmiernego wytwarzania reaktywnych form tlenu i aktywacji
jadrowy czynnik kB (ang. nuclear factor kappa B, NF-xB), co nasila ekspresje¢ cytokin
prozapalnych, takich jak interleukina 1 beta (ang. interleukin-1 beta, IL-1p), interleukina 6
(ang. Interleukin-6, IL-6) i czynnik martwicy nowotwordéw alfa (ang. tumor necrosis factor
alpha, TNF-a). Nastepstwem tych zmian jest uszkodzenie srodblonka, uposledzenie perfuzji
w mikrokrazeniu wiencowym oraz zwigkszona aktywacja fibroblastéw 1 odktadanie
komponentéw macierzy zewnatrzkomoérkowej. Po wystgpieniu ACS wcze$niej, obecne
zaburzenia metaboliczne i zapalne moga wzmacnia¢ odpowiedZ naprawcza, przesuwajac ja

w kierunku nasilonego wtoknienia i niekorzystnej przebudowy lewej komory [44,49,50].

Znaczenie biomarkerowe i kliniczne.

Istotng warto$¢ badawcza i kliniczng stanowi zatem nie tylko identyfikacja fluktuacji
profilu ekspresji specyficznych czasteczek miRNA w nastepstwie ACS, lecz takze
weryfikacja ich korelacji ze wspotwystgpowaniem T2DM oraz stopniem zaawansowania
dysfunkcji lewej komory serca. Ocena profilu krazacych miRNA wykazuje potencjat
diagnostyczny przewyzszajacy klasyczne biomarkery martwicy miokardium, poniewaz
umozliwia nieinwazyjne monitorowanie dynamiki swoistych szlakéw sygnatowych oraz
odzwierciedla molekularng heterogeniczno$¢ pacjentow w okresie pozawatowym [23,38,46].
W tym ujeciu miRNA stanowig integratywny pomost mechanistyczny i biomarkerowy,
taczacy przewlekle obcigzenie metaboliczne oraz ostre uszkodzenie niedokrwienne z kaskada
proceséw determinujgcych niekorzystny remodeling strukturalny lewej komory. Syntetyczne
ujecie zalezno$ci strukturalno-funkcjonalnych przedstawia Rycina 3, ilustrujaca bezposredni

udziat niekodujacych RNA: miRNA oraz dtugich niekodujacych RNA ang. long non-coding
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RNA, IncRNA) w kaskadzie patomechanizméw uszkodzenia migsnia sercowego
indukowanego przez T2DM. Przedstawiony model molekularny dowodzi, ze zaroéwno
kardiomiopatia cukrzycowa, jak i nastgpcza, pozawatowa przebudowa (remodeling) lewej
komory serca nie stanowig odizolowanej konsekwencji aktywacji pojedynczego szlaku
Sa

proimmunologicznych,

sygnalowego. one efektem synergistycznej komplementarnosci

takze

procesOw
stresu  oksydacyjnego, a szlakow profibrotycznych,
proapoptotycznych i hipertroficznych [23]. Z klinicznego punktu widzenia oznacza to, ze
u pacjentow z ACS wspotistniejaca T2DM istotnie modyfikuje przebieg choroby i1 pogarsza
rokowanie pacjentéw. Wynika to z uprzedniego uwarunkowania mikro$rodowiska

molekularnego, ktore predysponuje do gwattowniejszej odpowiedzi zapalno-naprawczej oraz

nasilonej adaptacji strukturalnej lewej komory serca w nastepstwie incydentu
niedokrwiennego.
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Ryc. 3. MiRNA i IncRNA jako $rodki terapeutyczne w kardiomiopatii wywotanej cukrzyca. 1 oznacza zastosowanie mimikéw jako leczenia,
4 oznacza zastosowanie inhibitoréw jako leczenia przeciw kardiomiopatii cukrzycowej. ANRIL — antysensowny niekodujacy RNA w locus INK4,
H19 - imprintowany transkrypt z ekspresja allelu matczynego, HOTAIR - antysensowny intergeniczny RNA transkryptu HOX,
IL - interleukina, Kcnqlot1 — transkrypt nakfadajacy sie na KCNQ1 1, IncRNA - dtugi niekodujacy RNA, MALAT1 - 1 zwigzany
z przerzutami gruczolakoraka ptuca, miRNA — mikroRNA, miR — mikroRNA, mRNA - informacyjny RNA, TGFB - transformujacy
czynnik wzrostu B, TNFa - czynnik martwicy nowotworéw alfa.

Rycina 3. Potencjalna rola miRNA i IncRNA w mechanizmach uszkodzenia mi¢snia
sercowego spowodowanego T2DM. Schemat przedstawia udzial niekodujacych RNA
w regulacji proceséw istotnych dla kardiomiopatii cukrzycowej, takich jak zapalenie,
wioknienie, piroptoza, przerost kardiomiocytow oraz dysfunkcja migénia sercowego. Strzatki
przy nazwach miRNA i1 IncRNA oznaczaja proponowany kierunek potencjalnej interwencji
terapeutycznej: zastosowanie mimikow lub inhibitordw, a nie wylacznie kierunek zmiany
ekspresji w chorobie. Zmodyfikowano na podstawie Jakubik i wsp. [22].
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Zastosowane skroty: ANRIL, ang. antisense non-coding RNA in the INK4 locus,
antysensowny niekodujagcy RNA w locus INK4; H19, ang. HI19 imprinted maternally
expressed transcript, imprintowany transkrypt H19 z ekspresja allelu matczynego;
HOTAIR, ang. HOX transcript antisense RNA, antysensowny RNA transkryptu HOX; IL-
1B, ang. interleukin-1 beta, interleukina 1 beta; IL-6, ang. interleukin-6, interleukina 6; IL-
18, ang. interleukin-18, interleukina 18; Kenqlotl, ang. KCNQI opposite strand/antisense
transcript 1, antysensowny transkrypt 1 przeciwleglej nici KCNQ1; IncRNA, ang. long non-
coding RNA, diugi niekodujacy RNA; MALATI1, ang. metastasis-associated lung
adenocarcinoma transcript 1, transkrypt 1 zwigzany z przerzutami gruczolakoraka ptuca;
miR, ang. microRNA, mikroRNA; miRNA, ang. microRNA, mikroRNA; mRNA, ang.
messenger RNA, informacyjny RNA / matrycowy RNA; TGFB / TGF-$, ang. transforming
growth factor beta, transformujacy czynnik wzrostu beta; TNFa, ang. tumor necrosis factor
alpha, czynnik martwicy nowotwordw alfa.

6.5. Analiza luk badawczych i perspektywy poznawcze.

Mimo istotnego postepu w optymalizacji protokotéw terapeutycznych w ACS,
precyzyjna predykcja dynamiki niekorzystnego LVR oraz wczesna identyfikacja pacjentow
zagrozonych progresja do niewydolnosci serca pozostaja jednymi z najwigkszych wyzwan
wspotczesnej kardiologii. Aktualnie stosowane parametry diagnostyczne, takie jak LVEF,
stezenie troponin sercowych, NT-proBNP posiadaja ugruntowana warto$¢ kliniczng, jednak
ich zdolno$¢ do odzwierciedlenia heterogenicznosci procesow patofizjologicznych na
poziomie molekularnym jest ograniczona. Dotyczy to w szczegolnosci populacji chorych,
u ktorych ostateczny fenotyp kliniczny jest wypadkowa ostrego incydentu niedokrwienno-
reperfuzyjnego oraz przewlektych zaburzen metabolicznych, takich jak T2DM.

W tym kontek$cie identyfikuje si¢ cztery kluczowe obszary wymagajace poglebione;j

eksploracji naukowe;j:

6.5.1. Deficyt prospektywnych badan nad interakcja miRNA-T2DM w fazie

pozawalowej.

Obecny stan wiedzy na temat krazacych miRNA u pacjentow z ACS charakteryzuje si¢
istotng fragmentacjg. Brakuje wieloosrodkowych badan klinicznych, ktore w sposéb
zintegrowany analizowatyby profil ekspresji c-miRNA przy jednoczesnym uwzglednieniu
statusu metabolicznego pacjenta z T2DM oraz parametrow strukturalno-czynno$ciowych
miokardium. Wiekszo$¢ dostepnych doniesien opiera si¢ na modelach in vitro lub kohortach

o matej liczebnosci, co uniemozliwia pelng walidacj¢ miRNA jako swoistych biosensorow
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odzwierciedlajacych interakcje migdzy zaburzeniami glikemii a rozleglo$cia uszkodzenia

mig$nia sercowego.

6.5.2. Niewyjasnione mechanizmy epigenetycznej modulacji przez inhibitory
SGLT2.

Wprowadzenie inhibitorow SGLT2 do standardow leczenia niewydolnosci serca i ACS
stanowi przelom terapeutyczny, jednak molekularne podtoze ich kardioprotekcyjnego
dziatania pozostaje nie w pelni sformutowane. Istnieje krytyczna luka poznawcza dotyczaca
wplywu flozyn na potranskrypcyjna regulacje ekspresji genéw za posrednictwem miRNA.
Nie ustalono dotychczas, czy obserwowana poprawa parametrow hemodynamicznych
i zahamowanie remodelingu wynikaja z modyfikacji profili miRNA zaangazowanych

w kaskady hipoksji, wldknienia, odpowiedzi zapalnej oraz homeostazy redoks.
6.5.3. Brak zintegrowanych algorytmow wielomarkerowych.

Pojedyncze biomarkery, ze wzgledu na ztozono$¢ molekularng ACS, wykazuja ograniczong
czuto$¢ 1 swoisto§¢ w przewidywaniu odlegtych nastepstw klinicznych. Istnieje palaca
potrzeba opracowania i walidacji paneli wielomarkerowych, ktore integrowatyby klasyczne
wskazniki laboratoryjne (np. NT-proBNP, Tnl, czy eGFR) z innowacyjnymi markerami
molekularnymi (miRNA). Synergistyczne podejscie do diagnostyki mogloby pozwoli¢ na
stworzenie precyzyjnych modeli stratyfikacji ryzyka, uwzgledniajacych zaréwno stopien

dysfunkcji narzadowej, jak 1 aktywno$¢ wewnatrzkomérkowych szlakéw patogennych.

6.5.4. Konieczno$¢ odroznienia biomarkerow towarzyszacych od mediatorow

patofizjologicznych.

Wspoélczesna nauka stoi przed wyzwaniem dystynkcji migdzy czasteczkami miRNA
stanowigcymi jedynie pasywny epifenomen martwicy kardiomiocytow a czasteczkami
petnigcymi rolg aktywnych mediatorow proceséw naprawczych lub prodestrukcyjnych.
Niezbedne sa badania translacyjne, taczace zaawansowane analizy bioinformatyczne
z weryfikacja kliniczna, ktére pozwolg na zdefiniowanie spojnych sygnatur molekularnych.

Takie sygnatury mogtyby stuzy¢ nie tylko celom diagnostycznym, ale rowniez wskazywac
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na nowe punkty uchwytu dla terapii celowanej u pacjentow z kardiomiopatig cukrzycowa po

incydencie wiencowym.

6.6 Uzasadnienie wyboru kierunku badawczego i tematyki pracy

Majac na uwadze zidentyfikowane luki badawcze, w przedstawionej rozprawie
podjeto probe integracji analiz bioinformatycznych (in silico) z walidacja kliniczng.
Rozprawa doktorska zostala zaprojektowana w paradygmacie badaf translacyjnych,
integrujacych zaawansowang analiz¢ bioinformatyczng z ilo§ciowa oceng profilu krazacych
miRNA w dobrze scharakteryzowanej kohorcie pacjentow po ACS. Implementacja materiatu
biologicznego zdeponowanego w ramach wieloosrodkowego badania klinicznego EMMY,
umozliwila retrospektywna ocen¢ probek osocza, zabezpieczonych w dwoch kluczowych
punktach czasowych obejmujacych ostra faze incydentu niedokrwiennego oraz pobranie po
26 tygodniach standaryzowanej farmakoterapii z zastosowaniem empagliflozyny. Taki uktad
metodologiczny pozwala na jednoczesng weryfikacje wyjsciowej heterogenicznosci
molekularnej pacjentow oraz dlugofalowa ocene dynamiki zmiennosci epigenetycznych
zachodzacych w okresie remodelingu pozawalowego. Uzasadnienie wyboru tematyki
badawcze] opiera si¢ na trzech komplementarnych przestankach patofizjologicznych
1 klinicznych.

Po pierwsze, ACS pozostaje incydentem sercowo-naczyniowym obarczonym
wysokim ryzykiem niekorzystnej, maladaptacyjnej przebudowy strukturalnej lewej komory
serca. Warto§¢ LVEF <40% stanowi ugruntowany w kryteriach klinicznych indykator
populacji o szczeg6lnie niekorzystnym rokowaniu i wysokim indeksie ryzyka sercowego.

Po drugie, wspotwystepowanie T2DM istotnie implikuje gorsze rokowanie
u pacjentow po ACS. Dzieje si¢ tak poprzez aktywacje alternatywnych mechanizmow
metabolicznych, uwarunkowanych przewleklym odczynem prozapalnym, dysfunkcja
sroédbtonka naczyn oraz nasilonym stresem oksydacyjnym. Czynniki te determinujg przebieg
procesow naprawczych, uposledzaja gojenie miokardium i poteguja progresj¢ dysfunkcji
skurczowo-rozkurczowe;j.

Po trzecie, SGLT2i, w tym empagliflozyna, wykazuja udowodnione w badaniach
klinicznych dziatanie kardioprotekcyjne. Pomimo dobrze udokumentowanych efektow

klinicznych, mechanizmy molekularne, lezace u podstaw ich protekcyjnego wplywu na
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miokardium w bezpos$rednim okresie po ACS, nie zostalty dotychczas w pelni poznane
1 wymagaja dalszej eksploracji.

W ramy tak zdefiniowanego problemu badawczego, idealnie wpisuja si¢ czasteczki
miRNA. Stanowig one obiecujaca klase biomarkerdw nowej generacji, faczacych wysoka
czulo$¢ diagnostyczng z bezposrednia funkcja regulatorowa (efektorowa). Profilowanie
krazacych miRNA pozwala nie tylko na identyfikacj¢ specyficznych fenotypdw klinicznych,
ale rowniez na odzwierciedlenie stopnia aktywacji wewnatrzkomorkowych szlakow
sygnalowych odpowiedzialnych za remodeling serca. W tym aspekcie, szczegdlny punkt
cigzko$ci przypada czasteczkom zaangazowanym w regulacje hipoksji, kaskady zapalne;,
profibrotycznej, stresu oksydacyjnego, apoptozy, angiogenezy oraz bezposredniego
uszkodzenia kardiomiocytéw, jako ze procesy te stanowia rdzen patomechanizmu
niewydolnosci serca po ACS.

Rownolegle, dynamiczny rozwo¢j transkryptomiki ncRNA zrewolucjonizowat
dotychczasowy paradygmat rozumienia powigzan epigenetycznych w patologii uktadu
krazenia. Coraz wigksze znaczenie w kardiologii molekularnej przypisuje si¢ calemu
spektrum niekodujacych transkryptéw, obejmujacym oprocz miRNA, takze ncRNA oraz
circRNA [40,144.145]. Czasteczki te, cho¢ pozbawione potencjatu translacyjnego do
sekwencji aminokwasowych biatek, petnig kluczowe funkcje regulatorowe na poziomie
potranskrypcyjnym, epigenetycznym i translacyjnym. Poprzez te mechanizmy modulujg one
odpowiedz komorkowa kardiomiocytéw, komoérek §rodbtonka, fibroblastow oraz komorek
immunokompetentnych zaangazowanych w homeostaze¢ tkanki sercowej [41,145,146].

Z uwagi na relatywnie wysoka stabilno$§¢ w krazeniu obwodowym, odporno$¢ na
degradacj¢ enzymatyczng oraz mierzalno$¢ w osoczu i surowicy, ncRNA s3 obecnie
intensywnie ewaluowane jako potencjalne biomarkery o charakterze diagnostyczno-
prognostycznym w patologiach uktadu sercowo-naczyniowego [39,144,147].

Pomimo dynamicznego przyrostu doniesien o charakterze $cisle mechanistycznym (in
vitro oraz na modelach zwierzgcych), dowody kliniczne opisujace profile krazagcych miRNA
u pacjentow w okresie po ACS, w szczegdlnosci w kontekécie komorbidnosci T2DM,
zaawansowania  dysfunkcji  skurczowej lewej komory serca oraz interwencji
farmakologicznej z uzyciem empagliflozyny, pozostaja wysoce fragmentaryczne. Okres

bezposrednio nastepujacy po ostrym incydencie wiencowym definiuje krytyczne pod
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wzgledem patofizjologicznym ,,0kno biologiczne”. Czas ten charakteryzuje si¢ gwattowna
aktywacja odpowiedzi immunologicznej, nasileniem stresu oksydacyjnego, inicjacja
proceséw naprawczo-bliznowatych, witdknienia i angiogenezy, determinujacych ostateczng
geometrie lewej komory serca. Identyfikacja krazacych markerow molekularnych
odzwierciedlajacych dynamike tych procesow stwarza unikalng szanse¢ na optymalizacje
stratyfikacji ryzyka oraz poglebienie wiedzy na temat molekularnego podltoza pozawatowej
niewydolnosci serca.

Materiat biologiczny, zebrany podczas realizacji wieloosrodkowego badania
klinicznego EMMY trial, zapewnia optymalng platform¢ metodologiczng do eksploracji tych
zalezno$ci w homogenicznej, doktadnie fenotypowanej populacji pacjentéw po ACS.
W przedstawionym badaniu, sekwencyjna analiza probek osocza zabezpieczonych w dwoch
punktach czasowych pozwolita na weryfikacje, czy profile ekspresji wyselekcjonowanych
krazacych miRNA wykazuja dyferencjacj¢ w zaleznosci od statusu metabolicznego
(obecnos¢ T2DM) oraz czy koreluja ze stopniem uszkodzenia aparatu kurczliwego lewej
komory serca, odzwierciedlonym warto$ciag LVEF. Dodatkowo, ocena zmiennosci ekspresji
miRNA pomigdzy punktem wyjsciowym (baseline) a 26 tygodniem obserwacji umozliwia
deskrypcje krotko- i $rednioterminowej dynamiki tych czasteczek w kohorcie chorych
objetych terapia empagliflozyng, przy jednoczesnym zachowaniu ostroznosci
metodologicznej i nie formutowaniu apriorycznych wnioskéw o charakterze przyczynowo-
skutkowym w odniesieniu do bezposredniego mechanizmu dziatania leku.

Przedstawiona rozprawa doktorska, koncentruje si¢ zatem wokot weryfikacji hipotezy
badawcze] zakladajacej, iz specyficzne transkrypty krazacych miRNA posiadaja zdolnosé
dyskryminacji pacjentow po ACS w zaleznosci od wspodtistnienia T2DM oraz
zaawansowania dysfunkcji lewej komory serca. Co wigcej, ewaluacji poddano wartos¢
predykcyjna wielowymiarowych modeli prognostycznych, integrujacych sygnatury miRNA
z klasycznymi, ugruntowanymi w praktyce klinicznej parametrami laboratoryjnymi
1 funkcjonalnymi, takimi jak eGFR oraz NT-proBNP. Podej$cie to wpisuje si¢ w nowoczesne
standardy medycyny precyzyjnej (personalizowanej), w ktorej ocena profilu ryzyka chorego
ewoluuje z analizy pojedynczych zmiennych w kierunku holistycznej integracji danych

klinicznych, biofizycznych oraz wielkoskalowych danych molekularnych.
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7. Zalozenia i cel pracy

Gléwnym celem przedstawionej rozprawy doktorskiej byla ewaluacja potencjalu
biomarkerowego wyselekcjonowanych krazacych miRNA w konteks$cie determinacji statusu
metabolicznego (zdefiniowanego obecno$cia T2DM), zaawansowania remodelingu lewej
komory serca oraz ACS. Analizy te osadzono w paradygmacie patofizjologicznym szlaku
SGLT2 oraz w kontekscie klinicznym 26-tygodniowej interwencji terapeutycznej
z zastosowaniem empagliflozyny.

Projekt badawczy zrealizowano w formule translacyjnego badania biomarkerowego,
zintegrowanego z wieloosrodkowym badaniem klinicznym EMMY. Material biologiczny
stanowily probki osocza zabezpieczone od pacjentow po ACS w dwodch sekwencyjnych
punktach czasowych: w punkcie wyjsciowym (baseline) oraz po 26 tygodniach

standaryzowanej farmakoterapii empagliflozyng. Strategia analityczna obejmowala:

e ilosciowa oceng profilu ekspresji docelowych czasteczek miRNA z wykorzystaniem
metody qRT-PCR;

e komparatywng analiz¢ migdzygrupowa pacjentow w zalezno$ci od statusu
glikemicznego T2DM(+) vs T2DM(-);

e ocen¢ korelacji poziomow ekspresji miRNA z dysfunkcja skurczowa lewej komory
serca (definiowang kryterium odciecia LVEF <40%);

e matematyczno-statystyczng weryfikacj¢ wartosci predykcyjnej pojedynczych

transkryptow miRNA oraz wielosktadnikowych paneli wielomarkerowych.
W strukturze celow szczegdtowych szczegodlny rolg przypisano weryfikacji:

e zdolnosci dyskryminacyjnej miR-210-5p oraz miR-195-5p w odniesieniu do
wspotwystepowania T2DM u pacjentdw w okresie poincydentowym,;

e wilasciwosci miR-210-5p 1 miR-21-5p jako molekularnych indykatorow
odzwierciedlajacych czasowa dynamike kaskad patofizjologicznych w  26-
tygodniowej obserwacji pozawatowe;j;

e cfektywnosci diagnostycznej miR-1-5p w ujeciu monomarkerowym oraz w modelach

skojarzonych z klasycznymi parametrami;
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e laboratoryjno-funkcjonalnymi (eGFR i NT-proBNP) - w optymalizacji identyfikacji
chorych z istotnie obnizong frakcja wyrzutowa (LVEF <40%).

Zastosowana analiza bioinformatyczna nie stanowita autonomicznej osi badawczej,
lecz pelita funkcje integralnego narzedzia metodologicznego stuzacego biologicznej
racjonalizacji selekcji kandydackich miRNA oraz interpretacji ich domniemanego udziatu
w sieciach regulacyjnych kluczowych dla remodelingu miokardium (takich jak hipoksja,
apoptoza, procesy profibrotyczne, stres oksydacyjny, odczyn zapalny oraz neoangiogeneza).
Analogicznie, komponenty takie jak T2DM, sygnalizacja SGLT2 oraz farmakoterapia
empagliflozyng zostaty potraktowane jako integralny kontekst metaboliczno-terapeutyczny
dla matrycy ekspresyjnej miRNA u pacjentéw po ACS, nie stanowigc niezaleznych,

réwnorzednych przedmiotéw przedtozonej dysertacji.
7.1 Cele szczegotowe

1. Identyfikacja i selekcja bioinformatyczna kandydackich czasteczek miRNA
kluczowych dla patomechanizmoéw pozawatowej przebudowy strukturalnej
miokardium (obejmujacych hipoksje, apoptoze, procesy profibrotyczne, stres
oksydacyjny, odczyn zapalny, neoangiogeneze oraz bezposrednie uszkodzenie
kardiomiocytéw) na podstawie kryteriow biologicznych oraz wielkoskalowych
analiz wieloaspektowych baz danych (target prediction).

2. Tlosciowa ocena profilu ekspresji wyselekcjonowanych krazacych miRNA
w osoczu pacjentow po ACS w punkcie wyjsciowym (baseline) oraz po uptywie
26 tygodni standaryzowanej farmakoterapii z zastosowaniem inhibitora SGLT2
(empagliflozyny).

3. Komparatywna analiza miedzygrupowa sygnatury ekspresyjnej krazacych
miRNA u pacjentow w okresie poincydentowym, w zaleznos$ci od statusu
metabolicznego (zrdznicowanie podgrup: T2DM(+) versus T2DM(-)).

4. Ocena czasowej dynamiki zmian ekspresji docelowych miRNA pomi¢dzy ostra
faza ACS a 26. tygodniem obserwacji klinicznej, przeprowadzone zaréwno
w ujeciu caloSciowym calej kohorty badawczej, jak 1 w subanalizach

uwzgledniajacych obecnos¢ lub brak wspotwystepujacej cukrzycy typu 2.
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5. Analiza Kkorelacji poziomu ekspresji wybranych transkryptow miRNA, ze
szczeg6lnym uwzglednieniem miR-1-5p, ze stopniem zaawansowania dysfunkcji
skurczowej lewej komory serca, definiowanej parametrem echokardiograficznym
LVEF <40%.

6. Matematyczno-statystyczna ewaluacja wartosSci diagnostyczno-predykcyjnej
wyselekcjonowanych miRNA przy uzyciu krzywych ROC (ang. Receiver
Operating Characteristic) oraz wskaznika AUC (ang. Area Under the ROC
Curve), wraz z weryfikacja hipotezy, czy wielomarkerowy model prognostyczny
(integrujacy sygnatur¢ miR-1-5p z klasycznymi parametrami laboratoryjno-
funkcjonalnymi: eGFR 1 NT-proBNP) optymalizuje czuto$¢ 1 swoistosé
identyfikacji chorych z LVEF <40%.

7. Patofizjologiczna interpretacja zmian profilu ekspresyjnego miRNA
obserwowanych w interwale 26 tygodni, w kontekscie potencjalnych
mechanizmoéw  kardioprotekcyjnego  dzialania  empagliflozyny,  przy
jednoczesnym uwzglednieniu naturalnego przebiegu proceséw naprawczo-

bliznowatych w migéniu sercowym.

7.2 Schemat przebiegu badania

7.2.1 Schemat i struktura metodologiczna badania.

Material biologiczny (osocze krwi obwodowej) wykorzystany w przedstawionej
rozprawie doktorskiej pochodzit z bazy biobanku wieloosrodkowego badania klinicznego
EMMY (Empagliflozin in Acute Mpyocardial Infarction, identyfikator w rejestrze
ClinicalTrials.gov: NCTO03087773). Projekt EMMY zostal zaprojektowany jako
prospektywne, randomizowane (w uktadzie 1:1), kontrolowane placebo badanie z podwojnie
$lepej proba, inicjowane przez badaczy (investigator-initiated trial). Jego nadrzednym celem
byta ewaluacja wplywu selektywnego inhibitora SGLT2 empagliflozyny w dawce 10
mg/dobe na parametry przebudowy strukturalnej serca (ang. end-diastolic volume,
objetos¢ koncoworozkurczowa, EDV; ang. end-systolic volume, objeto$¢ koncowoskurczow,
ESV), wskazniki hemodynamiczne LVEF oraz profil neurohormonalny NT-proBNP

u pacjentow w okresie pozawalowym. Do podbadania biomarkerowego wlaczono
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chorych z potwierdzonym ostrym zawalem migénia sercowego (zgodnie z kryteriami
kwalifikacji opisanymi szczegétowo w rozdziale 3.4). Probki materialu biologicznego

analizowano w dwoch punktach czasowych:

I. wfazie ACS (punkt wyjSciowy - ang. baseline),

II.  po zakonczeniu 26-tygodniowego cyklu terapeutycznego.

Zrekrutowang kohorte poddano wielostopniowej stratyfikacji fenotypowej (Rycina 4).

Kohorta pacjetéw
po ACS
(n=106)

Pacjenci bez T2DM Pacjenci z T2DM
(n=78) (n=28)

LVEF <40% LVEF > 40% LVEF <40% LVEF > 40%

(n=16) (n=62) (n=6) (n=22)

Rycina 4. Schemat stratyfikacji fenotypowej kohorty pacjentow po ACS (n=106) wg
statusu metabolicznego (T2DM) oraz stopnia dysfunkcji skurczowej lewej komory serca
(LVEF).

Zastosowane skroty: ACS, ang. acute coronary syndrome, ostry zespot wiencowy; LVEF,
ang. left ventricular ejection fraction, frakcja wyrzutowa lewej komory serca; T2DM, ang.
type 2 diabetes mellitus, cukrzyca typu 2.

1. Pierwszy stopien dychotomizacji oparto na statusie metabolicznym, wyodrg¢bniajac
podgrupe pacjentéw bez zaburzen gospodarki weglowodanowej - T2DM(-) oraz
podgrupe ze wspdtistniejaca cukrzyca typu 2 - T2DM(+).

2. Drugi stopien stratyfikacji uwzglednial parametry czynno$ciowe aparatu

kurczliwego lewej komory serca. W obrebie obu komponentéw metabolicznych
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dokonano podziatu na podstawie echokardiograficznego kryterium odcigcia frakcji
wyrzutowej: pacjentow z LVEF <40% oraz pacjentow z LVEF >40%. Zastosowana
matryca podzialu umozliwila precyzyjna ocen¢ interakcji pomigdzy profilem
ekspresyjnym kragzacych miRNA a komorbidnoscia T2DM 1 stopniem

zaawansowania dysfunkcji pozawalowe;.

Izolowany z osocza profil ekspresji wyselekcjonowanych transkryptow miRNA
poddano walidacji ilosciowej metoda qRT-PCR. Rownolegle zaimplementowano procedury
bioinformatyczne ukierunkowane na predykcje gendéw docelowych (ang. target genes
prediction) dla analizowanych miRNA oraz analiz¢ ontologiczng pod katem wzbogacenia
szlakéw  sygnatowych (ang. pathway enrichment analysis) zaangazowanych
w etiopatogenez¢ T2DM, uszkodzenie miokardium oraz remodeling uktadu sercowo-
naczyniowego.

W koncowej fazie projektu przeprowadzono zintegrowana analiz¢ biostatystyczng
i kliniczng. Ewaluacji poddano wielowymiarowe korelacje zachodzace pomigdzy poziomami
ekspresji  poszczegdlnych miRNA, zmiennymi demograficzno-klinicznymi oraz
ugruntowanymi markerami laboratoryjnymi o statusie ciagglym, w tym szacowanym
wspotczynnikiem filtracji klebuszkowej (eGFR) oraz stezeniem NT-proBNP. Algorytm ten
pozwolil na identyfikacje sygnatur molekularnych S$cisle sprzezonych z kluczowymi
patomechanizmami determinujagcymi dynamike okresu pozawatowego, ze szczegdlnym
uwzglednieniem szlakéw hipoksji, apoptozy, procesoOw profibrotycznych, stresu

oksydacyjnego, kaskady zapalnej oraz neoangiogenezy.

7.3 Hipotezy badawcze

1. Istnieje specyficzna dla statusu metabolicznego sygnatura ekspresyjna krazacych
miRNA u pacjentow po ACS, co objawia si¢ istotnymi statystycznie roéznicami
w profilu tych czasteczek pomigdzy chorymi ze wspolistniejaca cukrzyca typu 2
[T2DM(+)], a chorymi bez zaburzen gospodarki weglowodanowej [T2DM(-)].

2. Zmienno$ci poziomow krazacych miR-210-5p oraz miR-195-5p u pacjentow

w okresie pozawalowym s3 determinowane przede wszystkim fenotypem
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metabolicznym (obecnoscig T2DM) i moga stanowi¢ molekularne odzwierciedlenie

zaburzen homeostazy glikemiczne;.

3. Dynamika zmian ekspresji wyselekcjonowanych miRNA (w szczegdlnosci miR-210-
5p 1 miR-21-5p) w interwale czasowym migdzy ostra fazag ACS a 26 tygodniem
obserwacji odzwierciedla przebieg procesow patofizjologicznych zwigzanych

z remodelingiem miokardium u pacjentdw objetych terapia empagliflozyna.

4. Poziom ekspresji kragzacego miR-1-5p w ostrej fazie ACS wykazuje korelacje ze
stopniem uszkodzenia aparatu kurczliwego serca i stanowi niezalezny molekularny
indykator cigzkoSci zawalu migénia sercowego, definiowanej kryterium

echokardiograficznym LVEF <40%.

5. Wielomarkerowy model prognostyczny, integrujacy poziom ekspresji miR-1-5p
z konwencjonalnymi  parametrami  kliniczno-laboratoryjnymi  (szacowanym
wspotczynnikiem filtracji kigbuszkowej - eGFR oraz stgzeniem N-koncowego
propeptydu natriuretycznego typu B - NT-proBNP), wykazuje istotnie wyzszg site
dyskryminacyjng (wyrazong wskaznikiem AUC) w identyfikacji pacjentow z istotng
dysfunkcjg skurczowa lewej komory serca (LVEF <40%) w poréwnaniu do modeli

opartych na pojedynczych parametrach izolowanych.

8. Materialy i metody
8.1. Projekt badania i charakter analizy

Przedstawiona praca miala charakter wtdérnego, translacyjnego badania
biomarkerowego, osadzonego w strukturze wieloosrodkowego badania klinicznego EMMY
(Empagliflozin in Acute Myocardial Infarction; ClinicalTrials.gov: NCT03087773). Badanie
macierzyste zaprojektowano jako prospektywng, randomizowana w uktadzie 1:1,
kontrolowana placebo probe kliniczng z podwdjnie $lepa proba, inicjowana przez badaczy
(ang. investigator-initiated trial), ktérej pierwszorzgdowym celem byla ocena wptywu

empagliflozyny w dawce 10 mg na dobe na parametry pozawalowej przebudowy
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strukturalnej i czynno$ciowej serca. W odrdznieniu od interwencyjnego charakteru badania
macierzystego, niniejsza analiza stanowita retrospektywna, molekularng oceng
prospektywnie zgromadzonego i zdeponowanego w biobanku materialu biologicznego
(osocze krwi obwodowej pobierane na EDTA), nie ingerujac w protokot randomizacji ani
w schemat farmakoterapii badania zrodtowego.

Pod wzgledem metodologicznym analiz¢ zaprojektowano jako badanie obserwacyjne
o charakterze eksploracyjnym (hypothesis-generating), realizowane w uktadzie podtuznym
(longitudinalnym) z dwoma sparowanymi punktami pomiarowymi: w ostrej fazie ACS (punkt
wyjsciowy, baseline) oraz po 26 tygodniach standaryzowanej farmakoterapii empagliflozyng.
Do koncowej analizy wiaczono 106 pacjentow po ACS, u ktérych dostepne byty kompletne,
sparowane probki osocza z obu punktéw czasowych (lacznie 212 prébek). Kohorte poddano
wielostopniowej stratyfikacji fenotypowej wedtug statusu metabolicznego (obecnos$¢ lub
brak T2DM) oraz stopnia dysfunkcji skurczowej lewej komory serca, definiowanego
echokardiograficznym kryterium odciecia LVEF <40% dla cigzszego przebiegu ACS.
Konstrukcja taka umozliwia rownolegle prowadzenie dwéch komplementarnych typow
porownan: przekrojowych analiz miedzygrupowych (T2DM(+) vs T2DM(—) oraz LVEF
<40% vs LVEF >40%) oraz wewnatrzosobniczej oceny czasowej dynamiki ekspresji miRNA
pomiegdzy punktem wyjsciowym a 26. tygodniem obserwacji.

Pod wzgledem strukturalnym analiza obejmowata dwie zintegrowane, lecz
hierarchicznie podporzadkowane warstwy metodologiczne. Warstwa bioinformatyczna (in
silico) pehnita role pomocnicza i poprzedzajaca, stuzac biologicznie uzasadnionej selekcji
kandydackich czasteczek miRNA na podstawie przegladu pismiennictwa, predykcji genow
docelowych (target prediction), analizy wzbogacenia szlakoéw sygnatowych (pathway
enrichment) oraz konstrukcji sieci interakcji miRNA—geny—procesy. Warstwa kliniczno-
laboratoryjna stanowila zasadniczy, walidacyjny komponent pracy i obejmowata iloSciowe
oznaczenie ekspresji wyselekcjonowanych miRNA metoda qRT-PCR oraz statystyczng
ocen¢ ich warto$ci diagnostyczno-predykcyjnej z wykorzystaniem krzywych ROC
i wskaznika AUC oraz wieloczynnikowej regresji logistycznej, z integracjag danych
molekularnych z konwencjonalnymi parametrami kliniczno-laboratoryjnymi (eGFR, NT-

proBNP).
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Charakter analizy determinowat zakres dopuszczalnych wnioskéw. Wszyscy pacjenci
wlaczeni do niniejszej analizy biomarkerowej otrzymywali empagliflozyng, a podbadanie nie
obejmowato bezposredniego pordwnania z ramieniem placebo badania macierzystego; z tego
wzgledu obserwowanych zmian ekspresji miRNA w czasie nie mozna interpretowaé
w kategoriach zwigzku przyczynowo-skutkowego z dziataniem leku, lecz jako wypadkowa
naturalnego przebiegu procesOw naprawczych w okresie pozawalowym oraz prowadzonej
farmakoterapii. Uzyskane zalezno$ci miaty charakter asocjacyjny i korelacyjny, a nie
etiologiczny. W polaczeniu z ograniczona liczebnoscig kohorty, wieloosrodkowym
pochodzeniem materialu w warstwie molekularnej oraz wtornym, eksploracyjnym
zatozeniem projektu, powyzsze uwarunkowania definiuja niniejsza prace jako badanie
generujace hipotezy, ktorych potwierdzenie wymaga walidacji w wigkszych, niezaleznych

1 wieloetnicznych kohortach oraz w dedykowanych analizach mechanistycznych.

8.2. Zgoda komisji bioetycznej, rejestracja badania i zasady prowadzenia

badania

Badanie EMMY uzyskato zgode wlasciwych organow regulacyjnych, w tym Komisji
Etycznej Uniwersytetu Medycznego w Graz, Austria (Ethikkommission Medizinische
Universitidt Graz, Auenbruggerplatz 2, A-8036 Graz). Numer zgody Komisji Etycznej: EK
29-179 ex 16/17 (EudraCT: 2016-004591-22). Badanie zostalo rowniez zarejestrowane
w bazie ClinicalTrials.gov pod numerem NCT03087773.

Tytut zatwierdzonego badania brzmiat: ,,Wpltyw empagliflozyny na funkcje serca
1 markery niewydolnos$ci serca u pacjentéw z ostrym zawatem mig¢$nia sercowego (EMMY -
Trial) - badanie fazy III”. Sponsorem badania byl Uniwersytet Medyczny w Graz, a badanie
byto zarzadzane i koordynowane przez Interdisciplinary Metabolic Medicine Trials Unit przy
Uniwersytecie Medycznym w Graz w Austrii.

Badanie prowadzono zgodnie z zasadami Deklaracji Helsinskiej z 1964 roku wraz
z poézniejszymi zmianami oraz zgodnie z wytycznymi International Conference on
Harmonization for Good Clinical Practice (ICH GCP E6). Wszyscy uczestnicy przed

wiaczeniem do badania wyrazili pisemng $wiadomg zgode na udzial.
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8.3. Populacja badania i liczebno$¢ analizowanych podgrup

N
Badanie kliniczne EMMY ‘
476 pacjentéw (kohorta zrédtowa)

_________________________ % — 197 pacjentow
brak dostepnych prébek osocza

Materiat i dane dostepne
279 pacjentéw (476 — 197)

—
.

________________________ >| — 173 probki small/total RNA
165 (QC) + 8 niesparowanych
Kohorta koricowa podbadania
106 pacjentéw - 212 prébek

Stratyfikacja tej samej kohorty (n = 106)

g T2DM bez T2DM ‘ ‘ 2 T2DM 1
78 (74%) 28 (26%)

wa cigzkodci ACS LVEF > 40% J ‘ LVEF < 40% J
84 (79%) 22 (21%)

212 prébek = 106 pacjentéw x 2 punkty czasowe (baseline + 26 tyg.)

Rycina 5. Schemat rekrutacji kohorty do podbadania biomarkerowego (badanie
EMMY).

Zastosowane skroty: ACS, ang. acute coronary syndrome, ostry zesp6t wiencowy; EMMY,
ang. Empagliflozin in Acute Myocardial Infarction trial; LVEF, ang. left ventricular ejection
fraction, frakcja wyrzutowa lewej komory; QC, ang. quality control, kontrola jako$ci; small
RNA, ang. small RNA, mate RNA; T2DM, ang. type 2 diabetes mellitus, cukrzyca typu 2;
total RNA, ang. total RNA, catkowite RNA.

Do badania EMMY wiaczono tacznie 476 pacjentow. Zaprezentowana analiza
biomarkerowa objeta pacjentow, u ktorych dostgpne byly probki osocza spehniajace kryteria
jako$ciowe oraz kompletne dane umozliwiajace analize w dwoch punktach czasowych. Od
197 pacjentow probek osocza z badania EMMY nie byto dostepnych do analiz
molekularnych. Dodatkowo 173 probki small/total RNA nie spetnity kryteriow kontroli
jakosci. Po uwzglednieniu dostepnosci materiatu biologicznego, kontroli jakosci RNA oraz
kompletnos$ci danych podtuznych, do obecnej analizy wlaczono 106 pacjentéw z probkami
pobranymi w punkcie wyjsciowym i po 26 tygodniach leczenia. Lacznie przeanalizowano

212 prébek osocza w uktadzie podtuznym.
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W analizowanej kohorcie T2DM rozpoznano u 28 pacjentow (27%), natomiast 78
pacjentow (73%) nie miato T2DM. Wyjsciowg dysfunkcj¢ lewej komory serca, definiowana
jako LVEF <40%, stwierdzono u 22 pacjentow (21%), natomiast LVEF >40% u 84

pacjentow (79%).
Etap / Podgrupa Liczebnos$¢ Opis
Cata kohorta badania 476 pacjentéw Pacjenci wlaczeni do
EMMY badania zrodlowego
EMMY
Brak dostepnych probek 197 pacjentow Materiat biologiczny
0socza niedostepny do analiz
molekularnych
Probki small/total RNA 173 probki Material wykluczony po
niespetniajace QC kontroli jakosci RNA
Kohorta koncowa Populacja badania: Pacjenci z kompletnymi
podbadania 106 pacjentow probkami baseline i po 26
tygodniach leczenia
empagliflozyna oraz
danymi klinicznymi
ACS bez T2DM 78 pacjentow 73% kohorty koncowe;j
ACS z T2DM 28 pacjentow 27% kohorty koncowe;j
LVEF >40% 84 pacjentéw 79% kohorty koncowe;j
LVEF <40% 22 pacjentow 21% kohorty koncowe;j

Tabela 1. Liczebno$¢ kohorty zrodlowej oraz liczebno$¢ analizowanych podgrup.

Zastosowane skroty: ACS, ang. acute coronary syndrome, ostry zesp6t wiencowy; EMMY,
ang. Empagliflozin in Acute Myocardial Infarction trial; LVEF, ang. left ventricular ejection
fraction, frakcja wyrzutowa lewej komory; QC, ang. quality control, kontrola jako$ci; small
RNA, ang. small RNA, mate RNA; T2DM, ang. type 2 diabetes mellitus, cukrzyca typu 2;
total RNA, ang. total RNA, catkowite RNA.
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8.4. Kryteria wlaczenia i wylaczenia

Szczegdtowe kryteria wlaczenia 1 wylaczenia dla badania EMMY zostaly opisane
w publikacji dotyczacej badania zrodlowego. W przedstawionej rozprawie uwzgledniono

kryteria istotne dla interpretacji podbadania biomarkerowego.
Do badania kwalifikowano pacjentow spelniajacych nastepujace kryteria wlaczenia:

- wiek 18-80 lat;

- pisemna $§wiadoma zgoda na udziat w badaniu,

- hospitalizacja z powodu potwierdzonego ostrego zawatu migénia sercowego;

- cechy istotnej martwicy mig$nia sercowego, w tym aktywnos¢ kinazy kreatynowej >800
U/L oraz stezenie troponiny sercowej T lub I ponad dziesigciokrotnie wyzsze od gornej
granicy normy;

- co najmniej jedno kliniczne kryterium niedokrwienia migénia sercowego, takie jak
objawy sugerujace niedokrwienie, nowe zmiany niedokrwienne w EKG lub obrazowe

cechy nowych regionalnych zaburzen kurczliwosci;
- zachowana funkcja nerek, definiowana jako eGFR >45 mL/min/1,73 m?;

- stabilno$¢ hemodynamiczna przed rozpoczgciem leczenia, definiowana jako cisnienie -

skurczowe >110 mmHg i rozkurczowe >70 mmHg;

- rozpoczgcie procedur badania w ciggu 72 godzin od incydentu wiencowego oraz po

wykonaniu koronarografii;

- stosowanie skutecznej antykoncepcji przez kobiety w wieku rozrodczym.

Z badania wykluczano pacjentow spelniajacych nast¢pujace kryteria:

- cukrzyca innego typu niz cukrzyca typu 2;

- wywiad kwasicy ketonowe;j;

- istotna kwasica metaboliczna;

-definiowana jako pH krwi <7,32;

- cigzki epizod hipoglikemii w ciggu poprzednich sze$ciu miesigcy, u pacjentéw
leczonych insuling lub pochodnymi sulfonylomocznika;

- nadwrazliwos$¢ na leczenie zwigzane ze szlakiem SGLT2;
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- niestabilno$¢ hemodynamiczna wymagajaca dozylnego podawania katecholamin, lekéw

uwrazliwiajagcych na wapn lub inhibitorow fosfodiesterazy;

- aktywne zakazenia, zwlaszcza objawowe zakazenia drég moczowych lub narzadéw
ptciowych;

- aktualne leczenie lub leczenie w ciggu czterech tygodni przed wiaczeniem terapiami

ukierunkowanymi na szlaki zwigzane z SGLT2;

- brak odpowiedniego zabezpieczenia antykoncepcyjnego u kobiet w wieku rozrodczym.

8.5. Ocena kliniczna, laboratoryjna i echokardiograficzna

U wszystkich pacjentow przeprowadzono oceng kliniczng w momencie przyjgcia do
szpitala. Obejmowala ona wywiad medyczny, badanie przedmiotowe, elektrokardiografie,
oznaczenia laboratoryjne oraz badania obrazowe. Dokumentowano czynniki ryzyka sercowo-
naczyniowego, w tym nadcis$nienie tetnicze, dyslipidemi¢, T2DM, palenie tytoniu oraz
choroby wspotistniejace. W badaniach laboratoryjnych oznaczano m.in. wysokoczutg
troponing sercowa, NT-proBNP, kreatyning, eGFR, HbAlc, profil lipidowy oraz
standardowe parametry biochemiczne. Funkcj¢ nerek oceniano na podstawie szacunkowego
wspotczynnika filtracji klebuszkowej (eGFR).

Wykorzystujac przezklatkowe badanie echokardiograficzne (wykonywane w trakcie
hospitalizacji) oceniano LVEF, zgodnie ze standaryzowanymi protokolami
echokardiograficznymi. Na potrzeby analizy biomarkerowej pacjentow stratyfikowano
wedhug warto$ci LVEF, przyjmujac LVEF <40% jako prog klinicznie istotnej dysfunkcji

skurczowej lewej komory serca i cigzszego przebiegu ACS.
8.6. Punkty czasowe pobrania krwi i przygotowanie osocza

Probki krwi zylnej obwodowej pobierano w dwoch punktach czasowych: w punkcie
wyjsciowym, odpowiadajagcym ostrej fazie ACS, oraz po 26 tygodniach leczenia
empagliflozyng. Taki schemat umozliwit oceng zmian ekspresji miRNA w czasie oraz analize
ich zwigzku ze statusem metabolicznym i funkcja lewej komory serca.

Do analizy RNA 1 biatek wykorzystywano osocze uzyskane z krwi pobranej do

probowek zawierajacych EDTA. Po pobraniu krew poddawano standaryzowanej obrobce
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w celu uzyskania osocza. Nastgpnie osocze dzielono na porcje i przechowywano
w temperaturze -80°C do czasu przeprowadzenia eksperymentéw w Warszawskim
Uniwersytecie Medycznym. W trakcie procedur laboratoryjnych nie wykonywano cykli
zamrazania 1 rozmrazania, co ograniczalo ryzyko degradacji RNA 1 zmiennosci
przedanalityczne;.

Na etapie przygotowania materialu szczegdlng uwage zwracano na ograniczenie
czynnikdw przedanalitycznych, w tym czasu od pobrania do przetworzenia probki,
warunkéw przechowywania oraz ryzyka hemolizy, poniewaz obecno$¢ elementow

komoérkowych 1 hemoliza mogg istotnie wptywaé na oznaczane poziomy krazacych miRNA.
8.7. Izolacja RNA i kontrola jakosci probek

Catkowite RNA, obejmujace frakcje small RNA, izolowano z 400 pL osocza przy
uzyciu zautomatyzowanego systemu Maxwell® RSC 48 z zastosowaniem zestawu Maxwell
Serum/Plasma miRNA Isolation Kit (Promega; nr katalogowy AS1680), zgodnie z instrukcja
producenta.

Stezenie RNA oznaczano z wykorzystaniem spektrofotometru NanoDrop ND-1000
(NanoDrop Technologies, USA) oraz testu Qubit RNA High Sensitivity (Invitrogen).
Integralnos¢ i ogolng jakos¢ RNA oceniano przy uzyciu systemu Agilent 2100 Bioanalyzer
z odpowiednim zestawem RNA Pico Kit oraz metod fluorymetrycznych.

Kontrola jako$ci obejmowata ocen¢ jakosci izolatu RNA, stezenia RNA, profilu
elektroforetycznego, obecnosci produktéw degradacji, stabilno$ci sygnalu w analizie qRT-
PCR oraz wartosci Ct. Probki niespetniajace kryteriow jako$ciowych na etapie izolacji RNA
lub amplifikacji qRT-PCR wykluczono z dalszej analizy. Po analizie qRT-PCR wykluczano
probki o nieprawidlowych wartosciach Ct, wskazujacych na niewystarczajaca amplifikacje
lub niewiarygodny sygnat.

8.8. Oznaczanie ekspresji miRNA metoda qRT-PCR

Poziomy ekspresji wybranych krazacych miRNA oznaczano metoda qRT-PCR.
Wykorzystano zestawy TagMan™ miRNA Assay (Applied Biosystems; nr katalogowy
A25576), skierowane przeciwko wybranym dojrzalym czasteczkom miRNA. Reakcje
prowadzono przy uzyciu systemu CFX384 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA).
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Procedury odwrotnej transkrypcji i amplifikacji wykonywano zgodnie z protokotem
producenta zestawdéw TagMan™ miRNA Assay (Tabela 2). Wszystkie reakcje wykonywano
w trzech powtdrzeniach technicznych, a do dalszych analiz wykorzystywano $rednie wartosci

Ct po kontroli poprawnos$ci amplifikacji i powtarzalno$ci replikantow.

Analizowane miRNA Assay ID
hsa-miR-210-5p 478765 mir
hsa-miR-126-5p 477888 mir
hsa-miR-195-5p 477957 mir
hsa-miR-155-5p 477927 mir

hsa-miR-1-5p 478726 _mir
hsa-miR-133a-5p 478706 _mir
hsa-miR-21-5p 477975 mir

Tabela 2. Zestawy TagqMan™ miRNA Assay wykorzystane w analizie QRT-PCR.

Zastosowane skroty: assay ID, ang. assay identifier, identyfikator oznaczenia; hsa, ang.
Homo sapiens, cztowiek; miRNA, ang. microRNA, mikroRNA; qRT-PCR, ang. quantitative
reverse transcription polymerase chain reaction, ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy
z odwrotng transkrypcja.

8.9. Normalizacja ekspresji miRNA

Do normalizacji wynikow zastosowano syntetyczne miRNA cel-miR-39, dodawane
do kazdej probki jako kontrola typu spike-in na etapie izolacji RNA. Cel-miR-39 petnito
funkcje zewnetrznego normalizatora, umozliwiajacego kontrole zmienno$ci wynikajacej
z izolacji RNA, odwrotnej transkrypcji oraz amplifikacji.

Dodatkowo jedna losowo wybrang probke osocza wykorzystano jako kalibrator we
wszystkich seriach qPCR, co umozliwilo poréwnywalnos¢ wynikow miedzy plytkami
1 seriami pomiarowymi.

Wzgledny poziom ekspresji miRNA obliczano metodg 2"—AACt. W pierwszym

etapie wyznaczano ACt jako réznic¢ migdzy warto$cia Ct badanego miRNA a wartoscig Ct
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kontroli zewnetrznej cel-miR-39. Nastegpnie obliczano AACt wzgledem probki kalibracyjne;.

Otrzymane wartosci 2*—AACt poddawano transformacji log10 przed analizg statystyczna.
8.10. Wybor miRNA i analiza bioinformatyczna

Wybor konkretnych czasteczek miRNA przeznaczonych do oznaczen w materiale
klinicznym pochodzacym od pacjentow po ACS bioracych udziat w badaniu EMMY oparto
na trdojetapowej procedurze przygotowawczej, ktora przeprowadzono w ramach tej

rozprawy doktorskiej przed rozpoczeciem oznaczen laboratoryjnych.
Procedura obejmowata kolejno:

I.  przeglad piSmiennictwa, ktorego celem byto zidentyfikowanie krazacych
miRNA powigzanych z patofizjologia ACS, T2DM oraz pozawatowa
przebudowa lewej komory serca wraz z ich genami docelowymi (szczegdtowe
zestawienie w Tabeli 8 Aneks ; Rycina 6-7);

II.  analize bioinformatyczng i in silico oparta na wynikach przegladu oraz na
ogo6lnodostepnych bazach danych (m.in. miRTarBase, DIANA-microT,
DisGeNET, Gene Ontology), pozwalajaca na predykcje genow docelowych
analizowanych miRNA i zmapowanie szlakoéw sygnatowych osi SGLT2-
ncRNA oparta na wynikach przegladu oraz na ogdlnodostgpnych bazach
danych (predykcja gendéw docelowych za pomocg pakietu multiMiR
integrujagcego m.in. TargetScan, miRanda, DIANA-microT i miRTarBase;
listy genow z baz DisGeNET, Gene Ontology oraz T2D database) (Tabela 4,
Rycina 8);

III.  selekcje ostatecznego panelu miRNA do walidacji ilo§ciowej metoda qRT-

PCR w probkach osocza badanej kohorty.

W pierwszym etapie przeprowadzono systematyczny przeglad baz danych PubMed,
Scopus oraz Embase w celu mapowania znanych interakcji pomig¢dzy biatkiem SGLT2 (oraz
jego farmakologiczng inhibicjg) a ncRNA (w tym miRNA 1 circRNA) w kontek$cie chordb
kardiometabolicznych (Tabela 8 Aneks).
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8.10.1 Metodyka analizy sieciowej i predykcji in silico

Listy genow pozyskano z trzech zrodet: DisGeNET (zawat mig$nia sercowego, ICM,
DM), Gene Ontology (m.in. stres oksydacyjny, hipoksja, autofagia, stan zapalny, koagulacja,
angiogeneza, witoknienie, apoptoza) oraz bazy 72D database (miazdzyca, nefropatia,
choroby sercowo-naczyniowe). Predykcje genéw docelowych przeprowadzono pakietem
multiMiR (R), wyszukujac 20% najwyzej ocenianych predykcji w 14 bazach i integrujac
algorytmy predykcyjne (TargetScan, miRanda, PicTar, DIANA-microT, PITA) z bazami
zwalidowanymi eksperymentalnie (miRTarBase, TarBase, miRecords). Liczbe¢ genow
docelowych agregowano 1 klasteryzowano autorskim pakietem wizbionet (funkcje
col agrecounter 1 clusterizer oneR), stosujagc algorytm OneR oparty na naturalnych
przedziatach Jenksa (podziat na 4 klastry; przy zbyt matych klastrach - k-means), a jako
najistotniejsze przyjeto miRNA/geny z pierwszego klastra. Sie¢ interakcji zbudowano
w Srodowisku R i1 zwizualizowano w programie Cytoscape. Wyniki tej analizy przedstawiono

w rozdziale Wyniki (Tabela 4).

8.11 Wybor miRNA do walidacji w probkach pobranych od pacjentow

Zintegrowane wyniki przegladu pismiennictwa (Tabela 8 Aneks) oraz analizy
bioinformatycznej i in silico (Tabela 4, Ryciny 6-8) pozwolity na wytypowanie ostatecznego
panelu czasteczek miRNA przeznaczonych do oznaczen ilosciowych w materiale klinicznym
pochodzacym od pacjentéw po ACS.

Kandydatow wybierano przy zastosowaniu nastepujacych, jednoczesnie spetnianych
kryteriow:

(a) udokumentowane w piSmiennictwie powigzanie z patofizjologia ACS, T2DM
oraz pozawatowego remodelingu lewej komory serca;

(b) wysoka laczno$¢ w analizie sieci interakcji miRNA-mRNA z procesami
biologicznymi kluczowymi dla mechanizmow uszkodzenia miokardium (hipoksja, apoptoza,
wtoknienie, stres oksydacyjny, zapalenie, angiogeneza);

(¢) potwierdzona stabilno$¢ oraz wykrywalno§¢ w materiale osoczowym,
umozliwiajaca rzetelng kwantyfikacj¢ metodag qRT-PCR.

Na podstawie powyzszych kryteriow do walidacji ilo§ciowej w probkach osocza

pacjentow z kohorty EMMY zakwalifikowano osiem czasteczek miRNA: miR-1-5p, miR-
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21-5p, miR-34a-5p, miR-126-5p, miR-133a, miR-155-5p, miR-195-5p oraz miR-210-5p.
Oznaczenia ekspresji wybranych czasteczek wykonano metoda qRT-PCR w dwoéch
zdefiniowanych punktach czasowych - wyjsciowo (w ostrej fazie ACS) oraz po 26

tygodniach leczenia empagliflozyna.

8.12. Analiza statystyczna

8.12.1. Opis danych i porownania mi¢dzy grupami

Rozktad zmiennych ciggltych oceniano za pomocg testow normalno$ci oraz oceny
graficznej. Zmienne ciaggte przedstawiano jako $rednig z odchyleniem standardowym albo
jako mediang z zakresem migdzykwartylowym, w zalezno$ci od rozktadu danych. Zmienne
kategoryczne przedstawiano jako liczebnosci 1 odsetki.

Poréwnania pomi¢dzy dwiema niezaleznymi grupami, w szczegdlnosci pacjentami
z T2DM i bez T2DM oraz pacjentami z LVEF <40% i LVEF >40%, wykonywano za pomocg
testu U Manna-Whitneya dla zmiennych ciagltych o rozkladzie nieparametrycznym. Dla
zmiennych kategorycznych stosowano test chi-kwadrat, a w przypadku matych liczebnosci
doktadny test Fishera. Wszystkie testy miaty charakter dwustronny, a za poziom istotno$ci

statystycznej przyjmowano p < 0,05.

8.12.2. Analiza zmian ekspresji miRNA w czasie

Zmiany ekspresji miRNA mig¢dzy punktem wyjsciowym a 26 tygodniem leczenia
empagliflozyng analizowano jako dane zalezne. W przypadku zmiennych o rozkladzie
nieparametrycznym stosowano test Wilcoxona dla par zaleznych. Analizy prowadzono
w catej kohorcie oraz w podgrupach wyodrebnionych wedtug obecnosci T2DM.

Wyniki analiz podluznych interpretowano jako zmiany ekspresji miRNA
obserwowane w trakcie 26 tygodni leczenia empagliflozyng w analizowanej kohorcie. Ze
wzgledu na charakter obecnej analizy nie formulowano wnioskdw opartych na bezposrednim

poréwnaniu empagliflozyny z placebo.
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8.12.3. Korekta wielokrotnych poréownan

Analiza dotyczyla wcze$niej wytypowanego, biologicznie uzasadnionego panelu
kandydackich miRNA i miala charakter eksploracyjny. Gtowne wyniki raportowano na
podstawie nominalnych wartos$ci p, interpretowanych tacznie z wielkoscig efektu, kierunkiem

zalezno$ci, spdjnoscia biologiczng oraz wynikami analiz ROC 1 modeli regresji.

8.12.4. Analiza ROC/AUC

Warto$¢ diagnostyczng i roznicujaca wybranych miRNA oraz parametréw kliniczno-
laboratoryjnych oceniano za pomocg analizy krzywych ROC. Pole pod krzywa ROC (AUC)
wykorzystano jako miar¢ zdolnos$ci dyskryminacyjnej. Analizy ROC przeprowadzono
osobno dla identyfikacji pacjentow z T2DM lub HbAlc >6,5% oraz dla identyfikacji
pacjentéw z cigzszym przebiegiem ACS definiowanym jako LVEF <40% (Tabela 3).

Dla wybranych markeré6w wyznaczono optymalne warto$ci odcigcia wraz z czulo$cia
1 swoisto$cig. Optymalny punkt odcigcia wyznaczano na podstawie indeksu Youdena,
maksymalizujacego taczng warto$¢ czutosci i swoisto$ci. Wyniki analiz ROC przedstawiano

jako AUC wraz z 95% przedzialami ufnosci oraz wartoscia p.

8.12.5. Modele regresji i zmienne uwzglednione w modelach

W celu oceny niezaleznych zalezno$ci pomig¢dzy markerami molekularnymi
i klinicznymi a ciezkosciag ACS zastosowano wieloczynnikowa regresje logistyczna.
Zmienng zalezng w gtéwnym modelu byta obecno$¢ LVEF <40% w punkcie wyj$ciowym.
Wyniki przedstawiano jako ilorazy szans (OR) wraz z 95% przedzialami ufnosci
1 warto$ciami p.

W gtownym modelu uwzgledniono potaczony panel obejmujacy wysoka ekspresje
miR-1-5p, niskie eGFR i wysokie NT-proBNP oraz zmienne kliniczne potencjalnie zwigzane
z ciezkoscig zawahu: wiek, pte¢ meska, stosowanie diuretykéw petlowych oraz obecnosé¢
T2DM. Doboér zmiennych oparto na przestankach klinicznych, wynikach analiz
jednoczynnikowych oraz konieczno$ci ograniczenia liczby predyktorow wzgledem liczby
zdarzen w analizowanej kohorcie.

Kalibracje¢ 1 dopasowanie modelu oceniano testem Hosmera-Lemeshowa. Biorac pod

uwage obserwowang wielkos$¢ efektu (OR = 8) oraz czestos$¢ zdarzen (~21%), analiza miata
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wystarczajacg moc do wykrycia zwigzku panelu z cigzko$cia ACS; ograniczona liczba

zdarzen cig¢zkich mogta jednak wptywac na stabilno$¢ i mozliwo$¢ uogolnienia modelu.

Analiza / model Zmienna zalezna | Glowne Zmienne
predyktory / dodatkowe
markery

ROC dla T2DM Obecno$¢ T2DM /| miR-210-5p, miR- [ AUC, 95% (I,

HbA1lc >6,5% 195-5p, punkt odciecia,
hsTroponina czulosé, swoistosé

ROC dla LVEF LVEF <40% miR-1-5p, eGFR, | AUC, 95% CI,

<40% NT-proBNP, punkt odciecia,
hsTroponina czulosé, swoistosé

Panel LVEF <40% miR-1-5p + eGFR | Por6wnanie AUC

wielomarkerowy + NT-proBNP panelu z AUC

pojedynczych
markerow

Regresja logistyczna | LVEF <40% w Panel: wysokie Wiek, pte¢ meska,

punkcie miR-1-5p + niskie | diuretyki pgtlowe,
wyjsciowym eGFR + wysokie
NT-proBNP

Tabela 3. Zmienne uwzglednione w analizach ROC i modelach regresji.

Zastosowane skroty: 95% CI, ang. 95% confidence interval, 95-procentowy przedziat
utnosci; AUC, ang. area under the curve, pole pod krzywa; eGFR, ang. estimated glomerular
filtration rate, szacunkowy wspotczynnik filtracji kigbuszkowej; HbAle, ang. glycated
hemoglobin A1c, hemoglobina glikowana Alc; LVEF, ang. left ventricular ejection fraction,
frakcja wyrzutowa lewej komory; NT-proBNP, ang. N-terminal pro-B-type natriuretic
peptide, N-koncowy fragment propeptydu natriuretycznego typu B; ROC, ang. receiver
operating characteristic, charakterystyka operacyjna odbiornika; T2DM, ang. type 2 diabetes
mellitus, cukrzyca typu 2.
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8.13. Okreslenie wielkosci proby

Ze wzgledu na wtorny charakter podbadania biomarkerowego nie przeprowadzano
odrebnej prospektywnej kalkulacji liczebnosci proby dla analiz miRNA. Wielko$¢ proby
wynikata z liczebnosci kohorty badania EMMY, dostepnosci materiatu biologicznego,
kompletnos$ci par probek baseline i 26 tygodni oraz spelnienia kryteridow kontroli jakosci
RNA i1 qRT-PCR. Ostatecznie do analizy wiaczono 106 pacjentéw, co nalezy uwzglednié

przy interpretacji wynikow, szczeg6lnie w analizach podgrupowych i wieloczynnikowych.

8.14. Uwagi metodologiczne do interpretacji wynikow.

Przedtozone analizy posiadaja charakter translacyjny oraz eksploracyjny (hypothesis-
generating). Umozliwiaja one identyfikacje i ocen¢ korelacji zachodzacych pomigdzy
profilami ekspresji wyselekcjonowanych krazacych miRNA, statusem metabolicznym
chorych a stopniem zaawansowania ACS, niemniej jednak ze wzgledu na model badawczy
nie stanowig podstawy do definitywnego wnioskowania o charakterze przyczynowo-
skutkowym. Zmienno$¢ ekspresji miRNA w interwale miedzy punktem wyjSciowym
(baseline) a 26. tygodniem obserwacji nalezy interpretowaé wylacznie jako zmiany
fenotypowe rejestrowane w trakcie standaryzowanej terapii empagliflozyng w obrebie

poddanej analizie kohorty.

Wplyw na ostateczng interpretacje¢ uzyskanych wynikéw maja inherentne

ograniczenia metodologiczne tego badania, do ktérych naleza przede wszystkim:

e wtorny charakter analizy (badanie typu post-hoc w ramach istniejacego protokotu
klinicznego),

e relatywnie ograniczona liczebno$¢ préoby badawczej, co implikuje koniecznos¢
zachowania ostrozno$ci w odniesieniu do mocy statystycznej niektorych subanaliz
mie¢dzygrupowych,

e atrycja materialu biologicznego (utrata czesci probek) na etapach weryfikacji
dostgpnosci biobanku oraz rygorystycznej, laboratoryjnej kontroli jakosci RNA,

e brak zewnetrznej, niezaleznej kohorty walidacyjnej, co jest ztotym standardem

w badaniach nad nowymi biomarkerami molekularnymi.
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9. Wyniki

9.1. Wyniki analizy in silico i selekcja panelu miRNA do walidacji klinicznej

9.1.1. O$ SGLT2-ncRNA: identyfikacja potencjalnych miRNA i powiazanych

genow.

W pierwszym etapie przeprowadzono przeglad piSmiennictwa dotyczacy roli ncRNA,
ze szczegdlnym uwzglednieniem miRNA oraz circRNA, w mechanizmach powigzanych
z aktywnos$cig SGLT2 oraz patofizjologia choréb kardiometabolicznych. Celem przegladu
byto zestawienie aktualnych dowoddéw na powiazanie poszczegdlnych miRNA z procesami
patofizjologicznymi szczegolnie istotnymi w przebiegu ACS i1 remodelingu lewej komory
serca (hipoksja, apoptoza, wloknienie, stres oksydacyjny, zapalenie, angiogeneza) oraz
wytypowanie potencjalnych czasteczek miRNA do dalszej weryfikacji bioinformatycznej.
Szczegoty przeprowadzonego przegladu literatury, obejmujace zarowno badania in vitro,
modele zwierzgce, jak 1 kohorty kliniczne, zestawiono w Aneksie w Tabeli 8 Aneks.

Wyniki przegladu literatury wskazuja, ze biologiczne efekty modulacji SGLT2
wykraczaja poza sama kontrole glikemii i sa SciSle powiazane z regulacja epigenetyczna
posredniczona przez ncRNA. Zidentyfikowano ztozong sie¢ regulacyjna taczaca aktywnos¢
SGLT2 z r6znymi klasami ncRNA. Czasteczki miRNA, IncRNA oraz circRNA dziataja jako
centralne modulatory ekspresji gendéw w licznych szlakach biologicznych istotnych dla
chorob metabolicznych oraz uktadu sercowo-naczyniowego. Synteza zebranych danych
wskazuje rdwniez na rolg circRNA jako regulatoréw nadrzednych, mogacych dziataé jak
swoiste ,,gabki” molekularne dla miRNA, modulujacych ich biodostepnosé
wewnatrzkomorkowa.

Interakcja miedzy sygnalizacja SGLT2 a ncRNA, wytaniajaca si¢ z syntezy
pismiennictwa, koncentruje si¢ wokot proceséw kluczowych dla patofizjologii sercowo-
naczyniowej: zapalenia, stresu oksydacyjnego, wldknienia, apoptozy, angiogenezy oraz
starzenia komoérkowego. W kontek$cie sercowo-naczyniowym wyodrgbniono liczne
czasteczki miRNA zaangazowane w uszkodzenie migénia sercowego, przebudowe serca

1 progresje niewydolnosci serca (Rycina 6-8).
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Rycina 6. Niekodujace RNA jako mediatory plejotropowych efektow inhibitorow
SGLT?2 - synteza danych z przegladu literatury na podstawie [1].

Zastosowane skroty: ATP, ang. adenosine triphosphate, adenozynotrifosforan/trifosforan
adenozyny; circRNA, ang. circular RNA, koliste RNA; GSK-3B, ang. glycogen synthase
kinase-3f, kinaza syntazy glikogenu 3f3; HK-2 cell, komorka HK-2 (ludzka linia komorek
cewki proksymalnej nerki); NSCLC, ang. non-small cell lung cancer, niedrobnokomoérkowy
rak ptluca; mimik, mimetyk/syntetyczna czasteczka nasladujaca; miRNA, miR, ang.
microRNA, mikroRNA; ROS, ang. reactive oxygen species, reaktywne formy tlenu.
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Rycina 7. Mechanizm dzialania miRNA i circRNA w powiazaniu z SGLT2 (na

podstawie

Zastosowane skroty: a) NSCLC, ang. non-small cell lung cancer, niedrobnokomoérkowy rak
ptuca; mimic, mimetyk/syntetyczna czasteczka nasladujaca, STAT3, ang. signal transducer
and activator of transcription 3, przekaznik sygnatu i aktywator transkrypcji 3; b) EMPA,
ang. empagliflozin, empagliflozyna; HK-2 cell, komérka HK-2 (ludzka linia komorek cewki
proksymalnej nerki); IL-1P, ang.

[1]-

interleukin-1 beta,
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interleukin-6, interleukina 6; MCP-1, ang. monocyte chemoattractant protein-1, biatko
chemotaktyczne monocytéw 1; MMP, ang. matrix metalloproteinase, metaloproteinaza
macierzy zewnatrzkomorkowej; NF-kB, ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells, czynnik jadrowy wzmacniajacy tancuch lekki k aktywowanych limfocytow
B; p38 MAPK, ang. p38 mitogen-activated protein kinase, kinaza biatkowa p38 aktywowana
mitogenami; RECK, ang. reversion-inducing cysteine-rich protein, bogate w cysteing biatko
indukujace rewersje; TNF, ang. tumor necrosis factor, czynnik martwicy nowotworow;
TRAF3IP2, ang. TRAF3 interacting protein 2, biatko 2 oddzialujace z TRAF3 ¢) DAPA,
ang. dapagliflozin, dapagliflozyna; d) GSK-3B, ang. glycogen synthase kinase-3f, kinaza
syntazy glikogenu 3f; Rapl1, ang. Ras-related protein 1, biatko 1 zwigzane z Ras; ROS, ang.
reactive oxygen species, reaktywne formy tlenu; e) KLF9, ang. Kriippel-like factor 9, czynnik
podobny do Kriippela 9; LC3-11, ang. microtubule-associated protein 1 light chain 3-II,
forma II lekkiego tancucha 3 biatka 1 zwigzanego z mikrotubulami; f) mimic,
mimetyk/syntetyczna czasteczka nasladujaca, TGF-B, ang. transforming growth factor beta,
transformujacy czynnik wzrostu beta; g) NF-YA/cGMP, ang. nuclear transcription factor Y
subunit alpha/cyclic guanosine monophosphate, podjednostka alfa jadrowego czynnika
transkrypcyjnego Y/cykliczny monofosforan guanozyny; ATP, ang. adenosine triphosphate,
adenozynotrifosforan/trifosforan adenozyny; circRNA, ang. circular RNA, koliste RNA;
Iscu, ang. iron-sulfur cluster assembly enzyme, enzym sktadania klastrow zelazowo-
siarkowych; miRNA, miR, ang. microRNA, mikroRNA; Ndufa4, ang. cytochrome c oxidase
subunit NDUFA4 / dawniej takze NADH-ubiquinone oxidoreductase subunit A4,
podjednostka NDUFA4 oksydazy cytochromu c;

W przegladzie wyodregbniono takze mechanizmy zachodzace za posrednictwem
miRNA oraz circRNA, ktore tacza aktywnos¢ SGLT2 z regulacja metaboliczng i nerkowa.
W szczegolnosci modulacja miRNA wigze si¢ z poprawa wrazliwosci na insuling, regulacja
metabolizmu lipidow oraz ostabieniem uszkodzen wywotanych hiperglikemia (Rycina 7).
W kontekécie nerek ncRNA uczestnicza w szlakach regulujacych hemodynamike

ktgbuszkowa, wtoknienie oraz reakcj¢ zapalng (Rycina 6-8).

Na podstawie analizy pisSmiennictwa wyodrebniono sieci regulacyjne, w ktorych
inhibitory SGLT2 moduluja procesy epigenetyczne. Szczegdlng uwage zwrocono na
zjawisko molekularnego ,,ggbkowania” (ang. RNA sponging), gdzie czasteczki circRNA
dzialaja jako nadrz¢dne regulatory, wptywajac na dostgpno$¢ specyficznych miRNA.
Synteza uzyskanych danych pozwolita na wytypowanie procesOw o najwyzszym priorytecie

dla celow projektowanego badania klinicznego:

e stanu zapalny i stres oksydacyjny w ukladzie naczyniowym,
e hipoksja i apoptoza kardiomiocytow bezposrednio po incydencie

niedokrwiennym,
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e wldoknienie i przebudowa macierzy zewngtrzkomorkowej.

Zebrane w przegladzie dane wskazuja na potencjalne znaczenie miRNA jako
biomarkerow diagnostycznych i prognostycznych, narzedzi monitorowania odpowiedzi
na leczenie oraz potencjalnych celow terapeutycznych. Jednoczesnie zidentyfikowano
ograniczenia obecnego stanu wiedzy, w tym niewielka liczb¢ badan mechanistycznych, brak
standaryzacji metodologicznej, znaczng heterogeniczno$¢ analizowanych populacji oraz
niewystarczajaca walidacj¢ kliniczng.

W ramach analizy bioinformatycznej zmapowano sie¢ interakcji pomiedzy SGLT2
a ncRNA. Architektura tej regulacji okazata si¢ silnie powigzana i nieliniowa, co wspiera
koncepcje medycyny sieciowej zakladajacej, ze biologiczne efekty modulacji SGLT?2
wynikaja ze skoordynowanej regulacji wielu szlakow molekularnych, a nie
z oddzialywania na pojedynczy cel.

Analiza wykazata, ze miRNA, IncRNA oraz circRNA dzialaja jako centralne
modulatory ekspresji genéw w licznych szlakach biologicznych istotnych dla chordb
metabolicznych i sercowo-naczyniowych. Co istotne, ncRNA reguluja ponad potoweg gendéw
kodujacych biatka, co podkresla ich kluczowa rol¢ w utrzymaniu homeostazy komorkowe;;
tak szeroki zakres dziatania wyjasnia, dlaczego nawet niewielkie zmiany ekspresji miRNA
moga prowadzi¢ do wyraznych efektow fizjologicznych i patologicznych [142,143].
Potwierdzono réwniez znaczenie circRNA jako regulatoréw nadrze¢dnych, dzialajacych jak
swoiste ,,gabki” dla miRNA, modulujacych ich biodostepnos¢ i posrednio wptywajacych na
cale sieci ekspresji genow. Tym samym o8 SGLT2-ncRNA funkcjonuje jako

wielopoziomowy system regulacyjny, a nie prosty szlak liniowy.

Identyfikacja kluczowych procesow biologicznych regulowanych przez os SGLT2-
miRNA.

Przeprowadzona analiza wykazala, Ze interakcja miedzy sygnalizacja SGLT2
a ncRNA koncentruje si¢ wokoét kilku kluczowych procesow biologicznych istotnych dla
zdrowia ukladu sercowo-naczyniowego: zapalenia, stresu oksydacyjnego, wloknienia,
apoptozy, angiogenezy oraz starzenia komorkowego. Procesy te sa ze sobg $cisle
powigzane 1 tworza zintegrowang sie¢ patofizjologiczng. Przyktadowo, miRNA

zaangazowane w sygnalizacj¢ zapalng reguluja rownocze$nie procesy wioknienia i stresu
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oksydacyjnego - dwa zjawiska o kluczowym znaczeniu w przebudowie migs$nia sercowego.
Wynika z tego istotna zmiana paradygmatu: zamiast traktowa¢ dziatanie SGLT2 wylacznie
jako efekt metaboliczny lub nerkowy, nalezy je rozumie¢ jako mechanizm wplywajacy na

progresje choroby ogdlnoustrojowej za posrednictwem regulacji epigenetyczne;.

Efekty sercowo-naczyniowe: mechanistyczne spojrzenie na regulacje przez miRNA.

W kontek$cie sercowo-naczyniowym przeprowadzona analiza pozwolita
zidentyfikowa¢ szereg miRNA zaangazowanych w uszkodzenie i przebudow¢ mig$nia
sercowego a nastepnie progresje do niewydolno$ci serca. Czasteczki te regulujg szlaki
zwigzane z przezyciem oraz apoptoza kardiomiocytow, przebudowa macierzy
zewnatrzkomorkowej 1 widknieniem, a takze z funkcjg srédblonka i1 angiogeneza. Uzyskane
obserwacje sugeruja, ze modulacja ekspresji miRNA moze stanowi¢ jeden z kluczowych
mechanizmoéw lezacych u podstaw efektow kardioprotekcyjnych obserwowanych
w badaniach klinicznych. Wyniki potwierdzaja rowniez udzial sygnalizacji zwigzanej
z SGLT2 w regulacji wielu typoéw komorek - w tym kardiomiocytow, komorek srodblonka
i adipocytow - co przemawia za wielotkankowym mechanizmem dziatania i wzmacnia
koncepcje, zgodnie z ktora korzysci sercowo-naczyniowe wynikaja z ogdlnoustrojowego

przeprogramowania molekularnego, a nie z efektu ograniczonego do pojedynczego narzadu.

Znaczenie kliniczne: ncRNA jako biomarkery i cele terapeutyczne.

Wyniki analizy bioinformatycznej dostarczyly racjonalnych przestanek do dalszej
walidacji wybranych czasteczek w materiale klinicznym. W oparciu o profil powigzan
z procesami istotnymi w T2DM oraz patofizjologii ACS - w szczegodlnosci z hipoksja,
wtoknieniem 1 apoptozg - wytypowano miR-210-5p oraz miR-195-5p jako kandydatow
potencjalnie powigzanych ze statusem metabolicznym pacjentéw. Z kolei miR-1-5p, ze
wzgledu na wysoka tkankowa specyficzno$¢ kardiologiczng oraz znaczng liczbg genow
docelowych powigzanych z funkcja migsnia sercowego, wytypowano jako kandydata do

oceny ciezkosci ACS.
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Tabela 4. Wyniki analizy in silico: liczba przewidywanych genéw docelowych dla
wyselekcjonowanych czasteczek miRNA w ontologii procesow biologicznych (GO)
i bazach chorobowych (DisGeNET i T2D database).

Zastosowane skroty: CVD, ang. cardiovascular disease, choroba sercowo-naczyniowa;
DisGeNET, ang. Disease Gene Network, baza danych powigzan gen—choroba; GO, ang.
Gene Ontology, ontologia gendéw; hsa, ang. Homo sapiens, cztowiek; ICM, ang. ischemic
cardiomyopathy, kardiomiopatia niedokrwienna; ID, ang. identifier, identyfikator; MI, ang.
myocardial infarction, zawal mig$nia sercowego; miRNA, ang. microRNA, mikroRNA; T2D
database, baza gen6w powigzanych z cukrzyca typu 2; T2DM, ang. type 2 diabetes mellitus,
cukrzyca typu 2.

Analizowane czasteczki miRNA uszeregowano wedhug liczby przewidywanych
genow docelowych powigzanych z T2DM i chorobami uktadu sercowo-naczyniowego,
a nastgpnie podzielono na cztery klastry: im nizszy numer klastra, tym wigksza liczba
regulowanych gendéw, a tym samym silniejsze powigzanie z analizowanymi jednostkami
chorobowymi. Intensywno$¢ barwy komorki odpowiada numerowi klastra - im ciemniejszy
odcien, tym nizszy numer klastra (Tabela 4).

Analiza sieci interakcji wykazata, ze procesami najczgsciej wspotdzielonymi przez

analizowane miRNA byto:
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e nasilenie stanu zapalnego 1 stresu oksydacyjnego w uktadzie naczyniowym,
e apoptoza kardiomiocytéw bezposrednio po incydencie niedokrwiennym,
e widknienie i przebudowa macierzy zewnatrzkomoérkowej, stanowiacych gtowne
determinanty spadku LVEF.
Do najistotniejszych wspétdzielonych genow docelowych nalezalty TGF-p1, Bax,
Bcl-2, HIF1a oraz a-SMA. Najwyzsza tacznos¢ w sieci wykazywaly miR-21, miR-210,
miR-34a, miR-155, miR-133 oraz miR-1, co stanowito dodatkowy argument przemawiajacy

za ich wyborem do walidacji klinicznej (Rycina 8).
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Rycina 8. Sie¢ interakcji mi¢dzy genami mRNA a procesami wybranymi na podstawie
piSmiennictwa.

Zastosowane skroty: A, ang. animal, model zwierzecy; ALDH2, ang. aldehyde
dehydrogenase 2, dehydrogenaza aldehydowa 2; AMPK, ang. AMP-activated protein
kinase, kinaza biatkowa aktywowana AMP; Bax, ang. BCL2-associated X protein, biatko X
zwigzane z BCL2; Bel-2, ang. B-cell lymphoma 2, biatko chtoniaka z komoérek B 2; Caspase-
3, ang. caspase-3, kaspaza 3; CD31, ang. cluster of differentiation 31, marker roznicowania
CD31; CDK13, ang. cyclin-dependent kinase 13, kinaza zalezna od cyklin 13; Coll, ang.
collagen type I, kolagen typu I; Col3, ang. collagen type III, kolagen typu III; Ctgf, ang.
connective tissue growth factor, czynnik wzrostu tkanki tagcznej; CypD, ang. cyclophilin D,
cyklofilina D; D, ang. diagnostic, zastosowanie diagnostyczne; DAMP, ang. damage-
associated molecular pattern, wzorzec molekularny zwigzany z uszkodzeniem; Dapkl, ang.
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death-associated protein kinase 1, kinaza biatkowa 1 zwigzana ze Smiercig komorki; Efna3,
ang. ephrin A3, efryna A3; FAP, ang. fibroblast activation protein, biatko aktywacji
fibroblastow; FAS, ang. Fas cell surface death receptor, receptor $§mierci komérkowej Fas;
Foxp3, ang. forkhead box P3, czynnik transkrypcyjny Foxp3; GASS, ang. growth arrest-
specific 5, transkrypt GASS zwigzany z zatrzymaniem wzrostu; GPD2, ang. glycerol-3-
phosphate dehydrogenase 2, dehydrogenaza glicerolo-3-fosforanowa 2; H, ang. human,
cztowiek / badanie u ludzi; HGF, ang. hepatocyte growth factor, czynnik wzrostu
hepatocytow; HIF-1a, ang. hypoxia-inducible factor I alpha, czynnik indukowany hipoksja
1 alfa; HIPK3, ang. homeodomain-interacting protein kinase 3, kinaza biatkowa 3
oddziatujaca z homeodomena; HOTAIR, ang. HOX transcript antisense RNA, antysensowny
RNA transkryptu HOX; IL-1, ang. interleukin-1, interleukina 1; IL-6, ang. interleukin-6,
interleukina 6; IL-17A, ang. interleukin-17A4, interleukina 17A; JNK, ang. c-Jun N-terminal
kinase, kinaza N-koncowa c-Jun; KBTBD7, ang. kelch repeat and BTB domain-containing
protein 7, biatko 7 zawierajace powtorzenia Kelch i domene BTB; KIF1, ang. kinesin family
member 1, cztonek rodziny kinezyn 1; LC3-II, ang. microtubule-associated protein 1 light
chain 3-11, forma II lekkiego tancucha 3 biatka 1 zwigzanego z mikrotubulami; LVR, ang.
left ventricular remodeling, remodeling lewej komory; MKK3/6, ang. mitogen-activated
protein kinase kinase 3/6, kinaza kinazy biatkowej aktywowanej mitogenami 3/6; miRNA,
ang. microRNA, mikroRNA; mRNA, ang. messenger RNA, matrycowy RNA; NEDD4, ang.
neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 4, ligaza ubikwitynowa
NEDD4; NF-kB, ang. nuclear factor kappa B, podjednostka 1 czynnika NF-xB; NLRP3,
ang. NLR family pyrin domain containing 3, biatko NLRP3 zawierajace domene pirynowa;
NOS3, ang. nitric oxide synthase 3, syntaza tlenku azotu 3; NOTCH, ang. Notch receptor,
receptor Notch; p-AKT, ang. phosphorylated AKT, ufosforylowana kinaza AKT; p38, ang.
p38 mitogen-activated protein kinase, kinaza biatkowa p38 aktywowana mitogenami; pS3,
ang. tumor protein p53, biatko supresorowe nowotworu p53; p62, ang. sequestosome 1,
sekwestosom 1; P, ang. prognostic, zastosowanie prognostyczne; PDCD4, ang. programmed
cell death 4, bialko programowanej $mierci komorki 4; Ptplb, ang. protein tyrosine
phosphatase non-receptor type 1, niereceptorowa fosfataza tyrozynowa typu 1; PTEN, ang.
phosphatase and tensin homolog, homolog fosfatazy i tensyny; QKI, ang. OKI, KH domain-
containing RNA binding protein, biatko wigzace RNA QKI zawierajace domen¢ KH;
RUNXS3, ang. runt-related transcription factor 3, czynnik transkrypcyjny RUNX3; siRNA,
ang. small interfering RNA, maly interferujacy RNA; SIRT1, ang. sirtuin I, sirtuina I;
SIRTS3, ang. sirtuin 3, sirtuina 3; Smad3 / Smad4 / Smad?7, ang. SMAD family member 3/4/7,
biatka z rodziny SMAD 3/4/7; SOCS-1, ang. suppressor of cytokine signaling 1, supresor
sygnalizacji cytokin 1; Spryl, ang. sprouty RTK signaling antagonist [, antagonista
sygnalizacji RTK Sproutyl; STRN, ang. striatin, striatyna; T, ang. therapeutic, zastosowanie
terapeutyczne; TCF7, ang. transcription factor 7, czynnik transkrypcyjny 7; TGF-B1, ang.
transforming growth factor beta 1, transformujacy czynnik wzrostu beta 1; TNF, ang. tumor
necrosis factor, czynnik martwicy nowotworow; TNRC6a, ang. trinucleotide repeat-
containing adaptor 64, adaptor 6A zawierajacy powtorzenia trojnukleotydowe; TPS3INP1,
ang. tumor protein p53-inducible nuclear protein 1, jadrowe biatko 1 indukowane przez p53;
Treg cells, ang. regulatory T cells, limfocyty T regulatorowe; UCAL, ang. urothelial cancer-
associated 1, transkrypt UCA1 zwigzany z rakiem urotelialnym; UPS, ang. ubiquitin-
proteasome system, uklad ubikwityna—proteasom; VEGF-A, ang. vascular endothelial
growth factor A, naczyniowo-$rodblonkowy czynnik wzrostu A; XIAP, ang. X-linked
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inhibitor of apoptosis protein, sprzgzone z chromosomem X biatko hamujace apoptozg;
ZNF280c, ang. zinc finger protein 280C, biatko palca cynkowego 280C; a-SMA, ang. alpha-
smooth muscle actin, alfa-aktyna mig¢sni gtadkich.

Pomimo obiecujacych wynikow nalezy zaznaczy¢, ze dziedzina ta znajduje si¢ wciaz
na wezesnym etapie rozwoju. Do gléwnych ograniczen obecnego stanu wiedzy naleza:
niewielka liczba badan mechanistycznych, brak standaryzacji metodologii, znaczna
heterogenicznos$¢ badanych populacji oraz niewystarczajaca walidacja kliniczna. Wigkszos¢
dostgpnych danych ma nadal charakter przedkliniczny lub eksploracyjny, co czyni ich
bezposrednie przelozenie na codzienng praktyke kliniczng, istotnym wyzwaniem.

Reasumujgc, o§ SGLT2-ncRNA stanowi ztozony, wielopoziomowy uktad
regulacyjny integrujacy szlaki metaboliczne, sercowo-naczyniowe 1  zapalne.
Najistotniejszym wnioskiem ptyngcym z przeprowadzonej czgsci przegladowo-
bioinformatycznej jest stwierdzenie, ze ncRNA pelnig rol¢ centralnych posrednikow
taczacych sygnalizacj¢ SGLT2 z ogdlnoustrojowymi efektami biologicznymi (Tabela 4,
Rycina 8). Mechanizmy zwigzane z SGLT2 nalezy zatem rozumie¢ nie tylko jako efekt
farmakologiczny, lecz takze jako element szerszej sieci regulacji epigenetycznej. Uzyskane
obserwacje uzasadniaja dalsze badania nad diagnostyka i terapig oparta na ncRNA, ze
szczeg6lnym uwzglednieniem chordb kardiometabolicznych - co stanowi punkt wyjscia dla

klinicznej czgsci tej rozprawy doktorskiej.

9.1.2.Analiza in silico: klasteryzacja, sie¢ interakcji i wybor panelu miRN

Klasteryzacja i identyfikacja centralnych regulatorow

Dla kazdego z potencjalnych miRNA wytypowanych z pis$miennictwa okre§lono
liczbe przewidywanych genéw docelowych zaangazowanych w szlaki adekwatne do celow
rozprawy.Nastgpnie dokonano podzialu uzyskanych danych na klastry algorytmiczne.
Agregacje¢ 1 zliczanie gendw docelowych w poszczegolnych listach wykonano przy uzyciu
autorskiego pakietu wizbionet (funkcja col agrecounter), a podziatu uzyskanych danych na
cztery klastry dokonano metoda uczenia maszynowego OneR (funkcja clusterizer oneR),
opartg na optymalizacji naturalnych przedziatéw Jenksa; w przypadku zbyt matej liczebnos$ci
klastrow stosowano grupowanie metoda k-means. Za miRNA oraz geny o najwyzszym

znaczeniu uznawano elementy nalezace do pierwszego klastra.
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Kryterium réznicowania stanowita liczba przewidywanych gendéw docelowych
powigzanych z T2DM oraz CVD, na podstawie ktorej czasteczki przypisano do kolejnych

klastrow:

e Klastry o wyzszych numerach (cl2—cl4): czasteczki miRNA regulujace mniejsza
liczbe genéw, o stabszym, posrednim powigzaniu z T2DM oraz chorobami uktadu
sercowo-naczyniowego.

e Pierwszy klaster (cll): czasteczki miRNA regulujace najwigksza liczbg genow,
o potwierdzonym, silnym powigzaniu patofizjologicznym zaréwno z T2DM, jak

1 niewydolnoscia serca oraz ostrym uszkodzeniem niedokrwiennym.

Wyniki klastrowej analizy ilo§ciowej, stanowigce bezposrednia podstawe wyboru

eksperymentalnego, zestawiono w Tabeli 4.
Mapowanie interakcji gen-proces (medycyna sieciowa)

Budujagc  model sieciowy interakcji, zmapowano powigzania pomigdzy
wytypowanymi transkryptami a docelowymi mRNA. Na podstawie przeprowadzonej analizy
wykazano, ze kluczowe molekularne punkty wspolne (wezly o najwyzszej konektywnosci)
skupiaja si¢ wokol nastgpujacych genéw o  udokumentowanym = znaczeniu

patofizjologicznym:

e TGF—B1 oraz a-SMA (szlaki widknienia pozawalowego i remodelingu),
e Bax oraz Bcl-2 (szlaki wewnatrzpochodnej apoptozy komorkowej),
e HIF-1a (komérkowa odpowiedz na stan niedotlenienia/hipoks;ji),

e szlaki sygnatowe powigzane z deacetylazg histonowa SIRT1.

Aparaty regulacyjne tych genow sa bezposrednio kontrolowane przez miRNA
charakteryzujace si¢ w przeprowadzonej analizie najwyzsza topologiczng tacznoscig w sieci:
miR-21, miR-210, miR-133, miR-155, miR-34a oraz miR-1. Czasteczka miR-195 nie
wykazywata polaczen w sieci interakcji (pozostawata izolowana na Rycinie 6), jednak ze
wzgledu na jej znaczenie udokumentowane w piSmiennictwie oraz w naszej analizie

zdecydowano o uwzglednieniu jej w oznaczeniach qRT-PCR
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Uzasadnienie selekcji miRNA do etapu klinicznego i hipoteza badawcza

Zrealizowany etap analiz badawczych in silico pozwolil na sformulowanie
precyzyjnych zatozen dla cze$ci eksperymentalnej rozprawy doktorskiej. Wykazana
nieliniowos$¢ 1 wielopoziomowos$¢ sieci epigenetycznej uzasadnia hipotezg, ze kliniczne
efekty stosowania empagliflozyny u pacjentow po ostrym zespole wieficowym
z towarzyszacg cukrzyca typu 2 nie wynikaja wylacznie z klasycznego dziatania
hemodynamiczno-metabolicznego, lecz sa mediowane przez zmiang¢ profilu ekspresji
specyficznych miRNA.

Czasteczki o najwyzszej gestosci regulacyjnej dla proceséw apoptozy, odpowiedzi na
hipoksj¢ oraz widknienia stanowily rdzen przestanek selekcyjnych; ostateczny panel
oznaczen ilosciowych metoda qRT-PCR (siedem czasteczek) zestawiono w Tabeli 2. Ocena
zmian ich stgzen w osoczu krwi obwodowej pacjentow w okresie 26 tygodni leczenia
empagliflozyna, w bezposrednim odniesieniu do ewolucji parametru LVEF (ze szczegdlnym
uwzglednieniem grupy wysokiego ryzyka z LVEF < 40%), stanowi rozwinigcie i kliniczng
weryfikacj¢ zaprezentowanego w tym rozdziale modelu bioinformatycznego.

Panel kandydackich miRNA wybrano na podstawie zintegrowanego podejscia
obejmujacego przeglad literatury, analize dostgpnych danych transkryptomicznych oraz
analize  bioinformatyczng. = Uwzgledniano miRNA  zwigzane z  chorobami
kardiometabolicznymi, ACS, T2DM, hipoksja, stresem oksydacyjnym, zapaleniem,
wtoknieniem, angiogeneza, apoptoza i przebudowa migsnia sercowego.

Przeprowadzono analiz¢ przewidywanych genéw docelowych oraz oceng¢ ich
powiazania z procesami biologicznymi (kategorie Gene Ontology, GO) i jednostkami
chorobowymi (bazy DisGeNET oraz T2D database). Celem bylo wytypowanie miRNA
najsilniej powigzanych z procesami biologicznymi istotnymi dla uszkodzenia i przebudowy
migénia sercowego oraz zaburzen metabolicznych. Wybrane miRNA poddano nastgpnie
walidacji ilo§ciowej metoda qRT-PCR.

W analizie bioinformatycznej wytypowano osiem czasteczek miRNA, jednak
w analizie QRT-PCR przedstawiono wyniki dla siedmiu z nich, poniewaz jedna (miR-34a-
5p) nie byla wystarczajaco wiarygodna do analizy statystycznej (Tabela S5, Rycina 9).
Dalsza, poglebiong analize i interpretacje biologiczng skoncentrowano na czasteczkach, ktore

osiggnety istotno$¢ statystyczng w poszczeg6élnych analizach: miR-210-5p i miR-195-5p
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w odniesieniu do statusu metabolicznego (T2DM), miR-1-5p w odniesieniu do ci¢zko$ci

ACS (LVEF <40%) oraz miR-21-5p w analizie zmian ekspresji w czasie.

9.2. Charakterystyka populacji

Do retrospektywnej analizy wlaczono grupge 106 chorych hospitalizowanych
z powodu ACS. Cukrzyce typu 2 rozpoznano u 28 pacjentow, co stanowito 26,4% ~ 26%
badanej populacji, podczas gdy pozostatych 78 chorych (73,6% ~ 74%) charakteryzowato si¢
prawidtowa gospodarka weglowodanowg (brak T2DM). Wyjsciowa LVEF w calej kohorcie
wynosita medianowo 48% (rozstep migdzykwartylowy, ang. interquartile range, IQR: 41-
53%). Istotng dysfunkcje skurczowa lewej komory serca, zdefiniowang jako wartos¢ LVEF
<40% 1 przyjeta za marker niekorzystnego przebiegu klinicznego ACS, udokumentowano

u 22 chorych (20,8%) (Rycina 4).

9.3. Poréwnanie pacjentow z T2DM i bez T2DM

Szczegdtowa charakterystyke kliniczng 1  demograficzng badanej populacji
w zaleznosci od statusu gospodarki weglowodanowej zebrano w Tabeli 6. Pacjenci
z rozpoznang T2DM charakteryzowali si¢ istotnie statystycznie wyzszym BMI (p = 0,003)
oraz wyzsza czesto$cig wspotistnienia nadci$nienia tetniczego (p = 0,023) w poréwnaniu
z grupa bez T2DM. Zgodnie z kryteriami patofizjologicznymi u chorych na T2DM
odnotowano réwniez znamiennie wyzsze wartosci odsetka hemoglobiny glikowanej (HbAlc;
p<0,001). W zakresie profilu biomarkeréw laboratoryjnych, u chorych z T2DM stwierdzono
istotnie nizsze wyj$ciowe st¢zenia troponiny sercowej o wysokiej czutosci (hs-cTn, high-
sensitivity cardiac troponin; p = 0,006). Ocena profilu ekspresji krazacych miRNA wykazata
znamienne réznice mi¢dzy podgrupami: u pacjentoéw z T2DM udokumentowano istotne
obnizenie poziomu ekspresji miR-210-5p (p < 0,001) przy jednoczesnej nadekspresji miR-
195-5p (p = 0,001). Poziomy ekspresji pozostaltych poddanych analizie czasteczek miRNA
nie wykazaly réznic o znamienno$ci statystycznej pomiedzy poroéwnywanymi grupami
chorych.

Zgodnie z oczekiwanym profilem klinicznym, pacjenci z T2DM otrzymywali
znamiennie czg$ciej leki przeciwcukrzycowe: metforming (86% vs 0%; p<0,0001), inhibitory
dipeptydylopeptydazy 4 (ang. dipeptidyl peptidase-4 inhibitors, DPP-4i) (18% vs 0%;
p<0,001), agonistéw receptora glukagonopodobnego peptydu 1 (ang. glucagon-like peptide-

80



1 receptor agonist, GLP-1 RA) (11% vs 0%; p=0,003), pochodne sulfonylomocznika (7% vs
0%; p=0,017) oraz insuling (25% vs 0%; p<0,0001). Ponadto w grupie chorych z T2DM

odnotowano graniczng statystycznie wyzsza czgstos¢ wystepowania otytosci (46% vs 27%;

p=0,050).

(“o)

Dane kliniczne Ogolem ACS bez | ACS z T2DM | wartos¢ p

(n=106) T2DM (n=78, | (n=28, 26%)

73%)

Wiek (lata), mediana 57.0  (52.8-|57.0(52.0-64.8) | 56.5 (53.0- | 0.542
(IQR) 65.0) 66.3)
Ple¢ meska, n (%) 82 (80) 60 (81) 22 (79) 0.802
BMI (kg/m2), median 28.6  (25.8-]27.7(25.0-30.3) | 29.8 (28.0- | 0.003
(IQR) 30.8) 33.0)
Otylosé, n (%) 34 (32) 21 (27) 13 (46) 0.050
Nadci$nienie tetnicze, n | 38 (36) 23 (30) 15 (54) 0.023
(%)
Dyslipidemia, n (%) 22 (21) 15 (19) 7 (25) 0.518
Palenie tytoniu 72 (68) 52 (67) 20 (71) 0.643
(aktualne lub w
przesztosci), n (%)
Choroba wiencowa, n 15 (14) 12 (15) 3(11) 0.543
(%)
Udar w wywiadzie, n 1(1) 1(1) 0(0) 0.547
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Zawal w wywiadzie, n 3(3) 3(4) 0(0) 0.292
(“o)
Depresja, n (%) 7(7) 6 (8) 1(4) 0.451
Nowotwor w 6 (6) 5(6) 1(4) 0.577
wywiadzie, n (%)
LVEF wyjsciowo (%) 48 (41-53) 48 (41-52) 48 (44-55) 0.413

Wynik koronarografii - liczba zajetych naczyn
Choroba 21 (20) 18 (23) 3(11) 0.159
trojnaczyniowa, n (%)
Choroba 43 (41) 30 (39) 13 (46) 0.461
dwunaczyniowa
Choroba 42 (40) 30 (39) 12 (43) 0.683
jednonaczyniowa

Leczenie farmakologiczne

ACE-I/ARB, n (%) 102 (98) 77 (99) 25 (96) 0.410
ARNI n (%) 1(1) 0(0) 1(4) 0.094
Beta-blokery, n (%) 100 (94) 73 (94) 27 (96) 0.577
MRA, n (%) 46 (43) 33 (42) 13 (46) 0.706
Diuretyk petlowy, n 13 (12) 9(12) 4 (14) 0.704
(“o)
Statyna, n (%) 103 (97) 75 (96) 28 (100) 0.292
Ezetymib, n (%) 21 (20) 16 (21) 5(18) 0.762
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Antagoni$ci kanaléw 11 (10) 6 (8) 5(18) 0.130

wapniowych, n (%)

Leki przeciwpltytkowe, | 106 (100) 78 (100) 28 (100) -

n (%)

Leki przeciwkrzepliwe, | 11 (10) 7(9) 4 (14) 0.429

n (%)

Metformina, n (%) 24 (23) 0 (0) 24 (86) <0.0001

Inhibitor DPP4,n (%) |5 (5) 0 (0) 5(18) 0.0001

Pochodne 2(2) 0(0) 2(7) 0.017

sulfonylomocznika n

(%)

GLP-1 RA, n (%) 33 0 (0) 3(11) 0.003

Insulina, n (%) 7(7) 0 (0) 7 (25) <0.0001
Parametry laboratoryjne

NT-proBNP (pg/ml), 1198.5 (750.5- | 1107.5 (763.8- | 1413.0 (645.3-|0.783

mediana (IQR) 2094.5) 2217.0) 1975.5)

eGFR (mL/min/1.73 91.3  (78.3-190.1(78.3-99.0) | 92.7 (76.6- | 0.830

m2), mediana (IQR) 99.0) 100.5)

HbA1lc (%), mediana 5.7 (5.4-6.2) |5.5(54-5.8) 7.0 (6.5-8.4) <0.0001

(IQR)

Creatinine (mg/dl), 0.9 (0.8-1.0) |0.9(0.8-1.0) 0.9 (0.7-1.0) 0.449

mediana (IQR)
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Troponina T centralna | 3051.0 2903.0 (2099.0- | 3222.5(1893.0- | 0.723
(ng/L), mediana (IQR) | (2060.0- 5112.5) 4640.0)

5040.5)
hsTroponina (ng/L), 3531 (2308.5-| 3791 (2750.5-| 2602 (1465.5-|0.006
mediana (IQR) 5649.5) 6571.5) 4899.3)
Cholesterol calkowity 196.0 (172.8-(196.5 (171.3-1193.0 (173.8-]0.792
(mg/dL), mediana 233.3) 232.8) 236.8)
(IQR)
Cholesterol LDL 127.0 (106.8-|128.5 (106.3-|127.5 (106.0- | 0.952
(mg/dL), mediana 159.0) 154.0) 167.3)
(IQR)
Cholesterol HDL 43.0  (36.0- | 43.5(37.3-54.8) | 39.5 (33.5-10.076
(mg/dL), mediana 54.0) 50.8)
(IQR)
Aminotransferaza 225.5 (148.8-1230.5 (149.3-1209.5 (136.8-]0.819
asparaginianowa 317.0) 310.0) 388.0)
(IU/L), mediana (IQR)
Aminotransferaza 48.0 (38.0- | 49.5 (38.0-69.5) | 46.0 (40.3- 1 0.706
alaninowa (IU/L), 68.0) 62.8)
mediana (IQR)
Gamma- 30.5  (20.0- | 29.0 (18.3-46.8) | 31.0 (21.5-]0.643
glutamylotransferaza 47.0) 48.3)
(IU/L), mediana (IQR)

Ekspresja miRNA

miR-210-5p wyjsciowo | 12.0  (11.1-| 12.4 (11.5-12.8) | 11.2 (10.3-{ 0.000006

12.7) 12.1)
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miR-21-5p wyjsSciowo 124 (11.9-|12.2(11.8-15.5) | 124 (12.1- 1 0.938
15.3) 13.3)

miR-126-5p wyjéciowo | 11.9  (10.9-|11.6(10.3-13.3) | 13.3  (12.9- | 0.064
13.8) 14.2)

miR-1-5p wyj$ciowo 1.1 (9.9-]10.6(9.6-13.1) |11.3  (10.2-|0.869
12.5) 11.7)

miR-155-5p wyjsciowo | 10.6  (9.3-9.8(9.3-11.4) |12.0  (10.6- | 0.595
12.1) 12.2)

miR-195-5p wyjsciowo | 12.6  (8.9-|8.9(8.8-10.5) |13.4  (12.6-|0.001
13.9) 14.2)

miR-133a-5p wyjsciowo | 12.7 (9.9-113.6 (10.1-15.5) | 12.1 (9.8-12.8) | 0.665
14.7)

Tabela 5. Wyjsciowa charakterystyka demograficzna, kliniczna, laboratoryjna
i ekspresja miRNA w zaleznosci od obecnosci T2DM.
Dane przedstawiono jako mediang i zakres migedzykwartylowy. Warto$¢ p obliczono za
pomocy testu chi-kwadrat dla zmiennych kategorycznych oraz testu U Manna-Whitneya.
Zastosowane skroty: ACE-I, ang. angiotensin-converting enzyme inhibitors, inhibitory
konwertazy angiotensyny; ARB, ang. angiotensin receptor blockers, blokery receptora
angiotensyny; ARNI, ang. angiotensin receptor-neprilysin inhibitors, inhibitory receptora
angiotensyny i neprylizyny; eGFR, ang. estimated glomerular filtration rate, szacunkowy
wspotczynnik filtracji klebuszkowej; GLP-1 RA, ang. glucagon-like peptide-1 receptor
agonists, agonisci receptora glukagonopodobnego peptydu 1; HbAle, ang. glycated
hemoglobin Alc, hemoglobina glikowana Alc; IQR, ang. interquartile range, rozstep
mi¢dzykwartylowy; LOG10, ang. base-10 logarithm, logarytm dziesi¢tny; miRNA, ang.
microRNA, mikroRNA; MRA, ang. mineralocorticoid receptor antagonists, antagonisci
receptora mineralokortykoidowego; NT-proBNP, ang. N-terminal pro-B-type natriuretic
peptide, N-koncowy fragment propeptydu natriuretycznego typu B; SD, ang. standard
deviation, odchylenie standardowe.

* Zamiast testu chi-kwadrat zastosowano doktadny test Fishera.

** Wszystkie wyniki ekspresji miRNA przedstawiono jako warto$ci po transformacji
logarytmem dziesi¢tnym, LOG10.

85



9.4. Zmiany ekspresji miRNA mie¢dzy punktem wyjsciowym a 26 tygodniami

leczenia empagliflozyna

Dynamik¢ zmian poziomow  ekspresji  badanych  czasteczek miRNA
w zdefiniowanych punktach czasowych zilustrowano na Rycinie 9. Protok6l badawczy
obejmowat ocene ekspresji w dwoch punktach: wyjsciowo (w ostrej fazie ACS) oraz po 26
tygodniach terapii inhibitorem kotransportera sodowo-glukozowego 2 (SGLT2i) -
empagliflozyna.

W okresie 26-tygodniowej obserwacji odnotowano wzrost poziomu ekspresji miR-
210-5p w obu analizowanych kohortach, przy czym jego relatywna ekspresja pozostawata
znamiennie nizsza u chorych z wspétistniejaca T2DM w poréwnaniu do pacjentow bez
zaburzen gospodarki weglowodanowej zarowno w punkcie wyjsciowym, jak i w punkcie
koncowym. W przypadku miR-21-5p zaobserwowano istotng statystycznie redukcje poziomu
ekspresji po 26 tygodniach leczenia, wykazang niezaleznie w grupie kontrolnej oraz w grupie
z T2DM (w obu kohortach p<0,001). Z kolei ekspresja miR-195-5p byta znamiennie wyzsza
u pacjentow z T2DM w obu weryfikowanych punktach czasowych.

Zbiorcza analiza powyzszych zaleznos$ci sugeruje, ze profile ekspresji miR-210-5p
oraz miR-195-5p wykazuja najsilniejsze powigzanie ze statusem metabolicznym pacjentow

w okresie po przebytym ACS.
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Rycina 9. Wykresy pudelkowe przedstawiaja ekspresj¢ miRNA w zaleznoSci od
obecno$ci T2DM i zmian w czasie a) miR-210-5p; b) miR-21-5p; ¢) miR-126-5p; d) miR-

1-5p; e) miR-155-5p; f) miR-195-5p; g) miR-133a-5p.

Zastosowane skroty: AMI (ang. acute myocardial infarction, ostry zawal migénia
sercowego); LOG10, (ang. base-10 logarithm, logarytm dziesigtny); NS (ang. not significant,

nieistotne).
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9.5. Zwiazek miRNA z LVEF <40%.

W  kolejnym etapie pracy poddano ocenie powigzanie analizowanych
parametrow klinicznych i biochemicznych ze stopniem zaawansowania ACS, gdzie
kryterium cigzkiego przebiegu zdefiniowano jako warto§¢ LVEF < 40%.
Charakterystyke poréwnawcza chorych w zaleznos$ci od wyjsciowych wartosci LVEF
zestawiono w Tabeli 7. Pacjenci z istotng dysfunkcja skurczowa lewej komory serca
(LVEF < 40%) byli znamiennie starsi (p=0,013), charakteryzowali si¢ nizszym
szacowanym wspotczynnikiem filtracji klebuszkowej (eGFR, estimated glomerular
filtration rate; p=0,015) oraz istotnie wyzszymi wyjsciowymi st¢zeniami N-
koncowego propeptydu natriuretycznego typu B (NT-proBNP; p=0,038), kreatyniny
(p=0,004) oraz troponiny T oznaczanej metoda wysokiej czulo$ci w laboratorium
centralnym (p=0,040). Istotnie, u chorych z LVEF < 40% odnotowano znamiennie
wyzsza czgsto$¢ stosowania diuretykow petlowych w punkcie wyjsciowym badania
(32% vs 7%; p=0,002), co odzwierciedla bardziej zaawansowany stan kliniczny tej

podgrupy pacjentow.

Sposrod ocenianych czasteczek miRNA, najsilniejszy zwiazek z cigzko$cia
przebiegu ACS wykazata wyj$ciowa ekspresja miR-1-5p. U chorych z LVEF < 40%
udokumentowano znamiennie wyzszy wyjsciowy poziom ekspresji miR-1-5p w
poréwnaniu do pacjentdéw z zachowang lub tagodnie obnizong funkcja skurczowa
(LVEF >40%; p=0,001) (Rycina 11). Zaobserwowana zalezno$¢ stanowila przestanke
do przeprowadzenia w dalszym etapie pracy analizy krzywych ROC (receiver

operating characteristic) oraz podjecia proby konstrukeji wielomarkerowego panelu

prognostycznego.
Charakterystyka Ogolem LVEF > 40% | LVEF <40% | wartosS¢ p
(n=106) (n=84, 79%) | (n=22, 21%)
Wiek (lata), mediana | 57.0 (52.8- 56.0 (51.0-|64.0 (55.0-10.013
(IQR) 65.0) 63.0) 70.0)
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Ple¢ meska, n (%) 82 (80) 64 (76) 18 (82) 0.403
BMI (kg/m2), 28.6 (25.8- 28.7 (25.4- 27.2 (25.9- 0.528
mediana (IQR) 30.8) 31.2) 29.3)

Otylosé, n (%) 34 (32) 29 (35) 5(23) 0.291
Nadci$nienie tetnicze, | 38 (36) 29 (35) 941 0.578
n (%)

Cukrzyca typu 2, n 28 (26) 22 (26) 6 (27) 0918
(%)

Dyslipidemia, n (%) 22 (21) 16 (19) 6 (27) 0.397
Palenie tytoniu 72 (68) 60 (71) 12 (55) 0.131
(aktualne lub w

przesztosci), n (%)

Choroba wiencowa, n | 15 (14) 10 (12) 5(23) 0.195
(%)

Udar w wywiadzie,n |1 (1) 1(1) 0 (0) 0.607
(%0)

Zawal w wywiadzie, n | 3 (3) 1(1) 209 0.109
(%)

Depresja, n (%) 7(7) 5(6) 209 0.598
Nowotwor w 6 (6) 3(4) 3(14) 0.069

wywiadzie, n (%)

Wynik koronarografii - liczba zajetych naczyn

&9




Choroba 21 (20) 16 (19) 5(23) 0.700
trojnaczyniowa, n (%)
Choroba 43 (41) 31 (37) 12 (55) 0.134
dwunaczyniowa
Choroba 42 (40) 37 (44) 5(23) 0.069
jednonaczyniowa

Leczenie farmakologiczne
ACE-I/ARB, n (%) 102 (98) 81 (96) 21 (96) 0.473
ARNI n (%) 1(1) 0(0) 1(1) 0.208
Beta-blokery, n (%) 100 (94) 78 (93) 22 (100) 0.197
MRA, n (%) 46 (43) 35(42) 11 (50) 0.483
Diuretyk petlowy, n 13 (12) 6 (7) 7(32) 0.002
(“o)
Statyna, n (%) 103 (97) 82 (98) 21 (96) 0.486
Ezetymib, n (%) 21 (20) 16 (19) 5(23) 0.700
Antagoni$ci kanaléw | 11 (10) 10 (12) 1(5) 0.314
wapniowych, n (%)
Leki 106 (100) 83 (99) 22 (100) -
przeciwplytkowe, n
(“o)
Leki 11 (10) 7(8) 4 (18) 0.178
przeciwkrzepliwe, n
(“o)
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Metformina, n (%) 24 (23) 18 (21) 6 (27) 0.560
Inhibitory DPP4, n 5(5) 4 (5) 1(5) 0.966
(%)
Pochodne 2(2) 1(1) 1(5) 0.303
sulfonylomocznika, n
(%)
Agonisci receptora 333 1 (1) 209 0.109
GLP-1,n (%)
Insulina, n (%) 7(7) 5(6) 29 0.598
Parametry laboratoryjne

NT-proBNP (pg/ml), | 1198.5(750.5- | 1099.5 1810.0 0.038
mediana (IQR) 2094.5) (722.5- (1010.5-

1834.8) 3956.0)
eGFR (mL/min/1.73 91.3 (78.3- 92.7 (82.0- 78.3 (74.0- 0.015
m2), mediana (IQR) 99.0) 99.8) 94.8)
HbA1lc (%), mediana | 5.7 (5.4-6.2) 5.8(5.4-6.3) |[5.6(54-6.1) 0.835
(IQR)
Kreatynina (mg/dl), 0.9 (0.8-1.0) 0.9 (0.7-1.0) |1.0(0.9-1.1) 0.004
mediana (IQR)
Troponina T 3051 (2060- 2925 (1990.8- | 4579 (2433- 0.040
centralna (ng/L), 5040.5) 4583.3) 6089.5)
mediana (IQR)
Hs Troponina (ng/L), | 3531 (2308.5- |[3527.5 4244 (2799- 0.195
mediana (IQR) 5649.5) (2258.5- 7269)

5534.8)
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Cholesterol caltkowity | 196.0 (172.8- | 197.0 (176.0- | 194.0 (166.0- 0.090
(mg/dL), mediana 233.3) 235.0) 232.0)

(IQR)

Cholesterol LDL 127.0 (106.8- | 128.0 (108.0- | 120.0 (88.0- 0.318
(mg/dL), mediana 159.0) 161.0) 151.0)

(IQR)

Cholesterol HDL 43.0 (36.0- 42.0 (35.0- 45.0 (39.0- 0.451
(mg/dL), mediana 54.0) 54.0) 55.0)

(IQR)

Aminotransferaza 225.5 (148.8- | 218.0 (148.0- |229.0 (175.0- 0.124
asparaginianowa 317.0) 300.0) 585.0)

(IU/L), mediana

(IQR)

Aminotransferaza 48.0 (38.0- 47.0 (38.0- 65.0 (37.0- 0.064
alaninowa (IU/L), 68.0) 62.0) 85.0)

mediana (IQR)

Gamma- 30.5 (20.0- 30.0 (20.0- 36.0 (20.0- 0.365
glutamylotransferaza | 47.0) 48.0) 46.0)

(IU/L), mediana

(IQR)

Tabela 6. Wyjsciowa charakterystyka demograficzna, kliniczna i laboratoryjna
w zaleznosci od ciezkosci ACS na podstawie LVEF.

Dane przedstawiono jako mediang i zakres miedzykwartylowy. Warto$¢ p obliczono za
pomocy testu chi-kwadrat dla zmiennych kategorycznych oraz testu U Manna-Whitneya.
Zastosowane skroty: ACE-I, ang. angiotensin-converting enzyme inhibitors, inhibitory
konwertazy angiotensyny; ARB, ang. angiotensin receptor blockers, blokery receptora
angiotensyny; ARNI, ang. angiotensin receptor-neprilysin inhibitors, inhibitory receptora
angiotensyny i neprylizyny; eGFR, ang. estimated glomerular filtration rate, szacunkowy
wspotczynnik filtracji klebuszkowej; GLP-1 RA, ang. glucagon-like peptide-1 receptor
agonists, agonisci receptora glukagonopodobnego peptydu 1; HbAle, ang. glycated
hemoglobin Alc, hemoglobina glikowana Alc; IQR, ang. interquartile range, rozstep
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mi¢dzykwartylowy; LOG10, ang. base-10 logarithm, logarytm dziesi¢tny; miRNA, ang.
microRNA, mikroRNA; MRA, ang. mineralocorticoid receptor antagonists, antagonisci
receptora mineralokortykoidowego; NT-proBNP, ang. N-terminal pro-B-type natriuretic
peptide, N-koncowy fragment propeptydu natriuretycznego typu B; SD, ang. standard
deviation, odchylenie standardowe.

*  Zamiast testu  chi-kwadrat  zastosowano  doktadny test Fishera.
** Wszystkie wyniki ekspresji miRNA przedstawiono jako wartosci po transformacji
logarytmem dziesi¢tnym, LOG10.

9.6. Analizy ROC

9.6.1. Analizy ROC dla T2DM i HbA1lc >6,5%

Warto$¢ diagnostyczng wyjsciowych pozioméw ekspresji krazacych miRNA
w procesie identyfikacji T2DM zweryfikowano za pomoca analizy krzywych ROC.
W ocenie potencjatu dyskryminacyjnego miR-210-5p, pole pod krzywa (AUC, area under
the curve) wyniosto 0,811 (95% CI: 0,70-0,92; p=0,000006). Wyznaczona metoda indeksu
Youdena optymalna warto$¢ odcigcia (cut-off) wynosita 11,552, co pozwolito na uzyskanie
czulo$ci na poziomie 81,0% oraz swoistosci wynoszacej 76,0%. W analizie uwzgledniajace;j
kryterium odsetka HbAlc > 6,5%, wskaznik AUC dla miR-210-5p wynosit 0,755 (95% CI:
0,62-0,89; p=0,001). Dla czasteczki miR-195-5p warto§¢ AUC w predykcji obecnosci
T2DM wynosita 0,723, przy punkcie odcigcia rownym 12,613, czutosci 74,0% 1 swoistosci
59,0%. Ponadto wykazano, ze pacjenci spetniajacy kryterium HbAlc > 6,5%
charakteryzowali si¢ znamiennie wyzszg wyjsciowa ekspresja miR-195-5p (p=0,027).

Oprécz parametrow epigenetycznych, istotne réznice odnotowano w profilu
biochemicznym: u chorych z wspoétistniejaca T2DM stwierdzono znamiennie nizsze
wyjsciowe stezenia troponiny sercowej o wysokiej czutosci (hs-cTn; p=0,006). Podobng
zalezno$¢ udokumentowano w podgrupie pacjentow z podwyzszonym odsetkiem
hemoglobiny glikowanej (HbAlc > 6,5%), u ktérych wyjsciowe stgzenia hs-cTn rowniez

byty istotnie nizsze w poréwnaniu do grupy z prawidlowa glikemia (p=0,045).
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Rycina 10. Zmiany ekspresji miR-210-5p i miR-195-5p oraz ich wartos¢ diagnostyczna
oceniona metoda ROC w odniesieniu do T2DM i HbAlc >6,5%. a) wykres pudetkowy
dla wyjsciowej ekspresji miR-210-5p w zaleznos$ci od obecnosci cukrzycy typu 2; b) krzywa
ROC dla diagnostycznej uzytecznosci miR-210-5p; ¢) wykres pudetkowy dla wyjsciowej
ekspresji miR-210-5p przy HbAlc < 6,5%; d) krzywa ROC dla miR-210-5p przy HbAlc <
6,5%:; e) wykres pudetkowy dla wyjsciowej ekspresji miR-195-5p w zalezno$ci od obecnosci
cukrzycy; f) krzywa ROC dla diagnostycznej uzyteczno$ci miR-195-5p; g) wykres
pudetkowy dla wyjsciowej ekspresji miR-195-5p przy HbAlc > 6,5%; h) krzywa ROC dla
miR-195-5p przy HbAlc < 6,5%; i) wykres pudetkowy dla wyjsciowej hs-cTn w zaleznosci
od obecnosci T2DM; j) krzywa ROC dla diagnostycznej uzytecznosci hs-cTn; k) wykres
pudetkowy dla wyjsciowej hs-cTn przy HbAlc > 6,5%; 1) krzywa ROC dla hs-cTn przy
HbAlc < 6,5%.
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Zastosowane skroty: ACS, ang. acute coronary syndrome, ostry zespot wiencowy; eGFR,
ang. estimated glomerular filtration rate, szacunkowy wspolczynnik filtracji kiebuszkowe;;
HbAlc, ang. glycated hemoglobin Alc, hemoglobina glikowana Alc; hs-¢Tn, ang. high-
sensitivity cardiac troponin, wysokoczuta troponina sercowa; LVEF, ang. left ventricular
ejection fraction, frakcja wyrzutowa lewej komory; NT-proBNP, ang. N-terminal pro-B-type
natriuretic peptide, N-koncowy fragment propeptydu natriuretycznego typu B; ROC, ang.
receiver operating characteristic, charakterystyka operacyjna odbiornika.

9.6.2. Analizy ROC dla LVEF

W ocenie potencjalu dyskryminacyjnego badanych parametrow wzgledem
zaawansowania ACS (zdefiniowanego jako warto§¢ LVEF <40%), najwyzsza efektywnoscia
klasyfikacyjna sposrod pojedynczych zmiennych charakteryzowala si¢ wyj$ciowa ekspresja
miR-1-5p (AUC: 0,765; p=0,001). Znamienng warto$¢ prognostyczng w analizie krzywych
ROC wykazaly réwniez konwencjonalne wskazniki nefrologiczne i hemodynamiczne:
szacowany eGFR (AUC: 0,669; p=0,015) oraz st¢zenie NT-proBNP (AUC: 0,647; p=0,038).
W przeciwienstwie do powyzszych markerow, wyjsciowe stgzenie hs-cTn nie roznicowato
istotnie grup chorych wydzielonych na podstawie kryterium wartosci LVEF (AUC: 0,590;
p=0,195).
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Rycina 11. Wyjsciowe wykresy pudelkowe i krzywe ROC dla miR-1-5p, eGFR, NT-
proBNP oraz hs-cTn w odniesieniu do ci¢zkosci ACS zdefiniowanej jako LVEF <40%
a) wykres pudetkowy dla wyjsciowej ekspresji miR-1-5p wedlug ciezkosci ACS; b) krzywa
ROC dla rozpoznawania cigzkiego ACS na podstawie miR-1-5p; ¢) wykres pudetkowy dla
wyjsciowego eGFR wedlug ciezkosci ACS; d) krzywa ROC dla rozpoznawania cigzkiego
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ACS na podstawie eGFR; e) wykres pudetkowy dla wyjsciowego NT-proBNP wedhug
cigzkosci ACS; f) krzywa ROC dla rozpoznawania ci¢zkiego ACS na podstawie NT-proBNP;
g) wykres pudetkowy dla wyjsciowej hs-cTn wedtug cigzkosci ACS; h) krzywa ROC dla
rozpoznawania ci¢zkiego ACS na podstawie hs-cTn .

Zastosowane skroty: ACS, ang. acute coronary syndrome, ostry zespot wiencowy; eGFR,
ang. estimated glomerular filtration rate, szacunkowy wspolczynnik filtracji kiebuszkowe;;
hs-c¢Tn, ang. high-sensitivity cardiac troponin, wysokoczula troponina sercowa; LVEF, ang.
left ventricular ejection fraction, frakcja wyrzutowa lewej komory; NT-proBNP, ang. N-
terminal pro-B-type natriuretic peptide, N-koncowy fragment propeptydu natriuretycznego
typu B; ROC, ang. receiver operating characteristic, charakterystyka operacyjna odbiornika.

9.7. Modele wieloczynnikowe

W celu weryfikacji niezaleznego powigzania ocenianych zmiennych ze stopniem
zaawansowania ACS skonstruowano model wieloczynnikowej regresji logistycznej. Do
modelu wiaczono panel biomarkerow obejmujacy podwyzszong wyjsciowg ekspresj¢ miR-
1-5p, obnizone warto$ci eGFR oraz wysokie stezenia NT-proBNP. Wykazano, ze tak
zdefiniowany panel wielomarkerowy stanowil silny, niezalezny czynnik predykcyjny
wystapienia istotnej dysfunkcji skurczowej lewej komory serca (LVEF<40%) w momencie
hospitalizacji (OR 8,04; 95% CI:2,21-29,27; p=0,002), po skorygowaniu o wptyw takich
zmiennych wspottowarzyszacych jak wiek, pte¢ oraz wspoétistnienie T2DM (Tabela 7).
W analizie wieloczynnikowej niezalezny zwiazek z cigzkim przebiegiem ACS wykazato
réwniez stosowanie diuretykéw petlowych w punkcie wyjsciowym badania (OR 9,03; 95%
CI:1,26-64,55; p=0,028). Z kolei obecno$¢ T2DM nie stanowita niezaleznego predyktora
obnizenia warto$ci LVEF < 40% w tym modelu regresji (p=0,979).

Zmienna OR 95% CI wartos¢ p

Dolna Gorna

granica | granica

Potaczony panel (wysokie miR-1- | 8.037 2.207 29.265 0.002
5p, niskie eGFR, wysokie NT-
proBNP) - punkt wyjsciowy
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Wiek 1.066 0.991 1.145 0.085

Ple¢ (mezczyzna) 2.733 0.565 | 13.206 0.211
Diuretyki petlowe 9.033 1264 | 64.550 0.028
T2DM 1.019 0251  |4.142 0.979

Tabela 7. Wieloczynnikowy model regresji logistycznej sluzacy do przewidywania
ciezkosci ACS zdefiniowanej jako LVEF <40% w punkcie wyjSciowym.

Zastosowane skroty: 95% CI, ang. 95% confidence interval, 95-procentowy przedziat
utnosci; eGFR, ang. estimated glomerular filtration rate, szacunkowy wspotczynnik filtracji
kigbuszkowej; NT-proBNP, ang. N-terminal pro-B-type natriuretic peptide, N-kohcowy
fragment propeptydu natriuretycznego typu B; OR, ang. odds ratio, iloraz szans; T2DM, ang.
type 2 diabetes mellitus, cukrzyca typu 2.

9.8. Panel wielomarkerowy

W celu optymalizacji stratyfikacji stopnia zaawansowania ACS, poddano ocenie
skojarzony panel wielomarkerowy obejmujacy podwyzszong wyjsciowa ekspresje miR-1-5p,
obnizone wartosci eGFR oraz wysokie st¢zenia NT-proBNP. W analizie pojedynczych
komponentow wartosci pola pod krzywa wynosity odpowiednio: AUC = 0,765 dla miR-1-
5p, AUC =0,669 dla eGFR oraz AUC = 0,647 dla NT-proBNP. Model dwumarkerowy oparty
na konwencjonalnych wskaznikach laboratoryjnych (eGFR + NT-proBNP) charakteryzowat
si¢ wspotczynnikiem AUC rownym 0,702. Dotaczenie poziomu ekspresji miR-1-5p do
bazowego panelu (eGFR + NT-proBNP) skutkowalo istotng poprawa potencjatu
dyskryminacyjnego modelu, podnoszac wartos¢ AUC do 0,823 (95% CI: 0,71-0,94;
p=0,00004). Wyznaczony punkt odcigcia na poziomie 0,204 pozwalal na identyfikacje
chorych z ciezkim przebiegiem ACS z czuto$cig 65,0% oraz swoisto$cig wynoszaca 83,0%.
Powyzsze wyniki sugeruja, ze ocena ekspresji miR-1-5p wykazuje istotng warto$¢ dodana
(incremental value) w diagnostyce i warstwowaniu ryzyka poprawiajac zdolno$¢ predykcyjna

klasycznych parametréw kliniczno-laboratoryjnych.
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Rycina 12. Krzywe ROC dla polaczonego panelu. Polaczony panel parametrow
(wysokie miR-1-5p, niskie eGFR, wysokie NT-proBNP) wykorzystano do wyznaczenia
wyjsciowej krzywej ROC dla ci¢zkosci ACS.

Zastosowane skroty: AMI, ang. acute myocardial infarction, ostry zawal migénia sercowego;
AUC, ang. area under the curve, pole pod krzywa; CI, ang. confidence interval, przedziat
ufnos$ci; eGFR, ang. estimated glomerular filtration rate, szacunkowy wspotczynnik filtracji
kigbuszkowej; LVEF, ang. left ventricular ejection fraction, frakcja wyrzutowa lewej
komory; NT-proBNP, ang. N-terminal pro-B-type natriuretic peptide, N-koncowy fragment
propeptydu natriuretycznego typu B; p, ang. p-value / probability value, warto$¢ p / poziom
istotnosci statystycznej; ROC, ang. receiver operating characteristic, charakterystyka
operacyjna odbiornika
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10. Dyskusja

10.1. Gléwne wyniki i nowos¢ pracy

Przedstawiona rozprawa dostarcza nowych danych dotyczacych roli krazacych
miRNA u pacjentow po ACS, z uwzglednieniem obecnosci T2DM, stopnia dysfunkcji
lewej komory oraz zmian obserwowanych po 26 tygodniach leczenia preparatem
empagliflozyny w dawce 10mg na dobg. Gléwng wartoscia pracy jest polaczenie trzech
perspektyw: analizy biologicznej i bioinformatycznej osi SGLT2/ncRNA, walidacji
wybranych miRNA w materiale klinicznym oraz oceny ich przydatnosci w modelach
wielomarkerowych obejmujacych klasyczne parametry kliniczno-laboratoryjne.

W czesci klinicznej wykazano, ze profil wybranych miRNA roézni sie¢
w zaleznoSci od statusu metabolicznego pacjentow po ACS. Najbardziej jednoznaczne
réznice dotyczyty miR-210-5p i miR-195-5p. Ekspresja miR-210-5p byta istotnie nizsza
u pacjentoéw z T2DM, natomiast ekspresja miR-195-5p byla istotnie wyzsza. Oba
biomarkery wykazywaty zdolno$¢ réznicowania pacjentow z T2DM, przy czym miR-210-
5p charakteryzowat si¢ wyzsza wartoscig AUC niz miR-195-5p. Wyniki te wskazuja, ze
obecnos$¢ T2DM po ACS wiaze si¢ z odmienng odpowiedzig molekularng, ktdra nie jest
w pelni uchwytna przy uzyciu samych parametréw klinicznych i laboratoryjnych.

Potaczenie miR-1-5p z eGFR i NT-proBNP poprawito wartos¢ AUC i pozostawato
niezaleznie zwigzane z LVEF <40% w modelu wieloczynnikowym. Ten wynik jest wazny,
poniewaz pokazuje, ze marker molekularny moze uzupetnia¢ klasyczng ocen¢ kliniczno-
laboratoryjng. Panel taczacy miRNA z parametrami funkcji nerek i przecigzenia
hemodynamicznego moze lepiej odzwierciedla¢ wielowymiarowy charakter ciezkiego
ACS niz pojedynczy biomarker [148—150].

Kolejnym, istotnym punktem koncowym badania, byla identyfikacja miR-1-5p
jako molekularnego wskaznika powiazanego z niekorzystnym rokowaniem po ACS,
manifestujagcym si¢ istotng dysfunkcja skurczowa lewej komory (LVEF < 40%).
W analizowanej kohorcie pacjenci z t3 postacig niewydolnos$ci serca charakteryzowali si¢
znamiennie wyzszg wyjsciowa ekspresjag miR-1-5p, a ocena potencjatu diagnostycznego
wykazala wyzsza wartos§¢ AUC dla tego parametru w poréwnaniu do eGFR oraz NT-

proBNP.
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Co szczegoélnie istotne, wiaczenie miR-1-5p do wieloczynnikowego panelu
predykcyjnego (obejmujacego eGFR 1 NT-proBNP) znamiennie zwigkszyto zdolnos¢
identyfikacji chorych obcigzonych wysokim ryzykiem wystapienia LVEF <40%. Ponadto,
wdrozony model wielowymiarowy potwierdzil, ze panel ten pozostaje niezaleznie
zwigzany z gorszymi konsekwencjami klinicznymi po ACS. Dowodzi to, ze ocena
poziomu miR-1-5p dostarcza informacji komplementarnych i niezaleznych, wzgledem
klasycznych biomarkeréw uszkodzenia miokardium, przecigzenia hemodynamicznego
oraz wydolnosci filtracyjnej nerek [9,43,52,150].

Oryginalny element tej rozprawy doktorskiej, stanowi takze ocena dynamiki zmian
ekspresji badanych miRNA pomiedzy ostrag faza ACS a 26 tygodniem farmakoterapii
empagliflozyng. W oznaczonym przedziale czasowym odnotowano istotny wzrost
poziomu miR-210-5p przy jednoczesnym obnizeniu ekspresji miR-21-5p. Warto
zauwazy¢, ze pomimo uptywu 26 tygodni, réznice w profilach ekspresji miR-210-5p oraz
miR-195-5p pomigdzy podgrupami chorych z T2DM 1 bez T2DM utrzymaty swa istotnos¢
statystyczng. Uzyskane wyniki sugeruja, ze wyselekcjonowane czasteczki miRNA moga
stuzy¢ jako czute wskazniki odzwierciedlajace nie tylko wyjsciowy status metaboliczny
pacjenta, ale rowniez intensywno$¢ dynamicznych proceséw naprawczych miokardium,
stopienh wygaszania kaskady zapalno-widknieniowej oraz dynamike pozawatowej

przebudowy strukturalnej serca [18,150,151].

10.2. Zgodnos¢ wynikow z literatura i interpretacja biologiczna

Uzyskane wyniki wykazuja zasadnicza spdjnos¢ z aktualnymi danymi
literaturowymi, wskazujacymi na kluczowy udziat czasteczek miRNA w kontroli kaskad
patofizjologicznych determinujacych przebieg ACS oraz remodeling lewej komory serca:
hipoksji, stresu oksydacyjnego, apoptozy, widknienia, angiogenezy oraz odpowiedzi
zapalnej [21,22]. Przeprowadzona w ramach tej rozprawy doktorskiej analiza
bioinformatyczna, potwierdzita istnienie Scistych powiazan topologicznych migdzy
badanymi miRNA a wymienionymi procesami biologicznymi. Ws$rdd centralnych
punktéw wspolnych (weztéw genowych) o najwyzszym stopniu powigzania sieciowego
zidentyfikowano transkrypty dla takich biatek jak TGF-B1, Bax, Bcl-2, HIFla oraz o-

SMA. Taka architektura sieci regulacyjnej stanowila silne uzasadnienie merytoryczne dla
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poddania tych konkretnych czasteczek weryfikacji empirycznej w kohorcie klinicznej
[22,150].

Jednoczesnie wnioski z przeprowadzonego badania wskazuja, ze krazace miRNA
nie powinny by¢ interpretowane w sposob redukcjonistyczny, jako proste i izolowane
wskazniki pojedynczego procesu biologicznego. Ze wzgledu na swoj plejotropowy
charakter, kazde z analizowanych miRNA wykazuje zdolno$¢ do jednoczesnej modulacji
ekspresji licznych gendw docelowych i1 zaangazowania w wiele niezaleznych szlakow
sygnalowych. W konsekwencji, optymalny potencjal aplikacyjny tych biomarkerow
ujawnia si¢ dopiero poprzez potaczenie parametrow molekularnych. Oznacza to
konieczno$¢ ich interpretacji w S$cistej korelacji z profilem klinicznym pacjenta,
obejmujacym status T2DM, warto$¢ LVEF, wspotistnienie dysfunkcji nerek, poziom NT-
proBNP, a takze oceng ich dynamicznych zmian w czasie [35,148,149].

10.2.1. miR-210-5p jako marker odpowiedzi na hipoksje i zaburzen

metabolicznych

Czasteczka miR-210 stanowi jeden z najlepiej scharakteryzowanych markerow
epigenetycznych  zaleznych od  hipoksji. W  dotychczasowych  modelach
eksperymentalnych, obejmujacych zjawisko niedokrwienia oraz uszkodzenia
niedokrwienno-reperfuzyjnego (I/R) dowiedziono jej bezposredni udziat w regulacji
metabolizmu mitochondrialnego, generowaniu ROS, a takze w procesach apoptozy
1 angiogenezy [137,138,152]. W tym kontekscie znamiennie nizszy poziom ekspresji miR-
210-5p, odnotowany w ostrej fazie ACS u chorych z wspotistniejaca T2DM, mozna
interpretowac jako wyraz uposledzonej lub niewystarczajacej odpowiedzi adaptacyjnej
miokardium na incydent niedokrwienny, w warunkach przewleklego obcigzenia
metabolicznego.

Powyzsza interpretacja biologiczna, wykazuje spojnos¢ z doniesieniami
eksperymentalnymi, wedlug ktérych hiperglikemia oraz akumulacja koncowych
produktow zaawansowanej glikacji (AGEs) wywieraja efekt supresyjny na ekspresj¢ miR-
210, co w konsekwencji nasila stres oksydacyjny i indukuje dysfunkcje¢ mitochondriow
[152,153]. W $wietle przytoczonych danych, obnizenie poziomu miR-210-5p u pacjentéw

z T2DM sugeruje zniesienie endogennych mechanizméw cytoprotekcyjnych
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zaangazowanych w komorkowa adaptacj¢ do stanu niedotlenienia. Zjawisko to moze
odgrywac kluczowa role w okresie post ACS, kiedy uruchomienie prawidtowych szlakow
odpowiedzi na hipoksj¢, neowaskularyzacj¢ oraz stres metaboliczny warunkuje
ograniczenie strefy zawalu 1 optymalizacj¢ procesOw gojenia migénia sercowego
[137,138].

W analizie dlugoterminowej wykazano, ze poziom ekspresji miR-210-5p ulegt
istotnemu zwigkszeniu po 26 tygodniach obserwacji w obu badanych grupach, aczkolwiek
wartosci te pozostawaty znamiennie nizsze w podgrupie chorych z T2DM. Prospektywny
wzrost ekspresji miR-210-5p w czasie koreluje biochemicznie z przebiegiem procesow
naprawczych 1 angiogennych. Niemniej jednak, z uwagi na brak bezposredniego
poréwnania z grupa kontrolng przyjmujaca placebo, uzyskane wyniki nie pozwalaja na
jednoznaczne przypisanie tej dynamiki wyltacznie efektowi farmakologicznemu

empagliflozyny [18,150].

10.2.2. miR-195-5p jako marker komponentu metaboliczno-naczyniowego

W przedstawionym badaniu wykazano, ze poziom ekspresji miR-195-5p byt
znamiennie wyzszy w podgrupie chorych z wspolistniejaca T2DM oraz u o0séb
z warto$ciami odsetka HbAlc > 6,5%. Wynik ten wskazuje, Ze profil zmian miR-195-5p
odzwierciedla przede wszystkim przewlekly komponent dysregulacji metabolicznej, a nie
wylacznie izolowang odpowiedz na ostre uszkodzenie miokardium. Wykazana
umiarkowana warto§¢ AUC w identyfikacji chorych z T2DM sugeruje potencjat
aplikacyjny tego markera jako elementu zlozonego profilu kardiometabolicznego,
aczkolwiek przy jednoczesnym odnotowaniu ograniczonej swoistosci diagnostycznej
[150,154,155].

Powyzsza interpretacja biologiczna, pozostaje w spojnosci z doniesieniami
literaturowymi wskazujagcymi na bezposredni udziat miR-195 w patogenezie powiktan
cukrzycowych, indukowaniu dysfunkcji $rdédblonka naczyniowego, uposledzeniu
angiogenezy oraz aktywacji szlakow apoptycznych poprzez modulacj¢ osi sygnatowych
zwigzanych z SIRTI, BCL2 i VEGFA. W warunkach przewleklej hiperglikemii
nadekspresja miR-195 moze nasila¢ uszkodzenie komoérek $rodbtonka oraz ograniczaé

potencjat regeneracyjny naczyn, co wywiera istotny wptyw zaré6wno na rozwoj powiktan
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mikrokrazeniowych w przebiegu T2DM, jak i na przebieg wczesnej fazy gojenia
miokardium po incydencie ACS [156—-158].

W analizowanej kohorcie pacjentdow miR-195-5p nie stanowil kluczowego
parametru w stratyfikacji stopnia dysfunkcji skurczowej lewej komory (LVEF < 40%),
wykazywat natomiast wysoka zdolno$¢ dyskryminacyjng wzgledem obecnos$ci T2DM.
Sugeruje to, ze kinetyka miR-195-5p jest silniej determinowana przez tlo metaboliczno-
naczyniowe niz przez sam stopien ostrego uszkodzenia strukturalnego serca.
Z perspektywy klinicznej marker ten moze stanowi¢ istotne uzupetnienie interpretacyjne
dla miR-210-5p. W tym ujeciu dwukierunkowy profil zmian manifestujacy si¢ obnizeniem
ekspresji miR-210-5p przy jednoczesnym wzroscie miR-195-5p moze odzwierciedla¢
naktadanie si¢ dwoch odrgbnych procesow patofizjologicznych: uposledzonej adaptacji
komoérkowej do stanu hipoksji oraz przewlektej dysregulacji naczyniowo-metaboliczne;j

[150,154,156].

10.2.3. miR-21-5p jako marker przebudowy, wloknienia i wygaszania

odpowiedzi pozawalowej

Czasteczka miR-21 nalezy do najszerzej udokumentowanych markerow
epigenetycznych w patologii uktadu krazenia. W literaturze przedmiotu jej udziat wigze
si¢ bezposrednio z aktywacja fibroblastow, procesami wildknienia narzadowego,
modulacja odpowiedzi zapalnej, apoptoza oraz indukcja mechanizméw naprawczych
stymulowanych uszkodzeniem miokardium[76,81,159]. Rola tego mikroRNA wykazuje
jednak znaczny stopien zlozono$ci, zalezny od linii komoérkowej oraz specyfiki tta
patofizjologicznego. W fibroblastach nadekspresja miR-21 stymuluje procesy
profibrotyczne 1 remodelowanie macierzy zewnatrzkomorkowej, podczas gdy
w kardiomiocytach opisywano jej potencjalne dziatanie cytoprotekcyjne, zwigzane
z supresja apoptozy i aktywacjg wewnatrzkomorkowych szlakow przezycia[89,160].

W badanej kohorcie wyjsciowy poziom ekspresji miR-21-5p nie wykazal
znamiennych réznic w zaleznos$ci od statusu metabolicznego pacjentéw (obecnosci lub
braku T2DM). Niemniej jednak, po 26 tygodniach obserwacji potaczonej z farmakoterapia
empagliflozyng odnotowano istotne obnizenie poziomu tego biomarkera w obu grupach.

Powyzsza dynamik¢ mozna interpretowac jako molekularny wyraz wygasania kaskady
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zapalno-wloknieniowej, wykazujacej najwyzsza aktywno$¢ w ostrej i podostrej fazie
pozawatowej. Pozostaje to w spdjnosci z doniesieniami z badan podtuznych u chorych po
ACS, w ktorych kinetyka miR-21 charakteryzuje si¢ przejsciowym wzrostem ekspresji
w fazie ostrej incydentu wiencowego, z nastepowa, stopniowa redukcja wartosci
w pozniejszym okresie obserwacji [43,76].

Spadek poziomu miR-21-5p w 26. tygodniu obserwacji wpisuje si¢ w korzystny,
fizjologiczny przebieg proceséw gojenia i przebudowy strukturalnej miokardium. W sferze
wnioskowania nalezy jednak unika¢ bezposredniego przypisywania tej zmiany wylacznie
interwencji farmakologicznej z uzyciem empagliflozyny. Bardziej adekwatna interpretacja
wskazuje, ze w kohorcie poddane;j terapii inhibitorem SGLT2 udokumentowano redukcje
ekspresji miR-21-5p jako molekularnego wyktadnika wtodknienia i zapalenia. Wektor tej
modyfikacji jest biologicznie komplementarny z postulowanym mechanizmem
kardioprotekcyjnym tej grupy lekowej, aczkolwiek pelna weryfikacja przyczynowo-
skutkowa wymaga potwierdzenia w badaniach z randomizacja kontrolowanych placebo

[1,18,150].

10.2.4. miR-1-5p jako marker uszkodzenia kardiomiocytow i wczesnej

dysfunkcji lewej komory

Czasteczka miR-1 stanowi specyficzny tkankowo marker epigenetyczny (tzw. mio-
miRNA), wykazujacy silng ekspresje w miokardium oraz kluczowy udziat w regulacji
funkcji kardiomiocytow. W licznych doniesieniach literaturowych udokumentowano
gwaltowny wzrost stezenia krazacego miR-1 w nastepstwie ACS, jak réwniez jego
bezposrednie powigzanie z zakresem martwicy komorek migsnia sercowego, zaburzeniami
elektromechanicznymi, homeostazg jonéw wapniowych oraz procesem postepujacego
remodelingu strukturalnego lewej komory [9,18,43,52,161].

W tym kontekscie, odnotowany w przedstawionym badaniu podwyzszony poziom
ekspresji miR-1-5p u pacjentdow z istotng dysfunkcja skurczowa (LVEF < 40%) pozostaje
w petnej zgodno$ci z hipoteza, wedhug ktorej krazace mio-miRNA odzwierciedlaja nie
tylko sam fakt martwicy miocytow, lecz takze stopien oraz glebokos$¢ czynnosciowego

uszkodzenia aparatu kurczliwego serca.
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Za szczegblnie istotne z aplikacyjnego punktu widzenia nalezy uznaé
spostrzezenie, iz w analizowanym materiale klinicznym miR-1-5p wykazywal wyzsza
zdolno$¢ dyskryminacyjng w identyfikacji chorych z LVEF < 40% niz pojedyncze,
klasyczne parametry laboratoryjne, takie jak eGFR czy NT-proBNP. Jednocze$nie
oznaczenia hs-cTn nie réznicowaly znamiennie pacjentdow w zalezno$ci od warto$ci
LVEF. Wynik ten nie implikuje nizszej wartos$ci diagnostycznej troponiny w samym
algorytmie rozpoznawania ACS, lecz wskazuje, Ze jej potencjal odnosi si¢ stricte do
weryfikacji ostrej nekrozy miokardium. Nie odzwierciedla on natomiast w petni ztozonego
fenotypu odlegtych nastepstw zawatu, manifestujacych si¢ spadkiem frakcji wyrzutowe;.
Czasteczka miR-1-5p wydaje si¢ w tym ujeciu, czulszym wyktadnikiem komponentu
czynno$ciowego i molekularnego stopnia uszkodzenia serca [9,43,150].

Wdrozenie analizy wieloczynnikowej wykazato, Zze integracja miR-1-5p z eGFR
oraz stezeniem NT-proBNP pozwolita na istotne zwickszenie AUC, a wygenerowany
model pozostawal niezaleznym predyktorem spadku LVEF < 40%. Obserwacja ta ma
donioste znaczenie poznawcze, udowadnia bowiem, ze wlgczenie parametrow
molekularnych moze istotnie uzupetniaé i optymalizowaé klasyczng stratyfikacje
kliniczno-laboratoryjng. Wielomarkerowy panel diagnostyczny - taczacy swoiste dla
miokardium miRNA z markerem wydolnosci filtracyjnej nerek oraz wskaznikiem
przecigzenia hemodynamicznego $cian serca - pozwala na zdecydowanie petniejsze,
wielowymiarowe odwzorowanie zlozonych konsekwencji klinicznych ACS niz ocena

oparta na pojedynczych, izolowanych biomarkerach [148—150].

10.3. Czy dane wspieraja efekt empagliflozyny?

Whioski dotyczace bezposredniego wptywu empagliflozyny na profile ekspresji
badanych miRNA nalezy interpretowa¢ =z zachowaniem duzej ostroznosci
metodologicznej. Analizowana kohorta kliniczna obejmowata wylacznie pacjentow
poddanych farmakoterapii empagliflozyna w statej dawce 10 mg/dobe, od ktorych materiat
biologiczny zabezpieczano w punkcie wyjSciowym oraz po 26 tygodniach interwencji.
Taki model badawczy, umozliwia precyzyjna charakterystyke kinetyki zmian ekspres;ji

miRNA w czasie, uniemozliwia jednak jednoznaczne i dychotomiczne przypisanie
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obserwowanych przesuni¢¢ wytacznie efektowi farmakologicznemu substancji czynnej, co
wynika bezposrednio z braku réwnolegtej grupy kontrolnej przyjmujacej placebo [18,150].

Przedstawione dane moga natomiast stanowic istotne poparcie dla hipotezy, wedlug
ktérej stosowanie empagliflozyny przebiega synchronicznie ze zmianami w sygnaturze
miRNA, wykazujacymi biologiczng spojnos¢ z procesami naprawczymi oraz strukturalng
przebudowg pozawatowa. Prospektywna nadekspresja miR-210-5p moze wskazywac na
czesciowa rekonstytucje homeostazy w zakresie odpowiedzi angiogennej i adaptacji do
hipoksji, podczas gdy spadek poziomu miR-21-5p moze odzwierciedla¢ molekularne
wygaszanie kaskady zapalno-wldknieniowej. Kierunek tych przesuni¢¢ epigenetycznych,
pozostaje w pelnej zgodnosci z szeroko opisywanymi w literaturze naukowe;j
plejotropowymi efektami inhibitoréw SGLT2, do ktérych zalicza si¢ modulacj¢ stresu
oksydacyjnego, supresj¢ odczynu zapalnego, optymalizacje funkcji mitochondriow oraz
ograniczenie wioknienia i programowanej $§mierci komorek [1,18,151].

Niemniej jednak, w obecnym schemacie badawczym nie mozna wykluczy¢, ze
odnotowana dynamika molekularna stanowi w stopniu znaczacym sktadowa naturalnego,
ewoluujacego w czasie procesu gojenia miokardium po incydencie ACS, efektu
optymalizacji standardowego leczenia  kardioprotekcyjnego, autoregulacji
hemodynamicznej, stabilizacji stanu klinicznego, czy tez spontanicznej regresji ostrej
odpowiedzi fazy zapalnej. W zwiazku z powyzszym, najbardziej rzetelna interpretacja
metodologiczna pozwala na sformulowanie wniosku, iz w trakcie 26-tygodniowej
obserwacji, polaczonej ze stosowaniem empagliflozyny dochodzi do mierzalnych,
istotnych statystycznie zmian w profilu ekspresji wyselekcjonowanych miRNA, co jednak
nie stanowi definitywnego dowodu na istnienie bezposredniej zalezno$ci przyczynowo-
skutkowej pomiedzy podawaniem inhibitora SGLT2 a ekspresja tych czasteczek
[18,162,163].

W perspektywie dalszych analiz, ostateczna weryfikacja specyficznego efektu
biologicznego  empagliflozyny =~ wymagataby = wdrozenia  pelnego  protokolu
randomizowanego badania klinicznego EMMY, opartego na bezposrednim poréwnaniu
ramienia terapeutycznego z grupa placebo oraz zaawansowanym modelowaniu
matematycznym interakcji wieloczynnikowych typu: czas x leczenie, leczenie x T2DM

oraz leczenie x LVEF. Zastosowanie tak =zaprojektowanej strategii statystycznej
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pozwoliloby na skuteczne odseparowanie naturalnej, pozawatowej dynamiki biomarkerow

od zmian indukowanych swois$cie przez czasteczke inhibitora SGLT2 [18,162].

10.4. Znaczenie kliniczne wynikow

Wyniki pracy maja znaczenie kliniczne przede wszystkim w konteks$cie
stratyfikacji ryzyka po ACS. Obecnie podstawg oceny cigzkosci i rokowania pozostaja
parametry kliniczne, obrazowe oraz klasyczne biomarkery, takie jak troponiny, NT-
proBNP i eGFR. Przedstawiona praca pokazuje jednak, ze krazace miRNA moga
dostarcza¢ dodatkowej informacji biologicznej. MiR-210-5p i miR-195-5p moga pomagac
w identyfikacji metabolicznie odmiennego fenotypu pacjentow z T2DM po ACS,
natomiast miR-1-5p moze wskazywa¢ na zwigkszone ryzyko istotnej dysfunkcji lewe;j
komory [9,13,14,150].

Szczegolnie obiecujacy jest panel wielomarkerowy obejmujacy miR-1-5p, eGFR
1 NT-proBNP. Potfaczenie markera molekularnego z parametrem funkcji nerek i markerem
przeciazenia serca wpisuje si¢ w zatozenia medycyny precyzyjnej, w ktérej ocena ryzyka
nie opiera si¢ na pojedynczym wskazniku, lecz na integracji informacji pochodzacych
z r6znych poziomow biologii choroby. Takie podejscie moze w przysziosci pomodc
w identyfikacji  pacjentow  wymagajacych  intensywniejszego  monitorowania,
doktadniejszej oceny obrazowej lub bardziej agresywnej optymalizacji leczenia [148—
150].

Na obecnym etapie zaawansowania badan uzyskane wyniki nie powinny by¢
implementowane wprost jako gotowy algorytm decyzyjny w rutynowej praktyce
klinicznej. Stanowig one jednak silng podbudowe merytoryczna do dalszej walidacji
zewngtrznej oraz rozwoju ztozonych paneli biomarkerowych. W strukturze takich narzedzi
diagnostycznych czasteczki miRNA spetniatyby funkcje komplementarng i uzupetniajaca
wzgledem klasycznych markerow biochemicznych, nie dazac do ich substytucji, lecz do

zwigkszenia catkowitej sily predykcyjnej modeli prognostycznych [164—-166].
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10.5. Ograniczenia badania

Kluczowe ograniczenie metodologiczne prezentowanej rozprawy doktorskiej
wynikaja z jej wtoérnego oraz eksploracyjnego charakteru. Przedstawiona analiza zostata
zaprojektowana 1 przeprowadzona jako biomarkerowe badanie w ramach projektu
klinicznego EMMY, w zwiazku z czym nie byla poprzedzona odrebna, prospektywna
kalkulacja mocy statystycznej i minimalnej liczebnosci proby dla punktow koncowych
opartych na profilach ekspresji miRNA. Ostateczna liczebno$¢ analizowanej kohorty
wynosita 106 pacjentéw, z czego podgrupy chorych z wspoétistniejaca T2DM (n=28) oraz
z istotng dysfunkcja skurczowa lewej komory wyrazong jako LVEF < 40% (n=22)
cechowaly sie relatywnie niska liczebnos$cia. Fakt ten, w sposob oczywisty ogranicza moc
statystyczng przeprowadzonych analiz podgrupowych oraz wieloczynnikowych modeli
regresyjnych [18,150].

Trudno$¢ interpretacyjna stanowita selekcja materialu biologicznego. Z przyczyn
technicznych i logistycznych cze$¢ probek osocza nie byta dostepna do procedur biologii
molekularnej, a pewna pula wyizolowanego RNA nie spetnia rygorystycznych kryteriow
jakosciowych (skrajnie niska koncentracja lub stopien czystos$ci transkrypcyjnej).
Powyzsze uwarunkowania generuja ryzyko wystapienia btedu selekcji (ang. selection
bias), szczegodlnie w sytuacji, gdy dostepnos¢ lub integralno$¢ strukturalna kwasow
nukleinowych mogla pozostawaé w posrednim zwigzku ze stanem klinicznym pacjenta
w fazie ostrej [18,150].

Nastgpnym ograniczeniem jest brak bezposredniego poréwnania z grupa placebo
w obecnej analizie biomarkerowej. Chociaz material pochodzit z badania EMMY, analiza
obejmowala pacjentéw leczonych empagliflozyng. Z tego powodu zmiany ekspres;ji
miRNA migdzy punktem wyj$ciowym a 26 tygodniem nalezy interpretowac jako zmiany
obserwowane w trakcie leczenia empagliflozyna, a nie jako jednoznacznie udowodniony
efekt leku [18].

Kolejne ograniczenie dotyczy liczby punktow czasowych. Analiza obejmowata
pomiar w ostrej fazie ACS oraz po 26 tygodniach. Brak pomiaréw posrednich, np. po kilku
dniach lub tygodniach, utrudnia ocen¢ petnej dynamiki miRNA w fazie ostrej, podostrej

i przewleklej przebudowy pozawatowej [43,69].
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Nie bez znaczenia pozostajg ograniczenia techniczne i1 preanalityczne, nieodiacznie
zwigzane z technologig iloSciowego oznaczania krazacych czasteczek miRNA w plynach
ustrojowych. Koncowy wynik analizy molekularnej wykazuje wysoka podatno$¢ na
zmienno$¢ wynikajaca z warunkOw pobierania i przechowywania materiatu, stopnia
hemolizy krwinek, zréznicowanej wydajnosci metod izolacji RNA, strategii
normalizacyjnej oraz zmienno$ci mi¢dzyoperacyjnych w procedurze qRT-PCR. Cho¢
zastosowanie egzogennego standardu cel-miR-39 (metoda spike-in) pozwolito na istotng
redukcje¢ bledu technicznego, nie eliminuje ono catkowicie wszelkich potencjalnych Zrddet
zmiennosci o charakterze przedanalitycznym oraz biologicznym.

Z uwagi na rownolegla ocene kilku czasteczek miRNA oraz implementacje wielu
testow statystycznych, wnioskowanie w oparciu o nominalne warto$ci poziomu istotno$ci
p wymaga szczeg6lnej ostrozno$ci. Ze wzgledu na eksploracyjny charakter analizy
uzyskane wyniki wymagaja potwierdzenia w niezaleznych badaniach. Brak zewngtrznej,
niezaleznej kohorty walidacyjnej ogranicza mozliwo$¢ bezposredniego uogdlniania
i ekstrapolacji sformutowanych wnioskéw na calg populacje chorych po ACS [150].

Wreszcie, zaprezentowane badanie ma charakter czysto asocjacyjny. Na podstawie
uzyskanych korelacji 1 zalezno$ci statystycznych nie jest mozliwe potwierdzenie, Ze
analizowane czasteczki miRNA pelnig funkcje bezposrednich, przyczynowych
mediatoréw pozawatowe] przebudowy serca lub plejotropowych efektow inhibitora
SGLT2. Do pelnej weryfikacji takich mechanizméw niezbedne jest przeprowadzenie
zaawansowanych badan funkcjonalnych in vitro oraz in vivo z zastosowaniem
syntetycznych mimikéw, antagomirdéw (inhibitoréw) badz komorkowych 1 zwierzecych

modeli niedokrwienia miokardium oraz hiperglikemii [1,22,167].

10.6. Dalsze kierunki badan

W $wietle sformutowanych wnioskéw oraz zidentyfikowanych ograniczen
metodologicznych, wytyczono kilka kluczowych i1 komplementarnych kierunkow
przysztych kierunkéw badawczych:

Zewngtrzna walidacja kliniczna: pierwotnym i bardzo istotnym krokiem powinno
by¢ poddanie uzyskanych wynikow procedurze zewnetrznej weryfikacji w niezaleznych,

wieloosrodkowych kohortach chorych po ACS o znacznie wigkszej liczebnosci.

109



Szczegdlnego znaczenia nabiera prospektywne potwierdzenie stabilnosci i powtarzalnos$ci
potencjatu predykcyjnego miR-210-5p oraz miR-195-5p w identyfikacji specyficznego
fenotypu pacjentow z T2DM, a takze niezaleznej wartos$ci diagnostycznej miR-1-5p
1 zintegrowanego modelu wielomarkerowego (miR-1-5p/eGFR/NT-proBNP)
w stratyfikacji ryzyka rozwoju istotnej dysfunkcji skurczowej lewej komory (LVEF<40%)
[150,168].

Pelna implementacja protokotu randomizowanego: kolejny etap powinien w sposdb
optymalny wykorzysta¢ unikalng architektur¢ projektu klinicznego EMMY.
Przeprowadzenie analizy molekularnej z uwzglednieniem petnego uktadu dwuramiennego
obejmujacego réwnolegle poréwnanie kohorty przyjmujacej empagliflozyne z grupa
placebo pozwoli na definitywne ustalenie, czy odnotowana kinetyka zmian ekspresji
miRNA wykazuje swoisto$¢ dla interwencji farmakologicznej inhibitorem SGLT?2.
W sferze statystycznej uzasadnione jest wdrozenie zaawansowanych modeli mieszanych
dla danych podtuznych w celu precyzyjnej oceny interakcji wieloczynnikowych, w tym:
czas x leczenie, leczenie x status kardiometaboliczny (T2DM) oraz leczenie x wyjsciowa
warto$¢ LVEF [18,162,163].

Zwigkszenie rozdzielczosci czasowej oznaczen: istotng perspektywe stanowi
rozszerzenie protokotu o dodatkowe, posrednie punkty czasowe pobierania materiatu
biologicznego. Monitorowanie ekspresji miRNA w pierwszych godzinach oraz dobach od
incydentu indeksowego, a nastepnie w sekwencji tygodniowej i miesiecznej, utatwitoby
precyzyjne odseparowanie wczesnych markeréw ostrej nekrozy miocytow od
epigenetycznych wyktadnikow wtérnych procesow kaskady zapalnej, neowaskularyzacji,
wtoknienia oraz przewlektego, utrwalonego remodelingu strukturalnego miokardium
[43,52,76].

Weryfikacja mechanistyczna 1 funkcjonalna: niezbgdne jest rownolegle
prowadzenie eksperymentalnych badan podstawowych o charakterze mechanicznym.
Wykorzystanie zaawansowanych modeli komorkowych (kardiomiocytéw, komorek
srodblonka naczyniowego oraz fibroblastow sercowych) poddawanych kontrolowanej
stymulacji  hiperglikemicznej, hipoksyjnej oraz uszkodzeniu niedokrwienno-
reperfuzyjnemu pozwoli na laboratoryjne zobiektywizowanie bezposredniego wptywu

empagliflozyny na transkrypcj¢ miR-210-5p, miR-195-5p, miR-21-5p oraz miR-1-5p. Co
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kluczowe, aplikacja syntetycznych mimikéw (oligonukleotydéow sensownych) oraz
antagomiréw (sekwencji antysensownych) umozliwi okreslenie, czy badane czasteczki
stanowig jedynie bierne wskazniki uszkodzenia tkankowego, czy tez pelnig funkcje
aktywnych mediatorow patofizjologicznych [81,138,156,167].

Multidyscyplinarna integracja danych: przyszte modele prognostyczne powinny
dazy¢ do integracji profili ekspresji miRNA z zaawansowanymi parametrami klinicznymi
1 nowoczesnymi technikami obrazowania serca. Zestawienie sygnatur molekularnych
z danymi pochodzacymi z rezonansu magnetycznego serca (CMR), oceng odksztalcenia
miokardium w echokardiografii strain (speckle tracking), pomiarami obj¢tosciowymi
lewej komory, a takze seryjnymi oznaczeniami NT-proBNP i eGFR w korelacji
z dlugoterminowymi  twardymi  punktami koncowymi (MACE), pozwoli na
wygenerowanie wysoce spersonalizowanych algorytmow oceny ryzyka [4,150].

Ocena uzytecznosci klinicznej 1 standaryzacja techniczna: w,reszcie, ostatecznym
warunkiem translacji wynikéw laboratoryjnych do praktyki medycznej jest krytyczna
ocena czysto klinicznej uzytecznosci proponowanych paneli. Poza klasyczng oceng pola
AUC, analizy powinny obejmowac¢ wskazniki poprawy reklasyfikacji ryzyka (NRI, IDI),
wptyw na modyfikacj¢ decyzji terapeutycznych, optacalnos¢ ekonomiczng (analizy koszt-
efektywno$¢) oraz bezwzgledng standaryzacje 1 automatyzacj¢ procedur laboratoryjnych.
Dopiero kompleksowe spelnienie tych kryteriow pozwoli na jednoznaczng oceng, czy
biomarkery oparte na krazacych miRNA moga zosta¢ bezpiecznie 1 skutecznie
zaimplementowane do rutynowych algorytméw diagnostyczno-prognostycznych

w kardiologii [164-166].

10.7. Podsumowanie dyskusji

Podsumowujac, przedstawiona analiza wskazuje, ze krazace miRNA stanowia
obiecujace narzgdzie integrujace informacje o stanie metabolicznym, uszkodzeniu mi¢énia
sercowego 1 przebudowie lewej komory po ACS. MiR-210-5p i miR-195-5p wydaja si¢
przede wszystkim odzwierciedla¢ fenotyp zwigzany z T2DM, natomiast miR-1-5p jest
silniej powigzany z ciezkoscig ACS i istotng dysfunkcja skurczowa lewej komory. MiR-
21-5p, ktérego ekspresja zmniejszata si¢ po 26 tygodniach, moze odzwierciedla¢ dynamike

procesoéw zapalno-wioknieniowych w okresie pozawatowym [22,138,150].
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Najwazniejsza warto$cig dodang pracy jest wykazanie, ze panel laczacy marker
molekularny z klasycznymi parametrami kliniczno-laboratoryjnymi moze poprawiaé
identyfikacj¢ pacjentéw z LVEF <40%. Dane te wspieraja koncepcje¢ wykorzystania
miRNA jako elementu medycyny precyzyjnej po ACS. Jednocze$nie wyniki dotyczace
empagliflozyny nalezy interpretowac ostroznie: obserwowane zmiany miRNA s3 zgodne
biologicznie z potencjalnym dziataniem kardioprotekcyjnym, ale nie dowodza
przyczynowego wplywu leku bez pordwnania z placebo. Dalsze badania powinny
potwierdzi¢ te obserwacje w wigkszych kohortach, w analizach randomizowanych oraz

w modelach mechanistycznych [1,18,150].
11. Zakonczenie
11.1 Podsumowanie

Przedstawiona rozprawa doktorska podejmuje aktualny, wielokierunkowy problem
kliniczny 1 biologiczny jakim jest identyfikacja molekularnych mechanizméw oraz
biomarkerow epigenetycznych sprzezonych z przebiegiem ACS, wspoétistnieniem T2DM
oraz procesem pozawalowej przebudowy strukturalnej LV. Projekt zrealizowano
w paradygmacie analizy translacyjnej, integrujacej zaawansowang rekonstrukcje
bioinformatyczng osi regulacyjnej SGLT2/ncRNA z oceng empiryczng profilu krazacych
miRNA w materiale biologicznym zabezpieczconym w ramach randomizowanego
kontrolowanego badania EMMY. Przyjeta strategia badawcza umozliwila sekwencyjne
przejscie od teoretycznej selekcji czasteczek kandydackich (opartej na przestankach
systemowych) do ich bezposredniej weryfikacji w wysoce specyficznej, dobrze
scharakteryzowanej klinicznie kohorcie chorych.

Gléwnym wkiadem poznawczym pracy jest wykazanie, ze wyselekcjonowane
krazace miRNA odzwierciedlaja odmienne, komplementarne wymiary patofizjologii
okresu pozawalowego. Kinetyka ekspresji miR-210-5p oraz miR-195-5p byla
determinowana przede wszystkim przez profil kardiometaboliczny badanych pacjentow.
Odnotowana w ostrej fazie istotna supresja poziomu miR-210-5p przy jednoczesnej
nadekspresji miR-195-5p w podgrupie z T2DM stanowi dowod na to, ze wspdtistnienie
cukrzycy u chorych po ACS indukuje swoista dysregulacj¢ na poziomie molekularnym.

Zmiany te obejmuja kluczowe szlaki sygnatowe odpowiedzi na hipoksje, stres
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oksydacyjny, dysfunkcj¢ mitochondriow, zaburzenia angiogenezy oraz przewlekla
angiopati¢. Ponadto analiza krzywych ROC potwierdzita wysoka przydatnos$¢
dyskryminacyjng obu tych czasteczek w identyfikacji zaburzen gospodarki
weglowodanowej, ze szczegdlnym wskazaniem na wyzsza czulo$¢ diagnostyczng miR-
210-5p.

Najbardziej reprezentatywnym dla medycyny translacyjnej elementem rozprawy
jest wykazanie, ze integracja miR-1-5p z klasycznymi wskaznikami kliniczno-
laboratoryjnymi istotnie optymalizuje proces identyfikacji chorych obcigzonych wysokim
ryzykiem rozwoju dysfunkcji skurczowej (LVEF<40%). ZtoZzony panel wielomarkerowy
taczacy wysoka ekspresje miR-1-5p, obnizong warto$¢ eGFR oraz podwyzszone stezenie
NT-proBNP charakteryzowat si¢ znamiennie wyzszg wartoscia AUC w poréwnaniu do
modeli opartych na pojedynczych parametrach, pozostajac niezaleznym predyktorem
dysfunkcji LV w modelowaniu wieloczynnikowym. Dowodzi to, ze biomarkery oparte na
krazacych miRNA wykazuja potencjal komplementarny i powinny by¢ rozpatrywane jako
narzedzia uzupelniajace, a nie substytuujace standardowe algorytmy diagnostyczne.

Zgromadzone dane empiryczne wpisuja si¢ w nowoczesny paradygmat medycyny
personalizowanej w kardiologii. Wskazuja one, ze rutynowa ocena pacjenta po ACS moze
zosta¢ skutecznie rozbudowana o spektrum informacji molekularnych, bezposrednio
odzwierciedlajacych status metaboliczny, stopien hipoksji tkankowej oraz intensywno$¢
odczynu zapalnego, wldknienia i destrukcji komorek miokardium. Jednocze$nie wyniki
pracy jasno definiujg bariery aplikacyjne, wskazujac, ze powszechne wdrozenie kliniczne
biomarkerow z grupy miRNA wymaga przeprowadzenia zewngtrznej walidacji na
niezaleznych  populacjach  chorych,  bezwzglednej  standaryzacji  procedur
przedanalitycznych 1 analitycznych oraz weryfikacji ich ostatecznej skutecznosci
w prospektywnych modelach stratyfikacji ryzyka.

Reasumujac, przedstawiona rozprawa doktorska identyfikuje o$§ sygnatowa
SGLT2/ncRNA oraz wybrane krazace czasteczki miRNA jako istotne, stabilne elementy
molekularnej  charakterystyki  pacjentow w  fazie po-ACS. Na podstawie
przeprowadzonych analiz wykazano, ze miR-210-5p i miR-195-5p sg $cisle skorelowane
z kardiometabolicznym fenotypem T2DM, miR-21-5p odwzorowuje dlugofalowa

dynamike proceséw naprawczo-wldknieniowych, natomiast miR-1-5p posiada kluczowe
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znaczenie w predykcji stopnia uszkodzenia LV 1 rozwoju niewydolno$ci serca.
Przedstawiona praca stanowi tym samym merytoryczng i metodologiczng podbudowg pod
dalszy rozw¢j zaawansowanych paneli niefrakcjonowanych biomarkeréw shuzacych do

monitorowania i prognozowania pozawatowej ewolucji strukturalnej serca.

11.2. Whnioski
1. O$ SGLT2-ncRNA stanowi zlozony uktad regulacyjny taczacy sygnalizacje
metaboliczng, zapalng, oksydacyjna, profibrotyczng i sercowo-naczyniowa. Analiza
bioinformatyczna 1 przegladowa uzasadniaja wybor miRNA jako kandydackich
biomarkeréw przebudowy pozawatowej i zaburzen metabolicznych.
2. U pacjentdow po ACS obecnos¢ T2DM wigze si¢ z odmiennym profilem ekspresji
krazacych miRNA. Najbardziej wyrazne roznice dotycza nizszej ekspresji miR-210-5p
oraz wyzszej ekspresji miR-195-5p u pacjentow z T2DM.
3. MiR-210-5p moze by¢ interpretowany jako marker zaburzonej odpowiedzi na hipoksje
1 stres metaboliczny u pacjentow z T2DM po ACS. Jego wzrost po 26 tygodniach
obserwacji sugeruje udzial w procesach adaptacyjno-naprawczych, przy utrzymujacym si¢
wplywie cukrzycy na ten szlak.
4. MiR-195-5p wydaje si¢ odzwierciedla¢ przewlekly komponent metaboliczno-
naczyniowy zwigzany z T2DM 1 podwyzszonym HbAlc. Jego wyzsza ekspresja
u pacjentéw z cukrzyca wskazuje na potencjalny zwigzek z dysfunkcja srodbtonka, stresem
oksydacyjnym, apoptoza i zaburzong angiogeneza.
5. MiR-21-5p, ktorego ekspresja istotnie zmniejszata si¢ po 26 tygodniach, moze
odzwierciedla¢ wygaszanie procesOw zapalno-widknieniowych i przebudowy migsnia
sercowego w okresie pozawatowym. Ze wzgledu na brak bezposredniego poréwnania
z placebo, obserwacja ta nie przesadza o przyczynowym wptywie empagliflozyny.
6. MiR-1-5p jest najsilniej zwigzany z ciezkoscia ACS w badanej kohorcie. Wyzsza
wyjsciowa ekspresja miR-1-5p u pacjentow z LVEF <40% wskazuje, ze czasteczka ta
moze odzwierciedla¢ uszkodzenie kardiomiocytdw oraz wczesng dysfunkcje lewej
komory.
7. Panel wielomarkerowy obejmujacy wysokie miR-1-5p, niskie eGFR 1 wysokie NT-
proBNP poprawia identyfikacj¢ pacjentow z LVEF <40% w pordéwnaniu z pojedynczymi
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markerami. Wynik ten potwierdza potencjat integracji biomarkerow molekularnych
z klasycznymi parametrami kliniczno-laboratoryjnymi.

8. Obserwowane zmiany ekspresji miRNA w trakcie 26 tygodni leczenia empagliflozyna
sa biologicznie spdjne z potencjalnym dziataniem kardioprotekcyjnym inhibitorow
SGLT2, ale nie stanowig definitywnego dowodu przyczynowego efektu leku. Do
potwierdzenia takiego efektu konieczne sg analizy poréwnawcze z grupg placebo oraz
modele uwzgledniajace interakcje czasu i leczenia.

9. Krazace miRNA maja potencjal jako biomarkery stratyfikacji ryzyka po ACS, jednak
ich zastosowanie kliniczne wymaga dalszej walidacji w wigkszych, niezaleznych
1 zroznicowanych populacjach oraz standaryzacji procedur przedanalitycznych, izolacji
RNA, normalizacji i oznaczen qRT-PCR.

10. Dalsze badania powinny obejmowac prospektywna walidacje paneli miRNA, analizg
peinej dynamiki czasowej po ACS, ocene roznic miedzy STEMI i NSTEMI, poréwnanie
ramienia empagliflozyny z placebo oraz badania funkcjonalne in vitro i in vivo

potwierdzajace mechanistyczng role zidentyfikowanych miRNA.

11.3. Konkluzja koncowa

Przedstawiona rozprawa potwierdza, ze krazace miRNA s3 obiecujacymi
markerami integrujacymi informacje o stanie metabolicznym, uszkodzeniu mig$nia
sercowego 1 przebudowie lewej komory po ACS. Najwicksza warto$¢ kliniczno-
translacyjng ma nie pojedyncze oznaczenie miRNA, lecz ich interpretacja w kontekscie
fenotypu pacjenta oraz klasycznych parametroéw kliniczno-laboratoryjnych. Wyniki pracy
wspieraja dalszy rozwoj biomarkeréw opartych na ncRNA jako elementu medycyny

precyzyjnej w kardiologii, zwlaszcza u pacjentow z ACS 1 wspétistniejaca T2DM.
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12. Aneks

Pacjenci z AMI / Gatunek | Badany Zastosowanie | Proces Typ badania i badana Pism.
model zwierzecy material populacja
biologiczny
ekspresja ekspresja A /H surowica/ mechanizm grupa badana i grupa -
miRNA genu osocze komorkowy kontrolna
docelowego
TmiR-1 IKIF 1o H tkanka serca T hipoksja in vivo and in vitro ludzie: [51]
n=23 pacjenci z AMI, n=23
pacjenci bez AMI (tkanka
serca)
TmiR-1 ZNF280c, H tkanka serca T hipoksja in vivo oraz in vitro u ludzi: [51]
ICF7 n = 23 pacjentow z AMI oraz
n = 23 pacjentow bez AMI
(tkanka serca)
TmiR-1 TUPS, A tkanka serca T apoptoza, in vivo: model MI u 48 [44]
1TGF-p, wioknienie, samcoéw myszy C57BL/6.
LVR (grupa kontrolna; grupa

otrzymujaca antagomir
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miRNA-1; grupa
otrzymujaca wektor
lentiwirusowy miRNA-1;
grupa otrzymujaca

bortezomib)

TmiR-1

surowica

in vivo u ludzi: 200
pacjentow z MI oraz 100
zdrowych 0sob; pacjenci z MI
zostali podzieleni na 2 grupy:
1) bez istotnego zwe¢zenia
tetnic;

2) poddani pierwotnej PCI z
powodu istotnego zwezenia

tetnic.

[45]

TmiR-1

surowica

in vivo u ludzi: 31 pacjentow

z AMI.

[46]

TmiR-1

surowica

in vivo u zwierzat: samce

szczurow SD z AMI,

[46]
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niedokrwienne
kondycjonowanie wstepne -

IP; uszkodzenie I/R w AMI.

TmiR-1

kardiomiocyty

in vitro: pierwotne hodowle
kardiomiocytow
komorowych noworodkéw
szczurdw, izolowanych z serc
szczuréw SD (model

martwicy)

[46]

TmiR-1

tkanka serca

in vitro u ludzi: probki
autopsyjne: 50 probek
zawalowej tkanki serca
ludzkiego oraz strefy
granicznej, a takze 8 probek
tkanki serca od 8 zdrowych

0s6b.

[49]
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TmiR-1

0S0CZEC

in vivo u ludzi: 174
pacjentéw z AMI oraz 163
pacjentéw bez AMI.

[50]

TmiR-1

0S0CZEC

in vivo u ludzi: 33 pacjentow
ze STEMI oraz 17 zdrowych

0séb.

[52]

TmiR-1

0S0CZE€

in vivo: model MI u samic
myszy C57BL/6
(niedokrwienie konczyny
tylnej)

[52]

TmiR-1

0S0CZEC

in vivo u ludzi: 70 pacjentow

z AMI oraz 72 zdrowe osoby.

[53]

TmiR-1

0S0CZE€

in vivo u ludzi: 17 pacjentow

z AMI oraz 25 zdrowe osoby.

[54]

TmiR-1

surowica

in vivo u ludzi: 17 pacjentow

z AMI w poréwnaniu ze 182

[55]
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pacjentami z AP oraz ze 100

zdrowymi osobami.

TmiR-1

0S0CZE€

in vivo u ludzi: 33 pacjentow
z AMI, 16 pacjentow z
chorobg wiencowa bez AMI

oraz 30 zdrowych 0sob.

[56]

TmiR-1

0S0CZE€

in vivo u ludzi: 115
pacjentéw z CKD (67 z
NSTEMI, 20 z SA, 7 z UA,
18 z HF oraz 3 z innymi

zaburzeniami).

[57]

JmiR-1

0S0CZEC

in vivo u ludzi: 44 zgony z
powodu CVD (19 z powodu
AMLI, 25 z powodu nagltego
zgonu sercowego - SCD, 18 z
powodu niekardiologicznego

Zgonu pourazowego).

[42]
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TmiR-1

0S0CZEC

in vivo u ludzi: 44 pacjentow
z AMI (dzien 4., dzien 9.
oraz 6 miesigcy) oraz 18

zdrowych o0sdb.

[43]

TmiR-1

0S0CZEC

in vivo u ludzi: 6 pacjentow
z CAD, 6 pacjentow ze
STEMI z obserwowang
niedrozno$cig (STEM-pre)
oraz 6 pacjentow ze STEMI
po reperfuzji (STEMI-PCI).

[47]

TmiR-1

krew petna

in vivo post mortem u
ludzi: 45 przypadkéw zgonu
sercowego (24 M1, 21 SUD)
oraz 5 przypadkow
kontrolnych (zgon

pourazowy).

[48]
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TmiR-1

0S0CZEC

in vivo u ludzi: 93 pacjentow
z AMI oraz 66 zdrowych

0s6b.

[58]

TmiR-1

surowica

in vivo u ludzi: 29 pacjentow
z ACS oraz 42 pacjentow bez
ACS.

[59]

JmiR-1

tkanka serca

in vitro: model MI u samcéw
myszy C57BL/6
(podwiazanie LAD).

[59]

TmiR-1

0S0CZEC

in vivo u ludzi: 67 pacjentow

z AMI oraz 32 zdrowe osoby.

[60]

TmiR-1

0S0CZE€

in vivo: $winski model M1

(podwiazanie LAD).

[61]

TmiR-1

mocz

in vivo u ludzi: 25 pacjentow
ze STEMI oraz 11 zdrowych

0séb.

[61]
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TmiR-1

0S0CZEC

in vivo u ludzi: 25 pacjentow
ze STEMI oraz 11 zdrowych

0s6b.

[61]

TmiR-1

0S0CZEC

in vivo u ludzi: 122
pacjentéw z AMI (116 oséb,
ktére przezyly, oraz 6 oséb,

ktére nie przezyly).

[62]

TmiR-1

0S0CZEC

in vivo: model MI u myszy
C57BL/6 (podwiazanie
LAD) w poréwnaniu z
myszami poddanymi operacji

pozorowane;.

[63]

TmiR-1

0S0CZEC

in vivo u ludzi: 18 pacjentow
ze STEMI oraz 6 zdrowych

0s6b z grupy kontrolne;.

[63]

TmiR-1

0S0CZE€

in vivo u ludzi: 3 pacjentow
z AMI oraz 3 pacjentéw z

CAD (bez ACS).

[64]
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TmiR-1

0S0CZEC

in vivo: model MI u myszy
C57BL/6 (podwiazanie
LAD) w poréwnaniu z
myszami poddanymi operacji

pozorowane;.

[64]

TmiR-1

0S0CZEC

in vivo u ludzi: 27 pacjentow
ze STEMI, 36 pacjentéw z
kardiomiopatig Takotsubo
(TTC) oraz 28 zdrowych

0s6b z grupy kontrolne;.

[65]

TmiR-1

surowica

in vivo u ludzi: 20 pacjentow
z AMI oraz 20 zdrowych

0s6b.

[66]

TmiR-1

mocz

in vive: szczurzy model AMI
(podwiazanie LAD); szczury
poddane operacji

pozorowanej stanowity grupe

kontrolng; surowica i mocz

[66]
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(pobrane po 0 h,3 h, 6 h, 12
h, 24 h, 48 h, 3 dniach, 7
dniach oraz 14 dniach po

AMI).

TmiR-1

surowica

in vivo: szczurzy model AMI
(podwiazanie LAD); szczury
poddane operacji
pozorowanej stanowity grupe
kontrolng; surowica i mocz
(pobrane po 0 h, 3 h, 6 h, 12
h, 24 h, 48 h, 3 dniach, 7
dniach oraz 14 dniach po

AMI).

[66]

TmiR-1

lUCAI

0S0CZE€

in vivo u ludzi: 49 pacjentow
z AMI oraz 15 0s6b bez AMI

(zdrowe osoby).

7]

[66,6

JmiR-1

tkanka serca

in vitro u ludzi: 39 probek

autopsyjnych zawatowej

[68]

125




tkanki serca ludzkiego od
pacjentow z AMI oraz 11
probek autopsyjnych tkanki
serca od zdrowych os6b

(zmartych w wypadkach).

TmiR-1

|HOTAIR

0S0CZEC

apoptoza

in vivo u ludzi: 50 pacjentow
z AMI oraz 50 zdrowych

0séb.

[69]

TmiR-1

0S0CZEC

in vivo u ludzi: 444
pacjentow z ACS (117 z UA,
131 ze STEMI, 196 z
NSTEMI).

[70]

TmiR-1

0S0CZEC

in vivo u ludzi: 44 pacjentow
z AMI (dzien 4., dzien 9.
oraz 6 miesigcy) oraz 18

zdrowych o0sdb.

[43]
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TmiR-21 ISTRN, sEV pochodzace hipoksja in vitro u ludzi: sEVs [71]
NOS3 z krwi pochodzace z ludzkiej krwi
obwodowe;j obwodowej (PB-sEVs) w
warunkach hipoksji.
TmiR-21 1KBTBD,DA tkanka serca zapalenie, in vivo: myszy z nokautem [72]
MP, MKK3/6 MiR-21 (KO) oraz mysi
model MI (podwigzanie
LAD).
TmiR-21-5p - surowica - pacjenci z AMI w [73]
poréwnaniu ze zdrowymi
osobami z grupy kontrolne;j.
TmiR-21 1Spryl tkanka serca wioknienie in vivo: 67 myszy (22 w [74]
grupie sham oraz 45 po
przejsciu MI).
TmiR-21 lJagged] tkanka serca wtoknienie in vive: model MI u samcow [75]

szczurow SD (podwigzanie

LAD).
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TmiR-21

surowica

zapalenie

184 pacjentow z AMI w
poréwnaniu z grupa
kontrolng obejmujaca 150

pacjentow.

[76]

TmiR-21

|PTEN

tkanka serca

wildknienie

in vive: mysi model MI.

[77]

TmiR-21

surowica

in vivo u ludzi: 38 pacjentow
z AMI, 27 pacjentow z
niestabilng AP oraz 25 oséb

w grupie kontrolne;j.

[78]

TmiR-21

TNF-a,
JNK/p38/

caspase-3

tkanka serca

apoptoza

in vitro: ludzkie

kardiomiocyty (HCM).

[78]

TmiR-21

PTEN,TNR
Cba

tkanka serca

apoptoza,

zapalenie

in vivo: szczurzy model MI
(podwiazanie LAD) oraz

grupa sham.

[79]
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TmiR-21

LGASS,
PDCD4

tkanka serca

T apoptoza

in vivo: szczurzy model MI
(podwiazanie LAD) oraz

grupa sham.

[80]

TmiR-21

LGASS,
PDCD4

tkanka serca

T apoptoza

in vitro: komoérki H9¢2

pochodzace z serca szczura.

[80]

TmiR-21

A TGF-
p/Smad7

tkanka serca

T wildknienie

in vitro: pierwotne CFs
szczuréw SD (grupy: mimik
miR-21, inhibitor miR-21

oraz kontrola negatywna).

[81]

TmiR-21

tkanka serca

T wldknienie

in vivo: mysi model MI
(podwiazanie LAD) oraz

operacja sham.

[81]

TmiR-21

tkanka serca

in vivo u ludzi: 40 pacjentow
z AMI, 22 pacjentow z
niestabilng dusznicg bolesng
(UAP) oraz 22 osoby ze
zdrowej grupy kontrolne;j

(HO).

[82]
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TmiR-21-5p PDCDA, tkanka serca hipoksja in vivo: samce szczurow [83]
HIFla Wistar.
JmiR-21 15iRNA tkanka serca apoptoza in vivo: szczury Sprague [84]
GASS Dawley (SD) (AMI
wywotlano przez podskorne
wstrzyknigcie izoproterenolu)
TmiR-21 - surowica wioknienie, in vivo u ludzi: 198 [85]
przerost pacjentéw z AMI,
ocenianych 5 dni oraz 1 rok
po pierwotnej PCI;
podzielonych na grupe LVR
(n = 56) oraz grup¢ bez LVR
(n=142).
TmiR-21 |PTEN/ tkanka serca apoptoza, in vivo: szczurzy model MI [86]
VEGF proliferacja (podwigzanie LAD); mimiki
komorek, MiR-21 oraz inhibitory miR-
angiogeneza 21 wstrzykiwano i

transfekowano (transfected)




do szczurow modelowych w
celu modyfikacji ekspresji

miR-21.

TmiR-21 \PTEN/ tkanka serca apoptoza, in vitro: szczurze komorki [86]
VEGF proliferacja srédbtonka mikrokrazenia
komorek, sercowego (CMECs) oraz
angiogeneza mezenchymalne komorki
macierzyste szpiku kostnego
(BMSCs).
TmiR-21 | Bax, tkanka serca apoptoza in vivo: samce myszy [87]
Caspase-3 C57BL/6: grupa MI, grupa
LV-GFP oraz grupa miR-21
(poddane podwigzaniu LAD),
a takze grupa sham.
TmiR-21 1Bcl-2/ Bax tkanka serca apoptoza in vivo: samce myszy [87]

C57BL/6: grupa MI, grupa
LV-GFP oraz grupa miR-21




(poddane podwigzaniu LAD),

a takze grupa sham.

TmiR-21

surowica

in vive: 36 pacjentéw z AMI
(osocze pobrano przy
przyjeciu oraz po 24 h, 48 h i
6 dniach).

[88]

TmiR-21

ATGFp1/
Smad-3
mRNA

tkanka serca

wldknienie

in vitro: komorki HOC2
eksponowano na hipoksje
(traktowanie hipoksja przez 6
h, 24 h, 48 h oraz 72 h);
komorki transfekowano
inhibitorami 1 mimikami

miRNA.

[88]

TmiR-21

|PTEN

tkanka serca

hipoksja,

apoptoza

in vive: zdrowe doroste
samce myszy Kunming
podzielono na grupy: Sham,
MI (podwiazanie LAD), MI
+ NC, agomiR-21, agomiR-

[89]
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146a, agomiR-21/miR-146a,
antagomiR-21/miR-146a,
agomiR-21/miR-146a oraz
antagomiR-21/miR-146a.

TmiR-21

\p-AKT

tkanka serca

hipoksja,

apoptoza

in vive: zdrowe doroste
samce myszy Kunming
podzielono na grupy: Sham,
MI (podwiazanie LAD), MI
+ NC, agomiR-21, agomiR-
146a, agomiR-21/miR-146a,
antagomiR-21/miR-146a,
agomiR-21/miR-146a oraz
antagomiR-21/miR-146a.

[89]

TmiR-21

0S0CZE€

in vivo u ludzi: pacjenci z
AMI w poréwnaniu z
pacjentami z dtawica

piersiowa (AP).

[90]
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tmiR-21-5p

surowica

in vivo u ludzi: 61 pacjentow
ze STEMI w poréwnaniu ze

zdrowymi osobami.

[91]

TmiR-21

0S0CZEC

in vivo u ludzi, dwie
kohorty: 1) 17 pacjentow z
AMI oraz 28 zdrowych
ochotnikow;

2) 9 pacjentéw z AMI, 9
pacjentow z udarem
niedokrwiennym moézgu, 8
pacjentow z zatorowoscia
ptucng oraz 12 zdrowych

ochotnikow.

[92]

TmiR-21

roézne

komorek

typy

in vitro: w warunkach
hipoksji indukowanej
chlorkiem kobaltu (CoCl.) w
komorkach H9¢2, komorkach
HE, makrofagach (komorki
Raw 264.7) oraz neutrofilach

[92]
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krwi obwodowej
izolowanych od pacjentow z

AMI i zdrowych 0s6b.

TmiR-21

|FAS/
HIPK3

tkanka serca

hipoksja,

apoptoza

in vitro: linia komorkowa
zarodkowych
kardiomiocytow szczura
H9C2; 8 grup: kontrolna
(CTL), po H/R, H/R + mimik
miR-21 (H/R + 21mimic),
H/R + negatywna kontrola
mimika miR-21 (H/R +
21mimic NC), H/R +
inhibitor miR-21 (H/R +
21linhibitor), H/R +
negatywna kontrola
inhibitora miR-21 (H/R +
21linhibitor NC), H/R + maty
interferujacy RNA-HIPK3
(H/R + si-HIPK3) oraz H/R +

[92]
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negatywna kontrola siRNA-
HIPK3 (H/R + si-NC).

TmiR-21 1TGF-p, tkanka serca wioknienie, in vivo: model MI u myszy [74]
Ta-SMA, zapalenie typu dzikiego (WT) oraz
TFAP, myszy z nokautem miR-21
Tcollagen Ia, (KO).
TL-1p,
TL-6,
1TNF-a
TmiR-21 18Spryl tkanka serca wioknienie, in vitro: pierwotne mysie [74]
zapalenie fibroblasty sercowe (CFs)

izolowane od myszy WT oraz
myszy z nokautem miR-21
(KO), traktowane
angiotensyng II (Ang II) lub
siRNA Sproutyl (Spryl).




tmiR-21-5p

0S0CZEC

LVR

in vivo u ludzi: [z
prospektywnego
wieloosrodkowego badania
REVE-2] 226 pacjentow z
AMI (seryjne probki krwi
pobrano w 4 punktach
czasowych: wyjsciowo, po 1
miesigcu, po 3 miesigcach

oraz po 12 miesigcach).

[93]

tmiR-21-5p

tkanka serca

LVR

in vive: model Ml u
szczurOw Wistar
(podwiazanie LAD) oraz

grupa sham.

[93]

TmiR-21

ATGF-BI

tkanka serca

wldknienie

in vitro: mysie fibroblasty

sercowe (CFs).

[94]

TmiR-21

tkanka serca

in vivo: szczurzy model MI
(podwiazanie LAD) oraz
dozylne podanie ludzkiej

[95]




surowiczej CRP (grupa I/R +
CRP); grupa sham, grupa z
dozylng infuzja CRP (tylko
CRP) oraz grupa wylacznie
I/R (tylko I/R)

TmiR-21

1PDCD4

tkanka serca

in vitro: pierwotne hodowle
kardiomiocytow
komorowych noworodkéw
szczurdw, izolowanych z serc

szczurow SD.

[96]

TmiR-21

surowica

in vivo u ludzi: 96 pacjentow
z MI (przypadki $miertelne n
= 36 oraz nie$miertelne n =
60) oraz zdrowe osoby (n =

99).

[97]

TmiR-21

1 Treg cells,

Ifoxp3,
\TGF-p1,

0S0CZEC

in vive: pacjenci z CHD:
grupa AMI (n = 24), grupa
UA (n =21), grupa stabilnej

[98]
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lsmad7,
\TGF-f

dlawicy piersiowej (SA) (n =
24), w porownaniu z
pacjentami z zespotem bolu
w klatce piersiowej (CPS, n =

27).

TmiR-21

0S0CZEC

in vivo u ludzi: 44 pacjentow
z AMI (dzien 4., dzien 9.
oraz 6 miesigcy) oraz 18

zdrowych o0sdb.

[43]

TmiR-34a

lbcl2

tkanka serca

hipoksja

in vivo: szczury;
szczegdtowa ocena
rozleglosci MI za pomoca
barwienia biekitem

Evansa/TTC.

[99]

TmiR-34a

lbcl2

cardiomyocytes

hipoksja

in vitro: kardiomiocyty H9c2
eksponowane na stymulacje
hipoksja/reoksygenacja
(H/R).

[99]
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TmiR-34a-
Sp

INOTCH

tkanka serca T apoptoza,
stres

oksydacyjny,

in vivo: szczurze modele
uszkodzenia I/R mig¢énia

SCrcowcego.

[100]

TmiR-34a-
Sp

INOTCH

tkanka serca T apoptoza,
stres

oksydacyjny,

in vitro: kardiomiocyty
H9C2 eksponowane na
model uszkodzenia I/R
(stymulacja
hipoksja/reoksygenacja
(H/R)).

[100]

TmiR-34a

SIRT1,p53,

Bcel-2,Bax

tkanka serca T apoptoza

in vivo: szczurzy model MI
(uszkodzenie I/R
indukowano poprzez
wytworzenie u szczurow
warunkéw nasladujacych
skutki uszkodzenia I/R w

sercu).

[101]

TmiR-34a

1TGF-p1,
1Smad4

tkanka serca T wldknienie

in vive: mysi model MI

(podwiazanie LAD),

[102]
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obejmujacy iniekcje do zyty
ogonowej antagomiru-34a
(Ant-miR34a, grupa badana)
lub antagomiru kontrolnego

(Ant-Cont, grupa kontrolna).

TmiR-34a

surowica

in vivo u ludzi: 15 pacjentow
z AMI (probki pobrano w
ciggu 24 godzin od
rozpoznania) oraz 15
zdrowych oséb (grupa

kontrolna).

[103]

TmiR-34a

|ALDH?

kardiomiocyty

apoptoza

in vitro: szczurzy model MI
(podwiazanie LAD;

srodowisko hipoks;ji).

[103]

lmiR-34a

\Le3-11,

1p62,
|TNFa

kardiomiocyty

autofagia

in vitro: kardiomiocyty
noworodkow szczurow

(NRCMs) izolowane od

[104]
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szczurow SD ($rodowisko

hipoksji).

lmiR-34a

1bcl-2, Thax

tkanka serca

apoptoza

in vivo: 24 szczury SD
podzielone na dwie grupy:
grupe sham (n = 12) oraz
grupe modelowa (n = 12).

[105]

TmiR-34

0S0CZE€

LV remodeling

in vivo u ludzi: 359
pacjentéw z AMI,
podzielonych na grupe z
remodelingiem LV oraz
grupe bez remodelingu LV (2
punkty czasowe: wyj§ciowo

oraz po 6 miesigcach).

[106]

TmiR-34a

Isirtl

tkanka serca

apoptoza

in vivo: model MI u myszy
C57BL/6 (podwiazanie
LAD), podzielony na grupy:
sham, IR, IR AAV-vector
oraz IR AAV-Pegl3.

[107]
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TmiR-126- 0socze in vivo u ludzi: 29 pacjentow [108]
S5p z AMI (15 ze STEMI oraz 14

z NSTEMI) oraz 21

zdrowych dorostych osob

(bez AMI).
TmiR-126- 0socze in vivo u ludzi: 27 pacjentow [109]
3p z AMI oraz 30 zdrowych

0s6b (grupa Ctl).
TmiR-126- 0s0cze in vivo u ludzi: 100 [73]
3p pacjentéw ze STEMI, w tym

51 pacjentéw z AMI z
catkowitg okluzja tetnicy
odpowiedzialnej za zawat
(IR-ATO), 49 pacjentow z
AMI z rekanalizacjg naczynia
krwiono$nego
odpowiedzialnego za zawat
(IR-BVR) oraz 50 zdrowych

0s6b.
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JmiR-126- ML-174 surowica zapalenie in vivo u ludzi: 40 pacjentow [110]
S5p z AMI oraz 40 zdrowych
0s0b.
miR-126 TWEGF-A komorki angiogeneza in vitro: model MI u [111]
mezenchymalne szczurdéw SD, z ktorego

szpiku kostnego

(BMSCs)

izolowano mezenchymalne
komorki macierzyste szpiku
kostnego (BMSCs) (2 grupy:
jedna grupa byta
kotransfekowana kombinacja
200 ng reportera
lucyferazowego pGL3-
control, 10 ng wektora pRL-
TK oraz wektora miR-126,
natomiast w drugiej grupie
wektor miR-126 zastgpiono
wektorem kontroli

negatywnej).
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JmiR-126-
3p

surowica D

in vivo u ludzi: 4 grupy:
osoby kontrolne bez CAD,
pacjenci ze stabilng dtawica
piersiowa (SAP), pacjenci z
niestabilng AP (UAP) oraz
pacjenci z MI (MI; n = 36).

[112]

JmiR-126

0socze D

in vivo u ludzi: 17 pacjentow
z AMI oraz 25 zdrowych

0séb.

[54]

TmiR-126-
5p

0socze D

in vivo u ludzi: 16 pacjentow
z AMI oraz 6 0s6b z grupy
kontrolnej bez AMI.

[113]

miR-126

0S0CZe D.,P

in vivo u ludzi: grupa
kontrolna (n = 14), MI z
prawidtowa EF (MI + NEF, n
= 13) oraz MI z niskg EF (MI
+ LEF, n = 16).

[114]
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TmiR-126

0socze D

in vivo u ludzi: 17 pacjentow
z AMI oraz 17 zdrowych

0s6b.

[115]

miR-126-3p

0socze D

in vivo: grupa eksploracyjna:
8 pacjentow z AMI oraz 8§
zdrowych oséb; grupa
walidacyjna: 31 pacjentéw z

AMI oraz 31 zdrowych os6b.

[116]

1miR-133

in vivo u ludzi: 746
pacjentéw z AMI (ze
STEMI) oraz zdrowe osoby.

[117]

1miR-133

1SIRT3

tkanka serca T

apoptoza

in vivo i in vitro: model MI
u 90 samcoOw szczurow
Wistar (podwigzanie LAD)
oraz nanoczastki RGD-PEG-
PLA/miR-133 podawane we
wstrzyknigciu do zyty

0gonowe;.

[118]

146




|miR-133

|AMPK

tkanka serca

apoptoza

in vivo i in vitro: model MI
u 90 samcoOw szczurow
Wistar (podwigzanie LAD)
oraz nanoczastki RGD-PEG-
PLA/miR-133 podawane we
wstrzyknigciu do zyty

0gonowe;.

[118]

1miR-133

in vivo: 150 pacjentéw z
AMI oraz 50 o0s6b z grupy
kontrolnej bez AMI.

[119]

|miR-133

\TGF-B1,

|CTGF,

coll, col3,

o-SMA

tkanka serca

wloknienie,
odkladanie

kolagenu

in vive: model MI u 60
samcoOw szczurow SD
(podwiazanie LAD),
podzielonych na 3 grupy:
grupa operacji sham, grupa
kontrolna oraz grupa z

upregulacja miR-133a.

[120]
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1miR-133

INLPR3

tkanka serca

hipoksja,

apoptoza

in vivo u szczurow: 10-
tygodniowe samce szczurOw
Wistar po 24 h od operacji
sham w grupie Sham (n =9)
oraz w grupie MI
(podwiazanie tetnicy

wiencowej, n = 9).

[121]

1miR-133

INLPR3

kardiomiocyty

hipoksja,

apoptoza

in vitro: szczurza tkanka

sercowa.

[121]

|miR-133

tkanka serca

in vivo: tkanka neuronalna;
35 myszy C57/BL6
wykorzystano do
wytworzenia zwierzgcych
modeli MI, a 10 myszy
wilaczono do grupy
kontrolnej; 4 grupy: 28

myszy transfekowano

adenowirusem przenoszacym

miRNA-133, a 18 myszy

[121]

148




podzielono na grupg z
pustym wektorem
Wirusowym oraz grupg

modelowg MI.

1miR-133

0S0CZEC

in vivo u ludzi: 102
pacjentéw z AMI, 120
pacjentéw z bolem w klatce
piersiowej bez AMI oraz 110
zdrowych oséb (grupa

kontrolna).

[122]

1miR-133

0S0CzZEC

in vivo u ludzi: 75 pacjentow
z AMI (25 przypadkow
STEMI, 51 NSTEMI) oraz
110 pacjentéw bez AMI
(definiowanych jako brak
wzrostu stezenia troponiny
oraz brak uniesienia odcinka

ST).

[123]
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1miR-133

0S0CZEC

in vivo u ludzi: 13 pacjentow
z AMI oraz 27 zdrowych

0s0b (grupa kontrolna).

[124]

1miR-133

0S0CZEC

in vivo u ludzi: 51 pacjentow
zAMI [24 h (n=51) oraz 7
dni (n = 6) po wystapieniu
objawow AMI] oraz 28
zdrowych oséb (grupa

kontrolna).

[124]

1miR-133

0S0CZE€

in vivo u ludzi: 246
pacjentow z MI (seryjne
probki krwi pobrano przy
wypisie, tj. od 3. do 7. dnia,
oraz po 1, 3 i 12 miesigcach

po MI).

[125]

1miR-133

1CDK13

tkanka serca

in vivo i in vitro u ludzi: 23

pacjentow z AMI oraz 23

[51]




pacjentow bez AMI (tkanka

serca).

1miR-133

surowica

in vivo u ludzi: 29 pacjentow
z ACS oraz 42 pacjentow bez
ACS.

[59]

|miR-133

tkanka serca

in vitro: model MI u samcéw
myszy C57BL/6
(podwiazanie LAD).

[59]

1miR-133

0S0CZEC

in vivo u ludzi: 27 pacjentow
ze STEMI, 36 pacjentéw z
kardiomiopatig Takotsubo
(TTC) oraz 28 zdrowych

0s6b z grupy kontrolne;.

[65]

|miR-133

tkanka serca

in vitro u ludzi: 39 probek
autopsyjnych zawatowej
tkanki serca ludzkiego od
pacjentow z AMI oraz 11

probek autopsyjnych tkanki

[68]
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serca od zdrowych os6b

(zmartych w wypadkach).

TmiR-133a

0S0CZEC

in vivo u ludzi: 444
pacjentow z ACS (117 z UA,
131 ze STEMI oraz 196 z
NSTEMI).

[70]

TmiR-155

LOKI

kardiomiocyty

apoptoza

in vitro: kardiomiocyty
komorowe noworodkéw
szczuréw (NRVMs)

traktowane H>0s-.

[126]

TmiR-155

| Bax,
lcleaved-

caspase-3

tkanka serca

apoptoza

in vivo: model MI u samcoéw

myszy Kunming.

[126]

TmiR-155

1Bcl-
2,1XIAP

tkanka serca

apoptoza

in vivo: model MI u samcoéw

myszy Kunming.

[126]

TmiR-155

surowica

zapalenie

in vivo u ludzi: 18 pacjentow

z AMI (wyjs$ciowo oraz po

[127]

152




19,2 £ 5,9 tygodniach) oraz
18 zdrowych 0s6b.

TmiR-155 - surowica zapalenie pacjenci z AMI w [128]
poréwnaniu ze zdrowymi
osobami.

JmiR-155 - 0s0cze apoptoza pacjenci z AMI w [129]
poréwnaniu z pacjentami z
dlawicg piersiowg oraz
zdrowymi osobami.

TmiR-155- TNEDD4/Cy surowica apoptoza myszy z uszkodzeniem I/R [130]

Sp pD

TmiR-155 1SOCS1/nucl tkanka serca hipoksja, in vivo: model MI u myszy [131]

ear factor-kB zapalenie C57BL/6 oraz grupa sham.
pathway
TmiR-155 1Cx43 kardiomiocyty apoptoza in vitro: kardiomiocyty [131]

noworodkow szczurow
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(NRCMs) eksponowane na
hipoksje.

TmiR-155

1Cx43

kardiomiocyty

apoptoza

in vitro: kardiomiocyty
noworodkow szczurow
(NRCMs) eksponowane na
hipoksje.

[131]

TmiR-155

VTP53INPI

tkanka serca

apoptoza

in vivo u myszy: zwierzecy
model AMI indukowany
przez podwigzanie LAD;
myszy miR-155 AA
(knockout) oraz myszy miR-
155 thth (nadekspresja), w
poréwnaniu z myszami typu

dzikiego (WT).

[132]

TmiR-155

VTP53INPI

kardiomiocyty

apoptoza

in vitro: pierwotne
fibroblasty sercowe

noworodkow myszy miR-155

[132]
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AA, pochodzace od myszy

WT C57BL/6J.
TmiR-155 1SOCS-1 mocz stres in vivo u szczurow: samce [133]
oksydacyjny, szczurOw Sprague-Dawley
zapalenie, losowo przydzielono do
dwoch grup (n = 6): sham
oraz I/R poprzez podwigzanie
LAD (n=06).
TmiR-155 1SOCS-1 tkanka serca stres in vivo u szczurow: szczury [133]
oksydacyjny, SD podzielono na grupe
zapalenie, modelu MI (podwigzanie
LAD; n = 6) oraz grup¢ sham
(n=06).
TmiR-155 - surowica - in vivo u ludzi: 40 pacjentow [134]

z AMI (grupa zgonu
sercowego, n = 19; grupa

przezycia, n = 21).




TmiR-155

surowica D, P

in vivo u ludzi: 20 pacjentow
z AMI (2. dzien, 5. dzien
oraz 6 miesigcy po MI),
podzielonych na grupg z
remodelingiem LV i grupe
bez remodelingu LV, oraz 8

zdrowych o0sdb.

[128]

JmiR-155

0socze D

stezenia miR-155 byly nizsze
w grupach AMI i1 AP w
poréwnaniu z grupg CT, przy
czym najnizsze stezenia

obserwowano w grupie AMI.

[129]

1miR-195

0socze D

in vivo u ludzi: 18 pacjentow
z AMI oraz 30 zdrowych

0s6b.

[135]

1miR-195

kardiomiocyty D

in vitro u ludzi: ludzkie
komorki AC16 o fenotypie

kardiomiocytopodobnym.

[136]
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JmiR-210 1GPD2 tkanka serca mitochondrial in vivo: heterozygotyczne [137,
stres myszy na tle genetycznym 138]
oksydacyjny C57BL/6]J.

lmiR-210 Efan3, Piplb kardiomiocyty angiogeneza, in vitro: kardiomiocyty [137]
apoptoza mysie linii HL-1

JmiR-210 Dapkl kardiomiocyty cell cycle, in vitro: kardiomiocyty [137]
apoptoza, mysie linii HL-1
metastasis

lmiR-210 Ctgf kardiomiocyty Fibrosis, in vitro: kardiomiocyty [137]
angiogeneza, mysie linii HL-1
chondrogenesis,
osteogenesis,
tissue repair,
cancer

|miR-210- T Rian/miR- kardiomiocyty apoptoza, in vitro: kardiomiocyty [139]

3p 210- hipoksja szczurze linii H9¢2 (poddane

3p/Nfkbl dziataniu hipoks;ji)
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JmiR-210- EFNA3 HUVEC angiogeneza, in vitro u ludzi: HUVECs [140]
3p apoptoza (EVs z hUCMSCs

kondycjonowanych

mononukleotydem

nikotynamidu - N-EVs; EVs

z hUCMSCs M-EVs).
TmiR-210- T1HGF tkanka serca angiogeneza, in vivo: model MI u [141]
3p remodeling szczurow SD (n = 48;

podwigzanie LAD),
podzielonych na 4 grupy: n =
12 poddanych operacji sham;
n =7 z AMI oraz leczeniem
wektorem kontroli
negatywnej (AMI +NV); n=
8 szczurow z AML;n=9 z
AMI oraz leczeniem agonista
miRNA-210 podawanym za

posrednictwem lentiwirusa
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(AMI + LV-miR-210

agonista).

tmiR-210-
3p

1CD31,
1HGF

HUVEC

angio-geneza

in vitro: komoérki HUVECs
hodowane w warunkach

hipoksji

[141]

tmiR-210

|HIFIa,

tkanka serca

hipoksja

in vivo i in vitro u ludzi: n =
23 pacjentow z AMI oraz n =
23 pacjentow bez AMI

(tkanka serca).

[51]

tmiR-210

RUNX3

tkanka serca

hipoksja

in vivo i in vitro u ludzi: n =
23 pacjentow z AMI oraz n =
23 pacjentow bez AMI

(tkanka serca).

[51]

tmiR-210

|HIFIa,

tkanka serca

hipoksja

in vitro: MI u myszy
C57BL/6 (podwiazanie
LAD).

[51]

Tabela 8. Badania in vitro, na zwierze¢tach i u ludzi oceniajace role analizowanych miRNA
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*|/1 oznacza obnizenie/podwyzszenie ekspresji w modelu ostrego zawatu migénia sercowego w poréwnaniu z modelem
kontrolnym.

Zastosowane skroty: A, ang. animal, zwierze / model zwierzecy; ACS, ang. acute coronary syndrome, ostry zespot wiencowy;
AKT / p-AKT, ang. protein kinase B / phosphorylated AKT, kinaza biatkowa B / ufosforylowana AKT; ALDH?2, ang. aldehyde
dehydrogenase 2, dehydrogenaza aldehydowa 2; AMI, ang. acute myocardial infarction, ostry zawal migsnia sercowego; AMPK, ang.
AMP-activated protein kinase, kinaza biatkowa aktywowana AMP; Ang 11, ang. angiotensin II, angiotensyna II; AP, ang. angina
pectoris, dtawica piersiowa; Bax, ang. BCL2-associated X protein, biatko X zwiazane z BCL2; Bc¢l-2, ang. B-cell lymphoma 2, biatko
chioniaka z komorek B 2; BMSCs, ang. bone marrow mesenchymal stem cells, mezenchymalne komdrki macierzyste szpiku kostnego;
CAD, ang. coronary artery disease, choroba wiencowa; Caspase-3, ang. caspase-3, kaspaza 3; CD31, ang. cluster of differentiation 31,
marker roznicowania CD31; CDK13, ang. cyclin-dependent kinase 13, kinaza zalezna od cyklin 13; CFs, ang. cardiac fibroblasts,
fibroblasty sercowe; CHD, ang. coronary heart disease, choroba niedokrwienna serca / choroba wiencowa; CKD, ang. chronic kidney
disease, przewlekta choroba nerek; CMECS, ang. cardiac microvascular endothelial cells, komorki $rodblonka mikrokrazenia
sercowego; CPS, ang. chest pain syndrome, zespo6t bolu w klatce piersiowej; CRP, ang. C-reactive protein, biatko C-reaktywne; CT,
ang. control, kontrola / grupa kontrolna; CTGF, ang. connective tissue growth factor, czynnik wzrostu tkanki tacznej; CTL, ang. control,
kontrola; CVD, ang. cardiovascular disease, choroba sercowo-naczyniowa; Cx43, ang. connexin 43, koneksyna 43; CypD, ang.
cyclophilin D, cyklofilina D; D, ang. diagnostic, zastosowanie diagnostyczne; DAMP, ang. damage-associated molecular pattern,
wzorzec molekularny zwigzany z uszkodzeniem; Dapkl, ang. death-associated protein kinase 1, kinaza biatlkowa 1 zwigzana ze
$miercig komorki; EF, ang. ejection fraction, frakcja wyrzutowa; EFNA3 / Efan3, ang. ephrin A3, efryna A3; EVs, ang. extracellular
vesicles, pecherzyki zewnatrzkomoérkowe; FAP, ang. fibroblast activation protein, biatko aktywacji fibroblastow; FAS, ang. Fas cell
surface death receptor, receptor $§mierci komorkowej Fas; Foxp3, ang. forkhead box P3, czynnik transkrypcyjny Foxp3; GASS5, ang.
growth arrest-specific 5, transkrypt GASS5 zwigzany z zatrzymaniem wzrostu; GPD2, ang. glycerol-3-phosphate dehydrogenase 2,
dehydrogenaza glicerolo-3-fosforanowa 2; H, ang. human, czlowiek / badanie u ludzi; H/R, ang. hypoxia/reoxygenation,
hipoksja/reoksygenacja; H9¢2 / HIC2, ang. H9c2 cardiomyoblast cell line, linia komorkowa kardiomioblastow szczura H9¢2; HC, ang.
healthy control, zdrowa grupa kontrolna; HCM, ang. human cardiomyocytes, ludzkie kardiomiocyty; HE, ang. human endothelial cells,
ludzkie komorki $rédblonka; HF, ang. heart failure, niewydolno$¢ serca; HGF, ang. hepatocyte growth factor, czynnik wzrostu
hepatocytow; HIFla |/ HIF-1a, ang. hypoxia-inducible factor 1 alpha, czynnik indukowany hipoksja 1 alfa; HIPK3, ang.
homeodomain-interacting protein kinase 3, kinaza biatkowa 3 oddzialujaca z homeodomena; HOTAIR, ang. HOX transcript antisense
RNA, antysensowny RNA transkryptu HOX; hUCMSCs, ang. human umbilical cord mesenchymal stem cells, ludzkie mezenchymalne
komorki macierzyste pepowiny; HUVECsS, ang. human umbilical vein endothelial cells, ludzkie komorki §rodbtonka zyly pepowinowej;
I/R, ang. ischemia/reperfusion, niedokrwienie/reperfuzja; IL-1f, ang. interleukin-1 beta, interleukina 1 beta; IL-6, ang. interleukin-6,
interleukina 6; IL-17A, ang. interleukin-17A4, interleukina 17A; IP, ang. ischemic preconditioning, niedokrwienne kondycjonowanie
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wstepne; IR, ang. ischemia/reperfusion lub infarct-related, niedokrwienie/reperfuzja lub zwigzany z zawalem - zaleznie od kontekstu;
IR-ATO, ang. infarct-related artery total occlusion, catkowita okluzja tetnicy odpowiedzialnej za zawal; IR-BVR, ang. infarct-related
blood vessel recanalization, rekanalizacja naczynia odpowiedzialnego za zawal; Jaggedl, ang. Jagged canonical Notch ligand 1, ligand
Notch Jaggedl; JNK, ang. c-Jun N-terminal kinase, kinaza N-koncowa c-Jun; KBTBD7, ang. kelch repeat and BTB domain-containing
protein 7, biatko 7 zawierajace powtorzenia Kelch i domen¢ BTB; KIF1a, ang. kinesin family member 14, cztonek rodziny kinezyn 1A;
KO, ang. knockout, nokaut genu; LAD, ang. left anterior descending artery, galaz przednia zstepujaca lewej tetnicy wiencowej; LC3-
11 / Le3-11, ang. microtubule-associated protein 1 light chain 3-11, forma II lekkiego tancucha 3 biatka 1 zwigzanego z mikrotubulami;
LEF, ang. low ejection fraction, niska frakcja wyrzutowa; LV, ang. left ventricle, lewa komora serca; LV-GFP, ang. lentiviral green
fluorescent protein vector, wektor lentiwirusowy z bialkiem GFP; LVR, ang. left ventricular remodeling, remodeling lewej komory;
M-EVs, ang. modified extracellular vesicles, modyfikowane pecherzyki zewnatrzkomérkowe; MI, ang. myocardial infarction, zawat
migsnia sercowego; MKK3/6, ang. mitogen-activated protein kinase kinase 3/6, kinaza kinazy biatkowej aktywowanej mitogenami 3/6;
mRNA, ang. messenger RNA, informacyjny RNA / matrycowy RNA; NC, ang. negative control, kontrola negatywna; N-EVs, ang.
nicotinamide mononucleotide-conditioned extracellular vesicles, pgcherzyki zewnatrzkomérkowe kondycjonowane mononukleotydem
nikotynamidu; NEDD4, ang. neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 4, ligaza ubikwitynowa NEDD4; NEF,
ang. normal ejection fraction, prawidtowa frakcja wyrzutowa; NF-kB, ang. nuclear factor kappa B, jadrowy czynnik kB; NLRP3 ang.
NLR family pyrin domain containing 3, biatko NLRP3 zawierajace domeng¢ pirynowa; NOS3, ang. nitric oxide synthase 3, syntaza tlenku
azotu 3; NRCMs, ang. neonatal rat cardiomyocytes, kardiomiocyty noworodkow szczuréw; NRVMSs, ang. neonatal rat ventricular
myocytes, komorowe miocyty noworodkoéw szczuréw; NSTEMI, ang. non-ST-elevation myocardial infarction, zawal mig$nia
sercowego bez uniesienia odcinka ST; P, ang. prognostic, zastosowanie prognostyczne; p38, ang. p38 mitogen-activated protein kinase,
kinaza biatkowa p38 aktywowana mitogenami; PB-sEVs, ang. peripheral blood-derived small extracellular vesicles, mate pecherzyki
zewnatrzkomoérkowe pochodzace z krwi obwodowej; PCIL, ang. percutaneous coronary intervention, przezskorna interwencja
wiencowa; PDCD4, ang. programmed cell death 4, biatko programowanej $mierci komorki 4; PEG, ang. polyethylene glycol, glikol
polietylenowy; PLA, ang. polylactic acid, kwas polimlekowy; PTEN, ang. phosphatase and tensin homolog, homolog fosfatazy i
tensyny; QKI, ang. OKI, KH domain-containing RNA binding protein, biatko wigzace RNA QKI zawierajace domene KH; RGD, ang.
arginine-glycine-aspartic acid motif, motyw arginina—glicyna—kwas asparaginowy; Rian, ang. RNA imprinted and accumulated in
nucleus, RNA imprintowany i akumulowany w jadrze; RUNX3, ang. runt-related transcription factor 3, czynnik transkrypcyjny
RUNX3; SA, ang. stable angina, stabilna dlawica piersiowa; SAP, ang. stable angina pectoris, stabilna dtawica piersiowa; SCD, ang.
sudden cardiac death, nagly zgon sercowy; SD, ang. Sprague-Dawley, szczep szczuréw Sprague-Dawley; sEVs, ang. small
extracellular vesicles, mate pecherzyki zewnatrzkomodrkowe; siRNA, ang. small interfering RNA, maty interferujacy RNA; SIRT1, ang.
sirtuin 1, sirtuina 1; SIRT3, ang. sirtuin 3, sirtuina 3; Smad3, ang. SMAD family member 3, biatko z rodziny SMAD 3; Smad4, ang.
SMAD family member 4, biatko z rodziny SMAD 4; Smad?7, ang. SMAD family member 7, bialko z rodziny SMAD 7; SOCS1, ang.
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suppressor of cytokine signaling 1, supresor sygnalizacji cytokin 1; Spryl/Sproutyl, ang. sprouty RTK signaling antagonist 1,
antagonista sygnalizacji RTK Sproutyl; STEMI, ang. ST-elevation myocardial infarction, zawal mig$nia sercowego z uniesieniem
odcinka ST; STRN, ang. striatin, striatyna; SUD, ang. sudden unexpected death, nagly nieoczekiwany zgon; T, ang. therapeutic,
zastosowanie terapeutyczne; TCF7, ang. transcription factor 7, czynnik transkrypcyjny 7; TGF-f, ang. transforming growth factor
beta, transformujacy czynnik wzrostu beta; TGF-f1, ang. transforming growth factor beta 1, transformujacy czynnik wzrostu beta 1;
TNF-a, ang. tumor necrosis factor alpha, czynnik martwicy nowotwordw alfa; TNRCé6a, ang. trinucleotide repeat-containing adaptor
64, adaptor 6A zawierajacy powtdrzenia trojnukleotydowe; TP53INPI1, ang. tumor protein p53-inducible nuclear protein 1, jadrowe
biatko 1 indukowane przez p53; Treg cells, ang. regulatory T cells, limfocyty T regulatorowe; TTC, ang. Takotsubo cardiomyopathy
albo triphenyltetrazolium chloride - zaleznie od kontekstu: kardiomiopatia Takotsubo lub chlorek trifenyltetrazoliowy; UA, ang.
unstable angina, niestabilna dtawica piersiowa; UAP, ang. unstable angina pectoris, niestabilna dlawica piersiowa; UCAI, ang.
urothelial cancer-associated 1, transkrypt UCA1 zwigzany z rakiem urotelialnym; UPS, ang. ubiquitin-proteasome system, uklad
ubikwityna—proteasom; VEGF, ang. vascular endothelial growth factor, naczyniowo-$rodbtonkowy czynnik wzrostu; VEGF-A, ang.
vascular endothelial growth factor A, naczyniowo-$rédbtonkowy czynnik wzrostu A; WT, ang. wild type, typ dziki; XIAP, ang. X-
linked inhibitor of apoptosis protein, sprzgzone z chromosomem X biatko hamujace apoptoze; ZNF280c, ang. zinc finger protein 280C,
biatko palca cynkowego 280C; a-SMA, ang. alpha-smooth muscle actin, alfa-aktyna mie$ni gtadkich.
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Achtung: Bitte bei allen das Projekt betreffende Schreiben oder telefonischen Anfragen die EK-
Nummer angeben!
EK-Nummer: 29-179 ex 16/17 Votum (28.04.2017) Seite 3 von 3
N L Graz, 2, A-8036 Graz. www.medunigraz.at
i Person i Rechts gem. L 2002, i der Universitat und www.medunigraz.at. DVR-Nr. 210 9494,
UID: ATU 575 111 79. Bank Austria Ci BLZ 12000 Konto-Nr. 500 948 400 04, Raiffelsen Landesbank Steiermark BLZ 38000 Konto-Nr. 49510.
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Ethikkommission gl _

Medizinische Universitat Graz

Auenbruggerplatz 2, A-8036 Graz
ethikkommission@medunigraz.at
Tel.: +43 /316 / 385-13928, Fax: -14348

Zustandige Ethikkommissionen und Priifzentren
Liste vom 03.03.2017

Ethikkommission Med.Universitit Graz
Medizinische Universitdt Graz,, Innere Medizin, Abteilung fir Enddkrinologie und
Venerologie
Assoz.-Prof. Dr. Harald Sourij

EK-Nummer: 29-179 ex 16/17 Seite 1 von 1
N Graz, uggerplatz 2, A-8036 Graz. www.medunigraz.at
i Person of i Rechts gem. Uni 4 2002. der Universitat und www.medunigraz.at. DVR-Nr. 210 9494.
UID: ATU 575 111 79. Bank Austria Ci BLZ 12000 Konto-Nr. 500 948 400 04, Raiffeisen Landesbank Steiermark BLZ 38000 Konto-Nr. 49510.
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TLUMACZENIE PRZYSIEGLE Z JEZYKA NIEMIECKIEGO

[Uwagi tumacza podano w nawiasach kursywg]

Ethikkommission Medizinische Universitiit Graz

Komisja Etyczna Uniwersytetu Medycznego w Grazu, Auenbruggerplatz 2, A-8036

Auenbruggerplatz 2, A-8036 Graz ethikkommission@medunigraz.at Tel.: +43 / 316 /
385-13928, Fax: -14348

POSTANOWIENIE (FOLGEVOTUM) wazne do 03.03.2018
Nr EK: 29-179 ex 16/17 Nr EudraCT: 2016-004591-22
Tytut badania: Wptyw empagliflozyny na funkcje serca i markery niewydolnosci serca u
pacjentéw z ostrym zawalem migénia sercowego (EMMY-Trial) - badanie fazy III
Promotor / badajgcy:], Klinika Chordb Wewngtrznych
Sponsor: Uniwersytet Medyczny Graz
Osoba kontaktowa sponsora:, Auenbruggerplatz 15, 8036 Graz
CRO:
Whnioskodawca: Univ. Klinik fiir Innere Medizin
Osoba kontaktowa wnioskodawcy: dr Norbert Tripolt Auenbruggerplatz 15, 8036 Graz
Powyzsze badanie zostato po raz pierwszy rozpatrzone przez Komisj¢ Etyczng na posiedzeniu
04-16/17 w dniu 16.01.2017. Komisja etyczna doszta do nastgpujgcego wniosku:
Nie stwierdzono zastrzezen do przeprowadzenia badania w przedstawionej formie.
Czlonkowie uprawnieni do glosowania lub obecni przy rozpatrywaniu: patrz zataczona lista z
dnia 16.01.2017.
Czionkowie komisji, kt6rzy byli uznani za stronniczych wobec tego punktu porzadku obrad i
w zwigzku z tym nie brali udziatu w podejmowaniu decyzji i glosowaniu: brak.
Dokumenty przedtozone do oceny: Dokumenty wptynety 23.12.2016, rozpatrzone na
posiedzeniu 04-16/17 w dniu 16.01.2017

« Cover Letter - 23.12.2016

« Formularz zgloszeniowy ECS - strony podpiséw - 23.12.2016

» Formularz zgloszeniowy ECS - 23)12.201

¢ Oryginalny protoké6t Empagliflozin_Prot

2
99/3451/05 2

¢ Formularz $¢dadpmej zgody Infoymed C

LJ -
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«  Case Report Form CRF V1.1 1.1 - 15122016
« CV prof. Hoppe (PI Salzburg) - brak wersji - 19.12.2016
« CV Dirk von Lewinski - 22.12.2016
« CV Sourij - brak wersji - 15.03.2016
« Investigator’s Brochure Investigator Brochure 14 - 15.07.2016
Dokumenty wptynety 27.12.2016, rozpatrzone na posiedzeniu 04-16/17 w dniu 16.01.2017:
*  Whniosek Czg§¢ B ECS podpisany, Centrum Hoppe - 23.12.2016
Na dole strony: EK-Nummer: 29-179 ex 16/17 - Votum (28.04.2017) - Strona 1 z 3

Medizinische Universitit Graz, Auenbruggerplatz 2, A-8036 Graz, www.medunigraz.at
orma prawna: osoba prawna prawa publicznego zgodnie z Universititsgesetz 2002;

informacje: Biuletyn informacyjny Uniwersytetu i www.medunigraz.at. DVR-Nr.: 210 9494.
UID: ATU 575 111 79. Dane bankowe: Bank Austria Creditanstalt BLZ 12000, konto nr 500
948 400 04; Raiffeisen Landesbank Steiermark BLZ 32000, konto nr 49510.

Dokumenty wptynety 04.01.2017, zaopiniowane na posiedzeniu 04-16/17 w dniu 16.01 2017

« Conflict of Interest - O§wiadczenie Lewinski - 03.01.2017

« Conflict of Interest - Oswiadczenie Sourij - 03.01.2017

e Formularz EudraCT (CT1) - Strona podpiséw - 03.01.2017

« Inne: e-mail - O$wiadczenie - 04.01.2017

o Inne: Certyfikat GCP, Sourij - 10.06.2015

« Inne: Umowa z Boehringer Ingelheim - projekt
Dokumenty wptynety 13.01.2017, zaopiniowane na posiedzeniu 04-16/17 w dniu 16.01.2017

o Cover Letter - 12.01.2017

« Formularz EudraCT (CT1) bez daty

« Inne: E-mail - Oéwiadczenie do punktéw w formularzu zgtoszeniowym ECS -

13.01.2017

Dokumenty wptynety 31.01.2017 (zaopiniowane przy nastgpnej ocenie)

« Oryginalny protok6t 2.5 - 31.01.2017

« Inne: Informator dla lekarza rodzinnego/zesp6t rehabilitacyjny 1.0 - 31.01.2017

« Inne: O$wiadczenie w odpowiedzi na zawiadomienie o przetwarzaniu - 31.01.2017
Dokumenty wptynety 10.02.2017 (zaopiniowane przy nastgpnej ocenie)

o Formularz $wiadomej zgody - j
Dokumenty wpk 14.02.2017, za
trybie) w dniu 03.03.2017'

o
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Zaswiadczenie ubezpieczeniowe Wiener Stidtische 08-N811.957 - 14.02.2017
I)Okumenly wplynety 18.04.2017 (zaopiniowane przy nastgpnej ocenie)

« Cover Letter - 14.04.2017

« Protokot - Amendment 1 - 14.04.2017

« Formularz $wiadomej zgody 1.1 - 14.04.2017

Inne: Formularz zgtoszenia do EX - 14.04.2017

Dokumenty wptynety 27.04.2017, zaopiniowane w ,.expedited Review” w dniu 28.04.2017
« Oryginalny protokét 2.6 - 14.04.2017

Data pierwszego votum: 03.03.2017

Komisja Etyczna stwierdza - bez skutkéw prawnych - przyjmuje, Ze jest to badanie kliniczne
W rozumieniu AMG i zwraca uwagg, ze przed rozpoczeciem badania nalezy ztozy¢ wlasciwy
wniosek o zezwolenie do Federalnego Urzedu ds. Bezpieczefistwa w Ochronie Zdrowia
(Bundesamt fiir Sicherheit im Gesundheitswesen).
Votum Komisji Etycznej w zaden sposob nie zwalnia wytacznie badacza / badaczki z
odpowiedzialnosci za prawidlowe przeprowadzenie badania zgodnie z obowigzujgcymi
przepisami i wytycznymi.
Ponadto zwracamy uwagg, ze komisji nalezy niezwlocznie zgtaszaé:

o odstepstwa od protokotu z powod6éw bezpieczenistwa lub zmiany protokotu,

zmiany, ktére zwigkszajg ryzyko dla uczestnikow/uczestniczek lub istotnie wptywaja
na przeprowadzenie badania,

domniemane nieoczekiwane powazne niepozadane zdarzenia - SUSARYy (studia AMG
od 1.5.2004),

kazde inne zdarzenie lub okoliczno$¢, ktére mogg mie¢ wptyw na bezpieczenstwo
uczestnikow/uczestniczek lub na przeprowadzenie badania.

Termin waznosci votum obejmuje o$rodki wymienione na liscie z 03.03.2017.

EK-Nummer: 29-179 ex 16/17 Votum (28.04.2017) Strona 2 z 3

Medizinische Universitéit Graz, Auenbruggerplatz 2, A-8036 Graz, www.medunigraz.at

Forma prawna: osoba prawna prawa publicznego zgodnie z Universititsgesetz 2002;

informacje: Biuletyn informacyjny Uniwersytetu i www.medunigraz.at. DVR-Nr.: 210 9494.

948 400 04; Raiffdisen Landesbank Steifrmark

’

Graz, 28 kwietnia 2017 ‘
%1
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(podpis)

Prof. univ. DI dr Josef Haas

Przewodniczqcy

(podpis)

Prof. univ. dr Hermann Toplak

Z-ca przewodniczacego

UWaga: Prosimy we wszystkich pismach lub przy zapytaniach telefonicznych dotyczacych
Projektu podawaé¢ numer EK!

Nr EK: 29-179 ex 16/17 Opinia (28.04.2017) Strona 3 z 3

Uniwersytet Medyczny w Graz, Auenbruggerplatz 2, A-8036 Graz, www.medunigraz.at
Forma prawna: osoba prawna prawa publicznego zgodnie z ustawa uniwersyteckg z 2002 r.;
informacje: Biuletyn Uniwersytetu i www.medunigraz.at. Nr DVR: 210 9494.

NIP (UID): ATU 575 111 79. Dane bankowe: Bank Austria Creditanstalt BLZ 12000, nr
konta 500 948 400 04; Raiffeisen Landesbank Steiermark BLZ 32000, nr konta 49510.

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

REPERTORIUM NR 2354/2026

Ja, Wojciech Szefler, thumacz przysiggly jezyka niemieckiego (TP/3467/05), poswiadczam
Ninjejszym zgodno$é powyzszego thumaczenia z okazanym mi oryginalnym dokumentem
sporzadzonym w j¢zyku niemieckim.

Ciechanéw, dnia 24.04.2026
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TLUMACZENIE PRZYSIEGLE Z JEZYKA NIEMIECKIEGO

[Uwagi tumacza podano w nawiasach kursywg]
Komisja Etyczna Uniwersytet Medyczny w Grazu Auenbruggerplatz 2, A-8036
Graz ethikkommission@medunigraz.at Tel.: +43 / 316 / 385-13928, Faks: -14348
Wiasciwe komisje etyczne i orodki badawcze Lista z dnia 03.03.2017
Komisja Etyczna Uniwersytetu Medycznego w Grazu Uniwersytet Medyczny w Grazu,
Klinika Chor6b Wewngtrznych, Zaktad Endokrynologii i Wenerologii
Prof. nadzw. dr Harald Sourij
Nr EK: 29-179 ex 16/17 Strona 1 z 1
Forma prawna: osoba prawna prawa publicznego zgodnie z ustawa o szkolnictwie wyzszym z
2002 r.; informacje: Biuletyn Uniwersytetu i www.medunigraz.at. Nr DVR: 210 9494. UID
(NIP): ATU 575 111 79. Dane bankowe: Bank Austria Creditanstalt, kod banku 12000, nr
konta 500 948 400 04; Raiffeisen Landesbank Steiermark, kod banku 32000, nr konta 49510.

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
REPERTORIUM NR 2355/2026

Ja, Wojciech Szefler, ttumacz przysiggly jezyka niemieckiego (TP/3467/05), po§wiadczam
niniejszym zgodno$¢ powyzszego ttumaczenia z okazanym mi oryginalnym dokumentem
sporzagdzonym w je¢zyku niemieckim.

Ciechan6w, dnia 24.04.2026
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