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Wykaz skrotow i skrotowcow.

Skrot/Skrotowiec

Rozwinigcie skrotu/skrotowca

Opis w jezyku polskim

8-OHdG

AGO

AIDS

AlF
Angl

Ang?

Apaf-1

Apo2L/DR4

Apo2L/DR5

Apo3L/DR3

ATC

ATP

ASK1

AU

8-0x0-7,8-dihydro-2' -deoxyguanosine

Argonaute protein

Acquired immunodeficiency syndrome

Apoptosis Inducing Factor
Angiopoietin 1

Angiopoietin 2

Apoptotic protease activating factor 1

Apoptosis-inducing ligand 2 for death

receptor 4

Apoptosis-inducing ligand 2 for death

receptor 5

Apoptosis-inducing ligand 3 for death

receptor 3

Anaplastic thyroid cancer

Adenosine triphosphate

Apoptosis signal-regulating kinase 1

Arbitrary unit

Marker uszkodzenia DNA, 8-
hydroksy-2-deoksyguanozyna

Biatko argonauta

Zespot nabytego niedoboru

odpornosci

Czynnik indukujacy apoptoze
Angiopoetyna 1
Angiopoetyna 2

Czynnik aktywujacy proteaze
apoptotyczng 1

Ligand 2 indukujacy
apoptozg dla receptora

$mierci 4

Ligand 2 indukujacy
apoptoze¢ dla receptora

Smierci 5

Ligand 3 indukujacy
apoptozg dla receptora

$mierci 3
Rak anaplastyczny tarczycy
Adenozyno-5'-trifosforan

Kinaza regulujaca sygnat

apoptozy 1

Dowolna/umowna jednostka
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Bcl-2

BMP

CAD

CAT

CCND2

CD40/p50
CD40L/CD154
CD8+

cDNA

CEA

c-FLIP

COX

CSF

DGCRS8

DISC

DNA

DNAzy

B-cell lymphoma 2

bone morphogenetic protein

Caspase-activated deoxyribonuclease

Catalase

Gene encoding the CCND2 cell cycle

activator

Cluster of differentiation 40
Cluster of differentiation 154
Cluster of differentiation 8

Complementary DNA

Carotid endarterectomy

Cellular FLICE-inhibitory protein

Cyclooxygenase

Granulocyte colony-stimulating factor

DiGeorge Syndrome Critical Region Gene
8

Death-inducing signaling complex

Deoxyribonucleic acid

Deoxyribonucleases

Grupa biatek z rodziny
Chloniaka komoérek B 2

Biatka morfogenetyczne

kosci

Dezoksyrybonukleaza

aktywowana kaspaza
Katalaza

Gen kodujacy aktywator
cyklu komérkowego CCND2

Klaster zroznicowania 40
Klaster zroznicowania 154
Klaster zr6znicowania 8
Komplementarny DNA

Endarterektomia tetnicy
szyjnej

Komorkowe biatko hamujace
FLICE

Cyklooksygenaza

Czynnik stymulujacy tworzenie

kolonii granulocytow

Region krytyczny zespotu
DiGeorge'a Gen 8

Kompleks sygnalizacyjny

indukujacy $mier¢
Kwas deoksyrybonukleinowy

Deoksyrybonukleazy
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ds-miRNA

EDTA

EGF

ERK

ERK1/2

ESeH

ESeOH

FADD

FasL/FasR
FDA
FGFa
FGF B
GPx

GR

GTPaza

GSH

GST

Double-stranded microRNA

Ethylenediaminetetraacetic acid

Epidermal growth factor

Extracellular signal-regulated kinases

Kinases 1/2 regulated by extracellular
signal
Selenol

selenic acid

Fas Associated Death Domain

Fas ligand

Food and Drug Administration

Fibroblast growth factor a

Fibroblast growth factor f

Glutathione peroxidase
Glutathione reductase

Hydrolase enzymes that bind to the

nucleotide guanosine triphosphate

Glutathione

Glutathione s-transferase

Dwuniciowe mikroRNA

Kwas wersenowy

Naskorkowy czynnik wzrostu

Kinazy regulowane sygnatem

zewnatrzkomorkowym

Kinazy 1/2 regulowane
sygnatem

zewnatrzkomorkowym
Selenol
Kwasu selenowy

Domena $mierci powigzana z

Fas

Ligand Fas

Agencja Zywnosci i Lekow
Czynnik wzrostu fibroblastow o
Czynnik wzrostu fibroblastow f3
Peroksydaza glutationowa
Reduktaza glutationowa

Enzymy hydrolazy, ktére wiaza
si¢ z nukleotydem

trojfosforanem guanozyny
Glutation

S-transferaza glutationowa
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HtrA2/0Omi

IAP

ICAD

IGF-I

IKKa

IKKB

KKy

IL-1

IL-6

1IxB

JAK

JINK

LDL

LOX

MAP

MAPK p38

MAPK

HtrA serine peptidase 2

Inhibitors of apoptosis

Inhibitor of caspase-3— activated DNase

Insulin-like growth factor |

o subunit of inhibitor of nuclear factor

kappa B

J subunit of inhibitor of nuclear factor
kappa B

Regulatory subunit of inhibitor of nuclear
factor kappa B

Interleukin 1

Interleukin 6

Inhibitor of nuclear factor kappa B

Janus kinases

c-Jun N-terminal kinase

High-density lipoprotein

Lysyl oxidase

Mitogen Activated Protein

p38 mitogen-activated protein kinases

Mitogen-activated protein kinase

Peptydaza serynowa HtrA 2
Inhibitory apoptozy

Inhibitor DNazy
aktywowanej kaspaza-3

Insulinopodobny czynnik
wzrostu |

Podjednostka o inhibitora

czynnika jadrowego kappa B

Podjednostka B inhibitora
czynnika jadrowego kappa B

Podjednostka regulatorowa
inhibitora czynnika

jadrowego kappa B
Interleukina 1
Interleukina 6

Inhibitor czynnika jadrowego
kappa B

Kinazy janusowe

c-Jun N-koncowa kinaza

Lipoproteina o niskiej
gestosci

Oksydaza lizylowa

Biatko aktywowane

mitogenem

Kinazy biatkowe aktywowane

mitogenem p38

Kinaza biatkowa aktywowana

mitogenem
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MAPKK

MAPKKK

MCP-1

MDA

MDA-T32 ATC

miRISC

miRNA, miR

MKK1

MKK2

MKK3

MKK4

MKKG6

MKK7

MMP

MRNA

MAP kinase kinases

Mitogen Activated Protein kinase kinase

kinase

Monocite chemotactic protein 1

Malondialdehyde

Cell line that was isolated from the thyroid

of a male with carcinoma

MiRNA-induced silencing complex

MicroRNA

Mitogen-activated protein kinase kinase 1

Mitogen-activated protein kinase kinase 2

Mitogen-activated protein kinase kinase 3

Mitogen-activated protein kinase kinase 4

Mitogen-activated protein kinase kinase 6

Mitogen-activated protein kinase kinase 7

Matrix metalloproteinases

Messenger RNA

Kinazy kinazy MAP

Kinaza kinazy kinazy
biatkowej aktywowanej

mitogenem

Biatko chemotaktyczne

monocytow 1
dialdehyd malonowy

Linia komoérkowa
wyizolowana z tarczycy

mezczyzny z rakiem

Kompleks wyciszajacy
indukowany miRNA

Mikro RNA

Kinaza biatkowa aktywowana

mitogenem kinaza 1

Kinaza biatkowa aktywowana

mitogenem kinaza 2

Kinaza biatkowa aktywowana

mitogenem kinaza 3

Kinaza biatkowa aktywowana

mitogenem kinaza 4

Kinaza biatkowa aktywowana

mitogenem kinaza 6

Kinaza biatkowa aktywowana

mitogenem kinaza 7
Metaloproteinazy macierzy

Informacyjny/matrycowy
RNA
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NADPH

ncRNA

NF-xB

NM23-H1

NOS

NuMA

ODe
P450

p52

PARP

PBS

PCP4

PCR

PDGF

pre-miRNA

pri-miRNA

PRR

Nicotinamide adenine dinucleotide

Non-coding RNA

Nuclear factor kappa-light-chain-

enhancer of activated B cells

Nucleoside diphosphate kinase Nm23-H1

Nitric oxide synthases

The Nuclear Mitotic Apparatus Protein

Ornithine decarboxylase
Cytochrome P450

A protein of the NF-«B family

Poly (ADP-ribose) polymerase

Phosphate Buffered Saline

Purkinje Cell Protein 4

Polymerase chain reaction

Platelet-derived growth factor

Precursor-miRNAs

Primary miRNA

Pattern recognition receptors

Dinukleotyd

nikotynoamidoadeninowy
Niekodujacy RNA

Czynnik jadrowy kappa-
wzmacniacz tancucha
lekkiego aktywowanych

komoérek B

Kinaza difosforanowa
nukleozydu Nm23-H1

Syntazy tlenku azotu

Biatko jadrowego aparatu

mitotycznego
Dekarboksylaza ornityny
Cytochrom P450

Biatko z rodziny NF-«xB

Polimeraza poli (ADP-
rybozy).

Sal fizjologiczna buforowana

fosforanami
Biatko komérki Purkinjego 4

Reakcja tancuchowa

polimerazy

Plytkopochodny czynnik

wzrostu
miRNA prekursorowe
Pierwotne miRNA

Receptory rozpoznajace

wzorce
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Rel

RelA

RelB

RFT/ROS

RIP

RISC

RNA

RNaza Il

SET

Smac/DIABLO

SOD

STAT

SW579

The proto-oncogene c-Rel, protein that in

humans is encoded by the REL gene

Transcription factor RelA

Transcription factor RelB

Reactive oxygen species

Receptor-interacting protein

RNA-induced silencing complex
Ribonucleic acid

Ribonuclease 111

Multitasking protein, involved in
apoptosis, transcription, nucleosome

assembly and histone chaperoning

Secondary mitochondria-derived activator
of caspases/ Direct inhibitor of apoptosis-

binding protein with low pl

Superoxide dismutase

Signal transducer and activator of

transcription protein

Squamous cell carcinoma cell line

Protoonkogen c-Rel, biatko,
ktore u ludzi jest kodowane

przez gen REL

Czynnik transkrypcyjny RelA

Czynnik transkrypcyjny RelB
Reaktywne formy tlenu

Biatko oddziatujace z

receptorem

Kompleks wyciszajacy
indukowany RNA

Kwas rybonukleinowy
Rybonukleaza I11

Biatko wielozadaniowe,
zaangazowane w apoptoze,
transkrypcje, sktadanie
nukleosomow i opieke nad

histonami

Wtérny aktywator kaspaz
pochodzacy z mitochondriow/
Bezposredni inhibitor biatka
wigzacego apoptoze o niskim

pl
Dysmutaza ponadtlenkowa

Przetwornik sygnatu i
aktywator biatka
transkrypcyjnego

Linia komérkowa raka

kolczystokomoérkowego
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TAE

TGF-B

TH1

TH2

Tiel

Tie2

TNF

TNFR1

Toso

TRADD

TRBP

TAE buffer is a buffer solution containing
a mixture of Tris-acetate buffer, acetic
acid and EDTA.

Transforming growth factor

TH1 helper lymphocytes

TH2 helper lymphocytes

Tyrosine Kinase With Immunoglobulin
Like And EGF Like Domains 1

Tyrosine Kinase With Immunoglobulin
Like And EGF Like Domains 2

Tumor necrosis factor

Tumor necrosis factor receptor 1

Protein that blocks Fas-induced apoptosis
in T cells by inhibiting caspase-8

processing

TNF receptor-associated death domain

Transactivation response RNA binding

protein

Bufor TAE jest roztworem
buforowym zawierajacym
mieszaning buforu tris-
octanowego, kwasu octowego
i EDTA.

Transformujacy czynnik

wzrostu beta
Limfocyty pomocnicze TH1
Limfocyty pomocnicze TH2

Kinaza tyrozynowa z
domenami podobnymi do
immunoglobulin i podobnymi
do EGF 1

Kinaza tyrozynowa z
domenami podobnymi do
immunoglobulin i podobnymi
do EGF 2

Czynnik martwicy

nowotworu

Receptor czynnika martwicy

nowotworu 1

Biatko, ktére blokuje
indukowang przez Fas
apoptoz¢ w limfocytach T
poprzez hamowanie

przetwarzania kaspazy-8

Domena $mierci zwigzana z

receptorem TNF

Biatko wigzace RNA
odpowiedzi

transaktywacyjnej
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uv Ultraviolet Ultrafiolet

Czasteczka adhezji komorek

VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule 1
naczyn 1
. Czynnik wzrostu §rodbtonka
VEGF Vascular endothelial growth factor ]
naczyniowego
XPO5 Exportin 5 Eksportyna 5
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2. Wstep

2.1. Mikro RNA
2.1.1. Charakterystyka

MiRNA nalezg do grupy ncRNA (non-coding RNAs- RNA nickodujace) co
bezposrednio wskazuje na fakt niewystgpowania miRNA kodujacych struktury
biatkowe w organizmie. Odnajdziemy je zarowno w organizmach zwierzecych jak i
roslinnych. Szacuje si¢, ze w ludzkim genomie miRNA modulujg poziomy ekspresji do
60% wszystkich genéw kodujacych budowe biatek [16]. Nalezy rowniez zauwazyé, ze
dane jednostki miRNA w swoim dziataniu modulujacym ekspresje genow nie beda
skupiaty si¢ na jednym $cisle okre§lonym genie a raczej na ich wigkszej ilosci. Do
modulacji ekspresji w przypadku miRNA dochodzi na poziomie translacyjnym. Ze
wzgledu na wysoki poziom wystepowania miRNA powigzywane s3 z wieloma
procesami zachodzacymi w organizmie czlowieka takimi jak: proliferacja i
réznicowanie komorek, ogdlny rozwoj organizmu, apoptoza, stres oksydacyjny i wiele
innych. Poza przejawami swojej roli w procesach fizjologicznych, miRNA w ktorych
doszto do dysregulacji moga wpltywac na rozwoj zjawisk patofizjologicznych takich
jak: cukrzyca, nowotwory, miazdzyca tetnic, dystrofie mig$niowe itp. Podstawowa
binarng jednostka funkcjonalng miRNA jest kompleks RISC skladajacy si¢ z miRNA
oraz biatek Argonauta (AGO) [16]. Kompleks ten posiada funkcj¢ pozwalajaca na
rozpoznawanie swoich celo6w w postaci mRNA na podstawie sktadu nukleotydowego
zgodnego z zasada parowania zasad Watsona 1 Cricka. Waznym aspektem dziatania
miRNA jest ich zdolno$¢ do tatwego przytaczania i odiaczania od celu swojego
dzialania co pozwala na sprawne oddziatywanie z szeroka grupa docelowych
czasteczek. Uscislajac, to biatka AGO odpowiadajg w kompleksie RISC za zapewnienie
wydajnej platformy pozwalajace; kofaktorom modulujgcym na wigzanie si¢ z
czasteczkami docelowymi natomiast czasteczka miRNA jest odpowiedzialna za

rozpoznawanie swoich celow [16].
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2.1.2. Biogeneza mikroRNA

Powstawanie miRNA w organizmie czlowieka jest procesem wieloetapowym do
wystgpienia, ktorego wymagane sg fazy zachodzace zarowno w jadrze komorkowym
jak 1 w cytoplazmie komorki. Poczatkowo dlugie pri-miRNA sg transkrybowane przez
polimerazg¢ RNA 11 i III z tak zwanym czepkiem (cap) oraz ogonem poli-Adeninowym.
Pri-miRNA  skfadaja si¢ z dwuniciowego rdzenia, dwodch flankujacych
nieustrukturyzowanych jednoniciowych ogonow, okoto 30 par zasad oraz petli
koncowej [16, 43]. W kolejnych etapach dojrzewania pri-miRNA sa przetwarzane do
form prekursorowych okreslanych jako pre-miRNA i na tym etapie sktadajg si¢ z 70
nukleotydowych struktur typu stem-loop. Do przemiany pri-miRNA do formy pre-
miRNA dochodzi dzigki mikroprocesorowemu kompleksowi biatkowemu w ktoérego
sktad wchodzi enzym RNaza III Drosha, genu regionu krytycznego 8 zespotu Di
George'a (DGCRS) oraz dwuniciowego biatka wigzacego RNA [16, 43]. Dojrzewanie
kompleksow pre-miRNA nie zatrzymuje si¢ na tym etapie, poniewaz swoje dzialanie
zaczyna wykazywac¢ enzym RNaza III Dicer dzigki ktorej tworzone sg dupleksy miRNA
okreslane skrotem ds-miRNA w strukturze ktorych odnajdziemy dotaczony do konca 5°
fosforan z dwunukleotydowym dodatkiem oraz hydroksylem przy koncu 3°. Dupleksy
miRNA sg nastepnie transportowane do bialek typu Argonauta ktore sg aktywng czescia
kompleksu wyciszajacego indukujacego RNA (RISC) ktéry zawiera biatko wiazace
RNA odpowiedzi transaktywacyjnej (TRBP), Dicer oraz AGO. Biatko TRBP
wykorzystuje zdolnos¢ do identyfikacji nici okreSlanych mianem ,pasazera” 1
»przewodnika” w czasteczkach ds-miRNA [16, 43]. TRBP dodatkowo wykrywa
wilasciwosci termodynamiczne danych ds-miRNA okreslajac ktora z nici jest mniej
stabilna przy koncu 5 po to, aby dotgczy¢ dane ds-miRNA w poprawnej orientacji do
biatek AGO. AGO nastepnie rozwija struktury ds-miRNA 1 usuwa ni¢ ,,pasazerska” co
doprowadza do powstania dojrzalych czasteczek miRNA. Poza opisanym powyzej
procesem powstawania miRNA istnieja podklasy miRNA ktoére przechodza proces
dojrzewania w inny sposob. Pierwsze pochodzace z krotkich intronéw okreslane jako
agotrony w postaci dojrzalej przypominajg budowa pre-miRNA. Sktadaja si¢ z 80 do
100 par zasad a ich biogeneza zachodzi niezaleznie od Dicer i Drosha, ale nadal
powigzana jest z biatlkami Argonauta [16, 43]. W tym wypadku czasteczki pre-miRNA
sg transportowane do cytoplazmy przez Eksportyng-5 (XPOS) ktéra nalezy do rodziny

karioferyny B w polaczeniu z Ran GTPaza. Drugie okreslane mianem mirtronow
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pomijaja pierwszy etap obrobki Dorsha i1 polegaja na splicingu oraz usuwaniu
rozgatezien (debranching) do wytworzenia czasteczek pre-miRNA ktore sg substratami

dojrzewajacych miRNA za posrednictwem Dicer [16, 43].

2.1.3. Oddzialywania na komorki organizmu

Konsekwencja posiadania zdolno$ci do zmiany poziomow ekspresji gendéw jest
nastepstwo w postaci wptywu na szereg roéznych proceséw fizjologicznych jak i
patofizjologicznych organizmu ludzkiego. Tego typu interakcje sg osiggane poprzez
sekwencyjny proces. Kompleks RISC najpierw doprowadza do wylaczenia funkcji
swojego celu poprzez tlumienie translacji mRNA a w dalszym etapie inicjuje jego
degradacje. Badania oddziatywan kompleksow miRISC wykazaty, ze post
transkrypcyjna modulacja zachodzi poprzez inhibicj¢ etapu elongacji w translacji,
proces tak zwanego rybosome drop-off oraz degradacje¢ biatek. W przypadku
niewielkiej grupy miRNA zaobserwowano inne i niezalezne od kompleksu RISC

oddziatywania w obrebie jadra komorkowego [17, 19, 26].

2.1.4. Funkcje biologiczne wybranych miRNA i ich aktywnos$¢ regulacyjna w

organizmie czlowieka

Z puli badanych miR wybrano 12, ktoére wykazywaty najwigeksze réznice w poziomach
ekspresji. Do tej grupy zaliczono: miR-21, miR-23, miR-296, miR-30, miR-122, miR-
126, miR-150, miR-16, miR-17, miR-27, miR-34 oraz miR-223.

mMiRNA-21 w badaniach wykazuje potencjalne dziatanie stabilizacyjne na blaszke
miazdzycowa poprzez zwigkszenie szybkosci proliferacji komorek migsni gladkich i1
hamowanie aktywnosci makrofagéw. Brak ekspresji miR-21 w makrofagach powoduje
przyspieszenie rozwoju miazdzycy, martwicy blaszki oraz ogdélnego stanu zapalnego
naczyn. Rowniez w innych chorobach ukladu krwionosnego takich jak zwidknienie
miegs$nia sercowego, niewydolno$¢ serca, rozwo6j 1 ekspansja tgtniaka aorty brzusznej

miR-21 wykazuje swoj wptyw [58].
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Zaobserwowano, ze MIRNA-23 hamuje aktywnos$¢ komorek progenitorowych
srodblonka u pacjentdéw z choroba wiencowa poprzez oddziatywanie na czynnik
wzrostu $rodbtonka naczyniowego (VEGF). Ponadto miR-23 jest sugerowane jako
biomarker niewydolnos$ci serca. W badaniach wykazano dynamiczng zmian¢ ekspresji
krazacego miRNA-23 we wczesnych fazach ostrego zawalu mig$nia sercowego.
Dodatkowo ukazuje si¢ korelacja miedzy kragzacym miRNA-23 a cigzkoscig zwezania

tetnic u pacjentdw z chorobg wiencowg [57].

MIRNA-296 wykazuje dwojaka natur¢ w przypadku choréob nowotworowych. Odnalez¢
mozna doniesienia zarbwno o wptywach onkogennych tego miR jak i supresorowych,
hamujacych rozw6j guzéw nowotworowych. Przykladowe badania nad pacjentami z
rakiem jelita grubego wykazaty zmniejszong ekspresjc miRNA-296 w tkankach
nowotworu. Zmniejszona ekspresja byla rowniez skorelowana z niekorzystnymi
parametrami klinicznymi i ztym rokowaniem. Badania na hodowlach in-vitro ukazuja
funkcje hamujace migracje 1 inwazje komoérek raka jelita. Pod wzgledem
mechanicznym miRNA-296 w tym wypadku zatrzymywato przejscie nabtonkowo-

mezenchymalne komorek nowotworu [56].

MiRNA-30 w badaniach na modelu mysim wykazuje wptyw regulacyjny na proliferacje
komorek. Stwierdzono, ze nadekspresja rodziny miRNA-30 promuje réznicowanie
komorek prekursorowych migéni a hamowanie ekspresji powodowalo ograniczenie
réznicowania mioblastow in-Vvitro. Zauwazono roéwniez ograniczenie ekspresji miRNA-
30 w stanach patologicznych takich jak uszkodzenie mig$ni wyindukowane

wstrzyknieciem chlorku baru i zaniku migéni [55].

mMiRNA-122 podobnie jak miRNA-30 wywiera wplyw na rdéznicowanie komorek
organizmu. W badaniach na modelu zwierzgcym szczurow z osteoporozg
zidentyfikowano biatko komorki Purkiniego 4 (PCP4) jako potencjalny cel dzialania
miR-122. W przypadku nadekspresji tego miR zauwazono wplywy hamujgce na
proliferacje 1 réznicowanie osteoblastOw a wzmacniane przez nadekspresj¢ PCP4.
MIRNA-122 moze indukowa¢ aktywacje szlaku sygnatowego c-Jun NH2-koncowej
kinazy (JNK), podczas gdy PCP4 blokuje ten szlak. Dodatkowo zauwazono, ze
hamujacy wptyw miRNA-122 moze by¢ kompensowany przez aktywacje PCP4 lub
hamowanie szlaku sygnatowego JNK [54].
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MIRNA-126 w danych literaturowych wykazuje oddziatywanie na proliferacj¢ i
apoptoze komorek. W modelu zwierzecym $wini zaobserwowano, ze podwyzszona
ekspresja tego miR promuje progresje cyklu komorkowego, proliferacje komorek oraz
hamuje apoptoze¢. miRNA-126 uwazane jest rOwniez za potencjalny marker zwigzany z
sercem 1 ostrym zespotem wiencowym. Dodatkowo badania ukazujg istotne powigzanie

MIRNA-126 z wystgpowaniem zawalu mig¢snia sercowego [53].

MiRNA-150 jest regulatorem hamujacym stany zapalne i patologiczng angiogeneze. U
pacjentow z uszkodzeniem wzroku u ktorego podstaw stoi rozwinigta cukrzyca,
wykazano obnizone poziomy miRNA-150. U myszy karmionych dieta bogata w
tluszcze juz po miesigcu zaobserwowano spadek miRNA-150 w krwi 1 siatkdwce a
takze zmniejszong wrazliwo$¢ na $wiatlo. Myszy z knockoutem miRNA-150 jak i
kontrolne poddane diecie bogato tluszczowej rozwingty cukrzyce. W wieku 7-8
miesigcy myszy z knockoutem miRNA-150 w normalnej diecie mialy zwigkszong
degeneracje naczyn wtosowatych siatkowki w porownaniu z myszami kontrolnymi, co
wskazuje, ze miR-150 jest wazny w utrzymaniu integralno$ci strukturalnej mikronaczyn
siatkoéwki. Delecja miRNA-150 pogorszyta dysfunkcje siatkéwki wywotang przez diete
bogata w tluszcze juz po 1 miesigcu oraz zaostrzyla wywolang przez retinopati¢
czukrzycowa poprzez dalsze nasilenie zapalenia siatkbwki 1 zwyrodnienia

mikrokrazenia [227].

Badania sugeruja, ze MiIRNA-16 moze odgrywac rolg w angiogenezie w zespotach
mielodysplastycznych poprzez oddziatywanie na czynnik wzrostu $rodbtonka (VEGF).
U pacjentow z zespotem mielodysplastycznym zaobserowwano istotnie nizszy poziom
MiRNA-16 i podwyzszony poziom VEGF co sugeruje wystepowanie korelacji miedzy
mikroRNA i angiogeneza [52].

MiRNA-17 powigzywane jest z zaréwno funkcjami onkogennymi, jak i hamujacymi
rozw0] nowotwow poprzez indukujac represje translacji i / lub rozpad mRNA. W raku
anaplastycznym tarczycy (ATC) zachodzi silna ekspresja klastra miR-17-92. Podczas
gdy trzy z czterech rodzin miRNA-17-92 byty onkogenne, odkryliémy nowa role miR-
17 jako supresora guza in vitro i in vivo. Hamowanie miR-17 zwigkszyto ekspresje
klastra miRNA-17-92 i znacznie zwigkszylo poziomy dojrzalych miRNA-18a i
miRNA-19a. Hamowanie mIiRNA-17 zwickszylo ekspresje aktywatora cyklu

komoérkowego CCND2, zwigzanego ze zwigkszong proliferacja komorek i wzrostem
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guza w przeszczepionych komoérkach SWS579 u myszy ksenoprzeszczepowych.
Wykazano, ze hamowanie miRNA-17 nie hamuje wzrostu guza tarczycy w komorkach
SW579 i MDA-T32 ATC, ale zwigksza ekspresj¢ innych cztonkow rodziny miRNA-17-
92 i geny indukujace progresje raka [51].

MIiRNA-27 wykazuje zaangazowanie w rozne procesy w tym: rozwoj embrionalny,
angiogeneza, adipogeneza i miazdzyce tetnic. Wykazano wpltyw miRNA-27 w sposéb

hamujacy jak i pobudzajacy na geny zwigzane z migSniem sercowym [49].

MiRNA-34 w modelach mysich hamuje rozwdj oraz promuje apoptoze
kostniakomigsaka. Dane literaturowe sugeruja réwniez wpltyw miRNA-34 na

proliferacj¢ i migracje komorek [45, 46].

MiRNA-223 wykazuje w plyw na procesy autofagii, stany zapalne. Dane wskazuja

rowniez na funkcje regulatorowa w réznicowaniu komorek uktadu immunologicznego

[44].
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2.2. Procesy biologiczne zwiazane z funkcjonalno$cia wewnatrzkomérkowa mikro
RNA

MikroRNA jako modulatory ekspresji genéw beda wykazywaly istotny wptyw na roézne
procesy zachodzace w organizmie. W ramach tej pracy gldéwnymi celami bgda procesy

zwigzane z ryzykiem, wystgpowaniem i rozwojem miazdzycy tetnic.

2.2.1. Stan zapalny

2.2.1.1. Charakterystyka stanu zapalnego

Stan zapalny jest naturalng reakcja obronng organizmu wystawionego na kontakt z
niepozadanymi czynnikami oraz w odpowiedzi na powstale na roézne sposoby
uszkodzenia fizyczne struktur ciata. Najbardziej powszechnymi czynnikami
indukujacymi odpowiedz zapalng bgda infekcje bakteryjne, wirusowe i grzybicze oraz
ze strony fizycznej obrazenia zewngtrzne takie jak zadrapania czy uszkodzenie poprzez
dziatanie ciata obcego np.: kiedy w palec wbije nam si¢ drzazga. Inne czynniki mogace
prowadzi¢ do powstania takich reakcji to promieniowanie i kontakt z r6znymi srodkami
fizycznymi. Poza podstawowymi zrodlami rozpoznaje si¢ wiele ztozonych zespotoéw
chorobowych, w ktérych czesto dochodzi¢ bedzie do powstania wielu ognisk
zapalnych. Przykladowa choroba u podstaw, ktorej staé bedzie stan zapalny to
reumatoidalne zapalenie stawow [152]. Jest to choroba uktadowa tkanki lgcznej o
podtozu autoimmunologicznym 1 charakterze zapalnym z przebiegiem przewleklym.
Ostry stan zapalny charakteryzuje si¢ kilkoma objawami mogacymi wystepowac
jednoczesnie, natomiast sg sytuacje, kiedy stan zapalny nie bedzie powodowal
jakichkolwiek objawow lub bedzie prowadzit tylko do ich czesci. Gtowne objawy to:
zaczerwienienie, cieplo, bol, obrzek 1 utrata funkcji. Przyktadem utraty funkcji beda
trudnosci w oddychaniu przy stanach zapalnych dolnych drog oddechowych czy tez
fagodniejsze takie jak pogorszenie wechu przy przezigbieniu. W przypadku cigezkiego
stanu zapalnego dochodzi rowniez do pojawienia si¢ objawow ogolnoustrojowych. Zle
samopoczucie, gorgczka i zmeczenie bedg takimi obawami a ich pojawienie si¢ oznacza
wysokg aktywno$¢ uktadu immunologicznego [152]. Rzadkim objawem bedzie
posocznica. Pobudzony uktad odporno$ciowy zuzywa duze ilosci energii, ale dzieki
temu produkuje wieksza ilos¢ komorek i przeciwcial. Dzigki doktadniejszej analizie

procesdOw wystepujacych w stanie zapalnym, dowiemy si¢, ze, dochodzi w tym

str. 22



wypadku do aktywacji kaskady sygnalizacji chemicznej, stymulujacej reakcje majace
na celu regeneracj¢ tkanek. Sygnaty chemiczne stymulujg chemotaksje leukocytow a co
za tym idzie przejscie tych komorek z krwi do tkanek [152]. Pobudzone leukocyty
wytwarzajg cytokiny indukujace reakcje zapalng. Podobnie jak w przypadku apoptozy,

stan zapalny moze by¢ aktywowany na kilka sposobow.

2.2.1.2. Szlak NF-xB

Pierwszy szlak wykorzystuje kompleks biatkowy NF-kB (ang. nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells) [151, 126]. Czynnik transkrypcyjny NF-xB
jest zaangazowany w cztery procesy: odpowiedz immunologiczng, utrzymanie komorki
przy zyciu, apoptoze i procesy zapalne. Do grupy NF-«B zalicza si¢ pig¢ czynnikdw: c-
Rel, RelB, RelA, p50 i1 p52. Na aktywnos$¢ NF-kB wplywaja rozne bodzce takie jak:
cytokiny, enzymy i substancje pochodzace od mikroorganizmow [151, 126]. W
warunkach fizjologicznych dziatanie NF-kB jest hamowane przez biatka IkB (ang.
inhibitor of nuclear factor kappa B). Kinaza IkB sktada si¢ z dwoch podjednostek:
IKKa i IKKpB oraz podjednostki regulatorowej IKKy [151]. Poczatkowe wykrywanie
infekcji odbywa si¢ za posrednictwem wrodzonych receptorOw rozpoznawania
wzorcow PRR (ang. Pattern recognition receptors), ktére wykorzystuja podobne
mechanizmy transdukcji sygnatu w celu aktywacji kinazy IkB (IKK). IKK reguluje
aktywacje szlaku NF-kB poprzez fosforylacje IkB [151]. Fosforylacja IkB powoduje
jego degradacje przez proteasom, a nastgpnie uwolnienie NF-xB do translokacji
jadrowej 1 aktywacji transkrypcji genow. Szlak ten wptywa na procesy zapalne poprzez
regulacj¢ produkcji cytokin oraz rekrutacje komorek zapalnych.

2.2.1.3. Szlak JAK-STAT

W szlaku JAK-STAT czynny udzial biorg kinazy janusowe (JAK) oraz przetwornik
sygnatu i aktywator biatek transkrypcyjnych (STAT) [112, 128, 152]. Dodatkowo w
szlaku JAK-STAT angazowane s3 rowniez inne czynniki. Wymieni¢ mozna: czynniki
wzrostu, interferony, cytokiny, leptyng, hormon wzrostu. Szlak ten jest réwniez
mechanizmem sygnalizacyjnym, poprzez ktdry czynniki zewnatrzkomdrkowe moga

kontrolowaé ekspresje gendow. JAK powigzane z receptorami sg aktywowane przez
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ligandy i fosforyluja si¢ nawzajem. W tym procesie powstaja miejsca dokowania dla
STAT. Roéwniez STAT przechodzi fosforylacje i dalej dimeryzacj¢ poprzedzajaca
proces translokacji do jadra komérkowego [112, 128, 152]. Do proceséw dimeryzacji
STAT oraz wigzania DNA niezbedna jest rowniez fosforylacja tyrozyny. To dzigki
temu sygnalizacja JAK-STAT umozliwia translacj¢ sygnalow zewnatrzkomorkowych
na odpowiedz transkrypcyjng. Bialka STAT po translokacji do jadra wigza regiony
promotorowe gendw zapalnych regulujgc w ten sposob ich transkrypcje. Przekazywanie
sygnatu przez czynniki transkrypcyjne prowadzi do wydzielania cytokin dodatkowo
czynniki transkrypcyjne moduluja ekspresj¢ genow zapalnych takich jak: TNF-a, IL-6 i
IL-1, czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow (CSF- ang. granulocyte
colony-stimulating factor), transformujacy czynnik wzrostu TGF-B (ang. transforming
growth factor ), chemokiny i interferony [112, 128, 152]. W chorobach zapalnych,
metabolicznych, autoimmunologicznych i nowotworowych dochodzi do rozregulowania
aktywnos$ci migdzy innymi JAK-STAT i NF-kB oraz szlaku MAPK.

2.2.1.4. Szlak MAPK

MAPK to rodzina kinaz biatkowych serynowo-treoninowych, ktore kieruja odpowiedzia
komorkowa na rézne bodzce, w tym szok cieplny, cytokiny zapalne, stres osmotyczny i
mitogeny, ktére reguluja przezycie komorek i1 apoptoze, réznicowanie i proliferacje
[114, 116, 152]. Kinazy MAPK u ssakow obejmuja: kinazy N-koncowe c-Jun, kinaze¢
MAP p38 1 kinaz¢ ERK1/2 regulowang sygnatami zewnatrzkomorkowymi. Kazdy szlak
sygnalowy MAPK zawiera co najmniej trzy sktadniki: MAPK, kinaze MAPK
(MAPKK) i kinaze¢ kinazy MAPK (MAPKKK) [114, 116, 152]. Schematem dziatania
tych trzech sktadnikow jest po pierwsze fosforylacja i aktywacja MAPKK przez
MAPKKK, a po drugie fosforylacja i aktywacja MAPK przez MAPKK. Kinazy ERK sa
aktywowane przez mitogeny 1 sygnaly roznicowania, podczas gdy bodzce zapalne i1
stres aktywujg JNK 1 p38. MKK1 1 MKK?2 aktywuja ERK1/2, MKK4 1 MKK7 aktywuja
JNK, a MKK3 i MKK6 aktywuja p38. Aktywacja MAPK, w tym Erk1/2 i JNK,
prowadzi do fosforylacji 1 aktywacji czynnikow transkrypcyjnych p38 obecnych w
cytoplazmie lub jadrze, co inicjuje odpowiedz zapalng [114, 116, 152].
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2.2.2. Proliferacja komoérek

Po zakonczeniu pierwszych podziatow komoérkowych nastepujacych po zaptodnieniu,
komorki nowo utworzonej zygoty zaczynajg si¢ roznicowac, tj. zaczynaja zachodzic¢
nieodwracalne zmiany we wzorcu ekspresji genoéw i funkcji komorki. W tym momencie
proliferacja komorek podlega stanowi zréznicowania komoérkowego [153]. To stan
zroznicowania decyduje o tym, czy i w jakich okoliczno$ciach moze nastgpic¢
proliferacja komoérek. Ogodlnie rzecz biorgc, zrdéznicowane komorki proliferujg w
odpowiedzi na okreslone sygnaty zewnatrzkomorkowe. Czynniki zewnatrzkomorkowe,
ktore reguluja proliferacje komorek, obejmuja cytokiny stymulujgce wzrost i hamujace
wzrost, macierz zewnatrzkomorkowa lub podioze, z ktorym styka si¢ komorka oraz
rodzaj 1 stopien bliskosci sgsiednich komorek. Bardzo czesto te same czynniki sg
robwniez waznymi regulatorami zroznicowania [153]. Proliferacja i rdéznicowanie
komoérek zachodzi w intensywny sposdb podczas rozwoju embrionalnego i
noworodkowego, ale wystepuja rowniez w wielu, ale nie we wszystkich tkankach
dorostych organizmow. Proliferacja komorek (uzywana tutaj zamiennie ze wzrostem) i
réznicowanie s3 zlozonymi procesami i nie ma pojedynczych ,,gtownych” genéw ani
przetacznikéw molekularnych, ktore kontroluja ktorykolwiek z tych procesow.
Proliferacja 1 réznicowanie s3a kontrolowane przez interakcje réznych czasteczek
regulatorowych. Komoérki mogg istnie¢ w zywym, spoczynkowym stanie wzrostu lub
aktywnym proliferujgcym stan wzrostu. Komorki nieproliferujace moga zachowywac
zywotno$¢ przez diugi czas, a w niektorych przypadkach mogg by¢ dos¢ aktywne
metabolicznie [153]. U wyzszych eukariontow komorki nieproliferujace moga
znajdowa¢ si¢ w stanie odwracalnego zatrzymania wzrostu lub w stanie
nieodwracalnego zatrzymania wzrostu. Na przyklad w organizmach dorostych
hepatocyty 1 komorki migsni poprzecznie prazkowanych sg proliferacyjnie nieaktywne.
Przez wigkszo$¢ zycia organizmu oba te typy komodrek pozostaja w stanie spoczynku,
ale sa aktywne metabolicznie. Jesli jednak watroba lub migsien jest uszkodzony i
dochodzi do utraty masy tkanki, to moze to prowadzi¢ do zmiany stanu dziatania
danych komorek [153]. Przyktadowo hepatocyty w nieuszkodzonych cze$ciach watroby
zachowuja zdolno$¢ do proliferacji i prowadza podzialy do momentu praktycznie
catkowitej odbudowy masy narzadu. W przypadku dojrzalych migéni, komoérki sa
zréznicowane w ostateczny sposob i1 nie mogg si¢ dalej rozmnazac. Proliferujace

komorki moga dzieli¢ si¢ w sposob ciagly lub moga podlega¢ tylko ograniczonemu

str. 25



podzialowi komérkowemu. Przykladowo fibroblasty skory i hepatocyty namnazajg si¢
w odpowiedzi na okreslony bodziec np.: uszkodzenie. Niezaleznie od typu proliferacji,

przebiega ona poprzez seri¢ regulowanych zdarzen nazywanych cyklem komérkowym.

Istotnymi cechami cyklu komoérkowego eukariotycznego sg cztery kolejne, czasowo i
biochemicznie oddzielne fazy: mitoza (M), faza luki (G1), faza syntetyczna (S) i G2
[153]. Faza M jest kulminacjg cyklu komorkowego, w ktorym pojedyncza komorka daje
poczatek dwom genetycznie identycznym komorkom potomnym. Jest to zatem
poczatek lub koniec cyklu komorkowego, w zaleznosci od punktu widzenia. W mitozie
zreplikowany genom jest podzielony na dwa jadra. Jadro i zawarto$¢ cytoplazmy
komorki sg fizycznie podzielone, a sama komorka dzieli si¢ na dwie komorki potomne.
Zatem na koncu mitozy kazda komodrka potomna zawiera jedno jadro zawierajace
niezreplikowang zawarto$¢ DNA z fazy G1 [153]. W wigkszosci przypadkow nowo
utworzona komorka potomna albo przygotowuje si¢ do innego cyklu komoérkowego
(faza G1) lub wchodzi w stan wzrostu nieproliferacyjnego. Z wyjatkiem rzadkich
przypadkow replikacja DNA nie rozpoczyna si¢ natychmiast po fazie M. Faza GI to
przerwa miedzy fazag M a replikacja DNA, podczas ktorej komodrki oceniajg
wykonalno$¢ 1 celowos$¢ dalszej proliferacji 1 przygotowuja sie do metabolicznych
wymagan syntezy DNA. Ocena ta przebiega przez kilka etapéw regulacyjnych lub
kontrolnych. Jednym z najwazniejszych jest punkt restrykcyjny lub punkt R, ktory
wystepuje od 1 do 2 godzin przed rozpoczgciem replikacji DNA. Faza G1 odgrywa
najwiekszy wplyw na stan réznicowania komorek. Kazda tkanka 1 typ komorki majg
swoje specyficzne potrzeby i regulatory. Faza G1 jest jednym z najbardziej zmiennych
okresow cyklu komoérkowego [153]. W przypadku komorek ssakow czas trwania G1
moze waha¢ si¢ od kilku godzin do kilku dni, w zaleznosci od typu komorki. Replikacja
genomu zachodzi podczas fazy S cyklu komorkowego. Ze wzgledu na unikalng
chemiczng 1 fizyczng strukture DNA, jego synteza wymaga udzialu specjalnych
enzymow potrzebnych do produkcji prekursorow, reakcji rozwijania i replikacji
polimeru, sprawdzania poprawnosci replikacji 1 upewnienia si¢, ze nowo zreplikowane
DNA szybko powraca do chromatyny. Niektore z tych dziatan sg czesto skoordynowane
lub przeprowadzane w jadrze tuz przed rozpoczeciem fazy S, a zatem mogg byc
kontrolowane przez biatko regulatorowe lub proces, ktory dziata pézno w fazie G1
[153]. Po rozpoczgciu replikacji DNA komoérka jest na ogét zobowigzana do

zakonczenia procesu. Komorki, ktorym czgsciowo lub catkowicie uniemozliwiono
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ukonczenie fazy S, (przyktadowo przy podaniu $rodkéw farmakologicznych), czgsto
rozwijaja powazne nieprawidtowosci chromosomalne lub obumieraja. Po zakonczeniu
fazy S, interwal G2 pozwala komoérkom przygotowaé si¢ do fazy M. Faza G2 jest
stabilna, ale w przypadku niektérych komorek (np.: niektore komorki watroby)
wchodzg one w stan wzrostu nieproliferujacego z fazy G2 [153]. Kiedy takie komorki
sa stymulowane do proliferacji, wchodzg w faze M po bardzo krétkim okresie przerwy,

bez wyst¢powania posredniej fazy S.

Zidentyfikowano wiele genow, ktorych ekspresja zalezy od stanu wzrostu komorek.
Ekspresja tych gendw zmienia si¢, kiedy komorki modyfikuja swoj stan wzrostu (np.:
ze stanu proliferacji do braku proliferacji i odwrotnie). Rowniez stymulacja czynnikami
wzrostu lub inhibitorami wzrostu moze wywolywac¢ tego typu zmiany, natomiast zmian
ekspresji nie obserwuje si¢ w etapach cyklu komérkowego. Mniejsza liczba genow jest
regulowana przez cykl komérkowy a ekspresja jest ograniczona do okreslonej fazy
cyklu komorkowego. Niektore geny regulowane przez wzrost lub cykl komorkowy sa
niezbedne do proliferacji komorek, ale nie sa regulatorami proliferacji. Przyklady
obejmujg geny kodujgce histon zalezny od replikacji kinazy tymidynowej lub innych
enzymoOw bioragcych udziat w metabolizmie DNA oraz dekarboksylaza ornityny (ODe)
[153]. Inne geny regulujace wzrost moga nie mie¢ nic wspodlnego stricte z proliferacja,
ale moga odzwierciedla¢ zréznicowany status komorki. Na przyktad, wiele genow jest
indukowanych, gdy spoczynkowe fibroblasty sg stymulowane do proliferacji.
Fibroblasty proliferujag w odpowiedzi na uszkodzenie tkanki, ale bodzce, ktore indukuja
proliferacj¢ fibroblastow, rowniez indukuja odpowiedz komoérek w postaci wytwarzania
produktow, ktéore pomoga w naprawie tkanek. Zatem ta klasa genu regulowanego
wzrostem jest bardziej prawdopodobnie zwigzana z funkcja fibroblastéw 1 mniej

prawdopodobnie zwigzane z jego zdolno$cig do proliferacji [153].

Dane literaturowe dotyczace kontroli proliferacji komoérkach wyzszych eukariotéw w
duzej mierze bazujg na badaniach fibroblastow w hodowlach [153]. Komorki te dobrze
rosng w hodowli 1 w tatwy sposdb wchodzg w odwracalny, spoczynkowy stan, gdy
konfluencja wzrasta a pozywka i czynniki wzrostu zostaja wyczerpane. Dzigki
badaniom zidentyfikowano szereg czynnikdw wzrostu stymulujacych proliferacje
fibroblastow. Szczegdlnie dobrze spisaty si¢ trzy: ptytkopochodny czynnik wzrostu
(pDGF), naskorkowy czynnik wzrostu (EGF) 1 insulinopodobny czynnik wzrostu-|
(IGF-1) [153]. Wszystkie trzy sa polipeptydami, ktére wigza si¢ z receptorami
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powierzchniowymi komorki posiadajagcymi wewngtrzng aktywno$¢ biatkowej kinazy
tyrozynowej. PDGF, EGF i IGF-I sa mitogenne dla wielu typow komorek, w tym wielu
rodzajow fibroblastow. Czynniki wzrostu PDGF, EGF odgrywaja gtowng role w
stymulacji fibroblastow w celu przejscia z fazy Go do wezesnych etapow fazy Gi. IGF-1
glownie dziata w pdznych etapach fazy Gi 1 w przechodzeniu w fazg S. Wigkszo$¢
komoérek wymaga co najmniej dwoch z tych czynnikéw [153]. Przejécie fazowe S

osiggajac szczyt odpowiednio okoto 30 1 100 minut po stymulacji przez PDGF lub EGF.

2.2.3. Apoptoza

Organizm ludzki w pewnym sensie polega na balansie tworzenia nowych komorek oraz
obumieraniu komorek starych lub nie funkcjonujacych. Dzieje si¢ to od poczatku do
konca zycia i powoduje to, ze w pewnym sensie co jaki$ czas wymieniamy nasze stare
cialo na nowe. Podstawowym procesem zapewniajagcym tego typu wymiang
pokoleniowa komorek jest apoptoza. Komorki stale musza by¢ ,,wymieniane” na nowe
przyktadowo czerwone krwinki funkcjonujg przez okoto 120 dni. Kiedy komorki sg juz
wyeksploatowane wchodza na jedng z kilku $ciezek apoptozy i w naturalny,
zaprogramowany sposob obumieraja by nastgpnie zosta¢ zastgpione przez nowe
komorki. Bardzo wazng funkcja apoptozy bedzie réwniez pozbywanie si¢ komorek
zmienionych, uszkodzonych, potencjalnie mogacych przejs¢ transformacje
nowotworowg itp. Ta funkcja zabezpiecza nasz organizm przed wieloma chorobami i
ich konsekwencjami. Zaprogramowana $mieré¢ komorki to proces skomplikowany,
ktéry mozemy podzieli¢ na dwie gtowne szlaki: szlak wewngtrzny nazywany tez
mitochondrialnym oraz szlak zewnetrzny okreslany rowniez mianem szlaku receptora
$mierci [107, 108]. Dawniej obydwie drogi $mierci komodrki byly od siebie
odseparowane jednak aktualnie wiemy, ze obydwa szlaki sg ze sobg powigzane i moga
wplywa¢ wzajemnie na siebie. Poza dwoma gtownymi typami istnieje rowniez jeden
dodatkowy, w ktorym swoja role wykazuje cytotoksycznos$¢ limfocytéw T oraz $mierc

komorki zalezng od perforyny-granzymu [107, 108].
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2.2.3.1. Szlak wewnetrzny

W tym typie apoptozy poprzez wewngtrzne szlaki sygnalizacyjne dochodzi do inicjacji
apoptozy. W sktad catego procesu wchodza rozne bodzce nie powigzane z receptorami.
Sygnaty tego typu oddzialuja na wybrane cele we wnetrzu komorki a caty proces jest
inicjowany przez mitochondria [106]. Sygnaty wytwarzane przez bodzce moga dziatac
W sposoOb negatywny i1 pozytywny. Pozytywnymi sygnatami mogg by¢: niedotlenienie,
infekcje wirusowe, toksyny, hipertermia, promieniowanie jonizujgce i wolne rodniki
tlenowe. Sygnaty pozytywne powoduja zmiany w wewngtrznej btonie mitochondrialne;j
prowadzi to do otwarcia przejsciowych porow przepuszczalnosci mitochondriow,
uwolnienia dwoch gltownych grup biatek proapoptotycznych z przestrzeni
migdzyblonowej do cytozolu i utraty potencjatu przezbtonowego. Pierwsza grupa biatek
sktada si¢ z Smac/DIABLO, cytochromu C oraz proteazy serynowej HtrA2/Omi. Biatka
te prowadza do aktywacji szlaku mitochondrialnego zaleznego od kaspazy. Cytochrom
C aktywuje i wigze proksapaze-9 i Apaf-1 (ang. Apoptotic protease activating factor 1)
tworzac apoptosom, natomiast tak zgrupowana prokaspaza-9 aktywuje kaspaze-9.
HtrA2/0Omi i Smac/DIABLO dziatajg jako promotory apoptozy poprzez hamowanie
aktywnos$ci inhibitorow biatek apoptozy (IAP) [107, 108]. Druga grupa bialek
proapoptotycznych dziata znacznie pdzniej, bo po $mierci komorki. Do tej grupy
naleza: AIF (ang. Apoptosis Inducing Factor), CAD (Ang. caspase-activated
deoxyribonuclease) i endonukleaza G. W wyniku dziatania AIF, ktory przemieszcza si¢
do jadra komoérkowego, dochodzi do powstania wczesnej formy kondensacji jadrowe;.
Zachodzi to poprzez fragmentacj¢ DNA na kawatki o dlugosci migdzy 50 a 300 tysiecy
par zasad oraz kondensacje obwodowej chromatyny jadrowej. Endonukleaza G rowniez
wedruje do jadra, gdzie wywotuje reakcje rozszczepienia chromatyny jadrowej w celu
powstania fragmentéw oligonukleosomalnego DNA. Obydwa biatka sg niezalezne od
kaspazy. Po zakonczeniu oddziatywan AIF i endonukleazy G z mitochondriow zostaje
uwolniony CAD, ktéry roéwniez przemieszcza si¢ do jadra. CAD w jadrze jest
rozszczepiany przez kaspaze-3 [107, 108]. Rozszczepiony CAD niesie za sobg reakcje
powodujaca fragmentacje oligonmukleosomalnego DNA 1 wyraznej, zaawansowanej
kondensacji chromatyny. Za kontrol¢ i1 regulacje tego typu apoptotycznych zdarzen
mitochondrialnych odpowiadaja biatka z rodziny Bcl-2. Grupa Bcl-2 moze dziataé
zarOwno antyapoptotycznie jak 1 proapoptotycznie poprzez regulacje przepuszczalnosci

btony mitochondrialnej. Najprawdopodobniej regulacja przepuszczalnosci btony
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oznacza zmiany w poziomach uwalniania cytochromu c i co za tym idzie, regulacje

procesOw apoptotycznych.

2.2.3.2. Szlak zewnetrzny

W przeciwienstwie do szlaku wewnetrznego apoptozy u podstaw dziatania szlaku
zewnetrznego stoja szlaki sygnalizacyjne aktywujace apoptoze, a w calej reakcji
posredniczg receptory transblonowe. W sktad uczestniczacych w reakcji receptorow
wchodzg receptory $mierci nalezace do nadrodziny genow receptora czynnika martwicy
nowotworu (TNF) [106, 107, 108]. Receptory TNF wyrozniaja si¢ podobnymi do siebie
domenami pozakomérkowymi bogatymi w cysteing oraz posiadaja domene
cytoplazmatyczng skladajaca si¢ z okoto 80 aminokwasow okreSlanych mianem
»domeny $mierci” CFunkcjg domeny jest przekazywanie sygnalu §mierci z powierzchni
komorki do jej wewngtrznych szlakéw sygnatowych. Na ten moment najlepiej
poznanymi ligandami i odpowiadajgce im receptory $mierci to: TNF-o/TNFRI,
Apo3L/DR3, Apo2L/DR4, Apo2L/DRS5 i FasL/FasR. Dobrze zdefiniowang sekwencjg
zdarzen szlaku zewnetrznego odnajdziemy w modelu FasL/FasR i TNF-o/TNFR. Na
poczatku catego procesu dochodzi tutaj do grupowania receptoroOw i1 wigzania z
homologicznym ligandem trymetrycznym [106, 107, 108]. W kolejnym etapie
rekrutowane sg biatka cytoplazmatyczne, na ktorych odnajdziemy odpowiednie domeny
$mierci wigzace si¢ z receptorami. Wigzanie liganda Fas z receptorem Fas prowadzi do
wigzania biatka adaptorowego domeny $mierci FADD (ang. Fas Associated Death
Domain), natomiast wspotmiernie wigzanie liganda TNF z receptorem TNF skutkuje
wigzaniem biatka adaptorowego TRADD (ang. TNF receptor-associated death domain)
z rekrutacja FADD i RIP (ang. receptor-interacting protein). Dalej, FADD taczy si¢ z
prokaspaza-8 w wyniku dimeryzacji domeny efektorowej $mierci. W ten sposob
dochodzi do wytworzenia kompleksu sygnalizacyjnego indukujacego $mier¢ (DISC) co
prowadzi do aktywacji prokapsazy-8. Po tym etapie rozpoczyna si¢ faza wykonawcza
apoptozy. Rowniez ten szlak apoptotyczny wymaga regulacji [106, 107, 108]. Do
regulacji poprzez hamowanie przystosowane jest biatko c-FLIP, ktére wigze si¢ z
kaspaza-8 i FADD co czyni je nieskutecznymi. Inny punkt regulacji apoptozy obejmuje
biatko Toso, ktore blokuje indukowang przez Fas apoptoze w limfocytach T poprzez

hamowanie przetwarzania kaspazy-8.
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2.2.3.3. Szlak perforynowo-granzymowy

Cytotoksyczno$¢ wyrazana za posrednictwem limfocytow T to rodzaj wrazliwos$ci
komoérek CD8+ w, ktorej zabijane s komorki niosgce antygeny. Dochodzi tutaj do
zabijania komoérek poprzez dziatanie szlaku zewngtrznego i interakcje z FasL/FasR [91,
98, 107,]. Jednak cechg charakterystyczng bedzie tutaj wystgpowanie nowego szlaku
reakcji, w ktorym na komorki zakazone wirusem i komorki nowotworowe dziataé
cytotoksycznie beda wydzielane przezblonowo czasteczki tworzace pory perforyny z
dalszym egzofitycznym uwalnianiem granulek cytoplazmatycznych przez pory i do
komoérek docelowych. Glownymi sktadnikami granulek sa w tym wypadku proteazy
serynowe, granzym A i granzym B. Funkcja granzymu B bedzie rozszczepianie biatek
W miejscu reszt asparaginianu a co za tym idzie aktywacja prokaspazy-10 i
rozszczepianie czynnikow takich jak ICAD (inhibitor DNAzy aktywowanej kaspaza)
[91, 98, 107,]. Poza tymi funkcjami granzym B wykorzystuje rowniez szlak
mitochondrialny do wzmacniania sygnatu smierci. Dochodzi do tego poprzez cigcie Bid
i indukcje uwalniania cytochromu c. Kolejng funkcja granzymu B jest bezposrednia
aktywacja kaspazy-3. Granzym B tym sposobem omija szlaki sygnalizacyjne i
bezposrednio indukuje faze¢ wykonawcza apoptozy. Granzym A to rownie wazny
sktadnik cytotoksycznos$ci limfocytow T, ktory, poza tym aktywuje szlaki niezalezne od
kaspazy. W komorkach granzym A aktywuje proces nacinania DNA przez DNAzg
NM23-H1, ktora jest produktem genu supresorowego guzow [91, 98, 107,]. DNAza
NM23-H1 peini wazng rol¢ w zapobieganiu rozwoju guzow nowotworowych
powodujac apoptozg komorek nowotworowych. Dzialanie DNAzy NM23-H1
regulowane jest przez biatko skladajace si¢ z nukleosoméw SET, ktére hamuje
dziatanie genu NM23-H1. Proteaza granzymu A rozcina kompleks SET zatrzymujac
tym sposobem inhibicj¢ NM23-H1, ktory powoduje apoptotyczna degradacj¢ DNA.
SET poza funkcja inhibitora NM23-H1 odgrywa réwniez wazng role w strukturze
chromatyny i naprawie DNA. Biatka tworzace kompleks SET wspotpracuja w celu
ochrony chromatyny i struktury DNA a inaktywacja kompleksu przez granzym A
przyczynia si¢ do apoptozy w wyniku blokowania zachowania integralnosci struktury

DNA i chromatyny [91, 98, 107,].
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2.2.3.4. Szlak wykonawczy

Zwienczeniem dziatania szlakow wewnetrznego 1 zewngtrznego bedzie szlak
wykonawczy. Koncowy etap apoptozy komorki jest aktywowany przez kaspazy
wykonawcze. Enzymy te aktywuja endonukleaze cytoplazmatyczng, ktora degraduje
material jadrowy oraz proteazy, ktére degraduja biatka cytoszkieletowe i jadrowe. W
sktad dziatajacych na tym etapie kaspaz wymieni¢ mozemy: kaspaze 3, 6 i 7 [67, 107].
Dzialajg one jako kaspazy efektorowe. Prowadzg do rozszczepienia roznych substratow
w tym PARP, cytokreatyny, biatka cytoszkieletu i blony komoérkowej, alfa fodryny,
bialko jadrowe NuMA itp. A cata reakcja prowadzi do zmian biochemicznych i
morfologicznych obserwowanych w komdrkach apoptotycznych. Najwazniejsza w tych
procesach jest kaspaza-3, aktywowana przez jedng z kaspaz inicjujacych (kaspaza-8, 9 i
10). Kaspaza-3 aktywuje endonukleaz¢ CAD. W komorkach proliferujacych CAD
tworzy kompleks z inhibitorem ICAD [67, 107]. Rola kaspazy-3 w komorkach
apoptotycznych bedzie uwalnianie CAD z kompleksu z ICAD. Aktywny CAD
degraduje chromosomalne DNA w jadrach komorkowych i powoduje kondensacje
chromatyny. Do dziatan kaspazy-3 zalicza si¢ réwniez rozpad komodrki na ciata
apoptotyczne oraz reorganizacj¢ cytoszkieletu. Jednym z glownych substratow
aktywnej ksapazy-3 w procesie reorganizacji cytoszkieletu bedzie biatko gelsolina.
Gelsolina wiaze bifosforan fosfadytyloinozytolu taczac organizacje aktyny i transdukcje
sygnalu oraz dziata jako jadro do polimeryzacji aktyny [67, 107]. Kaspaza-3
rozszczepia gelsoling, natomiast fragmenty gelsoliny rozszczepiajag widkna aktynowe
powodujac w ten sposob przerwanie cytoszkieletu, transdukcje sygnatu i podziat
komorek. Ostatnim sktadnikiem procesu apoptozy jest fagocytarny wychwyt komorek
apoptotycznych i ich fragmentow. W tym etapie charakterystycznymi reakcjami sg
eksternalizacja  fosfatydyloseryny oraz asymetria fosfolipidow. Translokacja
fosfatydyloseryny do zewngtrznego ptata komorki wigze si¢ z utrata aktywnoSci
translokazy aminofosfolipidowej i niespecyficznym przerzutem fosfolipidow réznych
klas. Wystepowanie fosfotydyloseryny na zewnegtrznych cze$ciach komorek
apoptotycznych utatwia ich niepowigzang z reakcja zapalng identyfikacj¢ fagocytarng
co nastgpnie umozliwia wcze$niejsze pobieranie i usuwanie komorek apoptotycznych
[67, 107]. Wczesny i skuteczny proces wychwytu komorek bez uwalniania ich

zawartos$ci pozwala na zachodzenie reakcji bez udziatu stanu zapalnego.
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2.2.4. Stres oksydacyjny

Stres oksydacyjny jest zjawiskiem spowodowanym brakiem réwnowagi pomiedzy
produkcja 1 akumulacjg reaktywnych form tlenu (RFT) w komoérkach i tkankach a
zdolnoscig uktadu biologicznego do detoksykacji tych reaktywnych produktow.
Reaktywne formy tlenu odgrywaja kilka rol fizjologicznych i sg normalnie generowane
jako produkty uboczne metabolizmu tlenu [180]. Mimo to czynniki stresu pochodzace
ze s$rodowiska (promienie UV, promieniowanie jonizujace, metale cigzkie) oraz
ksenobiotyki (leki) przyczyniaja si¢ do znacznego zwickszenia produkcji RFT,
powodujac w ten sposdb zaburzenia réwnowagi, ktore prowadza do uszkodzenia
komorek i tkanek (stres oksydacyjny). Réznego rodzaju substancje takie jak witamina
E, polifenole i flawonoidy moga ogranicza¢ negatywne wpltywy §rodowiska i samych
RFT na ciato czlowicka. Rodniki ponadtlenkowe (O."), nadtlenek wodoru (H20>),
rodniki hydroksylowe (*OH) i tlen singletowy (*O2) to powszechnie definiowane
reaktywne formy tlenu [180]. Sg wytwarzane jako metaboliczne produkty uboczne
przez uktady biologiczne. Procesy, takie jak fosforylacja biatek, aktywacja czynnikdéw
transkrypcyjnych, apoptoza, odporno$¢ i roéznicowanie, sg zalezne od prawidtowe;j
produkcji RFT 1 obecnosci wewnatrz komorek. Kiedy wzrasta produkcja RFT, moze
dochodzi¢ do wystepowania szkodliwego wpltywu na wazne struktury komorkowe
(lipidy, biatka i kwasy nukleinowe). Dane literaturowe wskazuja na zwigzek
intensywno$ci  produkcji RFT a ro6znymi chorobami (nowotwory, zaburzenia
metabolizmu 1 co wazne w odniesieniu do tematu rozprawy- miazdzycy tetnic). Gtéwna
strukturg wytwarzajaca RFT sg mitochondria. Produkcja reaktywnych form tlenu bedzie
zachodzi¢ zar6wno w stanach fizjologicznych jak i patologicznych. Oznacza to, ze Oz
moze by¢ wytwarzany przez lipooksygenazy (LOX), cyklooksygenazy (COX), w
oddychaniu komorkowym, podczas proceséw metabolizmu kwasu arachidonowego
oraz przez komorki zapalne 1 $rodblonka. Do obrony antyoksydacyjnej komorki
wykorzystujg system oparty na dziataniu sktadnikow enzymatycznych takich jak
katalaza (CAT), peroksydaza glutationowa (GPx) i dysmutaza ponadtlenkowa (SOD)
[176, 180].
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Produkcja wolnych rodnikow opiera si¢ na reakcjach enzymatycznych i
nieenzymatycznych. Reakcje enzymatyczne zdolne do generowania aktywnych form
tlenu zwigzane sg z fancuchem oddechowym, uktadem cytochromu P450, fagocytozg i
syntezg prostaglandyn. Rodnik ponadtlenkowy (O2") jest generowany przez oksydaze
NADPH, oksydaz¢ ksantynowa i peroksydazy. Po utworzeniu bierze udzial w kilku
reakcjach, ktore z kolei generuja nadtlenek wodoru, rodnik hydroksylowy (OH),
nadtlenoazotyn (ONOO") i kwas podchlorawy (HOCI). Rodnik hydroksylowy (OH),
najbardziej reaktywny sposrod wszystkich rodzajéw wolnych rodnikow in vivo,
powstaje W reakcji Oz~ z H20,, z Fe?* lub Cu* jako katalizatorem reakcji (reakcja
Fentona). Rodnik tlenku azotu (NOe), ktory petni wazne funkcje fizjologiczne, jest
syntetyzowany w wyniku utleniania argininy do cytruliny przez syntaze tlenku azotu
(NOS) [176, 180]. Rowniez reakcje nieenzymatyczne moga by¢ odpowiedzialne za
produkcje wolnych rodnikéw, mowimy tutaj o sytuacjach, kiedy tlen reaguje ze
zwigzkami organicznymi lub gdy komorki sg wystawione na dziatanie promieniowania
jonizujacego, roéwniez podczas oddychania mitochondrialnego. Wolne rodniki sa
generowane zarowno ze zrddel endogennych, jak i egzogennych. Aktywacja komorek
odpornosciowych, zapalenie, niedokrwienie, infekcja, rak, nadmierne ¢wiczenia, stres
psychiczny 1 starzenie si¢ s3 odpowiedzialne za endogenng produkcj¢ wolnych
rodnikow. Egzogenna produkcja wolnych rodnikow moze wystapi¢ w wyniku narazenia
na zanieczyszczenia §rodowiska, metale cigzkie (Cd, Hg, Pb, Fe 1 As), niektore leki
(cyklosporyna, takrolimus, gentamycyna i bleomycyna), rozpuszczalniki chemiczne,
gotowanie (wedzone migso, przepracowany olej i thuszcz), dym papierosowy, alkohol 1
promieniowanie [176, 180]. Kiedy te egzogenne zwiagzki wnikaja do organizmu, ulegaja

rozktadowi lub sg metabolizowane, a jako produkty uboczne powstaja wolne rodniki.

Wolne rodniki, utrzymywane w niskim lub umiarkowanym stezeniu, petnig kilka
korzystnych funkcji dla organizmu. Na przyktad sg potrzebne do syntezy niektorych
struktur komorkowych 1 do wykorzystania przez system obronny gospodarza do
zwalczania patogendw. W rzeczywisto$ci fagocyty syntetyzuja i przechowuja wolne
rodniki, aby moéc je uwolni€ w celu zniszczenia atakujacych organizm
mikroorganizméw. Wolne rodniki biorg réwniez udziat w szeregu komorkowych
szlakow sygnatowych. Moga by¢ wytwarzane przez niefagocytujace izoformy oksydazy

NADPH; w tym przypadku wolne rodniki odgrywaja kluczowa role¢ regulacyjng w
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wewnatrzkomoérkowych kaskadach sygnalowych w kilku typach komorek, takich jak
fibroblasty, komorki $rédblonka, komoérki miesni gladkich naczyn, miocyty serca i
tkanka tarczycy [174, 176, 180]. Dobrze poznanym wolnym rodnikiem dziatajagcym
jako czasteczka sygnalowa jest tlenek azotu (NO). Jest waznym przekaznikiem
migdzykomérkowym wymaganym do prawidlowej modulacji przeptywu krwi,
zaangazowanym w zakrzepic¢ i ma kluczowe znaczenie dla prawidlowej aktywnosci
neurondéw. Tlenek azotu bierze rowniez udziat w niespecyficznej obronie gospodarza,
wymaganej] do eliminacji wewnatrzkomorkowych — patogenow 1 komorek
nowotworowych. Innym fizjologicznym dziataniem wolnych rodnikéw jest

indukowanie odpowiedzi mitogennej.

Wolne rodniki poza swoimi fizjologicznymi dziataniami moga réwniez wykazywaé
dziatania patologiczne. W tego typu reakcjach dochodzi do powstania zjawiska stresu
oksydacyjnego, szkodliwego procesu, ktory moze negatywnie wptywaé na struktury
komoérkowe miedzy innymi btony komodrkowe, lipidy, biatka, lipoproteiny i kwas
dezoksyrybonukleinowy (DNA). Stres oksydacyjny pojawia si¢, gdy istnieje brak
réwnowagi migdzy powstawaniem wolnych rodnikow a zdolno$cig komoérek do ich
usuwania. Na przyklad nadmiar rodnikéw hydroksylowych i nadtlenoazotynow moze
powodowaé peroksydacj¢ lipidow, uszkadzajac w ten sposob btony komorkowe i
lipoproteiny [176, 180]. To z kolei doprowadzi do powstania dialdehydu malonowego
(MDA) 1 sprzezonych zwigzkoéw dienowych, o ktorych wiadomo, Zze sa zar6wno
cytotoksyczne, jak 1 mutagenne. Bedac rodnikowa reakcjg tancuchowa, peroksydacja
lipidéw rozprzestrzenia si¢ bardzo szybko, wplywajac na duza ilo$¢ czasteczek
lipidowych. Réwniez biatka moga ulega¢ uszkodzeniu w wyniku stresu oksydacyjnego,
w tym wypadku dochodzi do modyfikacji konformacyjnych, ktéore moga determinowac
utratg lub uposledzenie ich aktywnosci enzymatycznej. ROwniez wcezesniej wymienione
DNA nie jest odporne na uszkodzenia zwigzane ze stresem oksydacyjnym, z ktérych
najbardziej reprezentatywnym jest formacja 8-okso-2'-deoksyguanozyny (8-OHdG);
jest to szczegdlnie szkodliwa zmiana DNA, ktéra moze by¢ odpowiedzialna za
mutageneze [162]. Moze rowniez powodowac utrate informacji epigenetycznej. Stres
oksydacyjny, jesli nie jest $ci§le kontrolowany, moze by¢ odpowiedzialny za indukcje
wielu chordb, zarowno przewleklych, jak i1 zwyrodnieniowych, a takze przyspieszaé¢

proces starzenia si¢ organizmu i powodowac ostre patologie (urazy i udary mozgu).
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2.2.4.1. Rola wybranych enzyméw i substancji o charakterze ochronnym przed
stresem oksydacyjnym

W pracy poza ekspresja miR sprawdzono rowniez kilka wybranych substancji i
enzymOw majagcych na celu ochron¢ przed negatywnymi skutkami stresu
oksydacyjnego. Badanymi czynnikami byly: SOD (dysmutaza ponadtlenkowa), GPx
(Peroksydaza glutationowa), GST (s-transferaza glutationowa), GR (reduktaza

glutationowa) i GSH (glutation).

Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) odgrywa bardzo wazng role jako defensywa
antyoksydacyjna organizmu przed stresem oksydacyjnym [181]. Enzym dziata jako
dobry s$rodek terapeutyczny przeciwko chorobom, w ktérych posrednicza reaktywne
formy tlenu. Dysmutazy ponadtlenkowe to grupa metaloenzyméw. SOD stanowig
pierwszg lini¢ obrony przed urazami, w ktorych posrednicza reaktywne formy tlenu.
Biatka te katalizuja dysmutacj¢ anionu ponadtlenkowego wolnego rodnika (027) do
tlenu czasteczkowego 1 nadtlenku wodoru (H202) i1 obnizaja poziom O2°, ktéry przy
nadmiernym stezeniu uszkadza komoérki. Enzym moze sthuzy¢ jako s$rodek
przeciwzapalny, a takze moze zapobiega¢ zmianom przedrakowym komorek [181].
Naturalne poziomy SOD w organizmie spadaja wraz ze starzeniem si¢ organizmu, a
zatem wraz z wiekiem czlowiek staje si¢ bardziej podatny na choroby zwiazane ze
stresem oksydacyjnym. Badania donoszg, ze SOD ma wazny zwigzek z kilkoma
problemami zdrowotnymi czlowieka w tym zaburzeniami zwigzanymi z erytrocytami,
mukowiscydoza, zespotem bolu po cholecystektomii, wrazliwym na steroidy zespotem
nerczycowym, stwardnieniem zanikowym bocznym, apoptoza neurondéw, AIDS.
Dodatkowo niektorzy badacze sugerowali silny zwigzek miedzy aktywnoscig SOD a
chorobg Alzheimera [181]. W wielu modelach zwierzgcych z uszkodzeniem
niedokrwienno-reperfuzyjnym migénia sercowego, zapaleniem i uszkodzeniem
niedokrwienno-reperfuzyjnym mozgu itp. Stwierdzono skuteczno$¢ dziatania SOD.
Mimetyki SOD oferuja potencjal w leczeniu choréb wynikajacych ze stresu
oksydacyjnego.

Peroksydaza glutationowa (GPx) bierze udzial w terminacji szlaku reaktywnych form
tlenu, co skutkuje ograniczeniem intensywnosci proceséw stresu oksydacyjnego [181].
GPx katalizuje degradacje H202 do H20 i przyczynia si¢ do komodrkowej aktywnosci

przeciwutleniajacej wielu organizmow. GPx zawiera seleno-cysteing w swoim miejscu
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aktywnym, w ktorym selenol (ESeH) rozktada H2O> do H>O poprzez reakcje redoks i
utlenia si¢ do kwasu selenowego (ESeOH) [181]. Kwas selenowy przechodzi nastgpnie
reakcje redoks z dwoma zredukowanymi glutationami (GSH), aby przej$¢ z powrotem

do formy selenolu.

S-transferazy  glutationowe (GST) to rodzina enzymow detoksykacyjnych
katalizujagcych sprzgganie glutationu (GSH) z szerokg gama endogennych i
egzogennych zwigzkow elektrofilowych [182]. GST sg podziclone na dwoch odrebnych
cztonkéw nadrodziny: cztonkéw rodziny mikrosomalnej i cytozolowej zwigzanej Z
btong. Ludzkie cytozolowe GST sga wysoce polimorficzne. Odgrywaja role regulacyjna
w Sciezce kinazy biatkowej aktywowanej mitogenem, ktéra uczestniczy w sygnatach
przezycia 1 $mierci komorek poprzez interakcje biatko : biatko z c-Jun N-koficowa
kinazg 1 (JNK1) i ASK1 (kinaza regulujaca sygnat apoptozy) [182, 183]. INK i ASK1
sa aktywowane w odpowiedzi na stres komorkowy. GST sa zaangazowane w rozwoj
opornosci na $rodki chemioterapeutyczne. Sugeruje si¢, ze GST petnig dwie rdzne role
w rozwoju lekoopornosci poprzez bezposrednig detoksykacje, a takze dzialajg jako
inhibitor szlaku kinazy MAP. GST sg obiecujagcym celem terapeutycznym ze wzgledu
na fakt wystepowania nadekspresji okreslonych izozyméw w wielu réznych
nowotworach. Poza chorobami nowotworowymi sugeruje si¢ ich role w etiologii innych

chor6b: neurodegeneracyjnych, stwardnieniu rozsianym oraz astmie [182, 183].

Reduktaza glutationowa (GR) to powszechnie wystepujacy tiol redukujacy
odpowiedzialny za utrzymanie podazy zredukowanego glutationu (GSH) [184]. W
swojej zredukowanej formie glutation odgrywa kluczowa role w komoérkowej kontroli
reaktywnych form tlenu. Reaktywne formy tlenu dzialaja jako wewnatrzkomoérkowe i
zewnatrzkomorkowe molekuty sygnalizacyjne, a zlozone reakcje krzyzowe miedzy
poziomami reaktywnych form tlenu, poziomami utlenionego i zredukowanego
glutationu 1 innych tioli oraz enzymami przeciwutleniajacymi, takimi jak reduktaza
glutationu, okreslajg najbardziej odpowiednie warunki dla kontroli redoks w komorce

lub do aktywacji zaprogramowanej $mierci komorki [184].
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2.3. Uklad krwiono$ny

Generalny urzad statystyczny zbierajac i prezentujac dane umieralnosci Polskich
obywateli w jasny sposéb ukazuje jak wielkim problemem sg w Polsce choroby uktadu
krazenia, ktore od lat sa na pierwszym miejscu $miertelnosci. Rocznie nawet
nowotwory nie doprowadzaja do tak wielu zgonéw jak choroby krazenia. Dzigki tego
typu statystykom wiemy jak wazne jest badanie problemoéw wystepujacych w tym
uktadzie i jak bardzo potrzebne spoteczenstwu sg metody wczesnego wykrywania
rozwoju réznych chorob. Serce, tetnice, zyly 1 wypelniajace ja krew razem sktadajg si¢
na caly uktad krazenia, ktorego zadaniem jest doprowadzenie tlenu i sktadnikow
odzywczych do wszystkich komorek organizmu ludzkiego. Cztowiek rodzac si¢ 1 biorac
pierwszy oddech rozpoczyna cykl trwajacy az do samej $mierci. Nie bez przyczyny w
dawnych czasach medycyna za $mier¢ cztowieka uznawala zatrzymanie pracy serca
oraz zatrzymanie oddechu. Szczegdlnym procesem zwigzanym z oddychaniem i pracg
ukladu krazenia jest wysycanie tlenem krwi i1 dostarczanie tego pierwiastka do
komorek. Komorki ciata potrzebuja tlenu do wytworzenia energii w postaci ATP
(Adenozyno-5'-trifosforan) w procesie fosforylacji oksydacyjnej a sam proces przebiega
w mitochondriach, czyli organellach komodrkowych ktore w prosty sposéb mozemy
okresli¢ mianem fabryk energii [186, 190, 191]. Uktad krwiono$ny czlowieka jako
uktad zamknigty poprzez pompowanie krwi doprowadza do jej stalego obiegu. Krazenie
phlucne 1 ogoélnoustrojowe jest potaczone poprzez serce i jego struktury w taki sposob,
aby dochodzito do pompowania krwi z lewej komory do narzadéw ogo6lnoustrojowych a
nastgpnie powrotu krwi do prawej komory 1 transportu do ptuc, gdzie ponownie nastapi
wymiana gazowa. Tkanki organizmu sa pofaczone w sposob réwnolegly 1 w
nastepstwie tego obserwuje si¢, ze objetos¢ wyrzutowa lewej komory jest dzielona
pomiedzy rézne narzady, ale tylko $cisle okreSlona ilo$¢ krwi przepltywa przez dany
narzad przed wejsciem do zylnego obiegu narzadu[186, 190, 191]. Stwierdzono
rowniez, ze ciSnienie krwi oraz sklad krwi t¢tniczej na wejsciu do kazdego narzadu jest
sg takie same. Co wazne organizm posiada funkcj¢ lokalnej regulacji przeptywu krwi co

pozwala na niezalezng regulacje w kazdym narzadzie.
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2.3.1. Tetnice

Omawiajac zagadnienie ekspresji miRNA zwigzanych z procesami zachodzacymi w
uktadzie krwiono$nym nie mozna poming¢ charakteryzacji narzadu czy tez tkanki
docelowej jakimi w tym wypadku s3 tetnice. Stanowiace znaczaca cze$¢ ukladu
krwiono$nego tetnice sktadaja si¢ z trzech warstw. Najbardziej zewnetrzna warstwa
Sciany tetnic okreslana jest mianem Przydanki (ang. adventitia) [204]. Jednym z
podstawowych zadan tej struktury jest odpowiednie taczenie tetnic z otaczajacymi je
tkankami. Zapewnia to polaczenie migdzy innymi z nerwami naczyniowymi ktore beda
kontrolowaty dzialanie migs$ni gladkich znajdujacych si¢ w tetnicach oraz ogdlne
stabilne umiejscowienie tg¢tnic z jednoczesnym ograniczeniem ich ruchomosci co
zapewnia efektywny i stabilny tryb ich pracy. Kolejnag umiejscowiong glebiej warstwa
jest blona srodkowa lub warstwa $rodkowa (ang. media, middle layer; tac. tunica
media) sktadajgca si¢ w wigkszosci z migéni gladkich posiadajacych zdolno$é
skurczania i rozkurczania co umozliwia regulacj¢ ci$nienia krwi przeptywajacej przez
tetnice [204]. Kolejno kurczace si¢ migénie beda prowadzi¢ do zwigkszenia cisnienia i
przeciwnie rozkurczajac si¢ doprowadza do zmniejszenia ci$nienia krwi. Ostatnia,
znajdujaca si¢ najglebiej warstwa nazywana jest blong wewnetrzng lub warstwa
wewnetrzng (ang. intima, tac. Tunica intima). Warstwa wewngtrzna podobnie do
warstwy §rodkowej w swojej budowie zawiera¢ bedzie migsnie gtadkie, ale dodatkowo
rowniez bialko elastyng oraz jednokomodrkowa warstwe Srodbtonka naczyniowego. To
wlasnie warstwa wewnetrzna tworzy wlasciwy kanal, przez ktory to bedzie przeptywac
bogata w tlen krew do odpowiednich miejsc perfuzji [204]. Tak zbudowana tetnica

bedzie zapewniata wytrzymate 1 wolne od przeciekow §rodowisko do transportu krwi.

Miesnie gladkie budujace tetnice to migsnie nieprazkowane otaczajagce naczynie,
zapewniajace integralno$¢ 1 wsparcie calej tetnicy. Poza rola strukturalng migsnie
gladkie tak jak juz wcze$niej wspomniano posiadaja zdolno$¢ kurczenia i rozkurczania
co ma zapewni¢ dynamiczng zmian¢ ciSnienia krwi [192, 197, 204]. Do skurczu i
rozkurczu mogg przyczyniac si¢ rézne bodzce zaczynajac od najbardziej podstawowych
sygnatéw nerwowych uktadu wspolczulnego wykorzystujacego adrenaling, ktéra to
oddziatuje z receptorami alfa-adrenergicznymi powodujac zwezenie tetnicy i wzrost
ci$nienia. Inne czynniki wptywajace na te procesy to substancje takie jak angiotensyna

IT czy epinefryna. Innym narzadem, ktéry posrednio moze wpltywaé na procesy
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wazodylatacji 1 wazokonstrykcji sa nerki. Nerki uwalniajac rening, proteolityczny
enzym pozwalaja na tworzenie angiotensyny II, ktora jest silnym czynnikiem
wazokonstrykcyjnym. Podsumowujac interakcje uktadu hormonalnego i nerwowego

pozwalajg na wyst¢powanie zmian zapewniajacych homeostaze.

W wigkszosci ogdélnych przypadkow krew tetnicza przeptywa pod najwigkszym
cisnieniem jednak odstepstwem od wigkszosSci tetnic jest tetnica plucna, w ktorej
nienatleniona krew jest transportowana do ptuc [192, 197, 204]. Krew w tetnicy ptucne;j
przeptywa pod nizszym ci$nieniem, poniewaz jej obieg jest napedzany przez skurcze
prawej komory serca ktora jest stabsza od lewej komory uznawanej za najsilniejsza
czg$¢ serca pompujaca krew do najwiekszej z tetnic nazywanej aortg. Lewa komora 1
zaopatrywana przez nig w krew aorta, musi pracowaé z wieksza sila, poniewaz jej
zadaniem jest doprowadzenie krwi do wielu struktur poprzez rozwidlajace si¢ dalej
sekcje aorty. Aorta w dalszych swoich cze$ciach rozdziela si¢ na aorte wstgpujaca, tuki
aorty, aort¢ piersiowa zstepujacg i aorte brzuszng [192, 197, 204]. Czes¢ wstgpujaca
rozcigga si¢ ponad obszar serca i dalej rozdziela si¢ w tetnicy szyjnej zaopatrujacej
struktury mozgu w krew. Aorta brzuszna przenosi krew do tetnic biodrowych, gdzie
dalej zapewnia ukrwienie narzadéw wewnetrznych w okolicy brzucha. Luk aorty
przenosi krew do obszardw plecoéw 1 szyi. Ostatnia cz¢$¢, aorta zstgpujaca doprowadza

krew do mniejszych naczyn w klatce piersiowej 1 obszaru, gdzie znajduja si¢ zebra.

2.3.2. Komorki sréodblonka

Srédbtonek naczyniowy (tac. endothelium) to jednokomérkowa warstwa pokrywajaca
od wewnatrz S$ciany naczyn krwiono$nych. Posiada S$ciste kompleksy potaczn
miedzykomodrkowych prowadzacych do wytworzenia komorkowej, selektywnej bariery
miedzy tkankami a krwig [197, 204]. Do funkcji endothelium zaliczymy funkcje
wykonawcze 1 czuciowe. Komorki s$rodblonka wytwarzaja czasteczki regulujace
procesy zapalne, napigcie naczyh, przebudowe¢ naczyn oraz krzepliwo$¢ krwi. W
przypadku  zdrowej  tkanki  $rodbtonka  nie  powinno  dochodzi¢  do
wewnatrznaczyniowego wykrzepiania si¢ krwi. W przypadku uszkodzenia lub braku
sroédbtonka w naczyniu dochodzi¢ bedzie do migracji komoérek migsni gtadkich a w

przypadku regeneracji $rodbtonka tego typu zmiany zostaja zahamowane. Waznym
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czynnikiem wplywajacym na morfologi¢ endothelium bedzie sita §cinajaca ptynu (krwi)
[197, 204]. Ta wartos¢ fizyczna rézni¢ si¢ bedzie pomigdzy danymi fragmentami
uktadu krwiono$nego. W rurkowatych te¢tnicach charakteryzujacych si¢ rownomiernym
przeptywem krwi komorki srodbtonka maja ksztatt elipsoidalny i ustawiajg si¢ zgodnie
z kierunkiem przeplywu krwi natomiast w przypadku miejsc w ktérych dochodzi do
powstawania zakrzywien i1 rozgal¢zien przeptyw plynu bedzie okre§lany mianem
burzliwego co prowadzi do zmiany ksztattu komorek srodbtonka na wielokatny bez
widocznej definiowanej orientacji. Obszary charakteryzujgce si¢ zaburzonym i
turbulencyjnym przepltywem krwi sa narazone na uszkodzenia w warstwie $rodblonka
oraz wykazujag wzmozong przepuszczalno$¢ dla makroczasteczek typu LDL [197, 204].
Tak narazone obszary wykazuja zwigkszong tendencje do powstawania zmian

miazdzycowych.

2.3.3. Funkcje wybranych czynnikow na uklad krwionosny i S$rédblonek

naczyniowy

W pracy zbadano rowniez czynniki wywierajagce wplyw na funkcjonowanie uktadu
krwiono$nego oraz srodbtonka naczyniowego. Wymienione czynniki to: Angiopoetyna,
VEGF (czynnik wzrostu $rodblonka naczyniowego), EGF (naskérkowy czynnik
wzrostu), FGFa (czynniki wzrostu fibroblastow alfa), FGF B (czynniki wzrostu
fibroblastow beta), IL-6 (interleukina 6), BMPs (biatka morfogenetyczne kosci) oraz

MMPs (metaloproteinazy macierzy).

Angiopoetyne mozemy podzieli¢ na 4 podjednostki (Angiopoetyna 1-4). Reprezentuja
one wazng rodzing czynnikow wzrostu w, ktorych dzialaniu posredniczg kinazy
tyrozynowe Tiel i Tie2. Do tej pory w literarurze najlepiej scharakteryzowano
angiopoetyng 1 (Angl) i angiopoetyne 2 (Ang2) [214]. Angiopoeyna-1 jest silnym
czynnikiem wzrostu przekazujacym sygnaly przez Tie2. Angiopoetyna-2 wykazuje
zalezne od kontekstu dziatanie agonistyczne a dysregulacja jej ekspresji jest
charakterystyczna dla wielu chorob. W warunkach fizjologicznych Ang2 dziata jako
antagonista w komorkach $rodbtonka krwi. Ang2 odgrywa kluczowa role w chorobach
zwigzanych z przepuszczalno$cig naczyn i angiogeneza [214]. Jego wlasciwosci

niszczgce naczynia krwionos$ne ukazano w modelu mysim, gdy transgeniczne myszy z
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nadekspresja Ang2 byly embrionalnie $miertelne z powodu stabo uformowanych
naczyn krwionos$nych. Jesli chodzi o patologiczng angiogeneze, rola Ang2 byta gldwnie
badana w angiogenezie indukowanej przez nowotwor, gdzie jej hamowanie lub
nadekspresja odpowiednio zmniejszata lub zwigkszata rozmiar guza i1 skutecznos$é
przerzutéw. Zaobserwowano réwniez uczestnicwto Ang2 w kilku niezaleznych od raka
stanach zapalnych, takich jak choroby autoimmunologiczne, posocznica i ostre

uszkodzenie ptuc [214].

Czynnik wzrostu $rodblonka naczyniowego (VEGF) jest gléwnym regulatorem
fizjologicznej 1 patologicznej angiogenezy [206, 213,]. (VEGF) jest mitogenem
specyficznym dla komoérek $rédblonka in vitro i induktorem angiogennym w réznych
modelach in vivo. Wykazano, ze niedotlenienie jest gtbwnym induktorem transkrypcji
genu VEGF. W angiogenezie rozwojowej rola VEGF jest podkreslona przez odkrycie,
ze utrata pojedynczego allelu VEGF powoduje wadliwe unaczynienie i wczesng
$miertelnos¢ zarodkow [206, 213]. VEGF ma réwniez kluczowe znaczenie dla
angiogenezy rozrodczej i kostnej. Sugeruje si¢ rowniez, ze VEGF jest mediatorem
patologicznej angiogenezy. Badania hybrydyzacji in situ wykazaly ekspresje mRNA
VEGF w wigkszo$ci ludzkich nowotworéow [206, 213]. Przeciwciala monoklonalne
anty-VEGF 1 inne inhibitory VEGF blokuja wzrost kilku linii komérek nowotworowych
U myszy a przeciwciato monoklonalne anty-VEGF (bevacizumab) zostalo zatwierdzone
przez FDA jako forma leczenia pierwszego rzutu przerzutowego raka jelita grubego w
potaczeniu z chemioterapia [206, 213]. Ponadto VEGF bierze udziat w
neowaskularyzacji wewnatrzgatkowej zwigzanej z retinopatia cukrzycowa i

zwyrodnieniem plamki zottej zwigzanym z wiekiem.

Naskérkowy czynnik wzrostu (EGF) to pojedynczy polipeptyd zlozony z 53 reszt
aminokwasowych, ktory bierze udzial w regulacji proliferacji komoérek [212]. Egf
wywiera swoje dziatanie w komorkach docelowych poprzez wigzanie si¢ z receptorem
EGF (EGFR) zlokalizowanym w btonie komorkowej. Receptor EGF jest przezbtonowsg
biatkowa kinaza tyrozynowa [212]. Wigzanie EGF z receptorem powoduje aktywacje
kinazy, a nastgpnie autofosforylacje receptora. Prowadzi to do aktywacji kaskady
sygnalizacyjnej, ktéora powoduje: proliferacje komorek, zmniejszong apoptoze i
angiogeneze. Przegroda pecherzykowa, ktora wystepuje w zyciu embrionalnym, opiera

sic na obecnosci EGF [212]. Sciana oskrzeli w przewleklym zapaleniu oskrzeli
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wykazuje nadekspresj¢ EGF 1 EGFR. Komorki nabtonka oskrzeli w astmie wykazuja
zwigkszong ekspresj¢ EGFR. Aktywacja EGFR zachodzi w niedrobnokomérkowym
raku pluc przez nadekspresje ligandu i/lub receptoréw lub przez czesciowa delecje

receptora, co skutkuje aktywacjg niezalezng od ligandu [212].

Czynniki wzrostu fibroblastow (FGF) tworzg duzg rodzing polipeptydowych czynnikoéw
wzrostu, ktore wystepuja w réznych organizmach, od nicieni po ludzi [211]. Podczas
rozwoju embrionalnego FGF odgrywaja rézne role w regulowaniu proliferacji, migracji
i réznicowania komorek [211]. W organizmie dorostego FGF sa czynnikami
homeostatycznymi i dziataja w naprawie tkanek i odpowiedzi na uraz. W przypadku
niewlasciwej ekspresji niektore FGF moga przyczynia¢ si¢ do patogenezy raka.
Podzbior rodziny FGF, wyrazany w doroslej tkance, jest wazny dla transdukcji sygnatu

neuronalnego w osrodkowym i obwodowym uktadzie nerwowym [211].

Interleukina-6 (IL-6) jest jedna z cytokin wykazujacych dziatanie plejotropowe,
odgrywajaca gléwng role w obronie organizmu gospodarza. IL-6 moze wywieraé
dziatanie indukujace wzrost, hamujace wzrost 1 indukujace réoznicowanie, w zaleznoS$ci
od komorek docelowych [209]. Dziatania te obejmujg koncowe roéznicowanie
(wydzielanie immunoglobulin) w komoérkach B oraz promowanie wzrostu réznych
komorek B. IL-6 odgrywa rolg w patologii wielu chorob, w tym szpiczaka mnogiego,
mezangialnego proliferacyjnego zapalenia kigbuszkoéw nerkowych, reumatoidalnego
zapalenia stawow i zespotu nabytego niedoboru odpornosci (AIDS) [209]. Selektywne
hamowanie syntezy lub dzialania IL-6 moze przynosi¢ korzy$ci terapeutyczne w
przypadku chorob zwigzanych z IL-6. Z drugiej strony, IL-6 ma silng aktywnos$é¢
przeciwnowotworowg przeciwko niektérym typom nowotworéw [209]. Zastosowanie
IL-6 jest obiecujace w leczeniu nowotworow, jak rowniez w leczeniu mielosupresji

wywotanej promieniowaniem lub chemioterapig.

Biatka morfogenetyczne kosci (BMPs) to wielofunkcyjne czynniki wzrostu nalezace do
nadrodziny transformujgcego czynnika wzrostu B (TGFP) [208]. Badania na myszach

transgenicznych 1 z knockoutem genu oraz na zwierzgtach i1 ludziach z naturalnie
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wystepujacymi mutacjami w BMP i1 pokrewnych genach wykazaty, Zze sygnalizacja
BMP odgrywa kluczowa role w rozwoju serca, uktadu nerwowego i chrzastki [208].
Aktywnos¢ BMP jest regulowana na réznych poziomach molekularnych [208]. Badania
przedkliniczne 1 kliniczne wykazaty, ze BMP-2 mozna stosowa¢ w rdéznych
interwencjach terapeutycznych, takich jak ubytki kostne, zlamania bez zrostu,

zespolenie kregostupa, osteoporoza i chirurgia kanatowa.

Metaloproteinazy macierzy (MMPs) to rodzina dziewieciu lub wigcej wysoce
homologicznych endopeptydaz Zn**, ktore wspdlnie rozszczepiaja wiekszo$¢, jesli nie
wszystkie sktadniki macierzy pozakomorkowej [207]. Kolagen, elastyna, zelatyna i
kazeina to gldwne sktadniki rozszczepiane przez MMP. Rozktad tych sktadnikoéw ma
zasadnicze znaczenie dla wielu proceséw fizjologicznych, takich jak rozwdj
embrionalny, morfogeneza, reprodukcja oraz resorpcja i przebudowa tkanek[207].
MMP uczestnicza réwniez w procesach patologicznych, takich jak zapalenie stawow,

nowotwory, choroby uktadu krazenia i neurologiczne.

str. 44



2.4. Miazdzyca

W przypadku wielu chorob jesteSmy w stanie wykry¢ pierwsze ich przejawy czy
wystepowanie dzigki wielu dostgpnym testom diagnostycznym niestety nie we
wszystkich chorobach taka mozliwos$¢ istnieje a swego rodzaju powazny problem
sprawiaja choroby rozwijajace si¢ przez wiele lat co utrudnia wykrycie objawdw ich
wystepowania. Problemem w wolno rozwijajacych si¢ stanach patologicznych jest
rowniez zdolno$¢ organizmu do adaptacji do zmieniajacych si¢ warunkow. Tego typu
zdolno$ci moga maskowaé poczatkowe jak i nawet pdzne, powazniejsze objawy. Do
takich stanéw patologicznych mozemy zaliczy¢ miazdzyce tetnic ktora bardzo czgsto
bedzie rozwijac si¢ latami a nawet dekadami niekiedy pozostawiajac pacjentdéw w stanie
kompletnie asymptomatycznym nawet w sytuacji zwezen istotnych hemodynamicznie.
Miazdzyca tetnic stoi u podstaw okoto 50% wszystkich zgonow w spoteczenstwach

zachodnich i jest gtbwnym czynnikiem wywotujacym choroby serca i udary.

2.4.1. Charakterystyka miazdzycy

Miazdzyca tetnic to wolno rozwijajaca si¢ choroba naczyn tetniczych charakteryzujaca
si¢ ich zwezeniem. Do gldéwnymi cech zmiany miazdzycowej nalezg: akumulacja
elementow wioknistych oraz lipidowych [221, 225]. W pierwszych etapach rozwoju
zmiany miazdzycowej dochodzi glownie do migracji makrofagow bogatych w
cholesterol przez srodbtonek naczyniowy wyscietajacy od wewnatrz dang tetnice [221,
222]. Tego typu komorki sg nazywane komorkami piankowatymi. W wyniku tego typu
migracji w $cianach tetnic powstaja tak zwane smugi tluszczowe (ang. fatty streaks),
ktére to moga by¢ pierwszymi objawami przysziego zaawansowanego rozwoju
choroby, poniewaz odnajdziemy je juz w pierwsze] dekadzie zycia czlowieka z
tendencja do wystgpowania w duzych naczyniach typu aorta. Same w sobie smugi nie
sg jeszcze etapem istotnym klinicznie. Z czasem jednak gromadzace si¢ komorki
piankowate prowadza do wystepowania zaburzen funkcjonowania $rodblonka
naczyniowego. Badania patologiczne sugeruja istotng role oksydacyjnie zmienionego
LDL, ktory akumuluje si¢ w blonie wewnetrznej S$ciany tetnicy (tac. intima) a
ingerencja monocytow i tworzeniem si¢ komorek piankowatych [221, 223]. Komorki
uktadu odpornosciowego posiadajace zdolno$¢ przenikania przez barier¢ $rodbtonka

naczyniowego z czasem w realny sposob wplywa¢ beda na funkcjonowanie naczynia
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krwiono$nego. Do nasilonej migracji LDL dochodzi w przypadku oso6b ze
zwigkszonymi ponad norme¢ poziomami tych czasteczek. Lipoproteiny moga dostawaé
si¢ do $cian naczynia w sposob pasywny. W wystepujacych zmianach naczyniowych
dochodzi rowniez do nasilonej retencji oraz transportu LDL [223, 225]. Zgromadzone w
Scianie lipoproteiny zawieraja apolipoproteing B ktéora wchodzi w reakcje z
proteoglikanami macierzy. Substancje te moga gromadzi¢ si¢ w btonie wewnetrznej
tetnic 1 promowac¢ powstawanie miazdzycy. Do szczegdlnie pro-miazdzycogennych
substancji mozemy zaliczy¢ rowniez lipoproteing (a) ktéra wywiera wplyw na
fibrynoliz¢ i rozrost komorek migéni gltadkich. W mysich modelach badawczych
zmniejszonej ilosci receptoréw lipoprotein o niskiej gestosci oraz deficytu
apolipoproteiny E obserwuje si¢ wytworzenie zmian naczyniowych po podawaniu
bogatej w cholesterol diety. Warto zwroci¢é uwage rowniez na fakt, ze makrofagi nie
wylapuja natywnego LDL w sposdb wystarczajaco szybki, aby potem mogly zmienié
si¢ w komorki piankowate [223, 225]. Aby zaszly dalsze procesy w makrofagach
dochodzi do zmodyfikowania LDL poprzez oksydacje, lipolizg, agregacje oraz
proteoliz¢. Takie zmiany czasteczki LDL indukuja odpowiedz zapalng oraz tworzenie
komorek piankowatych. W poczatkowych etapach modyfikacje oksydacyjne LDL
stanowig kluczowy element powstawania zmian naczyniowych. Oksydacyjnie
zmienione LDL majg dziatanie prozapalne a stan zapalny sam w sobie jest jednym z
glownych czynnikéw powodujacych rozwdj miazdzycy. Po etapie migracji LDL oraz
tworzenia komorek piankowatych dochodzi do migracji komoérek migsni gladkich z
warstwy srodkowej (media) do btony wewnetrznej (intima) [223, 225]. Procesem tym
zarzadzaja migdzy innymi: insulinopodobny czynnik wzrostu, czynnik wzrostu
pochodzenia plytkowego oraz angiotensyna II. Dodatkowo swoja role w tym etapie
rozwoju zmiany wykazuja limfocyty pomocnicze TH1 i TH2, interleukina 1,
chemokiny MCP-1, CD40- CD40L oraz czasteczka adhezji komorek naczyn VCAM-1.
Migrujace komorki migsni gladkich odpowiadajg za tworzenie blaszki wloknistej
wzbogaconej w kolagen. Struktura ta tworzy si¢ pod S$rddbtonkiem i chroni Sciang
naczynia przed pegkaniem blaszki. O wystgpowaniu bardziej zaawansowanej formy
blaszki miazdzycowej mowi si¢ w pozniejszych etapach zycia miedzy 55 a 65 rokiem
zycia. W zaawansowanych formach zmiany moze dochodzi¢ do peknigcia blaszki.
Gléwnym typem zmiany narazonej na pgkanie bedzie typ o niskiej zawarto$ci komoérek
miesni gladkich, bogata w czynnik tkankowy, lipidy i makrofagi [226]. Ten typ zmiany

otoczony bedzie wokot cienkiej ostonki wioknistej rdzeniem martwiczym, ktory
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zawiera W sobie krysztaly cholesterolu, limfocyty T i makrofagi nasycone
cholesterolem. Rozw0j rdzenia martwiczego jest waznym etapem w postepie
zaawansowania choroby. We wng¢trzu zmiany miazdzycowej moze dochodzi¢ do
powtarzajacych si¢ krwotokow, ktore majg wplyw na rozrost rdzenia martwiczego
[226]. Dzieje si¢ to, poniewaz czerwone krwinki sa wzbogacone o lipidy i1 sa
dodatkowym zrédltem cholesterolu. Z czasem w blaszce dochodzi do obumierania
nagromadzonych makrofagow. W zaawansowanym stadium zwigksza si¢ rowniez ilo$¢
mikronaczyn. Lacznie obumieranie makrofagow, srodptytkowe krwotoki 1 zaburzony
klirens fagocytarny prowadza do rozwoju rdzenia martwiczego. W obszarze stycznoS$ci
rdzenia oraz czepka wtoknistego oddziatywac beda w niekontrolowany sposob enzymy
proteolityczne takie jak metaloproteinazay [221, 226]. Metaloproteinazy powoduja
odstonigcie blony wewnetrznej 1 tworzenie zakrzepu poprzez agregacje ptytek krwi i
aktywacj¢ czynnikow tkankowych. Zakrzep tworzy¢ si¢ bedzie do $wiatta tetnicy
ograniczajac w ten sposob jeszcze bardziej przeplyw krwi a sama blaszka bedzie
podatna na peknigcia i wystgpowanie zagrazajacej zyciu zakrzepicy. Do pekniecia
blaszki miazdzycowej dochodzi w obszarze czepka wtoknistego w miejscu, w ktorym
zakrzep wchodzi w interakcje z rdzeniem martwiczym. Dokladne powody pekania
blaszki miazdzycowej nie sa znane, ale podejrzewa si¢ w tym wypadku udziat
mieloperoksydazy i1 metaloproteinaz. Ryzyko pekania prawdopodobnie zwigkszaja
rOwniez obszary z wystgpujaca wysoka sitg $cinajaca plynu, miejsca z wysokim
ci$nieniem krwi, odkladanie ZzZelaza oraz zwapnienie makrofagéw. Postepujaca
miazdzyca z czasem coraz bardziej zweza $wiatlo tetnicy a dodatkowe wystgpienie
peknigcia z powstanie zakrzepu moze catkowicie zablokowaé droge przeptywu krwi w
miejscu tworzacej si¢ zmiany [221, 226, 227]. Kolejnym ryzykiem bedzie ryzyko
oderwania si¢ zakrzepu lub jego fragmentow i blokowanie przeptywu krwi w innych

miejscach uktadu krwionosnego powodujac przyktadowo udar niedokrwienny.
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2.5 Rozpoznawanie i klasyfikacja zwezen tetnicy szyjnej

Do przesiewowego rozpoznawania zwezenia tetnic szyjnych w gabinecie lekarskim
zalecana jest technika osluchiwania okolicy rozwidlenia tetnicy szyjnej wspdlne;j.
Wystuchiwany stetoskopem lekarskim szmer w okolicy rozwidlenia tetnicy szyjnej lub
w sasiedztwie kata zuchwy moze wskazywaé na wystgpowanie zwezenia galezi
wewnetrznej lub zewnetrznej tetnicy szyjnej wspolnej. Dane empiryczne wskazuja, ze
zwezenie pomiedzy 50% a 75% indukuje szmer tetniczy wystuchiwany nad miejscem
zwezenia. Jakkolwiek, jest to metoda dos$¢ subiektywna i wymagajaca okreslonego

doswiadczenia od lekarza diagnozujacego zwezenia tetnic [228].

Do potwierdzenia lub wykluczenia w dalszym etapie diagnostyki zwezenia tetnic
szyjnych konieczne jest uzycie metody bardziej obiektywnej i opartej na metodach

diagnostyki obrazowej uktadu krwiono$nego.

Do nieinwazyjnej oceny tetnic szyjnych stuza nastgpujace metody obrazowe:
- ultrasonografia metoda dopplerowska szyi

- przezczaszkowa ultrasonografia metoda dopplerowska

- angiografia tomografii komputerowej tetnic szyjnych

- angiografia rezonansu magnetycznego tetnic szyjnych

Do inwazyjnej oceny tetnic szyjnych stuza nastgpujace metody obrazowe:

- cyfrowa angiografia subtrakcyjna tetnic szyjnych

- ultrasonografia wewnatrznaczyniowa

Badanie angiograficzne zalecane jest przy podejrzeniu zmian miazdzycowych i
tetniakow w naczyniach tetniczych. Angiografia tomografii komputerowej i rezonansu
magnetycznego mogg stuzy¢ do doktadniejszej oceny tetnic szyjnych w ich
anatomicznych poczatkowych odcinkach oraz w odcinkach wenatrzczaszkowych, do
ktérych dostepu nie maja badania oparte na obrazowaniu ultrasonograficznym. Roéwniez
nieinwazyjnej oceny tetnic szyjnych metodami z uzyciem $rodka kontrastowego
dokonuje si¢ w przypadku rozleglych zmian miazdzycowych, ktore sg silnie uwapnione
1 staja si¢ nieprzenikliwe dla fal wykorzystywanych w metodzie ultrasonograficznej. Z

kolei badania inwazyjne s3a =zarezerwowane dla postepowania diagnostyczno-
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terapeutycznego prowadzonego w jednym etapie, kiedy po wykryciu zwezenia moze
by¢ ono od razu leczone. Inng sytuacjg, w ktorej uzywane sg inwazyjne metody
obrazowe, jest niediagnostyczny wynik badan nicinwazyjnych, w efekcie ktorych

stopien zwezenia tetnicy jest nadal niedookre$lony | wymaga ustalenia jego wielkosci.

Technikg obrazowa tatwo dostgpna, stosunkowo tanig i powszechnie stosowang do
wykrywania zwezenia tetnic szyjnych jest badanie ultrasonograficzne potagczone z opcja
dopplerowska, dzigki ktorej mozliwe jest szczegdtowe okreslenie nastepujacych cech

zwezenia tetnic szyjnych:
- stopien droznosci naczynia w uwidocznionym w badaniu odcinku

- lokalizacja 1 wielko$¢ zwezenia w pomiarze bezposrednim Srednicy naczynia

wyrazona w procentach

- morfologia §ciany naczynia w zwezeniu oraz przed i za zwezeniem.

- grubos¢ kompleksu intima-media dla celow profilaktyki przeciwmiazdzycowej
- rodzaj blaszek miazdzycowych (stabilne vs niestabilne) oraz ich wielkos¢

- pomiar predkosci przeptywu krwi 1 ksztatt spektrum przeptywu dzigki lokalizacji pod
kontrolg wzroku pomiarowej bramki dopplerowskiej w samym $rodku obserwowanego

zwezenia tetnicy

Technika ultrasonograficzna potaczona z opcja dopplerowska jest rowniez
wykorzystywana w przebiegu diagnozowania innych patologii tetnic szyjnych jak np.
do oceny obecnosci i wielko$ci rozwarstwienia $ciany naczynia tetniczego, procesow
zakrzepowo-zapalnych w przebiegu chordb zapalnych naczyn i tetniakowatych
poszerzen oraz innych anomalii naczyniowych. Badanie ultrasonograficzne réwniez
pozwala na szczegdtowszg oceng patologicznych zmian okotonaczyniowych, jak np.
guzy 1 nacieki okotlotetnicze. Jest to rowniez metoda potwierdzajgca podejrzenie
zespotu podkradania tetnic podobojczykowych, ze wzgledu na mozliwos¢ doktadnego

ustalenia kierunku przeptywu w badanym naczyniu [229].

Metoda ta ma jednak pewne wady do ktorych nalezy zaliczy¢ zaleznos¢ jakosci wyniku
od doswiadczenia ultrasonografisty, gdyz jest to badanie oparte na subiektywnym
ocenianiu uwidocznionych obrazéw nieprawidtowych stanow. Powszechnie wiadomym

jest, ze jakos¢ koncowego wyniku badania USG powigksza si¢ wraz z doswiadczeniem
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osoby badajacej nabywanym w wyniku stalego doskonalenia techniki badania i wraz z
pozyskiwaniem kolejnych kwalifikacji przez profesjonalnego ultrasonografiste [230].

Ilosciowa ocena wielko$ci zwezenia tetnicy i okreslenie jej istotnosci hemodynamicznej
jest podstawg do zakwalifikowania pacjenta do zabiegu endarterektomii tetnicy szyjne;j.
W badaniu diagnostycznym, ktore jest rutynowo wykonywane w gabinecie diagnostyki
ultrasonograficznej uznaje si¢ maksymalng predko$¢ skurczowg powyzej 220cm/sek za
znamienng dla istotnego hemodynamicznie zwezenia tetnicy szyjnej obejmujacego
przedziat od 70% do 99%. Natomiast maksymalng predkos¢ skurczowa powyzej
180cm/sek uznaje si¢ za znamienng dla istotnego hemodynamicznie zwezenia tgtnicy
szyjnej obejmujacego przedziat od 50% do 69%. O catkowitej niedroznos$ci tgtnicy
szyjnej $wiadczy brak widocznego przeptywu w badanym naczyniu oraz wartosc¢ ,,0”
maksymalnej predkosci skurczowej okreslanej za pomoca bramki dopplerowskiej [229].
Poniewaz dokonanie pomiaru maksymalnej predkosci skurczowej w  sposob
nieinwazyjny podczas badania USG-Doppler tetnic szyjnych jest metoda powtarzalng i
aktualnie bardzo dostgpna, to stato si¢ ono najbardziej powszechna metoda obrazowa
podczas kwalifikacji do zabiegu chirurgicznego usunigcia blaszki miazdzycowej z
tetnicy [231]. Roéwniez przyczynily sie do tego wyniki badan, w ktérych nie
zaobserwowano istotnych roéznic pomiedzy odmiennymi nieinwazyjnymi badaniami
obrazowymi tetnic, w tym takze tych, w ktorych konieczne jest uzycie kontrastu do

obrazowania tetnicy celem okreslenie stopnia zwezenia (tj.angio-TK i angio-MR) [232].

2.6  Metody leczenia operacyjnego zwezenia tetnicy szyjnej wewnetrznej

W dotychczasowych badaniach wielokrotnie dowiedziono skutecznosci operacyjnej
metody eliminacji blaszek miazdzycowych, w przebiegu tzw. zabiegu endarterektomii
tetnicy szyjnej (CEA), w zapobieganiu udarom mozgu u pacjentdw ze zwezeniem
tetnicy szyjnej na tle miazdzycy [233, 234]. Liczne prace badawcze i meta-analizy
wykazaly, Zze zabieg CEA poprawia krazenie mozgowe 1 funkcje mozgu, zwlaszcza w
warunkach niewystarczajacego krazenia obocznego i w efekcie jest skuteczng forma
profilaktyki przeciwudarowej [235, 236]. Operacyjna endarterektomia tetnicy szyjnej
jest obecnie standardowg terapia rewaskularyzacyjng zwezenia tetnicy Szyjnej

stosowang jako metoda lecznicza z wyboru [237, 238].

Obecnie podstawowym wskazaniem do udroznienia t¢tnicy szyjnej wewngtrznej jest:
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a) zwezenie Swiatta tetnicy okreslane jako istotne hemodynamicznie (>70%) u chorych
po napadzie przemijajacego niedokrwienia mozgu (TIA) lub po udarze
niepowodujagcym niesprawnosci (w takiej sytuacji klinicznej zabieg CEA powinien
zosta¢ przeprowadzony w trakcie 2 tygodni od ostatniego pojawienia si¢ objawow) albo

jesli towarzyszy zwezenie tetnicy szyjnej wewngtrznej >70% po stronie przeciwne;j;

b) zwezenie Swiatla tetnicy okreslane jako nieistotne hemodynamicznie (pomigedzy 50%
a 69%) u chorych z objawami niedokrwienia mézgowia lub u ktorych wystapity objawy
oczne w postaci amaurosis fugax w ciggu 3 miesigcy poprzedzajacych (zwlaszcza gdy
wspotwystepuja  czynniki ryzyka sercowo-naczyniowego, jednak korzy$ci z

operacyjnego zabiegu CEA sa mniejsze niz przy zwe¢zeniu istotnym hemodynamicznie);

c) zwezenie >70% u chorych objawowych oraz u chorych bezobjawowych
kwalifikowanych do operacji tetniaka aorty lub bypassow naczyn wiencowych serca na

tle miazdzycy;

d) zwezenie >70% u chorych bezobjawowych, gtéwnie mezczyzn, pod warunkiem, ze
ryzyko powiklan $rdédoperacyjnych (udaru mézgu lub zgonu) w szpitalu wykonujacym

takie operacje udrazniajace wynosi mniej niz 3% [239].

Leczenie udrazniajace tetnicg szyjng jest obarczone okreslonym ryzykiem
srédoperacyjnym 1 po-operacyjnym. Czesto§¢ wystepowania powaznych powiktan
okotooperacyjnych lub wczesnych incydentow do 30 dni po zabiegu, tj. udaru, TIA, lub

zgonu zostata oceniona w duzych badaniach randomizowanych na 3% do 6% [240].

Do rzadszych powiklan procedury CEA =zaliczy¢ naleZzy operacyjne uszkodzenie
nerwow czaszkowych, np. btednego, twarzowego lub podjezykowego oraz zespot
istotnej reperfuzji pooperacyjnej, ktory moze by¢ przyczyna ukrwotocznienia wczesniej
istniejgcego ogniska niedokrwiennego albo procesow zagrazajacych przekrwieniem
obszaru mozgowia. Powiktania po zabiegu operacyjnym wystepuja czgs$ciej u chorych
obcigzonych znaczacym ryzykiem przedoperacyjnym. Zaobserwowano, ze w kohorcie
0sob nalezacych do grupy duzego ryzyka wystapienia incydentoéw pooperacyjnych
powazne dziatania niepozadane, obejmujace udar, zawal lub zgon, wystgpily nawet u

okoto 20% pacjentéw leczonych chirurgicznie z zastosowaniem procedury CEA [241].

Przeciwwskazaniami do operacyjnego udroznienia tetnicy szyjnej wewnetrznej sa

zatem ciezkie choroby ogdlne, wskazujace czas oczekiwanego przezycia do mniej niz
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jednego roku, niedrozno$¢ tetnicy szyjnej oraz bardzo rozlegte ognisko niedokrwienne
mobzgu o istotnie §wiezym charakterze. Powszechnie uwaza si¢, ze zaawansowany wiek
chorego, nie stanowi przeciwwskazania do udroznienia tetnicy szyjnej wewnetrznej
[239]. Cho¢ sam wiek pacjenta moze mie¢ pewne znaczenie w doborze metody
chirurgicznej. W badaniu klinicznym, w ktéorym udrazniano istotnie zwezone tgtnice
szyjne u kobiet bez niedokrwiennych objawow neurologicznych wykazano, ze korzysci
z leczenia operacyjnego sg mniej znamienne niz w poréwnywanej grupie mezczyzn.
Wysunigto na tej podstawie zalecenie, aby wykonywanie endarterektomii proponowac
generalnie jednak mtodszym kobietom, u ktoérych nie zdiagnozowano dodatkowego
obcigzenia chorobami metabolicznymi i kardiologicznymi [242]. W celu dostarczania
wilasciwych wytycznych dla lekarzy prowadzacych leczenie operacyjne chorych ze
zwezeniem tetnicy szyjnej niezbedne jest state analizowanie zbiorczych danych
opisujacych wczesne i odlegle wyniki aktualnego leczenia i poroéwnywanie ich z
wynikami wcze$niejszych badan. Jest to szczeg6lnie istotne w konteks$cie pojawienia
si¢ nowych lekow i1 innowacyjnych zabiegdw wewnatrznaczyniowych z zastosowaniem
stentow dotetniczych oraz metod neuroprotekcji §rodzabiegowej dla tkanki médzgowej
[243, 244]. Ich skuteczno$¢ nadal jest jednak celem analiz i dokonania obiektywnej
oceny w randomizowanych badaniach klinicznych [245]. Zwtaszcza przeprowadzanie
endarterektomii u pacjentow z bezobjawowym zwezeniem tetnicy szyjnej jest aktualnie
jednym z bardziej dyskusyjnych probleméw klinicznych w dziedzinie chirurgii
naczyniowej [246]. Wynika to z odmiennych obserwacji po zakonczeniu badan
klinicznych, w ktorych z jednej strony wykazano, ze zabieg chirurgicznego udrazniania
tetnic zmniejsza ryzyko udaru moézgu w poréwnaniu z nieinwazyjnym leczeniem
farmakologicznym. Z drugiej strony, ryzyko potencjalne zgonu lub trwatego kalectwa w
przebiegu dokonanego rozlegtego udaru moézgu jako efekt powiktan po zastosowaniu
chirurgicznego udrazniania tetnicy nie moze uzasadnia¢ wprowadzenia tej metody do
rutynowego postepowania u pacjentdow z bezobjawowym zwezeniem tetnicy szyjnej
[247, 248]. Dlatego w tej grupie pacjentow wydaje si¢ konieczne poszukiwanie
molekularnych metod diagnostycznych oceniajacych dynamike rozwoju patologicznych
zmian miazdzycowych w naczyniach szyjnych, ktore moglyby by stanowi¢ element
algorytmu post¢gpowania diagnostyczno-terapeutycznego u pacjentOw z rozpoznanym
bezobjawowym zwezeniem tetnicy szyjnej i nalezacych do grupy ryzyka rozwoju

choréb naczyniowych mozgu lub zaburzen krazenia.
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3. Zalozenia teoretyczne i cele badan

Schorzenia naczyniowo-mézgowe stanowia znaczacy problem medyczny oraz
socjologiczny, gdyz sa wiodaca przyczyng inwalidztwa i $miertelno$ci na catym
swiecie. Wczesne rozpoznanie 1 wilasciwe monitorowanie, a takze odpowiednio
wczesnie podjete operacyjne leczenie udrazniajace zwezenia tetnic szyjnych na tle
miazdzycy ma istotne znacznie W procesie zapobiegania zarOwno przemijajagcym
incydentom niedokrwiennym jak i dokonanemu udarowi mozgu, ktéry jest chorobg
smiertelng. Wiodaca przyczyng $miertelnosci z powodu udaru mozgu jest
wspotistniejagce schorzenie naczyniowo-mozgowe. Takze asymptomatyczna stenoza
tetnic szyjnych znacznie zwigksza ryzyko udaru mozgu, gdyz hemodynamiczne
nastgpstwa istotnych zwezen miazdzycowych, moga prowadzi¢ do przewlektych
niedokrwiennych uszkodzen tkanki mézgowej ze wzgledu na zaburzenia regionalnego
przeptywu moézgowego. Istnieja réwniez dowody, ze u pacjentow poddanych

endarterektomii dochodzi do istotnej poprawy przeptywu mozgowego.

Pacjenci z istotnym zwe¢zeniem tetnic szyjnych wewngtrznych bez neurologicznych
objawow niedokrwienia mézgu, tzw. ,,pacjenci asymptomatyczni”, sa grupa pacjentow,
wobec ktoérej podejmowana jest dyskusja na temat wskazan i celowosci wykonywania
zapobiegawczej endarteriektomii tetnicy szyjnej ze wzgledu na okreslone ryzyko
okotooperacyjne. Identyfikacja i rownoczesna wilasciwa ocena ryzyka wystapienia
incydentow niedokrwiennych u pacjentéw asymptomatycznych moglaby zapobiec
znaczacej liczbie udarow mozgowych. W tym celu poszukiwane sg nowe testy
przesiewowe o wysokiej dokladnosci diagnostycznej, mogace w obiektywny 1
nieinwazyjny sposob okresli¢ dynamike rozwoju miazdzycy, ktéore moglyby by¢

oceniane w rutynowej praktyce klinicznej.

Wspotczesnie w niektorych chorobach cztowieka jako nieinwazyjne testy przesiewowe
sg stosowane badania RNA lub DNA krazacego we krwi obwodowej nazywane rowniez
»plynna biopsja“. Te innowacyjne badania molekularne pozwalaja odrozni¢ pacjentow z
grupy podwyzszonego ryzyka wystepowania choroby od pacjentow z grupy bardzo
niskiego ryzyka wystepowania badanej jednostki chorobowej. Aktualnie, testy oparte na
»plynnej biopsji” stanowiag pomocne narze¢dzie diagnostyczne wykrywajace u mezczyzn
np. raka stercza, ktérego komorki uwalniajg do krwioobiegu materiat genetyczny, ktory

jest wykrywany metodami genetycznymi. Znajomo$¢ profilu genetycznego
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nowotworow pozwala wykry¢ wolnokrazace DNA nowotworowe we krwi chorego. W
efekcie, ,,ptynna biopsja” jako nieinwazyjna metoda diagnostyczna pozwala postawié
diagnoz¢ jeszcze przed wystgpieniem pierwszych objawow choroby, czyli wtedy, gdy
szanse na pelne wyleczenie sg najwigksze, tym samym zwickszajagc przezywalnos¢

pacjentow z chorobami nowotworowymi.

W przypadku detekcji choréb innych niz nowotworowe, rowniez w ich
asymptomatycznej fazie, metoda ,,ptynnej biopsji” potencjalnie moze by¢ oparta na
detekcji zmian molekularnych w subpopulacjach komoérek krwi, ktore podlegaja np.
dysfunkcjom metabolicznym w przebiegu chordb ogolnoustrojowych albo na detekcji
zmiany st¢zenia substancji biologicznie czynnych rozpuszczonych w osoczu. Nalezy
wykona¢ szereg badan przedklinicznych 1 klinicznych potwierdzajacych skuteczno$¢

takiej nieinwazyjnej metody diagnostycznej krwi pacjentow.

Przyjmujac, ze rézne populacje komorek krazacych we krwi obwodowej moga by¢
okresowo rekrutowane do ognisk arteriosklerozy w mechanizmie chemotaksji na tle
aktywnego procesu zapalnego w tych ogniskach i mogg uczestniczy¢ w mechanizmach
rozwoju blaszki miazdzycowej bioragc czynny udzial w progresji miazdzycowego
zwezenia tetnic oraz z drugiej strony poznajac coraz doglebniej wlasciwosci anty-
zapalne i anty-oksydacyjne komorek uktadu krwiotworczego, indukowane dzigki
mechanizmom molekularnym regulowanym wewnatrzkomorkowo przez jednoniciowe
czasteczki RNA, tzw. mikroRNA, zdolne do regulacji ekspresji innych genow w

komorkach, ustalono nastgpujace cele badawcze pracy:

1.0Ocena wzglednego poziomu ekspresji wybranych mikroRNA wewnatrzkomérkowych

ustalonych na podstawie funkcji regulacyjnej w okreslonych procesach zwigzanych z:

a. angiogeneza 1 metabolizmem $rddblonka oraz niedokrwieniem tkankowym

(miR-9-5p, miR-21-3p, miR-23a-3p, miR-126-3p, miR-134-5p, miR-296-5p);

b. apoptoza, stanem zapalnym i stresem oksydacyjnym oraz miazdzyca (miR-

30b, miR-122-5p, miR-133b, miR-146a, miR-150-5p i miR-155-5p);

c. proliferacjg i cyklem komorkowym (miR-16-5p, miR-17-3p, miR-17-5p, miR-
27a-5p, miR-34-5p, miR-200c-5p i miR-223-3p);
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Detekcji dokonano w komorkach jednojadrzastych z krwi obwodowej pacjentow
z bezobjawowym istotnym zwe¢zeniem tetnicy szyjnej wewngtrznej pobranej

bezposrednio przed i w 3 miesigce po zabiegu endarterektomii.

2. Ocena wzglednego poziomu ekspresji w/w mikroRNA w blaszce miazdzycowe;j
pobranej z tetnicy szyjnej w trakcie zabiegu endarterektomii i porownawczo w

niezmienionej miazdzycowo tetnicy.

3. Ocena stezenia wybranych osoczowych czynnikéw biatkowych o wilasciwosciach
angio-protekcyjnych 1 zwigzanych z homeostazg naczyniowej tkanki lgcznej
(Angiopoetyna-1, BMP-2, BMP-4, EGF, FGFa, FGFb, VEGF, MMP-1, MMP-3, TIMP-
1, Kolagen-1-alfa, IL-6).

4. Ocena antyoksydantow enzymatycznych i nieenzymatycznych osobno w erytrocytach
1 ptytkach krwi, obejmujacej aktywnos$¢ reduktazy glutationowej, dysmutazy
ponadtlenkowej, peroksydazy glutationowej, transferazy S-glutationowej, katalazy oraz

stezenie glutationu zredukowanego.
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4. Material i metody

4.1. Pacjenci

Wsrod 48 pacjentow zakwalifikowanych do badania bylo 28 mezczyzn oraz 20 kobiet
w przedziale wiekowym od 46 do 75 lat (Srednia wieku chorych wynosita 63,5 lat).
Pacjenci byli zakwalifikowani do operacyjnego usunigcia blaszki miazdzycowe;j
podczas zabiegu CEA przeprowadzanego w Klinice Chirurgii Naczyniowej PUM.
Wskazaniem do zabiegu operacyjnego byta diagnoza bezobjawowego jednostronnego
istotnego hemodynamicznie zwezenia tetnicy szyjnej wewnetrznej. Jako istotne
hemodynamicznie zwezenie uznawano zakres od 70% do 99%. W przypadku catkowitej
niedroznosci tetnicy szyjnej wewnetrznej pacjentéw dyskwalifikowano z zabiegu oraz
dalszego badania. Do grupy badanej kwalifikowano wylacznie pacjentow
neurologicznie bezobjawowych, u ktérych nie wykryto w historii choroby
przejsciowych ani przewlektych objawoéw niedokrwiennych w okresie do 4 m-cy przed
zabiegiem CEA. U niewielkiego odsetka pacjentéw stwierdzono na podstawie badania
podmiotowego przebyty udar mézgu w okresie 5 lat przed zabiegiem operacyjnym,
jednakze w badaniu neurologicznym zaobserwowano peitne ustgpienie objawow
ubytkowych w okresie poprzedzajacym zabieg CEA. Z badania wykluczono chorych z
chorobami internistycznymi, ktore maja istotny wpltyw na funkcje $rodbtonka
naczyniowego. Do takich chorob zaliczono przewlekle choroby metaboliczne, w tym
cukrzyca 1 ogodlnoustrojowe schorzenia zapalne, w tym aktywna choroba
zwyrodnieniowa stawow, oraz choroby zwigzane z nieprawidlowg funkcjg tkanki
facznej. Z badania wykluczono rowniez pacjentow po uprzednio wykonanym zabiegu
endarteriektomii, zarbwno po stronie zwezenia, jak i stronie przeciwleglej, a takze po
przebytej jednostronnej lub obustronnej implantacji stentu do tetnicy szyjnej w trakcie
leczenia jej zwezenia.

Dla oceny wielkosci zwezenia tetnic szyjnych u kazdego pacjenta przeprowadzono
ultrasonograficzne badanie USG Doppler obu tetnic szyjnych 1 kregowych przy uzyciu
aparatu USG marki Voluson 730 PRO firmy GE ze Stanéw Zjednoczonych (GE
Medical Systems, Milwaukee, USA), wyposazonego w sonde¢ liniowa o czestotliwosci
7,5 MHz, zgodnie z wytycznymi zalecanymi w fachowej literaturze nt. diagnostyki
obrazowej tetnic szyjnych. Zwezenie tetnicy szyjne] wewnetrznej po stronie
zakwalifikowanej do zabiegu endarteriektomii wynosito > 70%, natomiast po stronie

nieobjetej zabiegiem operacyjnym byto mniejsze niz 50%.
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W fazie wstepnego badania przesiewowego (tzw. Pre-screening w badaniu) zostat
wykorzystany oddzielny formularz §wiadomej zgody (ICF) celem zakwalifikowania do
grupy badanej na podstawie wyniku badania USG Doppler. Po przej$ciu wstepnej
kwalifikacji na podstawie glownego kryterium wlgczenia, tj. wystepowania
jednostronnego istotnego hemodynamicznie zwe¢zenia tetnicy szyjnej wewngtrznej W
przedziale 70-99%, kazdy pacjent podlegal nastepnie pelnemu badaniu podmiotowemu
i przedmiotowemu. Doktadny wywiad chorobowy dotyczyl czasu trwania, przebiegu i
leczenia choroby podstawowej zwigzanej ze zwezeniem tetnic szyjnych oraz obejmowat
przewlekte schorzenia towarzyszace a takze liste przyjmowanych lekow. Szczegdlng
uwage zwracano na wspotistniejace choroby sercowo-naczyniowe, w tym chorobg
niedokrwienng serca oraz nadcis$nienie tetnicze, a takze na wystgpowanie czynnikow
ryzyka zwigzanych ze stylem zycia prowadzonego przez pacjenta w minionej dekadzie
zycia. Dodatkowo, okreslano doktadny czasokres palenia tytoniu oraz ilo§¢ wypalanych
paczek papierosow. W celu okreslenia poziomu nat¢zenia natogu palenia papierosow u
pacjentow palacych papierosy obliczono skumulowang liczbe wypalonych papieroséw,
ktora przedstawiono w warto$ciach bezwzglednych, tzw. paczkolatach, ktore wyliczono
na podstawie iloczynu okresu palenia w latach i liczby wypalanych papieroséw dziennie
zadeklarowanej przez pacjenta.

W badaniu wykonywano takze pomiar ci$nienia tetniczego krwi wszystkim pacjentom
za pomocg naramiennego ci$nieniomierza automatycznego. Na podstawie uzyskanych
wynikéw pomiarowych obliczono $rednie ci$nienie tetnicze stosujac rownanie: MAP =
rozkurczowe cis$nienie tetnicze + 1/3 (skurczowe RR — rozkurczowe RR). Ponadto, na
podstawie zmierzonego obwodu bioder oraz talii obliczano wskaznik WHR, tj. stosunek
obwodu talii do bioder (ang. Waist/Hip Ratio) a na podstawie danych
morfometrycznych pacjentow takich jak masa ciata i wzrost obliczono aktualny
wskaznik masy ciata (BMI).

W Tabeli nr 1. przedstawiono kliniczng charakterystyke pacjentow zakwalifikowanych

do dalszych etapow badania.
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Tabela 1. Ocena parametréw klinicznych u pacjentow w badanej kohorcie.

Parametr kliniczny Grupa Badana
Liczba pacjentow 48
Pte¢ (Kobiety / Mgzczyzni) 15/29
Wiek (lata: §rednia + SD) 62,5+6,5
WHR ($rednia + SD) 0,94 £ 0,11
BMI [kg/m2] ($rednia = SD) 2791 £ 3,67
MAP [mmHg] ($rednia + SD) 104,30 + 9,87
Paczkolata ($rednia = SD) 31,05+ 30,94
Palacy w przesztosci (%) 85,71
Palacy obecnie (%) 33,33
Ile lat jest niepalacy ($rednia + SD) 5,36 + 6,86
Przewlekta CHNS (%) 35,71
Ostra CHNS w postaci zawatu serca (%) 16,67
Nadcis$nienie tetnicze (%) 80,95
Nadcisnienie tetnicze w latach ($rednia = SD) 5,66 + 6,06
Tetniak aorty (%) 9,52
Miazdzyca zarostowa tetnic konczyn (%) 23,81
Przebyty dawniej udar mézgu (%) 33,33

4.2. Material biologiczny do badan

Probki do badan uzyskano od 48 pacjentow z istotnym hemodynamicznie zwe¢zeniem
tetnicy szyjnej wewnetrznej u ktérego podstaw stala zaawansowana miazdzyca tetnic. Z
kazdym z pacjentow przeprowadzono wywiad oraz uzyskano zgod¢ na pobranie i
uzycie probek materialu biologicznego do badan naukowych. Od kazdego z pacjentow
pobrano dwie probki krwi okreslane mianem probek A oraz C o objetosci okoto 6 ml.
Probki A pobrano jeden dzien przed planowanym zabiegiem endarteriektomii natomiast
probki C po trzech miesigcach od zabiegu. Uzyskane podczas zabiegu endarterektomii
wycinki tkanek zmienionych w procesach miazdzycowych réwniez zachowano oraz
uzyto do badan ekspresji miRNA w celach porownawczych do probek krwi. Wszystkie
probki blaszek przechowywano w zamrazarkach Sanyo MDF-U54 w -80°C.
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4.3. Procedury laboratoryjne

4.3.1. Izolacja materialu komérkowego

W celu uzyskania materialu genetycznego z komorek krwi obwodowej wczesniej
pobrane probki krwi umieszczono w wirdwce i odwirowano przez 10 min w 2000
obrotow. Oddzielone od masy komoérkowej osocze odciagnig¢to pipeta pasterowska.
Uzyskang mas¢ komérkowa przelano do probowki o objetosci 15ml 1 dopetniono do 15
ml lizerem BD Pharm Lyse™ Lysing Buffer. Lizer rozcienczono w stosunku 1:9 np.: 5
ul + 45 pl wody dejonizowanej. Catos¢ wstrza$nigto 1 zmieszano przy uzyciu
wytrzasarki. Po zmieszaniu probéwke inkubowano przez 15 min w ciemnym miejscu.
Po inkubacji mieszaning wirowano w wiréwce przez 5 min w 2000 obrotéw. Uzyskany
nadsacz zlano znad peletu komorkowego po czym dodano 5 ml lizera, wstrzasnigto i
zmieszano przy uzyciu wytrzasarki. Cato$¢ ponownie wstawiono do ciemnego miejsca
na 15 min inkubacje¢. Po inkubacji cato$§¢ wirowano przez 5 min w 2000 obrotéw. Po
wirowaniu zlano nadsacz i do peletu komérkowego dodano 5ml PBS. Calo$¢ zmieszano
przy uzyciu wytrzasarki. Mieszaning nastepnie odwirowano przez 5 min w 2000
obrotow. Ponownie odlano nadsacz a do pozostatego peletu komoérkowego dodano 1ml
PBS a nastepnie cato$¢ zamieszano przy uzyciu strzykawki. Z tak uzyskanej zawiesiny
komorkowej pobrano do probéwki 10 pl ptynu oraz dodano 90 pl ptynu Tiirka. Catosé
zamieszano przy uzyciu wytrzasarki. Nastepnie mieszaning komorek i ptynu Tiirka
nalozono na komore Sigma Bright-Line Hemacytometer Cell counting chamber i
zliczono podczas obserwacji pod mikroskopem odwréoconym Olympus CK40. W

kolejnym etapie wyliczono ilo$¢ komoérek w catej zawiesinie przy uzyciu wzoru:

ilos¢ komorek x 100 x 1000 X objetos¢ w jakiej zawieszano komorki

Tak wyliczong ilo§¢ komorek uzyto do obliczenia objgtosci zawiesiny jaka nalezy
pobra¢ do uzyskania okoto 3,5 ml komodrek wymaganych do izolacji materiatu
genetycznego. Odpowiednig ilos¢ komorek dodano do probowki. Cato§¢ odwirowano a
nadsgcz po wirowaniu usuni¢to. Do peletu komérkowego dodano 600 pl Lysis/Binding
solution i zmieszano na wytrzasarce. Nastgpnie dodano 60 ul Homogenate Additive i
ponownie zamieszano. Cato$¢ inkubowano przez 10 min na lodzie. W kolejnym etapie
dodano 600 pl Acid-Phenol:Chloroform i wytrzgsano przez 30 sekund. Catos¢

odwirowano przez 5 min w najwyzszych obrotach wirowki. Po wirowaniu zebrano
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wierzchnig warstwe rozdzielonej mieszaniny, objeto$¢ zanotowano. Nastepnie do
zebranej cieczy dodano 100% etanol w objetosci 1.25x zebranej wczesniej fazy wodne;.
Cato$¢ wytrzasano a nastepnie przeniesiono na zloze krzemionkowe umieszczone w
probowce. Catos¢ wirowano przez 30 sekund w maksymalnych obrotach. Po wirowaniu
przesacz odrzucono a na zloze natozono 700 pul Wash Solution 1, cato$¢ odwirowano
przez 15 sekund w maksymalnych obrotach. Po wirowaniu przesacz odrzucono a na
ztoze krzemionkowe natozono 500 pl Wash Solution 2/3, calo§¢ odwirowano przez 15
sekund w maksymalnych obrotach. Po wirowaniu przesacz odrzucono i powtdrzono
etap z Wash Solution 2/3. W kolejnym etapie po pozbyciu si¢ przesaczu zloze
odwirowano przez 1 min w maksymalnych obrotach w celu dokladnego osuszenia
ztoza. Nastepnie ztoze wtozono do nowej probowki i natozono na nie 20 pl wczesniej
podgrzanego Elution Solution lub wody wolnej od nukleaz, cato$¢ odwirowano przez
30 sekund w maksymalnych obrotach. Po wirowaniu ztoze odrzucono a zebrany na dnie
proboéwki materiat zmierzono pod wzgledem stezenia materialu genetycznego a

nastepnie odtozono i1 przechowywano w zamrazarce -80 °C

4.3.2. 1zolacja materialu tkankowego

Izolacj¢ materialu genetycznego z blaszek miazdzycowych oraz fragmentow $cian
zdrowych tetnic przeprowadzono przy uzyciu zestawu Thermo Fisher Scientific
Invitrogen mirVana™ miRNA Isolation Kit. Probki blaszki miazdzycowej zanurzone w
PBS i RNAlater na wstgpie wyciagni¢to z zamrazarek -80°C 1 rozmrozono W
temperaturze pokojowej. Probki blaszki zamrozone metoda Snap freezing od razu uzyto
do izolacji materiatu ze wzglgdu na szybkos¢ rozmrazania probek nie zanurzonych w
odczynnikach. Izolacje materiatu przeprowadzano pod komorg laminarng Thermo
Scientific MSC-Advantage. Nastepnie do probéwki o pojemnosci 2ml ze zwezonym
dnem dodano 400ul Lysis/Binding Buffer. Probki tkanki blaszek miazdzycowych
umieszczone na szalkach Petriego pocieto na niewielkie fragmenty przy uzyciu skalpela
z pomini¢ciem skalcyfikowanych fragmentow a nastepnie dodano do probowki z
wczesniej natozonym Lysis/Binding Buffer az do zapetnienia okoto 60% pojemnosci
probowki 2ml. W kolejnym etapie fragmenty tkanki rozbito przy uzyciu plastikowego
mozdzierza. Do rozbitej tkanki dodano 40ul miRNA Homogenate Additive. Zamknigtg
probowke lekko wstrzasnigto w celu latwiejszego zmieszania substancji a nastepnie

doktadnie zmieszano przy uzyciu wytrzasarki Biosan Vortex V-1. Zmieszang zawiesing
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tkankowa umieszczono na lodzie i inkubowano w otoczeniu temperatury pokojowe;j
przez 10 min. Po inkubacji dodano 400 pl Acid-Phenol: Chloroform. Catos¢
wstrzasnigto a nastgpnie zmieszano przez 30 sekund na wytrzgsarce. Fiolke z
mieszaning nastepnie umieszczono w wirowce stotowej Eppendorf Centrifuge 5415 R 1
wirowano w 10000 x g przez 5 min. Po wirowaniu zebrano do nowej probowki
wierzchnia, przezroczysta warstwg plynu uzyskang poprzez wirowanie, objgtosé
uzyskang zanotowano. Do uzyskanego ptynu dodano jego 1.25x obj¢tos¢ 100% Etanolu
1 zmieszano na wytrzasarce. Uzyskang w ten sposdéb mieszaning rozpipetowano do
probowki z umieszczonym wczesniej ztozem krzemionkowym i wirowano w 10 000 X ¢
przez 15 sekund. Uzyskany przesgcz odrzucono i rozpoczeto etap oczyszczania poprzez
dodanie 700 pl miRNA Wash Solution 1. Cato$¢ odwirowano 10 000 x g przez 10
sekund. Ponownie odrzucono przesacz i dodano 500 pl Wash Solution 2/3, calos¢
odwirowano. Po odrzuceniu przesaczu etap z uzyciem Wash Solution 2/3 powtdrzono.
Po kolejnym odrzuceniu przesaczu cato$¢ wirowano w 10 000 x g przez 1 min w celu
doktadnego osuszenia zloza krzemionkowego. Zloze krzemionkowe nastepnie
przetozono do nowej probowki i dodano bezposrednio na nie 40 pl wczedniej
podgrzanego do 95°C w tazni suchej z blokami grzewczymi Star Lab, Elution Solution i
odwirowano w 10 000 x g przez 30 sekund. Po odwirowaniu zloze krzemionkowe
usuni¢to a uzyskany w taki sposob materiat genetyczny odtozono i przechowywano w

zamrazarce -80°C.

4.3.3. Badanie stezenia materialu genetycznego

Uzyskany w procesach izolacji materiat zbadano pod katem czystosci oraz stezenia
metoda spektrofotometryczng przy uzyciu spektrofotometru BioTek Epoch
wyposazonym w pitytke BioTek Take3 na komputerze z zainstalowanym
oprogramowaniem producenta w dtugosciach fali 260 (Peak), 280 (Ratio), 320 (Ref.).
Wyizolowane probki materialu po wyciagnieciu z zamrazarek -80°C przetozono do
pojemnika z lodem w celu rozmrozenia a nastgpnie utrzymania probek w niskiej
temperaturze. Nastepnie spektrofotometr przygotowano wstepnie poprzez natozenie na
plytke Take3 2 nl odczynnika, w ktérym zawieszony zostal material genetyczny w
probkach, w tym wypadku byto to Elution Solution z zestawu Thermo Fisher Scientific
Invitrogen mirVana™ miRNA Isolation Kit. Po natozeniu Elution Solution ptytke

Take3 wlozono do spektrofotometru i uruchomiono funkcje¢ blankowania/zerowania. Po
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blankowaniu ptytke wyjeto a natozone wczesniej Elution Solution wytarto. W kolejnym
kroku na ptytke natozono po 2 pl wcezesniej zamieszanych przy uzyciu wytrzasarki
probek, ptytke wtozono do spektrofotometru i dokonano pomiaru stezenia i czystosci

probek. Uzyskane wyniki zapisano.

4.3.4. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Na wstepie z uzyskanych w etapie badania stezenia wynikow obliczono ilosci
potrzebnych odczynnikéw oraz probek uzytych w procesie odwrotnej transkrypcji
zgodnie z zaleceniami producenta zestawu uzytego do odwrotnej transkrypcji. Do
wlasciwej reakcji odwrotnej transkrypcji uzyto zestawu odczynnikow Quantabio
gScript™ microRNA cDNA Synthesis Kit. W pierwszym etapie do probowki o
objetosci 0,2 ml naniesiono wyliczone ilo$ci probek zawierajace 100ng materiatu
genetycznego. Nastepnie catos¢ dopetniono do 7 pl woda wolng od nukleaz. W
kolejnym etapie przygotowano pierwszy mix odczynnikéw wymagany do
przeprowadzenia pierwszego etapu odwrotnej transkrypcji. W tym celu w probdéwce
zmieszano 2 pl Poly(A) Tailing Buffer (5x) na kazda z prébek, Poly(A) Polymerase 1
ul na kazda z probek. Po natozeniu do probowki odpowiedniej ilosci odczynnikow
cato$¢ zmieszano przy uzyciu wytrzgsarki oraz zwirowano w wirowce Eppendorf mini
Spin. Uzyskany mix natozono w ilosci 3 ul do kazdej z probowek a nastgpnie wszystkie
probki zmieszano i zwirowano. Tak uzyskane probki wstawiono do termocyklera
Eppendorf Mastercycler i uruchomiono pierwszy program odwrotnej transkrypcji w
postaci Inkubacji w 37°C przez 20 min a nastepnie inkubacji w 70°C przez 5 min. Po
zakonczeniu etapu pierwszego przygotowano drugi mix odczynnikow poprzez
zmieszanie w probéwce microRNA cDNA Reaction Mix 9 pl na kazda z probek oraz
gScript Reverse Transcriptase 1 pl na kazda z probek, calo§¢ wymieszano 1 zwirowano.
Nastepnie do kazdej z probek dodano 10 pl drugiego mixu odczynnikdéw. Probki
zamieszano, zwirowano i wstawiono do termocyklera w celu przeprowadzenia drugiego
etapu odwrotnej transkrypcji w postaci inkubacji w 42°C przez 20 min a nastgpnie
inkubacji w 85°C przez 5 min. Po zakonczeniu drugiego etapu odwrotnej transkrypcji

gotowe probki odtozono i1 przechowywano w lodowce.
4.3.5. Reakcja lancuchowa polimerazy PCR

Material 1 niezbedne odczynniki przygotowano i naktadano pod komorg UVP UV
Sterilizing PCR Workstation. Material w postaci ¢cDNA otrzymany w procesie
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odwrotnej transkrypcji oraz odczynniki przetozono i trzymano w pojemniku z lodem.
Dodatkowo pod komorg umieszczono na statywie chtodzacym ptytke 96 dotkowa Bio-
Rad Hard-Shell PCR Plates 96-well, thin wall, ktorg doktadnie opisano w celach
identyfikacji. Wczesniej przygotowane probki zamieszano na wytrzgsarce a nastepnie
nalozono po 1 pl do kazdego z dotkow, kazda z prébek naktadano w dwoch
powtorzeniach w celu zwigkszenia dokladnosci wynikéw, tacznie pozwalato to na
jednorazowe natozenie 48 probek. Nastepnie przygotowano mix odczynnikéw w
osobnej probowce. W przeliczeniu na jeden dotek zmieszano 3,6 ul wody wolnej od
nukleaz, 5 pl Bio-Rad iQ™ SYBR® Green Supermix, 0,2 ul startera forward oraz 0,2
ul startera reverse. Calo$¢ zmieszano na wytrzasarce oraz zwirowano w wirOwce.

Unikalne sekwencje starterow forward podano w tabeli numer 2.

Tabela 2: Sekwencje starterow forward uzytych do przeprowadzenia reakcji PCR

Nazwa miRNA Sekwencja uzytego startera forward
9-5p GCAGTCTTT GGT TAT CTAGCT
93 GCAAAG TGCTGTTCG TG
34a-5p GTG GCAGTG TCT TAG CTG
30b GCAGTGTAAACATCCTACACTCA
296-5p GGC CCCCCCCTCAATC
27a-5p AGG GCT TAGCTGCTT GT
23a-3p AGA TCA CAT TGC CAG GGA
223-3p CGC AGT GTCAGTTTG TCA
21-3p CAG CAA CAC CAG TCG ATG
200c-5p CGT CTT ACC CAG CAG TG
17-5p GCAAAGTGC TTACAG TGC AG
17-3p CTGCAGTGAAGGCACTT
16-5p CAG TAG CAG CACGTAAATATTG
150-5p CTCCCAACCCTT GTACCA
146a GCAGTG AGAACTGAATTCCA
134-5p TGT GACTGG TTG ACC AGA
133b CAG TTT GGT CCCCTT CAAC
133a-5p GCAGAGCTG GTAAAATGG A
126-5p CGCAGCATTATTACTTTT GGT
126-3p GCAGTCGTACCGTGAGT
122-5p GTG GAG TGT GAC AAT GGT G
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W kolejnym etapie do kazdego z dotkéw ptytki natozono po 9 pl mixu. Po nalozeniu
mixu ptytke zaklejono folig Bio-Rad Microseal® ‘B’ seal. Po zaklejeniu cato$¢
zamieszano na wytrzgsarce i zwirowano w wirowce schtodzonej do 4°C w 2200
obrotow przez 4min. PO ctapie wirowania ptytke wtozono do termocyklera Bio-Rad
€1000 Touch™ Thermal Cycler CFX96™ i przeprowadzono analiz¢ po wczesniejszym
ustawieniu programu oraz wprowadzeniu projektu ptytki do systemu. Po zakonczonych
analizach wyniki wstepnie analizowano na oprogramowaniu Bio-Rad CFX Maestro,

dotaczonym do termocyklerow.

4.3.6. Elektroforeza zelowa

W celu weryfikacji poprawnosci wykonania reakcji PCR wykonano elektroforezy
zelowe. W pierwszej kolejnosci wykonano rozcienczenie dziesigciokrotnie st¢zonego
buforu Thermo scientific 10x TBE Electophoresis Buffer do stezenia 1x . Stezony bufor
TBE w objetosci 50 ml wlano do cylindra miarowego. Do 50 ml buforu dodano 450 mi
wody ultra pure uzyskanej z systemu oczyszczania wody Merck Millipore Direct-
Q3UV. Uzyskany bufor TBE 1x przelano do butelki szklanej. Cala czynno$é
przygotowania powtorzono w celu uzyskania tgcznej objetosci 11 buforu. W celu
przygotowania zelu do zlewki wlano 100 ml wcze$niej przygotowanego buforu oraz
dodano 4g proszku agarozowego GibcoBRL ultra PURE Agarose odwazonej na wadze
analitycznej AND GX-2000. Cato$¢ zamieszano szklang bagietkg i wstawiono do
mikrofalowki. Po wstepnym podgrzaniu zawartos¢ zlewki przemieszano w celu
lepszego rozpuszczenia agarozy. Catos¢ ponownie podgrzano w mikrofaldéwce az do
momentu calkowitego rozpuszczenia agarozy, zaprzestajac w momencie pojawienia si¢
pierwszych babelkéw w mieszaninie. Przy wysokiej procentowosci zelu nalezy
ograniczy¢ dlugo$¢ podgrzewania mieszaniny w celu ograniczenia tworzenia si¢
babelkow ktore cigzej usungé niz w przypadku zeli o niZzszym st¢zeniu agarozy.
Przygotowang mieszaning odstawiono pod wyciag 1 poczekano na jej lekkie ostudzenie.
Po ostudzeniu mieszaniny dodano 7 pl Bromku Etydyny Invitrogen, catos¢ ponownie
zamieszano bagietka szklang. Tak przygotowang mieszaning rozlano po szklanej
bagietce w celu ograniczenia tworzenia babelkow powietrza w zelu do formy z zestawu
do elektroforezy Bio-Rad Wide Mini-Sub® Cell GT -24/AA/13 z wstawionymi

»grzebieniami” majacymi na celu utworzenie dotkéw na podzniej nakladany materiat.
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Zestalony zel wyciagnieto oraz usunieto grzebienie. Zel nastepnie wstawiono do
odpowiedniego naczynia do przeprowadzenia elektroforezy. Zel nastepnie zalano
wczesniej przygotowanym buforem TAE tak aby zel oraz dotki zostaty catkowicie
przykryte buforem. W nast¢pnym etapie przygotowano probki. Docelowo uzyto 0,5
mikrograma materialu genetycznego (warto$¢ wiasciwa ktérg nalezato doda¢ do
probowki wyliczono na podstawie stgzenia materialu w probee) odpowiednio
odmierzonego i natozonego do probdéwki. Probke nast¢pnie dopetniono do 8 pl wodag
wolng od nukleaz i dodano 2 pl Invitrogen Gel Loading Buffer Il. Probki nastepnie
zamieszano przy uzyciu wytrzasarki oraz zwirowano w wirdwce. Tak przygotowane
probki naktadano do dotkéw we wczesniej przygotowanym zelu agarozowym
zanurzony w buforze TBE. Nastepnie pojemnik przykryto wieczkiem, podigczono
elektrody i uruchomiono zasilacz Bio-Rad PowerPac™ Basic €0 rozpoczeto proces
elektroforezy. Elektroforezg przeprowadzono z uzyciem zasilacza ustawionego na
parametry: 130 min, 70 V, 400 mA. Po zakonczeniu elektroforezy zel obserwowano,
analizowano 1 fotografowano przy uzyciu urzadzenia UVP GelDoc-It ™ Imaging

System.

4.3.7. Typowanie stabilnego miRNA referencyjnego oraz wyliczanie poziomu

ekspresji badanych miRNA

Zarbwno typowanie stabilnego miR referencyjnego jak i wyliczenia poziomu ekspresji
zostaly przeprowadzone przy pomocy oprogramowania Bio-Rad CFX Maestro
dotaczonego do termocyklera Bio-Rad ¢1000 Touch™ Thermal Cycler CFX96™. Do
wyliczenia ekspresji uzyto metody AACq.

4.3.8. Detekcja czynnikow bialkowych za pomoca multipleksowej techniki

Luminex

Poziom stezenia czynnikow wzrostu (angiopoetyna-1, EGF, FGFa, FGFb, VEGF,
BMP-2, BMP-4), cytokin (IL-6) oraz enzyméw (MMP-1, MMP-3, TIMP-1) i biatek
strukturalnych (Kolagen-1-alfa) oceniono w osoczu krwi obwodowej pobranej przed
zabiegiem CEA (grupa przed-CEA) oraz w osoczu krwi obwodowej pobranej po 3

miesigcach od operacyjnego usunig¢cia blaszki miazdzycowej (grupa post-CEA) za
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pomoca komercyjnie dostepnych zestawow: 1) R&D Systems Human Angiogenesis A
Premixed Mag Luminex Performance Assay oraz ii) R&D Systems Luminex
Performance Human High Sensitivity Cytokine Magnetic Panel A (oba zestawy z firmy
R&D Systems, Minneapolis, USA). Zestawy przystosowane sg do multipleksowej
techniki detekcji Luminex®, ktora umozliwia rownoczesng detekcje wielu analitow w
pojedynczym dotku analitycznym.

W pierwszym etapie procedury, do wiasciwych dotkoéw plytki reakcyjnej wypetnionych
buforem blokujacym, dodawano 30 pL odpowiedniego roztworu: prob wzorcowych o
ustalonych stezeniach biatka, prob ,.Slepych” oraz prob badanych w eksperymencie,
oraz stanowigcych wewnetrzng kontrole zestawu. Nastepnie, do kazdego wilasciwego
dotka dodawano 10 pL przeciwciata specyficznie wigzacego dany antygen, ktory
kowalencyjnie zwigzany jest z magnetycznymi mikrosferami. Kazda mikrosfera jest
wewnetrznie wyznakowana barwnikiem fluorescencyjnym, ktory stanowi widmowy
kod danej mikrokulki i umozliwia detekcj¢ badanego antygenu. Reakcje prowadzono,
przez jedna godzing, prowadzac stale jej wytrzasanie (850 rpm), w temperaturze
pokojowej. Nastepnie, stosujac podstawke magnetyczng, ktoéra zatrzymywala
mikrokulki w dotkach, prowadzono trojfazowe plukanie buforem pluczacym.
Nastepnie, do mieszaniny w dotkach ptytki dodawano 40 pL przeciwciala
wyznakowanego biotyna, ktore specyficznie rozpoznaje wykrywang substancje
biatkowa. Inkubacj¢ nadal przeprowadzano z zachowaniem poprzednich warunkéow, tj.
wytrzasanie (850 rpm) przez jedng godzine w temperaturze pokojowej. Wykorzystujac
wlasciwosci streptawidyny do wigzania biotyny, fluorescencyjng detekcje prowadzono
w oparciu o uktad streptawidyna-fikoerytryna. Po ponownym trojfazowym ptukaniu,
mikrokulki w dotkach zawieszano w 100 pL buforu i przystgpowano do odczytu danych

wedtug ponizej przedstawionej procedury.

Odczyt 1 analize danych dokonano w oparciu o platform¢ Luminex® 200™, z
wykorzystaniem oprogramowania XPONENT (Luminex Corporation, Austin, USA).
Analizator Luminex® 200™ opiera si¢ na technologii znanej uprzednio z technik
cytometrii przeplywowej, gdzie hybrydowy detektor emituje wigzke czerwonego
Swiatta o dtugosci fali 635 nm, ktéra identyfikuje kod mikrokulki, a tym samym rodzaj
badanego czynnika biatkowego, oraz wigzke zielonego $§wiatla o dlugosci fali 532 nm,
ktory wzbudza fluorescencj¢ barwnika reporterowego. Uzyskana warto$¢ Sredniego

natezenia fluorescencji fikoerytryny jest proporcjonalna do stezenia badanego czynnika
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biatkowego zwigzanego z mikrokulkami magnetycznymi. Na podstawie $redniego
nat¢zenia fluorescencji probek wzorcowych wykreslono krzywa standardowag z

wykorzystaniem 5-parametrowej regresji logistycznej.

4.3.9. Aktywno$¢ enzymow przeciwutleniajacych i stezenie glutationu w plytkach

krwi i erytrocytach

Do oznaczenia stezenia zredukowanego glutationu (GSH) wykorzystano metode
spektrofotometryczng. Aktywno$¢ enzymatyczng, katalazy (CAT), dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD), peroksydazy glutationowej (GPx), S-transferazy glutationowej
(GST), reduktazy glutationowej (GR) w krwinkach czerwonych i ptytkach krwi
okreslono swoistymi metodami kinetycznymi. Pomiaréw dokonywano przy uzyciu
automatycznego spektrofotometru Perkin-Elmer (UV/VIS Lambda 650 Perkin-Elmer,
Waltham, USA). W materiale biologicznym pozyskanym z erytrocytow aktywnos¢
antyoksydantow  enzymatycznych oraz st¢zenie zredukowanego glutationu,
znormalizowano w odniesieniu do stezenia bialka natywnego w poszczegdlnych
probkach uzyskanego za pomoca metody Bradford. W tym celu, przygotowano krzywa
kalibracyjng w oparciu o ustalone stgzenia albuminy. Nastgpnie, 10 pL ekstraktu
biatkowego inkubowano z odczynnikiem Bradford (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Odczytu dokonywano w czytniku
mikroptytek, mierzac absorbancj¢ przy dlugosci fali 595 nm (Bio-Tec Instruments, Inc.,
USA), a nastgpnie na podstawie krzywej kalibracyjnej okreslano stezenie biatka
catkowitego w badanej probce. W materiale biologicznym pozyskanym z trombocytow
aktywno$¢ antyoksydantéw enzymatycznych oraz stezenie zredukowanego glutationu,
znormalizowano w odniesieniu do st¢zenia biatka hemoglobiny. Stezenie hemoglobiny
w badanych probkach oznaczano metoda spektrofotometryczng  tym samym

spektrofotometrem Perkin-Elmer.

A. Do oznaczenia stezenia zredukowanego glutationu (GSH) w ptytkach krwi i
erytrocytach zastosowano nastepujacg metodyke:
Rozcienczony lizat zmieszano w probowce z roztworem wytrgcajagcym o
nastepujacym sktadzie: 1,67 g kwasu metafosforowego, 0,2 g EDTA-Naz, 30 g NaCl
i 100 ml H2O (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), inkubowano przez 5 minut w
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temperaturze 4°C 1 odwirowano (550xg przez 10 minut). Supernatant rozcienczono
buforem fosforowym (pH 7,9), dodano DTNB (kwas 5,5'-di-tio-bis-(2-
nitrobenzoesowy), Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), a nastgpnie mieszaning
inkubowano przez 15 minut w temperaturze 25°C. Dhugos¢ fali wykrywania
wynosita lambda 412 nm. Stezenie GSH obliczono za pomoca molowego

wspotczynnika absorpcji (e = 13,600 M™tcm™).

. Do oceny aktywnosci katalazy (CAT) w ptytkach krwi i erytrocytach zastosowano
nastepujaca metodyke:

W probéwcee rozcienczono 500-krotnie lizat za pomocg buforu fosforowego (50
mM). Pomiary absorbancji badanej probki zawierajacej lizat i 30 mM roztwor H202
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) przeprowadzono w ciggu 30 sekund w
temperaturze 30°C. Dlugos¢ fali wykrywania wynosita lambda 240 nm. Aktywno$¢
katalazy okreslono z krzywej wzorcowej, ktora uzyskano w wyniku sporzadzenia
kilku roztwordéw o znanym poziomie aktywnosci katalazy dostgpnej handlowo (Oxis

Research, Portland, USA).

. Do oceny aktywno$ci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w plytkach krwi i
erytrocytach zastosowano nastepujacg metodyke:

W probéwce sporzadzono mieszaning lizatu, roztworu chloroformu:etanolu (3:5; v/v)
I wody destylowanej. Mieszaning nastgpnie silnie zmieszano, inkubowano przez 5
minut w temperaturze 4°C 1 odwirowano (3824xg przez 10 minut). Supernatant
rozcienczono buforem wodorowgglanowym (bufor NaCOs/NaHCOs3) i dodano
roztwor adrenaliny (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), a nastgpnic mieszaning
inkubowano przez 3 minuty w temperaturze 37°C. Dhugos¢ fali wykrywania
wynosita lambda 320 nm. Absorbancje¢ badanego materiatu rejestrowano w ciggu 5

minut w temperaturze 30°C.

. Do oceny aktywnosci peroksydazy glutationowej (GPx) w plytkach krwi i
erytrocytach zastosowano nastepujacg metodyke:

W proboéwce zmieszano lizat z mieszaning reakcyjna (bufor fosforowy, reduktaza
glutationowa, GSH, NADPH + H") i inkubowano przez 10 minut w temperaturze
37°C. Po inkubacji reakcj¢ inicjowano przez dodanie wodorotlenku tert-butylu (lub

nadtlenku wodoru) 1 mierzono spadek absorpcji przy lambda 340 nm. Ilo$¢ enzymu,
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ktora utlenita 1 pmol GSH (0,5 pmol NADPH + H*) w ciaggu jednej minuty zostata

zdefiniowana jako jednostka aktywnos$ci enzymu.

E. Do oceny aktywno$ci S-transferazy glutationowej (GST) w ptytkach krwi i
erytrocytach zastosowano nastepujaca metodyke:
W probéwce zmieszano lizat z mieszaning reakcyjna (bufor fosforowy, GSH, CODNB
(1-chloro-2,4-dinitrobenzen)) i mierzono wzrost absorpcji przy lambda 340 nm.
Aktywno$¢  transferazy glutationowej okreslono za pomocg molowego

wspotczynnika absorpcji zsyntetyzowanego koniugatu (e = 9600 Mt cm™).

F. Do oceny aktywnosci reduktazy glutationowej (GR) w ptytkach krwi i erytrocytach
zastosowano nastepujaca metodyke:
Rozcienczony lizat zmieszano w probdéwce z 1 mL rozcienczonego odczynnika
roboczego R-1 (900 puL EDTA i 100 pL R-1 o sktadzie NADPH® + H*
rozcienczonego w roztworze 0,01M NaOH (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) i
inkubowano przez 5 minut w temperaturze 30°C. Nastepnie dodano odczynnik R-2
(dwusiarczek glutationu (GSSG) rozcienczony w EDTA; Sigma Aldrich, St. Louis,
USA) i mierzono ekstynkcj¢ przy lambda 340 nm przez 3 minuty w temperaturze
30°C.

4.4. Metoda analizy statystycznej uzyskanych wynikow

Do analizy statystycznej zebranych wynikow uzyto oprogramowania GraphPad Prism.
Zmienne z rozkladem zgodnym z rozktadem normalnym poddano analizie metodami
parametrycznymi. W przypadku zmiennych o rozktadzie odbiegajacym od rozktadu
normalnego dane byly analizowane metodami nieparametrycznymi. Dla zmiennych
ilosciowych stosowano test U Manna Whitneya natomiast dla zmiennych jakosciowych
stosowano doktadny test Fishera. Wyniki zostalty wyrazone jako $rednia arytmetyczna +
odchylenie standardowe (SD). Uzyskane wyniki przedstawiono przy pomocy wykresow
typu box-plot. Za statystycznie istotne uznawano prawdopodobienstwo przy poziomie
istotnosci p < 0,05. W przypadku uzyskania wynikow istotnych statystycznie, poziom

istotnos$ci zostat kazdorazowo okreslony na wykresie.
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5. Wyniki.

5.1. Ekspresja wybranych mikroRNA w komérkach jednojadrzastych z Kkrwi
obwodowej.

Do ilosciowe] oceny ekspresji wybranych czastek mikroRNA w komoérkach MNC
krazacych we krwi obwodowej zastosowano metode PCR w czasie rzeczywistym.
Poziomy ekspresji porownano pomi¢dzy populacja komérek MNC krazacych we krwi
obwodowej i pozyskanych przed zabiegiem endarterektomii oraz populacja komorek
MNC pozyskang z krwi obwodowej po 3 miesigcach od usunigcia blaszki

miazdzycowej istotnie zwezajacej tetnice szyjna.

5.1.1. Ocena ekspresji wybranych mikroRNA zwigzanych z regulacja angiogenezy
i metabolizmu komorek $§rodblonka oraz stanem niedokrwienia tkankowego.
Pierwszym etapem badania bylo okreslenie poziomow ekspresji mikroRNA dla ktorych
wykazano na podstawie danych literaturowych pelnienie istotnej roli w regulacji
procesu angiogenezy oraz regulacji metabolizmu $rodblonka i procesu uogoédlnionego
niedokrwienia tkankowego. Wykazano, ze komorki MNC pozyskane z krwi obwodowe;j
przed zabiegiem operacyjnym (grupa przed-CEA) miaty istotnie wyzszy poziom
ekspresji w stosunku do komorek MNC pobranych po 3 miesigcach od usunigcia
blaszki miazdzycowej (grupa post-CEA) nastepujacych mikroRNA: miR-21-3p (32%
wzrost, p=0,04), miR-134-5p (32% wazrost, p=0,03), miR-296-5p (157% wazrost,
p=0,0001). Wykazano rowniez, ze komorki MNC pozyskane z krwi obwodowej przed
zabiegiem operacyjnym (grupa przed-CEA) miaty istotnie obnizony poziom ekspresji
miR-23a-3p (25% redukcji, p=0,03) w stosunku do grupy po 3 miesigcach od usunigcia
blaszki miazdzycowej (grupa post-CEA). Poziom ekspresji miR-9-5p i miR-126-3p nie
roznit si¢ istotnie w komoérkach MNC krazacych we krwi obwodowej zarowno przed
zabiegiem usunigcia blaszki miazdzycowej ani w 3 miesigce po zabiegu CEA. Na Ryc.
1 ukazano zbiorczo wyniki uzyskane w trakcie analizy ekspresji powyzszej grupy

czastek mikroRNA o okreslonej funkcji biologiczne;.
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Rycina 1. Wzgledny poziom ekspresji wybranych mikroRNA (miR-9-5p, miR-21-3p, miR-23a-
3p, miR-126-3p, miR-134-5p i mIiR-296-5p) zwigzanych z regulacja angiogenezy i
metabolizmu komoérek $rodblonka oraz stanem niedokrwienia tkankowego analizowane w
komorkach krwi obwodowej w badanych grupach pacjentéw. Wyniki zostaly wyrazone w
jednostkach wzglednych [x£SD, *p < 0,05; ****p < 0,0001]
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5.1.2. Ocena ekspresji wybranych mikroRNA zwiazanych z regulacja stanu

zapalnego, apoptozy i stresu oksydacyjnego oraz procesu miazdzycowego.

Nastepnym etapem badania bylo okreslenie poziomoéw ekspresji mikroRNA dla ktérych
wykazano na podstawie danych literaturowych petnienie istotnej roli w regulacji stanu
zapalnego, apoptozy i stresu oksydacyjnego oraz procesu miazdzycowego. Wykazano,
ze komorki MNC pozyskane z krwi obwodowej przed zabiegiem operacyjnym (grupa
przed-CEA) mialy istotnie wyzszy poziom ekspresji w stosunku do komoérek MNC
pobranych po 3 miesigcach od usunig¢cia blaszki miazdzycowej (grupa post-CEA)
nastepujacych mikroRNA: miR-122-5p (58% wzrost, p=0,007) oraz miR-150-5p (29%
wzrost, p=0,03). Wykazano rowniez, ze komorki MNC pozyskane z krwi obwodowe;j
przed zabiegiem operacyjnym (grupa przed-CEA) mialy istotnie obnizony poziom
ekspresji miR-30b (27% redukcji, p=0,005) w stosunku do grupy po 3 miesigcach od
usunigcia blaszki miazdzycowej (grupa post-CEA). Poziom ekspresji miR-133b, miR-
146a i miR-155-5p nie roznit si¢ istotnie w komorkach MNC krazacych we krwi
obwodowej zarowno przed zabiegiem usunigcia blaszki miazdzycowej ani w 3 miesigce
po zabiegu CEA. Na Ryc. 2 ukazano zbiorczo wyniki uzyskane w trakcie analizy
ekspresji powyzszej grupy wybranych czastek mikroRNA o okresSlonej funkcji

biologicznej.
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Rycina 2. Wzgledny poziom ekspresji wybranych mikroRNA (miR-30b, miR-122-5p, miR-
133b, miR-146a, miR-150-5p i miR-155-5p) zwigzanych z regulacjg stanu zapalnego, apoptozy
1 stresu oksydacyjnego oraz uogoélnionego procesu miazdzycowego, analizowane w komorkach
krwi jednojadrzastych obwodowej w badanych grupach pacjentow. Wyniki zostaly wyrazone w
jednostkach wzglednych [x£SD, *p < 0,05; **p < 0,01]

5.1.3. Ocena ekspresji wybranych mikroRNA zwiazanych z regulacja cyklu

komorkowego i proliferacji komorek

Kolejnym etapem badania bylo okreslenie poziomow ekspresji mikroRNA dla ktorych
wykazano na podstawie danych literaturowych petnienie istotnej roli w regulacji cyklu
komoérkowego 1 proliferacji komorek. Wykazano, ze komorki MNC pozyskane z krwi
obwodowej przed zabiegiem operacyjnym (grupa przed-CEA) mialy istotnie wyzszy
poziom ekspresji w stosunku do komoérek MNC pobranych po 3 miesigcach od

usunigcia blaszki miazdzycowej (grupa post-CEA) nastepujacych mikroRNA: miR-27a-
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5p (50% wzrost, p=0,004), miR-34-5p (25% wzrost, p=0,01) oraz miR-223-3p (17%
wzrost, p=0,03). Wykazano réwniez, ze komorki MNC pozyskane z krwi obwodowe;j
przed zabiegiem operacyjnym (grupa przed-CEA) mialy istotnic obnizony poziom
ekspresji miR-16-5p (25% redukcji, p=0,02) w stosunku do grupy po 3 miesigcach od
usunigcia blaszki miazdzycowej (grupa post-CEA). Poziom ekspresji miR-17-3p, miR-
17-5p i miR-200c-5p nie roznit si¢ istotnie w komorkach MNC krazacych we krwi
obwodowej zaréwno przed zabiegiem usunigcia blaszki miazdzycowej ani w 3 miesigce
po zabiegu CEA. Na Ryc. 3 ukazano zbiorczo wyniki uzyskane w trakcie analizy

ekspresji powyzszej grupy wybranych czastek mikroRNA o okre§lonej funkcji

biologicznej.
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Rycina 3. Wzgledny poziom ekspresji wybranych mikroRNA (miR-16-5p, miR-17-3p, miR-17-
5p, miR-27a-5p, miR-34-5p, miR-200c-5p i miR-223-3p) zwigzanych z wewngtrzkomorkowa
regulacjag cyklu komorkowego 1 proliferacji komorek, analizowane w komorkach krwi
jednojadrzastych obwodowej w badanych grupach pacjentow. Wyniki zostaly wyrazone w

jednostkach wzglednych [x£SD, *p < 0,05; **p < 0,01].

5.2. Ocena ekspresji wybranych mikroRNA w blaszce miazdzycowej i tkance

niezmienionej miazdzycowo tetnicy.

Wyniki przeprowadzonych analiz molekularnych majacych na celu ocen¢ ekspres;ji
wybranych mikroRNA w blaszkach miazdzycowych pozyskanych od pacjentow
zrekrutowanych do badania oraz poréwnanych do poziomoéw ekspresji w niezmienionej

miazdzycowo tetnicy przedstawiono w kolejnych trzech podrozdziatach pracy.

5.2.1. Ocena ekspresji wybranych mikroRNA zwiazanych z regulacja angiogenezy

i metabolizmu komorek srédblonka oraz stanem niedokrwienia tkankowego.

Pierwszym etapem tej analizy byto okreslenie poziomdéw ekspresji mikroRNA, dla
ktorych wykazano na podstawie danych literaturowych petnienie istotnej roli w
regulacji procesu angiogenezy oraz regulacji metabolizmu $rodbtonka i1 procesu
uogodlnionego niedokrwienia tkankowego. Wykazano, ze blaszki miazdzycowe (grupa

»BLASZKA”) mialy istotnie podwyzszony poziom ekspresji w stosunku do
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niezmienionej miazdzycowo S$ciany tetnicy (grupa ,,TETNICA”) nastepujacych
mikroRNA: miR-9-5p (109% wzrost, p=0,04), miR-126-3p (124% wzrost, p=0,01),
miR-134-5p (40% wzrost, p=0,04) i miR-296-5p (323% wzrost, p=0,0005). Wykazano
réwniez, ze blaszki miazdzycowe pozyskane z rozwidlenia tetnic szyjnych wspolnych
mialy istotnie nizszy poziom ekspresji miR-23a-3p (24% redukcji, p=0,01) w stosunku
do niezmienionej miazdzycowo $ciany tetnicy. Poziom ekspresji miR-21-3p nie ro6znit
si¢ istotnic w puli mikroRNA wyizolowanego z blaszki miazdzycowej oraz z
niezmienionej miazdzycowo tetnicy. Na Ryc. 4 ukazano zbiorczo wyniki uzyskane w
trakcie analizy statystycznej ekspresji powyzszej grupy czastek mikroRNA o okres$lone;j

funkcji biologicznej.
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Rycina 4. Wzgledny poziom ekspresji wybranych mikroRNA (miR-9-5p, miR-21-3p, miR-23a-
3p, MiR-126-3p, mMiR-134-5p i mMiR-296-5p) zwiazanych z wewnatrzkomorkowa regulacja
angiogenezy i metabolizmu komoérek $rodbtonka oraz stanem niedokrwienia tkankowego
analizowany w blaszkach miazdzycowych pozyskanych od pacjentow zrekrutowanych do
badania oraz w niezmienionej miazdzycowo tetnicy. Wyniki zostaly wyrazone w jednostkach

wzglednych [x£SD, *p < 0,05; ***p < 0,001]
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5.2.2. Ocena ekspresji wybranych mikroRNA zwiazanych z regulacja stanu

zapalnego, apoptozy i stresu oksydacyjnego oraz procesu miazdzycowego.

Nastepnym etapem tej analizy byto okre$lenie poziomow ekspresji mikroRNA, dla
ktoérych wykazano na podstawie danych literaturowych petnienie istotnej roli w
regulacji stanu zapalnego, apoptozy i stresu oksydacyjnego oraz procesu
miazdzycowego. Wykazano, ze blaszki miazdzycowe (grupa ,,BLASZKA™) mialy
istotnie podwyzszony poziom ekspresji w stosunku do niezmienionej miazdzycowo
$ciany tetnicy (grupa ,,TETNICA”) nastgpujacych mikroRNA: miR-122-5p (1566%
wzrost, p=0,0001), miR-126-5p (166% wzrost, p=0,002), miR-133b (63% wzrost,
p=0,03) i MmiR-150-5p (62% wzrost, p=0,04). Poziom ekspresji dwoch analizowanych
czastek mikroRNA, tj. miR-146a i miR-155-5p nie roznit si¢ istotnie w puli mikroRNA
wyizolowanego z blaszki miazdzycowej oraz ze §ciany niezmienionej miazdzycowo
tetnicy. Na Ryc. 5 ukazano zbiorczo wyniki uzyskane w trakcie analizy statystycznej

ekspresji powyzszej grupy czastek mikroRNA o okreslonej funkcji biologiczne;.
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Rycina 5. Wzgledny poziom ekspresji wybranych mikroRNA (miR-30b, miR-122-5p, miR-
133b, miR-146a, miR-150-5p i miR-155-5p) zwiagzanych z wewnatrzkomorkows regulacja
stanu zapalnego, apoptozy i stresu oksydacyjnego oraz procesu miazdzycowego, analizowany w
blaszkach miazdzycowych pozyskanych od pacjentow zrekrutowanych do badania oraz w
niezmienionej miazdzycowo tetnicy. Wyniki zostaly wyrazone w jednostkach wzglednych

[x£SD, *p < 0,05; ****p < 0,0001]

5.2.3. Ocena ekspresji wybranych mikroRNA zwigzanych z wewnatrzkomérkowa

regulacja cyklu komérkowego i proliferacji komorek.

Kolejnym etapem tej analizy byto okre§lenie pozioméw ekspresji mikroRNA, dla
ktorych wykazano na podstawie danych literaturowych petnienie istotnej roli w
regulacji procesu angiogenezy oraz regulacji metabolizmu $rodblonka i1 procesu
uogolnionego niedokrwienia tkankowego. Wykazano, ze blaszki miazdzycowe (grupa
»BLASZKA”) miaty istotnie podwyzszony poziom ekspresji w stosunku do
niezmienione] miazdzycowo $ciany tetnicy (grupa ,,TETNICA”) nastepujacych
sekwencji mikroRNA: miR-17-3p (83% wzrost, p=0,0002) i miR-17-5p (38% wzrost,
p=0,01). Wykazano roéwniez, ze blaszki miazdzycowe pozyskane z rozwidlenia tetnic
szyjnych wspdlnych mialy istotnie nizszy poziom ekspresji czastek: miR-27a-5p (57%
redukcji, p=0,0001), miR-34-5p (39% redukcji, p=0,002) i miR-223-3p (15% redukcji,
p=0,03) w stosunku do niezmienionej miazdzycowo $ciany tetnicy. Poziom ekspresji
dwoch czastek: miR-16-5p i miR-200c-5p nie roznit si¢ istotnie w puli mikroRNA
wyizolowanego z blaszki miazdzycowej oraz z niezmienionej miazdzycowo tetnicy. Na
Ryc. 6 ukazano zbiorczo wyniki uzyskane w trakcie analizy statystycznej ekspresji

powyzszej grupy czastek mikroRNA o okreslonej funkcji biologicznej
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Rycina 6. Wzgledny poziom ekspresji wybranych mikroRNA (miR-16-5p, miR-17-3p, miR-17-
5p, miR-27a-5p, MiR-34-5p, miR-200c-5p i miR-223-3p) zwigzanych z wewnatrzkomorkowa
regulacja cyklu komodrkowego 1 proliferacji komorek, analizowany w blaszkach
miazdzycowych pozyskanych od pacjentow zrekrutowanych do badania oraz w niezmienionej
miazdzycowo tetnicy. Wyniki zostaly wyrazone w jednostkach wzglednych [x+SD, *p < 0,05;
****n < 0,0001]

5.3. Ocena osoczowego stezenia wybranych czynnikéw bialkowych uczestniczacych
w metabolizmie tkanki lacznej, w tym w procesach syntezy i degradacji

skladnikéw wloknistych $ciany tetnic.

W celu rozszerzenia i uzupetnienia przeprowadzonych dotychczas badan nt. ekspresji
mikroRNA zwigzanego z wewnatrzkomorkowa regulacja podstawowych procesow
biologicznych w  komorkach krwi obwodowej u pacjentow z istotnym
hemodynamicznie zw¢zeniem tetnicy szyjnej, postanowiono dokona¢ oceny produkcji i
aktywnej sekrecji do krwi obwodowej biatek o charakterze ochronnym dla komorek
srodblonka, reprezentujagcych tzw. grupe czynnikdw  angioprotekcyjnych i
wykazujacych wlasciwosci pro-proliferacyjne i anty-apoptotyczne w komorkach uktadu
krwionosnego. W tej grupie badanych substancji biatkowych znalazty si¢ czynniki
wzrostu: angiopoetyna-1, EGF, FGFa, FGFb, VEGF oraz cytokina IL-6. Rownolegle
oceniono takze stezenia czynnikow biatkowych majacych wplyw na regulacj¢ proceséw
anabolicznych 1 katabolicznych warunkujacych metabolizm tkanki tacznej i jej
patofizjologi¢ w warunkach aktywnego procesu miazdzycowego ustalonego w obrebie
tetnic domoézgowych U pacjentéw zrekrutowanych do badania. W tej grupie badanych

substancji biatkowych znalazly si¢ czynniki wzrostu: BMP-2 i BMP-4, nalezace do
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nadrodziny transformujacych czynnikow wzrostowych TGF-beta, Metaloproteinazy
macierzy (MMP-1 i MMP-3) nalezace do grupy enzymow proteolitycznych a takze
swoisty tkankowy inhibitor metaloproteinaz (TIMP-1) oraz biatko strukturalne $ciany
naczyniowej — Kolagen-1-alfa. Pomiaru st¢zenia dokonano w osoczu krwi obwodowej
pozyskanej przed zabiegiem endarterektomii (grupa ,,przed-CEA”) oraz w osoczu krwi
obwodowej pobranej po 3 miesigcach od usunigcia blaszki miazdzycowej istotnie

zwezajacej tetnice szyjna (grupa ,,post-CEA™).

5.3.1. Ocena stezenia wybranych czynnikow wzrostu i cytokin o wlasciwosciach

angio-protekcyjnych.

Wykazano, ze w osoczu krwi obwodowej pobranej przed zabiegiem operacyjnym
(grupa przed-CEA) jest istotnie obnizony poziom takich czynnikow wzrostu oraz
cytokin jak: EGF (32% redukcji, p=0,05), FGFb (23% redukcji, p=0,05) oraz IL-6 (28%
redukcji, p=0,04) w stosunku do poziomu stg¢zenia ocenionego we krwi obwodowej
pobranej po 3 miesigcach po usunigciu blaszki miazdzycowej (grupa post-CEA).
Osoczowe stezenie angiopoetyny-1, FGFa oraz VEGF nie roznilo si¢ istotnie we krwi
obwodowej zarowno przed zabiegiem usunig¢cia blaszki miazdzycowej ani w 3 miesigce
po zabiegu CEA. Na Ryc. 7 przedstawiono zbiorczo wyniki uzyskane w trakcie analizy
statystycznej poziomu stezen wybranych substancji biologicznie czynnych
obejmujgcych czynniki wzrostu i cytokiny o okreslonej funkcji biologicznej w uktadzie

krwiono$nym, w tym roli ochronnej dla komorek srodbtonka.
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Rycina 7. Detekcja i ocena stezenia wybranych czynnikéw wzrostu (angiopoetyna-1, EGF, FGFa,
FGFb, VEGF) oraz cytokin (IL-6) w osoczu krwi obwodowej pozyskanej od pacjentéw przed
zabiegiem endarterektomii (grupa ,,przed-CEA”) oraz w osoczu krwi obwodowej pobranej po 3
miesigcach od usunigcia blaszki miazdzycowej istotnie zwezajacej tetnice szyjna (grupa ,,post-

CEA”). Wyniki zostaty wyrazone w jednostkach bezwzglednych (pg/mL) [x+SD, *p < 0,05]

5.3.2. Ocena stezenia wybranych czynnikéw bialkowych, w tym enzymow, ktore

zapewniaj integralnos¢ naczyn krwionosnych.

Wykazano, ze w osoczu krwi obwodowej pobranej przed zabiegiem operacyjnym (grupa
przed-CEA) jest istotnie obnizony poziom takich czynnikoéw wzrostu petnigcych istotng
funkcje w rozwoju naczyn krwionosnych jak BMP-2 (13% redukcji, p=0,02) oraz
enzyméw, tj. MMP-1 (30% redukcji, p=0,03) oraz MMP-3 (20% redukcji, p=0,01) w
stosunku do poziomu st¢zenia ocenionego we krwi obwodowej pobranej po 3 miesigcach
po usunigciu blaszki miazdzycowej (grupa post-CEA). Osoczowe stezenie substancji
biologicznie czynnych jak: BMP-4 i TIMP-1 oraz biatka strukturalnego Kolagenu-1-alfa
nie réznito si¢ istotnie we krwi obwodowej zaréwno przed zabiegiem usuni¢cia blaszki

miazdzycowej ani w 3 miesigce po zabiegu CEA. Na Ryc. 8 przedstawiono zbiorczo
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wyniki uzyskane w trakcie analizy poziomu stezen wybranych substancji biologicznie
czynnych obejmujacych czynniki wzrostu, enzymy oraz biatka strukturalne istotne dla

patofizjologii $ciany naczyniowej, W tym w warunkach aktywnego procesu
miazdzycowego.
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Rycina 8. Detekcja i ocena stezenia wybranych czynnikéw biatkowych (BMP-2, BMP-4,
MMP-1, MMP-3, TIMP-1 oraz Kolagen-1-alfa), w tym enzymoéw, ktére zapewniaja
integralno$¢ naczyn krwiono$nych w osoczu krwi obwodowej pozyskanej od pacjentow przed
zabiegiem endarterektomii (grupa ,,przed-CEA”) oraz w osoczu krwi obwodowej pobranej po 3
miesigcach od usunigcia blaszki miazdzycowej istotnie zwezajacej tetnice szyjna (grupa ,,post-

CEA”). Wyniki zostaty wyrazone w jednostkach bezwzglednych (pg/mL) [x+SD, *p < 0,05].
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5.4. Ocena patofizjologicznych mechanizmow ochrony skladnikow $cian naczyn

przed uszkodzeniami oksydacyjnymi

Ostatnim etapem pracy badawczej byto okreslenie poziomu sktadnikoéw systemu obrony
antyoksydacyjnej organizmu przed czynnikami stresu oksydacyjnego, gtownie w
postaci reaktywnych form tlenu. Do tej analizy substancji biologicznie czynnych o
wlasciwosciach antyoksydacyjnych wybrano enzymy wewnatrzkomorkowe, tzw.
antyoksydanty enzymatyczne, tj. katalaze (CAT), dysmutaz¢ ponadtlenkowg (SOD),
peroksydaze glutationowa (GPx), S-transferaze glutationowa (GST) i reduktaze
glutationowa (GR). Dodatkowo, do analiz molekularnych wiaczono takze
niskoczasteczkowe zwigzki organiczne, nazywane ,,wymiataczami” wolnych rodnikow,
tzw. nieenzymatyczne antyoksydanty hydrofilowe, tj. zredukowany glutation (GSH).
Pomiaréw poziomu aktywnosci enzymatycznej oraz oceny stezenia GSH dokonano
oddzielnie w dwoch populacjach komoérkowych pozyskanych z krwi obwodowej w

badanej grupie pacjentow, tj. w erytrocytach i ptytkach krwi.

5.4.1. Parametry obrony antyoksydacyjnej oceniane w erytrocytach krwi

obwodowej u pacjentow z istotnym zwezeniem tetnicy szyjnej

Wykazano, ze w erytrocytach krazacych we krwi obwodowej pobranej przed zabiegiem
operacyjnym (grupa przed-CEA) jest istotnie obnizony poziom aktywno$ci takich
antyoksydantow jak: CAT (27% redukcji, p=0,04) oraz SOD (15% redukcji, p=0,02), a
takze stezenie GSH (13% redukcji, p=0,04), w stosunku do poziomu ocenionego w
erytrocytach we krwi obwodowej pobranej po 3 miesigcach po usunigciu blaszki
miazdzycowej (grupa post-CEA). Wykazano réwniez, ze erytrocyty pozyskane z krwi
obwodowej przed zabiegiem operacyjnym (grupa przed-CEA) miaty istotnie wyzszy
poziom aktywnosci enzymatycznej Reduktazy glutationowej (13% redukcji, p=0,03) w
stosunku do grupy po 3 miesigcach od usunigcia blaszki miazdzycowej (grupa post-
CEA). Ponadto, wustalono, ze poziomy aktywnosci takich antyoksydantow
enzymatycznych jak GST i GPx nie roznity si¢ istotnie w erytrocytach we Kkrwi
obwodowej zar6wno przed zabiegiem usuni¢cia blaszki miazdzycowej ani w 3 miesiagce
po zabiegu CEA, cho¢ w tym ostatnim przypadku zaobserwowano tendencje do wzrostu

stezenia GPx w grupie przed-CEA, jednakze byta ona nieznamienna statystycznie. Na
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Ryc. 9 przedstawiono zbiorczo wyniki uzyskane w trakcie analizy poziomow
wybranych antyoksydantow, obejmujacych enzymatyczne i nieenzymatyczne sktadniki

systemu obrony antyoksydacyjnej w erytrocytach.
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Rycina 9. Ocena aktywno$ci wybranych enzyméw wewnatrzkomorkowych (CAT, SOD, GST,
GPx, GR) oraz stezenia glutationu o wlasciwosciach endogennych antyoksydantow w
erytrocytach krwi obwodowej pozyskanej od pacjentow przed zabiegiem endarterektomii (grupa
»przed-CEA”) oraz pobranej po 3 miesigcach od usuniecia blaszki miazdzycowej istotnie
zwezajace] tetnice szyjng (grupa ,,post-CEA”). Koncowe warto$ci aktywno$ci badanych
enzyméw oraz stezenia glutationu znormalizowano w odniesieniu do stezenia biatka
hemoglobiny dla poszczegdlnych probek. Wyniki zostaly wyrazone jako $rednia = SD. E -
erytrocyty.
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5.4.2. Parametry obrony antyoksydacyjnej oceniane w plytkach krwi obwodowej u

pacjentow z istotnym zwezeniem tetnicy szyjnej.

Wykazano, ze w ptytkach krwi krazacych we krwi obwodowej pobranej przed
zabiegiem operacyjnym (grupa przed-CEA) jest istotnie obnizony poziom aktywnosci
takich antyoksydantow jak: CAT (55% redukcji, p=0,008), SOD (55% redukciji,
p=0,001), Reduktaza (58% redukcji, p=0,0003) oraz GST (48% redukcji, p=0,04) ), a
takze stezenie GSH (48% redukcji, p=0,03), w stosunku do poziomu ocenionego w
ptytkach krwi krazacych we krwi obwodowej pobranej po 3 miesigcach po usunigciu
blaszki miazdzycowej (grupa post-CEA). Ponadto, ustalono, ze poziomy aktywnosci
enzymatycznej GPx nie roznity si¢ istotnie w plytkach krwi pozyskanych z krwi
obwodowej zarowno przed zabiegiem usunigcia blaszki miazdzycowej ani w 3 miesigce
po zabiegu CEA, cho¢ zaobserwowano tendencj¢ do spadku aktywnosci GPx w grupie
przed-CEA, podobnie jak innych badanych antyoksydantéw, jednakze roznica ta bylta
nieznamienna statystycznie. Na Ryc. 10 przedstawiono zbiorczo wyniki uzyskane w
trakcie analizy poziomdéw wybranych antyoksydantow, obejmujacych enzymatyczne i

nieenzymatyczne sktadniki systemu obrony antyoksydacyjnej w ptytkach krwi.
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Rycina 10. Ocena aktywnos$ci wybranych enzymow wewnatrzkomorkowych (CAT, SOD, GST,
GPx, GR) oraz st¢zenia glutationu o wtasciwosciach endogennych antyoksydantow w ptytkach
krwi obwodowej pozyskanej od pacjentow przed zabiegiem endarterektomii (grupa ,,przed-
CEA”) oraz pobranej po 3 miesigcach od usuniecia blaszki miazdzycowej istotnie zwezajacej
tetnice szyjna (grupa ,,post-CEA”). Koncowe wartosci aktywnosci badanych enzyméw oraz
stezenia glutationu znormalizowano w odniesieniu do st¢zenia biatka catkowitego dla

poszczegblnych probek. Wyniki zostaty wyrazone jako $rednia = SD. PL - ptytki krwi.
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6. Dyskusja.

Udar niedokrwienny mézgu wspotwystepuje ze zmianami miazdzycowymi w
tetnicach domozgowych, najczesciej powodujacymi zwezenie poczatkowego odcinka
tetnicy szyjnej wewnetrznej [249]. Zwezenie tetnicy szyjnej wewngtrzne] moze
przebiega¢ w sposdb objawowy obejmujacy réznorodny neurologiczny obraz kliniczny.
Z pisSmiennictwa wiadomo, ze zmiany miazdzycowe w tetnicach szyjnych sa przyczyna
udaru u okoto 40% chorych [250]. Dodatkowo, czgstym objawem neurologicznym sa
przemijajace okresy nhiedokrwienia OUN, tzw. incydenty niedokrwienne TIA (ang.
Transient Ischemic Attacks), ktore czesto przyjmuja wsérod pacjentdow postaé
krotkotrwatej utraty przytomnosci. W praktyce klinicznej rowniez czgsto obserwuje sig¢
brak zwigzku mi¢dzy drozno$cig oraz wielko$cig zwezenia przeciwleglej tetnicy szyjnej
wewnetrznej i nasileniem neurologicznych objawow klinicznych, wynikajacych z
niedokrwienia struktur mozgu. Przyczyna obserwowanych roznic jest wysoce
indywidualna i bardzo czgsto moze wynika¢ ze zmiennej osobniczo wydolnosci
mozgowego krazenia obocznego. Do innych czestych czynnikéw ryzyka,
predysponujacych do udaru niedokrwiennego mézgu, nalezy zaliczy¢ schorzenia ogdlne
jak nadci$nienie tg¢tnicze, wczesniej przebyty zawal serca oraz przewlekta choroba
niedokrwienna serca, a takze cukrzyca i uprzednio przebyty udar moézgu, ktory w
badanej w tym projekcie kohorcie pacjentow wystepowat u 33% chorych. Réwnolegle,
znaczna cze$¢ udardw moze roOwniez wystapi¢ bez objawow ostrzegawczych, co kaze
potozy¢ nacisk na potrzebg starannej obserwacji pacjentow, zwlaszcza w wymienionych
powyzej grupach zwiekszonego ryzyka rozwoju udaru. W tym w grupie chorych ze
zwezeniem tetnicy szyjnej, o charakterze zar6wno objawowym i bezobjawowym [251].

Interesujacy jest fakt, ze czesto$¢ wystgpowania oraz umieralno$¢ na udar
niedokrwienny moézgu aktualnie zmniejsza si¢ stopniowo w krajach wysoko i bardzo
wysoko rozwinigtych. Powszechnie uwaza si¢, Zze przyczyn tej obserwacji nalezy
upatrywa¢ w stosunkowo wczesnym rozpoznawaniu i wilasciwym oraz skutecznym
leczeniu nadcis$nienia tetniczego krwi, zmianie sposobow zywienia i nawykow
zywieniowych oraz ogdlna zmiang stylu zycia na bardziej prozdrowotny, ktory jest
promowany zwlaszcza przez przedstawicieli stuzby zdrowia oraz rozpowszechniany
przez media spotecznosciowe. Wpltyw na to ma takze wczesne wdrazanie leczenia
przeciwkrzepliwego i antyptytkowego w profilaktyce pierwotnej i wtdrnej stanow

niedokrwiennych, zaréwno serca jak i mozgowia. Zadaniem wspotczesnego leczenia
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farmakologicznego jest zmniejszanie postgpu choroby i ochrona przed wystapieniem
udaru mozgu. Wykazano, ze leki przeciwplytkowe zmniejszaja zachorowalnos¢ na udar
moézgu, a statyny majg dzialanie stabilizujgce blaszke miazdzycowsg. Niestety, dynamika
progresji zwezenia tetnicy szyjnej jest nieprzewidywalna, choroba moze postepowac
szybko lub wolno albo utrzymywac si¢ na stabilnym poziomie przez wiele lat. Z tego
powodu weczesne rozpoznanie i monitorowanie oraz leczenie zwezenia tgtnic szyjnych
wewnetrznych ma réwniez istotne znacznie w procesie zapobiegania zaré6wno
przemijajacym incydentom niedokrwiennym jak i dokonanemu udarowi mézgu [252].
Zwegzenia tetnicy szyjnej kwalifikujace si¢ do rewaskularyzacji odpowiadaja za 5-12%
pierwszorazowych przypadkow udarow moézgu [253]. Dowiedziono skuteczno$ci
endarterektomii te¢tnicy szyjnej (CEA) w zapobieganiu udarom moézgu u pacjentow ze
zwezeniem tetnicy szyjnej [250]. Aktualnie, zabieg CEA jest standardowym leczeniem
rewaskularyzacyjnym tetnic szyjnych wewnetrznych w przebiegu miazdzycy [239].
Zabieg ten jest wykonywany u pacjentow z istotnym hemodynamicznie zwe¢zeniem
tetnic powyzej 70%.

Gloéwna przyczyna zwezen tetnic szyjnych jest miazdzyca, ktora stanowi 90%
przypadkdéw zwezenia. Znacznie rzadszymi przyczynami sg procesy zakrzepowe na
podtozu zmian zapalnych, np. réznych postaci zapalenia naczyn o charakterze
vasculitis. Do innych rzadkich przyczyn zaliczy¢ nalezy takze zatory, ktore zwezaja
Swiatto tetnicy od wewnatrz oraz urazy, nowotwory lub powigkszone wezty chtonne
szyl, ktore zwezajg Swiatto naczynia od zewnatrz. Do czynnikow zwigkszajacych
ryzyko zwezenia t¢tnic szyjnych naleza wiek powyzej 60 lat, ple¢ meska, nikotynizm,
alkoholizm, wyst¢powanie nadci$nienia tg¢tniczego, choroby niedokrwiennej serca,
cukrzycy i zaburzen lipidowych, zwtaszcza hipercholesterolemii. Ustalono, ze zmiany
patologiczne tetnic szyjnych najczeSciej rozwijaja si¢ w rozwidleniu tgtnicy szyjnej
wspolnej oraz poczatkowym odcinku tetnicy szyjnej wewnetrznej. Objawy kliniczne
zaburzenia droznosci tgtnicy szyjnej wewnetrznej zaleza od kilku czynnikow, do
ktérych zaliczy¢ nalezy lokalizacje 1 stopien zwezenia oraz szybkos$¢ rozwoju zwe¢zenia.
Zwe¢zenie miazdzycowe moze nastgpowac stopniowo na skutek powolnego wzrostu
blaszek miazdzycowych albo moze by¢ dynamiczne w wyniku krwawienia z
wrzodziejacej blaszki miazdzycowej. Za zwezenie istotne hemodynamicznie w tetnicy
szyjnej wewnetrznej ustalono zwezenie powyzej 70% powierzchni przekroju naczynia
tetniczego, gdyz powoduje ono znaczny spadek przeptywu krwi przez zwe¢zenie oraz
ci$nienia krwi. Jak wspomniano powyzej, uposledzenie drozno$ci tetnicy szyjnej
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wewnetrznej prowadzi do roéznorodnego obrazu klinicznego, mogacego obejmowac
rézne objawy neurologiczne. Jednakze duza grupa osob z istotnym hemodynamicznie
zwezeniem tetnicy szyjnej wewnetrznej nie wykazuje zadnych objawéw niedokrwienia
mozgowia. Ta grupa chorych okreslana jest jako pacjenci z bezobjawowym, istotnym
hemodynamicznie i jednostronnym zwezeniem tetnicy szyjnej wewngtrznej.

Znaczacym problemem w aktualnej praktyce klinicznej jest sytuacja, gdy istotne
hemodynamicznie zwezenie tetnic szyjnych przebiega bez objawow klinicznych. U tej
czesci chorych kliniczny obraz neurologiczny jest najczesciej prawidtowy. Dlatego w
niniejszej pracy postanowiono oceni¢ czy mozna eksperymentalnie okresli¢
molekularne biomarkery istotnego hemodynamicznie zwgzenia tetnic szyjnych
wewnetrznych, ktore moznaby oceniaé w sposob nieinwazyjny za pomocg ich
rutynowej analizy we krwi obwodowej. Ustalenie takich potencjalny markeroéw
biologicznych mogtoby stanowi¢ pomocny parametr diagnostyczny dla lekarzy
kwalifikujacych w os$rodkach zajmujacych si¢ leczeniem rewaskularyzacyjnym choréb
zewnatrzczaszkowych odcinkéw tetnic szyjnych, ktory moze mieé¢ znaczenie dla
wlasciwej kwalifikacji do zabiegu endarterektomii pacjentow z bezobjawowym
zwezeniem tetnicy szyjnej oraz moze przyczyni¢ si¢ dalszego trwalego zmniejszania
ryzyka pacjentow w przypadku niewlasciwej kwalifikacji do CEA. Dodatkowo,
ustalenie panelu biomarkerow moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju narzedzi
diagnostycznych, stuzacych do oceny korzysci terapeutycznych w wybranych punktach
czasowych po przeprowadzonym leczeniu operacyjnym zwezenia tetnic szyjnych.
Wydaje sie, ze okreslenie nowych nieinwazyjnych biomarkeréw, majacych potencjalny
zwigzek z aktywnoS$cig i1 stabilno$cig blaszki miazdzycowej, moze stanowi¢ wktad
specjalistow z innych dziedzin, zajmujacych si¢ ta choroba, co w nastepstwie moze
przynies¢ duze korzySci wszystkim pracownikom opieki zdrowotnej, chirurgom
naczyniowym oraz catemu §wiatowemu spoleczenstwu.

Wsérod  substancji  biologicznie czynnych o charakterze potencjalnych
biomarkerow zakwalifikowano do zbadania w niniejszej pracy doktorskiej 3 grupy
zwigzkéw organicznych, zar6wno o charakterze wewnatrzkomérkowym jak i
zewnatrzkomorkowym: 1) mikroRNA, ii) substancje biatkowe o wlasciwosciach angio-
protekcyjnych oraz regulacyjnych dla metabolizmu $ciany tetnic, oraz iii)
antyoksydanty enzymatyczne 1 nieenzymatyczne. O wyborze powyzszych grup
zwigzkow biologicznych zdecydowaty wczesniejsze badania wtasne grupy badawczej z

Zaktadu Patologii Ogo6lnej PUM w Szczecinie, ktore wykazaly, Zze analiza profilu
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ekspresji wybranych mikroRNA w populacji komorek jadrzastych krazacych we krwi
obwodowej moze mie¢ zwigzek z uogoélnionymi zaburzeniami metabolicznymi i
stanami patologicznymi w badanych organizmach. Uprzednia analiza wybranych
mikroRNA zwigzanych z aktywno$cig biologiczng $rodbtonka naczyniowego i
okreslanych w literaturze jako ,,angio-miRNAs” wykazata, ze poziom ekspresji wielu
czastek badanego mikroRNA byl znamiennie obnizony w komoérkach jadrzastych krwi
obwodowej u pacjentow z endogennym hyperkortyzolizmem, u ktéorych rowniez
stwierdzono podwyzszone st¢zenie endoteliny-1, co wskazywalo na utrwalong
dysfukcje srodbtonka u tych pacjentdw i moglo thumaczyé okreslone istotne zmiany
ekspresji ,,angiogennych mikroRNA” [254]. ,,Angiogenne mikroRNA” okazaty si¢ by¢
rowniez waznymi biomarkerami patologii zwigzanych z zaburzong angiogeneza nie
tylko w grupie dorostych pacjentow zacytowanej powyzej, ale takze w grupie
noworodkow przedwczes$nie urodzonych. I w tym wypadku, poziom ekspresji wielu
czastek ,,angio-miR-6w” byl znamiennie obnizony w komoérkach jadrzastych krwi
pepowinowej pozyskanej zaraz po urodzeniu ,,wcze$niakow” wzgledem poziomow
ekspresji analizowanych w komorkach jadrzastych krwi pepowinowej pozyskanej po
porodzie noworodkéw z cigzy donoszonych prawidlowo. Interesujacy jest fakt, ze w
badanej krwi pepowinowej z grupy ,,wczesniakow” rowniez stezenie 5 na 8 badanych
biatkowych czynnikéw angiogennych bylo istotnie zmniejszone (t. VEGF,
Angiopoetyna-1, PDGF-AA, FGF-alfa i FGF-beta) [255]. Badania te bylty pionierskimi
badaniami w literaturze swiatowej, ktore mogty przyczyni¢ si¢ do lepszego poznania
roli wewnatrzkomorkowych mikroRNA potencjalnie zaangazowanych w kontrolg
angiogenezy u ,,wczesniakow”. W celu zbadania mechanizmow regulujacych proces
zapalny w przewleklych chorobach neurodegeneracyjnych zwiazanych z wiekiem,
zespOl badawczy z PUM przeanalizowal osoczowe poziomy ogoélnoustrojowych
czynnikow pro-zapalnych i ekspresje wybranych wewnatrzkomorkowych mikroRNA,
ktore reguluja szlaki sygnatowe potencjalnie zaangazowane w patogenez¢ dwoch
odmiennych klinicznych postaci zwyrodnienia plamki zottej zwigzanego z wiekiem
(AMD), tj. pro-zapalnej postaci ,,wysigkowe]j” oraz postaci ,,suchej” AMD. W kazdej
subgrupie pacjentow zaobserwowano odmienne profile ekspresji wybranych
mikroRNA, ktore korelowaly ze zmianami pozioméw stezen osoczowych czynnikow
zapalnych [256]. W obszarze analizy zmian ekspresji mikroRNA w przewleklej
chorobie neurologicznej, ktorej objawy sa wynikiem globalnego uszkodzenia

motoneuronéw rdzenia kregowego, tj. stwardnienia zanikowego bocznego (ALS)
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znaczacym sukcesem zespotu badawczego z PUM, bylo pierwszorazowe w §wiecie
zastosowanie analizy ekspresji mikroRNA zwigzanych z metabolizmem migsni (ij.
miRNA-1, miRNA-133a i miRNA-206) oraz angiogenezg i zapaleniem (tj. miRNA-155
i MIRNA-378) w celu oceny uogolnionej odpowiedzi organizmu na poziomie krwi
obwodowej i ptynu mdzgowo-rdzeniowego po przeszczepie komorek macierzystych
jako terapii wspomagajacej u pacjentow z ALS. W tym przypadku réwniez kilka
analizowanych mikroRNA istotnie zmienito poziomy ekspresji w plynie mozgowo-
rdzeniowym i 0soczu po terapeutycznym podaniu komorek macierzystych do kanatu
kregowego pacjentow z przewlekla postacia ALS [257]. Na podstawie wilasnych
wynikéw przedstawionych W powyzszych wczesniejszych publikacjach ustalono, ze
mozliwe jest wykazanie zmiany aktywnos$ci podstawowych mechanizmow
regulacyjnych o charakterze wewnatrz- i zewnatrzkomorkowym, przebiegajacych ze
zmiang ekspresji mikroRNA oraz biatkowych substancji biologicznie czynnych w wielu
stanach patofizjologicznych, jakie sa indukowane przez procesy chorobowe, w tym o
podtozu zapalnym, podobnie jak w miazdzycy.

Cho¢ profil ekspresji mikroRNA oraz profil oksydacyjny w rdéznych
subpopulacjach komoérek krwi byt juz uprzednio przedmiotem badan molekularnych
prowadzonych przez inne zespoty badawcze [258, 259, 260, 261] oraz byly
proponowane jako potencjalne biomarkery dla pierwotnej detekcji [262] i oceny
progresji [263] wybranych chordb, niewiele jest publikacji, w ktorych opisano wyniKki
badan prowadzonych nad potencjalnymi biomarkerami asymptomatycznych pacjentow
z istotnym hemodynamicznie zw¢zeniem tetnicy szyjnej [264, 265, 266, 267, 268]. W
badaniach tych dominuje gléwna rola markeréw biologicznych jako predyktorow
ryzyko wystapienia zdarzen niedokrwiennych mézgu u tych pacjentéw w okresie od 2
do 5 lat. Natomiast wyniki z badan poréwnujacych poziomy ekspresji mikroRNA oraz
substancji biologicznie czynnych przed zabiegiem i po zabiegu udrazniajgcym tetnice
szyjne zwezone istotnie hemodynamicznie w grupie pacjentow asymptomatycznych
najpradopodobniej nie zostaty do chwili obecnej ogloszone na forum nauki §wiatowe;.

Do badania wiaczono 48 pacjentow w wieku 50-75 lat z bezobjawowym
istotnym zwezeniem tetnicy szyjnej wewnetrznej (70-99%) bez klinicznych objawow
procesu niedokrwiennego w osrodkowym uktadzie nerwowym 1 zakwalifikowanych do
zabiegu jednostronnej endarterektomii chirurgicznej na podstawie wyniku badania

USG-Doppler zgodnie z wytycznymi  Europejskiego Towarzystwa Chirurgii
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Naczyniowej (ESVS) do oceny stopnia zwezenia tetnic szyjnych. Stopien zwezenia
oceniano na podstawie badania ultrasonograficznego tetnic szyjnych i krggowych.

Kryteria  wiaczenia  stanowily  nast¢pujgce  parametry  kliniczne i
morfometryczne: 1. wiek miedzy 50 i 75 lat; 2. zwezenie tetnicy szyjnej wewnetrznej
>70% po stronie zakwalifikowanej do zabiegu chirurgicznego i <50% po stronie nie
objetej leczeniem chirurgicznym u pacjentow bez klinicznych objawéw niedokrwienia
mozgu; 3. Brak chordb internistycznych (z wyjatkiem nadci$nienia tetniczego 1 poza
chorobami o charakterze niedokrwiennym w sercu oraz w ukladzie nerwowym
osrodkowym i obwodowym). Wywiad chorobowy dotyczyl przebiegu, okresu trwania
oraz stosowanego leczenia choroby podstawowej zwigzanej ze zwezeniem tetnic
szyjnych oraz innych schorzen towarzyszacych. Szczegdlng uwage poswigcono historii
palenia papieroséw oraz chordb uktadu krazenia (tj. nadci$nienie t¢tnicze, choroby serca
i naczyn obwodowych czy przebyty wezesniej udar mozgu).

U wszystkich osob biorgcych udzial w badaniu dokonano pomiaru takich
parametrow jak WHR, BMI i MAP a takze pobierano krew obwodowa w dwoch
punktach czasowych: i) przed rozpoczgciem interwencji chirurgicznej na t¢tnicy szyjnej
wewngetrznej oraz ii) w 3. miesigcu po zabiegu endarterektomii w celu oceny
parametrow hematologicznych krwi obwodowej oraz odrebnej izolacji komorek
jednojadrzastych, krwinek czerwonych oraz ptytek krwi, ktore poddawano nastepnie
analizie molekularnej odpowiednio w kierunku ekspresji wybranych mikroRNA w
przypadku komorek jednojadrzastych oraz mechanizméw obronnych przeciwko
procesowi stresu oksydacyjnego w przypadku erytrocytow i trombocytow. Ocenie
podlegata ekspresja wybranych mikroRNA zwiazanych z

a) regulacja angiogenezy i1 metabolizmu komorek srodbtonka oraz stanem
niedokrwienia tkankowego (miR-9-5p, miR-21-3p, miR-23a-3p, miR-126-3p, miR-134-
5p i miR-296-5p);

b) regulacjg apoptozy, stanu zapalnego i stresu oksydacyjnego oraz procesu
miazdzycowego (miR-30b, miR-122-5p, miR-133b, miR-146a, miR-150-5p i miR-155-
5p);

¢) regulacjg cyklu komoérkowego i proliferacji komoérek (miR-16-5p, miR-17-3p,
miR-17-5p, miR-27a-5p, miR-34-5p, miR-200c-5p i miR-223-3p).

Izolowane osobno krwinki czerwone oraz plytki krwi poddano réwnolegle
kompleksowej ocenie antyoksydantow enzymatycznych i nieenzymatycznych w

erytrocytach 1 ptytkach krwi obejmujacej: a) aktywnos$¢ reduktazy glutationowej; b)
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aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej; c¢) aktywno$¢ peroksydazy glutationowej, d)
aktywnos$¢ transferazy S-glutationowej, e) aktywnos$¢ katalazy oraz f) stezenie
glutationu zredukowanego.

Natomiast w osoczu pozyskanym od zrekrutowanych do badania pacjentow
analizowano st¢zenie wybranych ludzkich czynnikéw wzrostu zwigzanych z
metabolizmem tkanki, tj. Angiopoetyna-1, BMP-2, BMP-4, EGF, FGF-alfa, FGF-beta i
VEGF, czynnikow zwigzanych z regulacjg aktywno$ci naczyniowej tkanki tgcznej,
takimi jak MMP-1, MMP-3 i TIMP-1 oraz Kolagen-1-alfa, a takze zbadano istotng dla
angiogenezy i regulacji stanu zapalnego cytokine IL-6. Wybrane czynniki mierzono na
poziomie biatka w probkach osocza za pomoca multipleksowych testow
immunologicznych opartych na kulkach fluorescencyjnych.

Na podstawie catoksztaltu uzyskanych wstepnych wynikéw wyciggnigto wnioski:

1) Ekspresja licznych sekwencji mikroRNA regulujacych poziom aktywnosci
transkrypcyjnej wielu genéw w populacji komodrek jednojadrzastych krwi
obwodowej jest istotnie =zalezna od stenozy tetnic szyjnych w okresie
bezobjawowym choroby miazdzycowe;.

2) Asymptomatyczne zwezenie tetnicy szyjnej wewnetrznej jest zwigzane gtownie ze
znamiennym obnizaniem poziomdéw osoczowych czynnikéw angio-protekcyjnych i
regulujacych homeostaz¢ naczyniowej tkanki taczne;.

3) Asymptomatyczne zwezenie tetnicy szyjnej wewnetrznej jest zwigzane gldwnie ze

znamiennym obnizaniem poziomdow aktywnosci enzymow odpowiedzialnych za obrong

antyoksydacyjna w krazacych erytrocytach 1 trombocytach u pacjentow przed
zabiegiem usuni¢cia blaszki miazdzycowe;.

Podsumowujac, zdolno$¢ mikroRNA do regulowania wielu gendéw, swiadczy o
ich zaangazowaniu w skomplikowanej sieci oddziatywan w ludzkim organizmie.
Zrozumienie pelnej roli mikroRNA w funkcjach wewnatrzkomoérkowych oraz
zewnatrzkomorkowych procesach patologicznych, jak rdéwniez zbadanie udziatu
czynnikow modulujacych ich ekspresje stanowi podstawe do poznania etiopatogenezy
chordb i1 rozwoju molekularnej diagnostyki tych chordb zarowno do detekcji jak do
oceny progresji choroby. Ograniczenia finansowe 1 czasowe nie pozwolily niestety na
identyfikacje¢ pelnego szlaku zaleznosci pomiedzy badanymi mikroRNA 1 ich mozliwg
warto$cia predykcyjna w diagnostyce asymptomatycznych zwezen tetnic szyjnych.
Jednak, z cala pewnoscia, uzyskane wyniki inspiruja do kontynuacji rozpoczetych

badan.
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7. Streszczenie w jezyku polskim

Choroby naczyniowo-moézgowe sa wiodgca przyczyng inwalidztwa na $wiecie.
Smiertelno$é z powodu schorzen moézgowo-naczyniowych zajmuje trzecie miejsce po
zaburzeniach sercowo-naczyniowych oraz chorobach nowotworowych. Przyczyna
znaczacej liczby udarow niedokrwiennych w mozgowiu sg zwezenia w tetnicach
przedczaszkowych, najczesciej na podtozu procesu miazdzycowego toczacego si¢
rozwidleniu tetnicy szyjnej wspdlnej 1 w poczatkowym odcinku tetnicy szyjnej
wewnetrznej. Nastepstwem istotnego hemodynamicznie zwezenia tetnicy szyjnej
wewnetrznej sa uogdlnione zaburzenia przeplywu moézgowego udokumentowane w
roznych badaniach obrazowych moézgowia. Réwniez asymptomatyczna stenoza tetnic
szyjnych u osob, u ktorych nigdy wczesniej nie wystepowaty neurologiczne objawy
niedokrwienia tkanki nerwowej nasila ryzyko udaru moézgu. Wykrycie takiej stenozy
stwarza choremu szans¢ na wiaczenie wlasciwego leczenia chirurgicznego i w efekcie
obnizenie ryzyka zawalu tkanki moézgowej. Pomimo mozliwosci zastosowania
nieinwazyjnych badan angio-neurologicznych obrazujacych morfologi¢ zmian
miazdzycowych w $cianach tetnic szyjnych i ich hemodynamiczne efekty przeptywu,
metody te nie pozwalaja oceni¢ metabolicznego efektu wpltywu jednostronnego,
istotnego hemodynamicznie zwezenia tetnicy szyjnej na poziom niewydolnos$ci
krazenia mozgowego, co przektada si¢ na mniejszg aktywno$¢ biologiczng neurondw i
prowadzi do przewleklego pogorszenia funkcji tkanki nerwowej, co oprocz
zwigkszonego ryzyka $miertelnych udaréw, moze np. warunkowa¢ gorsza sprawnos¢
proceséw poznawczych u pacjentdw, zwlaszcza w starszym wieku.

Z tego powodu podejmowane s3 dalsze proby opracowania przesiewowych testow
diagnostycznych, mogacych mie¢ zastosowanie w rutynowej praktyce klinicznej celem
oceny stopnia zaawansowania tkankowych zaburzen metabolicznych w grupie
pacjentdw z bezobjawowym zwezeniem w obrgbie tetnic szyjnych. W ostatnim czasie,
»plynna biopsja” jako innowacyjna metoda stanowi przelom w diagnostyce
nowotworow i rewolucjonizuje dotychczasowe metody badan diagnostycznych. Jest to
nieinwazyjna metoda, ktéra pozwala na wykrywanie biomarkeréw molekularnych, tym
samym, dostarcza wielu informacji o chorobie, jej aktywno$ci oraz stopniu
zaawansowania. Polega na analizie krazacego materialu genetycznego pochodzenia
nowotworowego, wyizolowanego z krwi obwodowej pacjentéw. Pomimo istniejgcych

doniesien wskazujacych na mozliwo$¢ skutecznego zastosowania ,,ptynnej biopsji” do
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diagnostyki nowotwordéw przed pojawieniem si¢ objawow chorobowych, ewentualna
perspektywa zastosowania metody ,,ptynnej biopsji” detekcji choréb innych niz
nowotworowe, rowniez w ich asymptomatycznej fazie, pozostaje niewyjasniona.
Dlatego celem rozprawy bylo ustalenie zmian  ekspresji ~ wybranych
wewnatrzkomoérkowych czynnikow genetycznych w postaci jednoniciowych czasteczek
RNA, tzw. mikroRNA, oraz bialkowych substancji zewnatrzkomoérkowych
rozpuszczonych we krwi u asymptomatycznych pacjentow, u ktorych wykryto istotne
zwezenie tetnicy szyjnej wewnetrznej 1 nastepnie poddano ich jednostronnej
endarterektomii. W takim modelu badawczych mozliwe bylo oszacowanie efektu
wplywu jednostronnego, istotnego hemodynamicznie zwezenia tg¢tnicy szyjnej
wewnetrznej oraz efektu wptywu jednostronnego operacyjnego udroznienia zwe¢zonej
istotnie tetnicy szyjnej wewnetrznej na wybrane genetyczne i metaboliczne czynniki,
mogace postuzy¢ w przysztosci jako swoiste biomarkery wykrywane metoda ,,ptynnej
biopsji” u pacjentdw z asymptomatyczng stenoza tetnic szyjnych.

Przedstawiona dysertacja jest raportem opisujagcym wstepne wyniki badania do ktorego
wlaczono 48 pacjentow z istotnym hemodynamicznie zwe¢zeniem tetnicy szyjnej
wewnetrznej o charakterze bezobjawowym leczonych w Klinice Chirurgii Naczyniowej
1 Angiologii Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie za pomocg zabiegu
endarterektomii. Od wszystkich chorych pobrano krew obwodowsg bezposrednio przed
rozpoczgciem operacji a nastgpnie w trzecim miesigcu po zakonczonym zabiegu
endarterektomii w celu izolacji subpopulacji komorek jednojadrzastych oraz osobno
erytrocytow 1 trombocytow, ktore poddawano szczegdtowe) analizie molekularnej,
obejmujacej: a) poziomy ekspresji wybranych mikroRNA w komorkach
jednojadrzastych krwi; b) poziomy ekspresji tozsamych sekwencji mikroRNA w
pobranych blaszkach miazdzycowych oraz poréwnawczo w niezmienionej
miazdzycowo tetnicy; c) poziomy ekspresji osoczowych czynnikéw biatkowych o
wlasciwosciach angio-protekcyjnych 1 regulujacych homeostaze naczyniowa tkanki
facznej; d) profil aktywnosci enzymatycznej antyoksydantdéw komoérkowych oraz
stezenie glutationu zredukowanego osobno w populacji erytrocytow oraz trombocytow.
Stwierdzono, ze istotne hemodynamicznie zwezenie tetnicy szyjnej wewnetrznej
zwigzane bylo ze znamiennym statycznie wzrostem poziomu ekspresji nastgpujacych
mikroRNA wewnatrzkomérkowych: miR-21-3p, miR-134-5p, miR-296-5p, miR-122-
5p, miR-150-5p, miR-27a-5p, miR-34-5p oraz miR-223-3p. Ponadto, w tej samej grupie
pacjentow zaobserwowano istotne obnizenie poziomu ekspresji nast¢pujacych
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mikroRNA wewnatrzkomérkowych: miR-23a-3p, miR-30b, miR-16-5p. Rownolegle
stwierdzono, ze blaszki miazdzycowe w poroéwnaniu do niezmienionej miazdzycowo
$ciany tetnicy mialy istotnie podwyzszony poziom ekspresji nastepujacych mikroRNA:
miR-9-5p, mMiR-126-3p, miR-134-5p, miR-296-5p, miR-122-5p, miR-126-5p, miR-
133b, miR-150-5p, miR-17-3p, miR-17-5p. Natomiast poziom ekspresji byl znamiennie
statystycznie obnizony w przypadku nast¢pujacych mikroRNA: miR-23a-3p, miR-27a-
5p, miR-34-5p, miR-223-3p.

Analiza ekspresji osoczowych czynnikow angio-protekcyjnych wykazata ze zwezenie
tetnicy szyjnej wewnetrznej zwigzane bylo ze znamiennym statycznie obnizeniem
stezenia w przypadku EGF, FGF-beta oraz BMP-2 i Interleukiny-6. Rowniez stezenie
obu badanych metaloproteinaz (MMP-1 i MMP-3) byto regulowane istotnic w dot u
pacjentow przed operacyjnym usuni¢ciem blaszki miazdzycowej w celu udroznienia
tetnicy szyjnej wewnetrznej. Zaden z osoczowych czynnikéw angio-protekcyjnych nie
wykazywal zwigkszonej ekspresji u pacjentow z istotnym hemodynamicznie
zwezeniem tetnicy szyjnej wewnetrznej

Wykazano takze, ze w erytrocytach krazacych we krwi obwodowej pobranej przed
zabiegiem operacyjnym usuni¢cia blaszki miazdzycowej byt istotnie obnizony poziom
aktywnos$ci takich antyoksydantow jak: CAT i SOD oraz st¢zenie zredukowanego
glutationu. Interesujacy jest fakt, ze poziom aktywnos$ci enzymatycznej reduktazy
glutationowej byl istotnie podwyzszony w erytrocytach u tej grupy pacjentow.
Rownolegle, w ptytkach krwi kragzacych we krwi obwodowej pobranej przed zabiegiem
operacyjnym usuni¢cia blaszki miazdzycowej byl istotnie obnizony poziom aktywnos$ci
takich antyoksydantow jak: CAT, SOD i GSH oraz reduktazy glutationowej a takze
stezenie zredukowanego glutationu. Zaden z enzyméw odpowiedzialnych za obrone
antyoksydacyjna w erytrocytach oraz ptytkach krwi nie wykazywat zwigkszonej
aktywnos$ci enzymatyczne] u pacjentow z istotnym hemodynamicznie zwezeniem

tetnicy szyjnej wewngtrzne;.

Na podstawie catoksztattu uzyskanych wstepnych wynikow wyciagni¢to nastepujace

wnioski:

1) Ekspresja licznych sekwencji mikroRNA regulujacych poziom aktywnosci
transkrypcyjnej wielu gendw w populacji komorek jednojadrzastych krwi
obwodowej jest istotnie zalezna od stenozy tetnic szyjnych w okresie

bezobjawowym choroby miazdzycowe;.

str. 107



2) Asymptomatyczne zwe¢zenie t¢tnicy szyjnej wewngtrznej jest zwigzane gldwnie ze
znamiennym obnizaniem poziomow osoczowych czynnikoéw angio-protekcyjnych i

regulujgcych homeostazg naczyniowej tkanki taczne;.

3) Asymptomatyczne zwezenie tetnicy szyjnej wewngtrznej jest zwigzane glownie ze
znamiennym obnizaniem poziomoéw aktywnosci enzymow odpowiedzialnych za
obrong antyoksydacyjng w krazacych erytrocytach i1 trombocytach u pacjentow przed

zabiegiem usunigcia blaszki miazdzycowe;.

4) Wyniki badan wskazuja, Ze istotna stenoza tg¢tnicy szyjnej wewnetrznej jako
gléwnego zrodla krwi dla tkanki mézgowej moze indukowaé okre§lone zmiany
transkryptomu i metabolomu w subpopulacjach komoérek krwi oraz w osoczu krwi
krazacej u pacjentow asymptomatycznych, co moze przyczyni¢ si¢ w przysztosci do
rozwoju nieinwazyjnych metod diagnostycznych opartych na ,,ptynnej biopsji” z

krwi w tej wybranej grupie pacjentow.
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8. Streszczenie w jezyku angielskim

Cerebrovascular diseases are the leading cause of disability worldwide. Mortality due to
cerebrovascular diseases ranks third after cardiovascular disorders and cancer. The
cause of a significant number of ischemic strokes in the brain are stenoses in the
precranial arteries, most often due to the atherosclerotic process occurring in the
bifurcation of the common carotid artery and in the the internal carotid artery. The
consequence of hemodynamically significant stenosis of the internal carotid artery is a
disturbance of cerebral blood flow documented due to various imaging studies of the
brain. Also, asymptomatic carotid artery stenosis in people who previously have never
experienced neurological symptoms of nervous tissue ischemia increases the risk of
stroke. Detection of such stenosis gives the patient a chance to start appropriate surgical
treatment and, as a result, reduce the risk of cerebral infarction. Despite the possibility
of wusing non-invasive angio-neurological exams showing the morphology of
atherosclerotic lesions in the walls of the carotid arteries and their hemodynamic flow
effects, these methods do not allow to assess the metabolic effect of unilateral,
hemodynamically significant carotid stenosis on the level of cerebral circulatory
insufficiency, which is based on the lower biological activity of neurons and leads to
chronic deterioration of the function of the nervous tissue, which, in addition to the
increased risk of fatal strokes, may, for example, determine the worse efficiency of
cognitive processes in patients, especially elderly people.

For this reason, further attempts are made to develop screening diagnostic tests that may
be used in routine clinical practice to assess the severity of tissue metabolic disorders in
the group of patients with asymptomatic carotid stenosis. Recently, the "liquid biopsy"
as an innovative method is a breakthrough in the diagnosis of cancer and revolutionizes
the existing methods of diagnostic tests. It is a non-invasive method that allows the
detection of molecular biomarkers, thus providing a lot of information about the
disease, its activity and stage. It consists in the analysis of circulating genetic material
of neoplastic origin, isolated from the peripheral blood of patients. Despite the existing
reports indicating the possibility of effective use of "liquid biopsy" for the diagnosis of
cancer before the appearance of symptoms, the possible prospect of using the "liquid
biopsy" method for detecting diseases other than cancer, also in their asymptomatic

phase, remains unexplained.
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Therefore, the aim of this doctoral thesis was to determine the changes in the expression
of selected intracellular genetic factors in the form of single-stranded RNA molecules,
the so-called microRNAs, and protein extracellular substances dissolved in the blood of
asymptomatic patients, who were diagnosed with the significant stenosis of the internal
carotid artery and subsequently underwent unilateral endarterectomy. In this research
model, it was possible to estimate the effect of unilateral, hemodynamically significant
stenosis of the internal carotid artery and the effect of unilateral surgical elimination of
stenotic internal carotid artery on selected genetic and metabolic factors that could be
used in the future as specific biomarkers detected by "liquid biopsy" in patients with
asymptomatic carotid stenosis.

The presented doctoral thesis is an initial report describing the preliminary results of the
study, which included 48 patients with hemodynamically significant, asymptomatic
stenosis of the internal carotid artery, treated by endarterectomy at the Department of
Vascular Surgery and Angiology of the Pomeranian Medical University in Szczecin.
Peripheral blood was collected from all patients immediately before the operation and
then in the third month after endarterectomy in order to isolate mononuclear cell
subpopulation as well as erythrocytes and thrombocytes, which were subjected to
detailed molecular analysis, including: a) expression of selected microRNAs in blood
mononuclear cells; b) expression of microRNA sequences in the collected
atherosclerotic plagues and comparatively in the unaffected normal artery; c) expression
of plasma proteins with angio-protective properties and regulating homeostasis of
vascular connective tissue; d) the enzymatic activity of cellular antioxidants and the
concentration of reduced glutathione separately in the population of erythrocytes and
thrombocytes.

It was found that hemodynamically significant stenosis of the internal carotid artery was
associated with a statistically significant increase in the expression level of the
following intracellular microRNAs: miR-21-3p, miR-134-5p, miR-296-5p, miR-122-5p,
miR-150-5p , miR-27a-5p, miR-34-5p and miR-223-3p. In addition, in the same group
of patients, a significant reduction in the expression level of the following intracellular
microRNAs was observed: miR-23a-3p, miR-30b, miR-16-5p. At the same time, it was
found that atherosclerotic plaques, compared to the normal healthy arterial wall, had a
significantly increased expression levels of the following microRNAs: miR-9-5p, miR-
126-3p, miR-134-5p, miR-296-5p, miR-122-5p , miR-126-5p, miR-133b, miR-150-5p,
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miR-17-3p, miR-17-5p. However, the level of expression was significantly reduced for
the following microRNAs: miR-23a-3p, miR-27a-5p, miR-34-5p, miR-223-3p.

The analysis of the expression of angioprotective factors in blood plasma showed that
the stenosis of the internal carotid artery was associated with a statistically significant
decrease in the concentration of EGF, FGF-beta, BMP-2 and Interleukin-6. Also, the
concentration of both tested metalloproteinases (MMP-1 and MMP-3) was significantly
downregulated in patients before surgical removal of the atherosclerotic plague. None
of the angioprotective factors showed increased expression in patients with

hemodynamically significant stenosis of the internal carotid artery.

It was also shown that in the erythrocytes circulating in the peripheral blood collected
before the surgical removal of the atherosclerotic plaque, the level of activity of such
antioxidants as CAT and SOD, as well as the concentration of reduced glutathione, was
significantly reduced. Interestingly, the level of enzymatic activity of glutathione
reductase was significantly elevated in erythrocytes from this group of patients. At the
same time, in the platelets circulating in the peripheral blood collected before the
surgery to remove the atherosclerotic plague, there was a significantly reduced level of
activity of such antioxidants as: CAT, SOD and GSH, as well as glutathione reductase,
as well as the concentration of reduced glutathione. None of the enzymes responsible
for antioxidant defense in erythrocytes and platelets showed increased enzyme activity

in patients with hemodynamically significant stenosis of the internal carotid artery.

Based on all these preliminary results, the following conclusions were drawn:

1) The expression of several microRNA sequences regulating the transcriptional activity
of many genes in the population of peripheral blood mononuclear cells is
significantly dependent on carotid artery stenosis in the asymptomatic period of

atherosclerotic disease.
2) Asymptomatic stenosis of the internal carotid artery is mainly associated with a

significant decrease in plasma levels of angioprotective factors, and those, which

regulate the homeostasis of the vascular connective tissue.
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3) Asymptomatic stenosis of the internal carotid artery is mainly associated with a
significant decrease in the activity of enzymes responsible for antioxidant defense in
circulating erythrocytes and thrombocytes in patients before the procedure of

surgical removal of atherosclerotic plaque.

4) The results of the study indicate that significant stenosis of the internal carotid artery
as the main source of blood for brain tissue may induce specific transcriptome and
metabolome changes in circulating blood cell subpopulations and in blood plasma of
asymptomatic patients that may contribute in the future to the development of non-
invasive diagnostic methods based on ‘'liquid biopsy' of blood in this selected group

of patients.

str. 112



9. Bibliografia

2.1 Mikro RNA.

1.

10.

11.

12.

13.

Haase, A. D. et al. TRBP, a regulator of cellular PKR and HIV-1 virus
expression, interacts with Dicer and functions in RNA silencing. EMBO Rep 6,
961-967 (2005).

Cheloufi, S., Dos Santos, C. O., Chong, M. M. W. & Hannon, G. J. A dicer-
independent miRNA biogenesis pathway that requires Ago catalysis. Nature 465,
584-589 (2010).

Hansen, T. B. et al. Argonaute-associated short introns are a novel class of gene
regulators. Nat Commun 7, (2016).

Berezikov, E., Chung, W. J., Willis, J., Cuppen, E. & Lai, E. C. Mammalian
Mirtron Genes. Mol Cell 28, 328-336 (2007).

Okamura, K., Hagen, J. W., Duan, H., Tyler, D. M. & Lai, E. C. The Mirtron
Pathway Generates microRNA-Class Regulatory RNAs in Drosophila. Cell 130,
89-100 (2007).

Lund, E., Giittinger, S., Calado, A., Dahlberg, J. E. & Kutay, U. Nuclear Export
of MicroRNA Precursors. Science (1979) 303, 95-98 (2004).

Knight, S. W. & Bass, B. L. A role for the RNase |1l enzyme DCR-1 in RNA
interference and germ line development in Caenorhabditis elegans. Science
(1979) 293, 2269-2271 (2001).

Grishok, A. et al. Genes and mechanisms related to RNA interference regulate
expression of the small temporal RNAs that control C. elegans developmental
timing. Cell 106, 23-34 (2001).

Bernstein, E., Caudy, A. A., Hammond, S. M. & Hannon, G. J. Role for a
bidentate ribonuclease in the initiation step of RNA interference. Nature 4009,
363-366 (2001).

MacRae, 1. J., Ma, E., Zhou, M., Robinson, C. V. & Doudna, J. A. In vitro
reconstitution of the human RISC-loading complex. Proc Natl Acad Sci U S A
105, 512-517 (2008).

Chendrimada, T. P. et al. TRBP recruits the Dicer complex to Ago2 for
microRNA processing and gene silencing. Nature 436, 740-744 (2005).

Zampetaki, A. et al. Plasma MicroRNA profiling reveals loss of endothelial
MiR-126 and other MicroRNAs in type 2 diabetes. Circ Res 107, 810-817
(2010).

lorio, M. V. & Croce, C. M. MicroRNA dysregulation in cancer: Diagnostics,
monitoring and therapeutics. A comprehensive review. EMBO Mol Med 4, 143—
159 (2012).

str. 113



14.

15.

16.

Novak, J., Kruzliak, P., Bienertova-Vaskii, J., Slaby, O. & Novak, M.
MicroRNA-206: A promising theranostic marker. Theranostics 4, 119-133
(2014).

Friedman, R. C., Farh, K. K. H., Burge, C. B. & Bartel, D. P. Most mammalian
MRNASs are conserved targets of microRNAs. Genome Res 19, 92 (2009).

Catalanotto, C., Cogoni, C. & Zardo, G. MicroRNA in control of gene
expression: An overview of nuclear functions. International Journal of
Molecular Sciences vol. 17 Preprint at https://doi.org/10.3390/ijjms17101712
(2016).

2.1.2 Biogeneza.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Meijer, H. A. et al. Translational repression and elF4A2 activity are critical for
microRNA-mediated gene regulation. Science (1979) 340, 82-85 (2013).

Hock, J. et al. Proteomic and functional analysis of Argonaute-containing
MRNA-protein complexes in human cells. EMBO Rep 8, 10521060 (2007).

Fabian, M. R. & Sonenberg, N. The mechanics of miRNA-mediated gene
silencing: A look under the hood of miRISC. Nat Struct Mol Biol 19, 586-593
(2012).

Liu, J. et al. Argonaute? is the catalytic engine of mammalian RNAI. Science
(1979) 305, 1437-1441 (2004).

Meister, G. et al. Identification of novel argonaute-associated proteins. Current
Biology 15, 2149-2155 (2005).

Chi, S. W., Hannon, G. J. & Darnell, R. B. An alternative mode of microRNA
target recognition. Nat Struct Mol Biol 19, 321-327 (2012).

Lee, I. et al. New class of microRNA targets containing simultaneous 5-UTR
and 3'-UTR interaction sites. Genome Res 19, 1175-1183 (2009).

Forman, J. J. & Coller, H. A. The code within the code: MicroRNAs target
coding regions. Cell Cycle 9, 1533-1541 (2010).

Lytle, J. R., Yario, T. A. & Steitz, J. A. Target mRNAs are repressed as
efficiently by microRNA-binding sites in the 5’ UTR as in the 3' UTR. Proc Natl
Acad Sci U S A 104, 9667-9672 (2007).

Bartel, D. P. MicroRNAs: Target Recognition and Regulatory Functions. Cell
136, 215-233 (2009).

Haase, A. D. et al. TRBP, a regulator of cellular PKR and HIV-1 virus
expression, interacts with Dicer and functions in RNA silencing. EMBO Rep 6,
961-967 (2005).

str. 114



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Meister, G. & Tuschl, T. Mechanisms of gene silencing by double-stranded
RNA. Nature 431, 343-349 (2004).

Cheloufi, S., Dos Santos, C. O., Chong, M. M. W. & Hannon, G. J. A dicer-
independent miRNA biogenesis pathway that requires Ago catalysis. Nature 465,
584-589 (2010).

Hansen, T. B. et al. Argonaute-associated short introns are a novel class of gene
regulators. Nat Commun 7, (2016).

Berezikov, E., Chung, W. J., Willis, J., Cuppen, E. & Lai, E. C. Mammalian
Mirtron Genes. Mol Cell 28, 328-336 (2007).

Okamura, K., Hagen, J. W., Duan, H., Tyler, D. M. & Lai, E. C. The Mirtron
Pathway Generates microRNA-Class Regulatory RNAs in Drosophila. Cell 130,
89-100 (2007).

Lund, E., Giittinger, S., Calado, A., Dahlberg, J. E. & Kutay, U. Nuclear Export
of MicroRNA Precursors. Science (1979) 303, 95-98 (2004).

Grishok, A. et al. Genes and mechanisms related to RNA interference regulate
expression of the small temporal RNAs that control C. elegans developmental
timing. Cell 106, 23-34 (2001).

Knight, S. W. & Bass, B. L. A role for the RNase |1l enzyme DCR-1 in RNA
interference and germ line development in Caenorhabditis elegans. Science
(1979) 293, 2269-2271 (2001).

Bernstein, E., Caudy, A. A., Hammond, S. M. & Hannon, G. J. Role for a
bidentate ribonuclease in the initiation step of RNA interference. Nature 4009,
363-366 (2001).

MacRae, 1. J., Ma, E., Zhou, M., Robinson, C. V. & Doudna, J. A. In vitro
reconstitution of the human RISC-loading complex. Proc Natl Acad Sci U S A
105, 512-517 (2008).

Chendrimada, T. P. et al. TRBP recruits the Dicer complex to Ago2 for
microRNA processing and gene silencing. Nature 436, 740-744 (2005).

Zampetaki, A. et al. Plasma MicroRNA profiling reveals loss of endothelial
MiR-126 and other MicroRNAs in type 2 diabetes. Circ Res 107, 810-817
(2010).

lorio, M. V. & Croce, C. M. MicroRNA dysregulation in cancer: Diagnostics,
monitoring and therapeutics. A comprehensive review. EMBO Mol Med 4, 143—
159 (2012).

Novak, J., Kruzliak, P., Bienertova-Vaskii, J., Slaby, O. & Novak, M.
MicroRNA-206: A promising theranostic marker. Theranostics 4, 119-133
(2014).

Friedman, R. C., Farh, K. K. H., Burge, C. B. & Bartel, D. P. Most mammalian
MRNAs are conserved targets of microRNAs. Genome Res 19, 92-105 (2009).

str. 115



43.  Catalanotto, C., Cogoni, C. & Zardo, G. MicroRNA in Control of Gene
Expression: An Overview of Nuclear Functions. Int J Mol Sci 17, (2016).

2.1.4. Funkcje biologiczne wybranych miRNA i ich aktywno$¢ regulacyjna w

organizmie czlowieka

44, Wu, Y. Z. et al. The miR-223/nuclear factor I-A axis regulates inflammation and
cellular functions in intestinal tissues with necrotizing enterocolitis. FEBS Open
Bio 11, 1907 (2021).

45, Xi, L., Zhang, Y., Kong, S. & Liang, W. miR-34 inhibits growth and promotes
apoptosis of osteosarcoma in nude mice through targetly regulating TGIF2
expression. Biosci Rep 38, (2018).

46.  Cordova-Rivas, S. et al. 5p and 3p Strands of miR-34 Family Members Have
Differential Effects in Cell Proliferation, Migration, and Invasion in Cervical
Cancer Cells. Int J Mol Sci 20, (2019).

47.  Wang, H. et al. MiR-223 regulates autophagy associated with cisplatin
resistance by targeting FBXW?7 in human non-small cell lung cancer. Cancer
Cell Int 20, (2020).

48.  Jiao, P. et al. miR-223: An Effective Regulator of Immune Cell Differentiation
and Inflammation. Int J Biol Sci 17, 2308 (2021).

49.  Lozano-Velasco, E., Galiano-Torres, J., Jodar-Garcia, A., Aranega, A. E. &
Franco, D. miR-27 and miR-125 Distinctly Regulate Muscle-Enriched
Transcription Factors in Cardiac and Skeletal Myocytes. Biomed Res Int 2015,
(2015).

50.  Sweat, Y. et al. miR-17 acts as a tumor suppressor by negatively regulating the
miR-17-92 cluster. Mol Ther Nucleic Acids 26, 1148 (2021).

51. Du, K. Y., Qadir, J.,, Yang, B. B., Yee, A. J. & Yang, W. Tracking miR-17-5p
Levels following Expression of Seven Reported Target mMRNAs. Cancers
(Basel) 14, (2022).

52.  Xiong, B., Nie, Y., Yu, Y., Wang, S. & Zuo, X. Reduced miR-16 levels are
associated with VEGF upregulation in high-risk myelodysplastic syndromes. J
Cancer 12, 1967 (2021).

53.  Tang, X. et al. miR-126 Controls the Apoptosis and Proliferation of Immature
Porcine Sertoli Cells by Targeting the PIK3R2 Gene through the PISK/AKT
Signaling Pathway. Animals (Basel) 11, (2021).

54. Meng, Y. C. et al. miR-122 Exerts Inhibitory Effects on Osteoblast
Proliferation/Differentiation in Osteoporosis by Activating the PCP4-Mediated
JNK Pathway. Mol Ther Nucleic Acids 20, 345 (2020).

str. 116



55.

56.

S7.

58.

Guess, M. G., Barthel, K. K. B., Harrison, B. C. & Leinwand, L. A. miR-30
Family microRNAs Regulate Myogenic Differentiation and Provide Negative
Feedback on the microRNA Pathway. PLoS One 10, (2015).

He, Z. et al. miR-296 inhibits the metastasis and epithelial-mesenchymal
transition of colorectal cancer by targeting S100A4. BMC Cancer 17, (2017).

Di, Y., Zhang, D., Hu, T. & Li, D. miR-23 regulate the pathogenesis of patients
with coronary artery disease. Int J Clin Exp Med 8, 11759 (2015).

Jin, H. et al. Local Delivery of miR-21 Stabilizes Fibrous Caps in Vulnerable
Atherosclerotic Lesions. Molecular Therapy 26, 1040 (2018).

2.2.1 Apoptoza.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Li, L. Y., Luo, X. & Wang, X. Endonuclease G is an apoptotic DNase when
released from mitochondria. Nature 412, 95-99 (2001).

Genetic control of programmed cell death in the nematode Caenorhabditis
elegans - PubMed. https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/10197583/.

Paweletz, N. Walther Flemming: pioneer of mitosis research. Nat Rev Mol Cell
Biol 2, 7275 (2001).

Fadok, V. A., De Cathelineau, A., Daleke, D. L., Henson, P. M. & Bratton, D. L.
Loss of phospholipid asymmetry and surface exposure of phosphatidylserine is
required for phagocytosis of apoptotic cells by macrophages and fibroblasts. J
Biol Chem 276, 1071-1077 (2001).

Mandal, D., Mazumder, A., Das, P., Kundu, M. & Basu, J. Fas-, caspase 8-, and
caspase 3-dependent signaling regulates the activity of the aminophospholipid
translocase and phosphatidylserine externalization in human erythrocytes. J Biol
Chem 280, 3946039467 (2005).

Ferraro-Peyret, C., Quemeneur, L., Flacher, M., Revillard, J.-P. & Genestier, L.
Caspase-independent phosphatidylserine exposure during apoptosis of primary T
lymphocytes. J Immunol 169, 4805-4810 (2002).

Bratton, D. L. et al. Appearance of phosphatidylserine on apoptotic cells requires
calcium-mediated nonspecific flip-flop and is enhanced by loss of the
aminophospholipid translocase. J Biol Chem 272, 26159-26165 (1997).

Kothakota, S. et al. Caspase-3-generated fragment of gelsolin: effector of
morphological change in apoptosis. Science 278, 294-298 (1997).

Slee, E. A., Adrain, C. & Martin, S. J. Executioner caspase-3, -6, and -7 perform
distinct, non-redundant roles during the demolition phase of apoptosis. J Biol
Chem 276, 7320-7326 (2001).

Aven, a novel inhibitor of caspase activation, binds Bcl-xL and Apaf-1 -
PubMed. https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/10949025/.

str. 117



69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

Meyer, N., Kim, S. S. & Penn, L. Z. The Oscar-worthy role of Myc in apoptosis.
Semin Cancer Biol 16, 275-287 (2006).

Oda, E. et al. Noxa, a BH3-only member of the Bcl-2 family and candidate
mediator of p53-induced apoptosis. Science 288, 1053-1058 (2000).

Liu, F. T., Newland, A. C. & Jia, L. Bax conformational change is a crucial step
for PUMA-mediated apoptosis in human leukemia. Biochem Biophys Res
Commun 310, 956-962 (2003).

Newmeyer, D. D. et al. Bcl-xL does not inhibit the function of Apaf-1. Cell
Death Differ 7, 402-407 (2000).

Yang, E. et al. Bad, a heterodimeric partner for Bcl-XL and Bcl-2, displaces Bax
and promotes cell death. Cell 80, 285-291 (1995).

Zha, J., Harada, H., Yang, E., Jockel, J. & Korsmeyer, S. J. Serine
phosphorylation of death agonist BAD in response to survival factor results in
binding to 14-3-3 not BCL-X(L). Cell 87, 619-628 (1996).

Esposti, M. D. The roles of Bid. Apoptosis 7, 433—440 (2002).

Li, H., Zhu, H., Xu, C. J. & Yuan, J. Cleavage of BID by caspase 8 mediates the
mitochondrial damage in the Fas pathway of apoptosis. Cell 94, 491-501 (1998).

Schuler, M. & Green, D. R. Mechanisms of p53-dependent apoptosis. Biochem
Soc Trans 29, 684 (2001).

Cory, S. & Adams, J. M. The Bcl2 family: regulators of the cellular life-or-death
switch. Nat Rev Cancer 2, 647-656 (2002).

Enari, M. et al. A caspase-activated DNase that degrades DNA during apoptosis,
and its inhibitor ICAD. Nature 391, 43-50 (1998).

Susin, S. A. et al. Two distinct pathways leading to nuclear apoptosis. J Exp Med
192, 571-579 (2000).

Joza, N. et al. Essential role of the mitochondrial apoptosis-inducing factor in
programmed cell death. Nature 410, 549-554 (2001).

Ekert, P. G. & Vaux, D. L. The mitochondrial death squad: hardened killers or
innocent bystanders? Curr Opin Cell Biol 17, 626-630 (2005).

Schimmer, A. D. Inhibitor of apoptosis proteins: translating basic knowledge into
clinical practice. Cancer Res 64, 71837190 (2004).

van Loo, G. et al. The serine protease Omi/HtrA2 is released from mitochondria
during apoptosis. Omi interacts with caspase-inhibitor XIAP and induces
enhanced caspase activity. Cell Death Differ 9, 2026 (2002).

Hill, M. M., Adrain, C., Duriez, P. J., Creagh, E. M. & Martin, S. J. Analysis of
the composition, assembly kinetics and activity of native Apaf-1 apoptosomes.
EMBO J 23, 2134-2145 (2004).

str. 118



86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

Chinnaiyan, A. M. The apoptosome: heart and soul of the cell death machine.
Neoplasia 1, 5-15 (1999).

Du, C., Fang, M., Li, Y., Li, L. & Wang, X. Smac, a mitochondrial protein that
promotes cytochrome c-dependent caspase activation by eliminating IAP
inhibition. Cell 102, 33-42 (2000).

Saelens, X. et al. Toxic proteins released from mitochondria in cell death.
Oncogene 23, 2861-2874 (2004).

Lieberman, J. & Fan, Z. Nuclear war: The granzyme A-bomb. Curr Opin
Immunol 15, 553-559 (2003).

Fan, Z., Beresford, P. J., Oh, D. Y., Zhang, D. & Lieberman, J. Tumor suppressor
NM23-H1 is a granzyme A-activated DNase during CTL-mediated apoptosis,
and the nucleosome assembly protein set is its inhibitor. Cell 112, 659-672
(2003).

Devadas, S. et al. Granzyme B is critical for T cell receptor-induced cell death of
type 2 helper T cells. Immunity 25, 237-247 (2006).

Goping, I. S. et al. Granzyme B-induced apoptosis requires both direct caspase
activation and relief of caspase inhibition. Immunity 18, 355-365 (2003).

Russell, J. H. & Ley, T. J. Lymphocyte-mediated cytotoxicity. Annu Rev
Immunol 20, 323-370 (2002).

Barry, M. & Bleackley, R. C. Cytotoxic T lymphocytes: all roads lead to death.
Nat Rev Immunol 2, 401409 (2002).

Sakahira, H., Enari, M. & Nagata, S. Cleavage of CAD inhibitor in CAD
activation and DNA degradation during apoptosis. Nature 391, 96-99 (1998).

Trapani, J. A. & Smyth, M. J. Functional significance of the perforin/granzyme
cell death pathway. Nat Rev Immunol 2, 735-747 (2002).

Brunner, T. et al. Fas (CD95/Apo-1) ligand regulation in T cell homeostasis, cell-
mediated cytotoxicity and immune pathology. Semin Immunol 15, 167-176
(2003).

Martinvalet, D., Zhu, P. & Lieberman, J. Granzyme A induces caspase-
independent mitochondrial damage, a required first step for apoptosis. Immunity
22, 355-370 (2005).

Igney, F. H. & Krammer, P. H. Death and anti-death: tumour resistance to
apoptosis. Nat Rev Cancer 2, 277-288 (2002).

Zeiss, C. J. The apoptosis-necrosis continuum: insights from genetically altered
mice. Vet Pathol 40, 481-495 (2003).

Hirsch, T. et al. The apoptosis-necrosis paradox. Apoptogenic proteases activated
after mitochondrial permeability transition determine the mode of cell death.
Oncogene 15, 1573-1581 (1997).

str. 119



102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

Norbury, C. J. & Hickson, I. D. Cellular responses to DNA damage. Annu Rev
Pharmacol Toxicol 41, 367401 (2001).

Debnath, J., Baehrecke, E. H. & Kroemer, G. Does autophagy contribute to cell
death? Autophagy 1, 6674 (2005).

Sperandio, S., De Belle, I. & Bredesen, D. E. An alternative, nonapoptotic form
of programmed cell death. Proc Natl Acad Sci U S A 97, 1437614381 (2000).

Papucci, L. et al. Apoptosis shifts to necrosis via intermediate types of cell death
by a mechanism depending on c-myc and bcl-2 expression. Cell Tissue Res 316,
197-209 (2004).

Kerr, J. F. R., Wyllie, A. H. & Currie, A. R. Apoptosis: A Basic Biological
Phenomenon with Wide-ranging Implications in Tissue Kinetics. Br J Cancer 26,
239 (1972).

Apoptosis: A Review of Programmed Cell Death - PMC.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2117903/.

Elmore, S. Apoptosis: A Review of Programmed Cell Death. Toxicol Pathol 35,
495 (2007).

2.2.2 Stan zapalny

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

Medzhitov, R. Inflammation 2010: new adventures of an old flame. Cell 140,
771-776 (2010).

Hendrayani, S. F., Al-Harbi, B., Al-Ansari, M. M., Silva, G. & Aboussekhra, A.
The inflammatory/cancer-related IL-6/STAT3/NF-«xB positive feedback loop
includes AUF1 and maintains the active state of breast myofibroblasts.
Oncotarget 7, 41974-41985 (2016).

Boengler, K., Hilfiker-Kleiner, D., Drexler, H., Heusch, G. & Schulz, R. The
myocardial JAK/STAT pathway: from protection to failure. Pharmacol Ther 120,
172-185 (2008).

O’Shea, J. J. et al. The JAK-STAT pathway: impact on human disease and
therapeutic intervention. Annu Rev Med 66, 311-328 (2015).

Raingeaud, J., Whitmarsh, A. J., Barrett, T., Dérijard, B. & Davis, R. J. MKK3-
and MKKG6-regulated gene expression is mediated by the p38 mitogen-activated
protein kinase signal transduction pathway. Mol Cell Biol 16, 1247-1255 (1996).

Sabio, G. & Davis, R. J. TNF and MAP kinase signalling pathways. Semin
Immunol 26, 237-245 (2014).

Dhillon, A. S., Hagan, S., Rath, O. & Kolch, W. MAP kinase signalling pathways
in cancer. Oncogene 26, 3279-3290 (2007).

str. 120



116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.
125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

Kim, E. K. & Choi, E. J. Pathological roles of MAPK signaling pathways in
human diseases. Biochim Biophys Acta 1802, 396-405 (2010).

Pearson, G. et al. Mitogen-activated protein (MAP) kinase pathways: regulation
and physiological functions. Endocr Rev 22, 153-183 (2001).

Kaminska, B. MAPK signalling pathways as molecular targets for anti-
inflammatory therapy--from molecular mechanisms to therapeutic benefits.
Biochim Biophys Acta 1754, 253-262 (2005).

Hayden, M. S. & Ghosh, S. NF-«xB, the first quarter-century: remarkable progress
and outstanding questions. Genes Dev 26, 203-234 (2012).

Kadhim, H. et al. Inflammatory cytokines in the pathogenesis of periventricular
leukomalacia. Neurology 56, 1278-1284 (2001).

Basak, S. et al. A fourth IkappaB protein within the NF-kappaB signaling
module. Cell 128, 369-381 (2007).

Pasparakis, M., Luedde, T. & Schmidt-Supprian, M. Dissection of the NF-
kappaB signalling cascade in transgenic and knockout mice. Cell Death Differ
13, 861-872 (2006).

Hoffmann, A., Natoli, G. & Ghosh, G. Transcriptional regulation via the NF-
kappaB signaling module. Oncogene 25, 6706-6716 (2006).

Moynagh, P. N. The NF-kappaB pathway. J Cell Sci 118, 4589-4592 (2005).

Girard, S. et al. Role of perinatal inflammation in cerebral palsy. Pediatr Neurol
40, 168-174 (2009).

Henriquez-Olguin, C. et al. Altered ROS production, NF-«B activation and
interleukin-6 gene expression induced by electrical stimulation in dystrophic mdx
skeletal muscle cells. Biochim Biophys Acta 1852, 1410-1419 (2015).

Kyriakis, J. M. & Avruch, J. Mammalian mitogen-activated protein kinase signal
transduction pathways activated by stress and inflammation. Physiol Rev 81,
807-869 (2001).

Hendrayani, S. F., Al-Harbi, B., Al-Ansari, M. M., Silva, G. & Aboussekhra, A.
The inflammatory/cancer-related IL-6/STAT3/NF-«B positive feedback loop
includes AUF1 and maintains the active state of breast myofibroblasts.
Oncotarget 7, 41974-41985 (2016).

Kaminska, B. MAPK signalling pathways as molecular targets for anti-
inflammatory therapy--from molecular mechanisms to therapeutic benefits.
Biochim Biophys Acta 1754, 253-262 (2005).

Akira, S., Takeda, K. & Kaisho, T. Toll-like receptors: critical proteins linking
innate and acquired immunity. Nat Immunol 2, 675-680 (2001).

Rubartelli, A. & Lotze, M. T. Inside, outside, upside down: damage-associated
molecular-pattern molecules (DAMPSs) and redox. Trends Immunol 28, 429-436
(2007).

str. 121



132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.
147.

Adib-Conquy, M. & Cavaillon, J. M. Stress molecules in sepsis and systemic
inflammatory response syndrome. FEBS Lett 581, 3723-3733 (2007).

Czerkies, M., Kwiatkowska, K. & Plytycz, B. Toll-like receptors and their
contribution to innate immunity: Focus on TLR4 activation by
lipopolysaccharide. Adv Cell Biol 4, 1-23 (2014).

Takeda, K. & Yamamoto, M. Current views of toll-like receptor signaling
pathways. Gastroenterol Res Pract 2010, (2010).

Janeway, C. A. & Medzhitov, R. Innate immune recognition. Annu Rev Immunol
20, 197-216 (2002).

Ozinsky, A. et al. The repertoire for pattern recognition of pathogens by the
innate immune system is defined by cooperation between toll-like receptors. Proc
Natl Acad Sci U S A 97, 13766-13771 (2000).

Seong, S. Y. & Matzinger, P. Hydrophobicity: an ancient damage-associated
molecular pattern that initiates innate immune responses. Nat Rev Immunol 4,
469-478 (2004).

Gudkov, A. V. & Komarova, E. A. p53 and the Carcinogenicity of Chronic
Inflammation. Cold Spring Harb Perspect Med 6, (2016).

Brusselle, G. & Bracke, K. Targeting immune pathways for therapy in asthma
and chronic obstructive pulmonary disease. Ann Am Thorac Soc 11 Suppl 5,
S322-S328 (2014).

Libby, P. Inflammatory mechanisms: the molecular basis of inflammation and
disease. Nutr Rev 65, (2007).

Lawrence, T. The Nuclear Factor NF-kB Pathway in Inflammation. Cold Spring
Harb Perspect Biol 1, (2009).

Jabbour, H. N., Sales, K. J., Catalano, R. D. & Norman, J. E. Inflammatory
pathways in female reproductive health and disease. Reproduction 138, 903-919
(2009).

Chertov, O., Yang, D., Zack Howard, O. M. & Oppenheim, J. J. Leukocyte
granule proteins mobilize innate host defenses and adaptive immune responses.
Immunol Rev 177, 68-78 (2000).

Takeuchi, O. & Akira, S. Pattern recognition receptors and inflammation. Cell
140, 805-820 (2010).

Zhou, Y., Hong, Y. & Huang, H. Triptolide Attenuates Inflammatory Response
in Membranous Glomerulo-Nephritis Rat via Downregulation of NF-kB
Signaling Pathway. Kidney Blood Press Res 41, 901-910 (2016).

Nathan, C. & Ding, A. Nonresolving inflammation. Cell 140, 871-882 (2010).

Ferrero-Miliani, L., Nielsen, O. H., Andersen, P. S. & Girardin, S. E. Chronic
inflammation: importance of NOD2 and NALP3 in interleukin-1p generation.
Clin Exp Immunol 147, 227 (2007).

str. 122



148.

149.

150.

151.

152.

Takeda, K. & Yamamoto, M. Current views of toll-like receptor signaling
pathways. Gastroenterol Res Pract (2010) doi:10.1155/2010/240365.

Gudkov, A. V. & Komarova, E. A. p53 and the carcinogenicity of chronic
inflammation. Cold Spring Harb Perspect Med 6, (2016).

Chen, L. et al. Inflammatory responses and inflammation-associated diseases in
organs. Oncotarget 9, 7204 (2018).

Lawrence, T. The nuclear factor NF-kappaB pathway in inflammation. Cold
Spring Harb Perspect Biol 1, (2009).

What is an inflammation? - InformedHealth.org - NCBI Bookshelf.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK279298/.

2.2.3 Proliferacja komorek

153. Oshima, J. & Campisil, J. SYMPOSIUM: MAMMARY CELL
PROLIFERATION AND MORPHOGENESIS Fundamentals of Cell
Proliferation: Control of the Cell Cycle. doi:10.3168/jds.S0022-0302(91)78458-
0.

2.2.4 Stres oksydacyjny

154. Sadeg, N., Huy, C. P., Martin, C., Warnet, J. M. & Claude, J. R. Effect of
cyclosporin a and its metabolites and analogs on lipid peroxidation in rabbit renal
microsomes. Drug Chem Toxicol 16, 165-174 (1993).

155. Walston, J. et al. Serum antioxidants, inflammation, and total mortality in older
women. Am J Epidemiol 163, 18-26 (2006).

156. Hoshino, Y. & Mishima, M. Redox-based therapeutics for lung diseases. Antioxid
Redox Signal 10, 701-704 (2008).

157. Guo, R. F. & Ward, P. A. Role of oxidants in lung injury during sepsis. Antioxid
Redox Signal 9, 1991-2002 (2007).

158. Pizzino, G. et al. Oxidative stress and DNA repair and detoxification gene
expression in adolescents exposed to heavy metals living in the Milazzo-Valle
del Mela area (Sicily, Italy). Redox Biol 2, 686-693 (2014).

159. Ceriello, A. Possible role of oxidative stress in the pathogenesis of hypertension.
Diabetes Care 31 Suppl 2, (2008).

160. Valavanidis, A., Vlachogianni, T., Fiotakis, K. & Loridas, S. Pulmonary

oxidative stress, inflammation and cancer: Respirable particulate matter, fibrous
dusts and ozone as major causes of lung carcinogenesis through reactive oxygen
species mechanisms. Int J Environ Res Public Health 10, 3886-3907 (2013).

str. 123



161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

Yasui, M. et al. Tracing the fates of site-specifically introduced DNA adducts in
the human genome. DNA Repair (Amst) 15, 11-20 (2014).

Nishida, N. et al. Reactive oxygen species induce epigenetic instability through
the formation of 8-hydroxydeoxyguanosine in human hepatocarcinogenesis.
Digestive Diseases 31, 459-466 (2013).

Hansen, J. M., Go, Y. M. & Jones, D. P. Nuclear and mitochondrial
compartmentation of oxidative stress and redox signaling. Annu Rev Pharmacol
Toxicol 46, 215-234 (2006).

Valko, M., Rhodes, C. J., Moncol, J., Izakovic, M. & Mazur, M. Free radicals,
metals and antioxidants in oxidative stress-induced cancer. Chem Biol Interact
160, 1-40 (2006).

Sato, H. et al. Differential cellular localization of antioxidant enzymes in the
trigeminal ganglion. Neuroscience 248, 345-358 (2013).

Harwell, B. Biochemistry of oxidative stress. Biochem Soc Trans 35, 1147-1150
(2007).

Wu, J. Q., Kosten, T. R. & Zhang, X. Y. Free radicals, antioxidant defense
systems, and schizophrenia. Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry 46,
200-206 (2013).

Droge, W. Free radicals in the physiological control of cell function. Physiol Rev
82, 47-95 (2002).

Genestra, M. Oxyl radicals, redox-sensitive signalling cascades and antioxidants.
Cell Signal 19, 1807-1819 (2007).

Pacher, P., Beckman, J. S. & Liaudet, L. Nitric oxide and peroxynitrite in health
and disease. Physiol Rev 87, 315-424 (2007).

Glasauer, A. & Chandel, N. S. Targeting antioxidants for cancer therapy.
Biochem Pharmacol 92, 90-101 (2014).

Al-Gubory, K. H., Garrel, C., Faure, P. & Sugino, N. Roles of antioxidant
enzymes in corpus luteum rescue from reactive oxygen species-induced oxidative
stress. Reprod Biomed Online 25, 551-560 (2012).

Willcox, J. K., Ash, S. L. & Catignani, G. L. Antioxidants and prevention of
chronic disease. Crit Rev Food Sci Nutr 44, 275-295 (2004).

Valko, M. et al. Free radicals and antioxidants in normal physiological functions
and human disease. International Journal of Biochemistry and Cell Biology 39,
44-84 (2007).

Kumar, S. & Pandey, A. K. Chemistry and biological activities of flavonoids: An
overview. The Scientific World Journal 2013, (2013).

Deponte, M. Glutathione catalysis and the reaction mechanisms of glutathione-
dependent enzymes. Biochim Biophys Acta Gen Subj 1830, 3217-3266 (2013).

str. 124



177.

178.

179.

180.

Rajendran, P. et al. Antioxidants and human diseases. Clinica Chimica Acta 436,
332-347 (2014).

Taniyama, Y. & Griendling, K. K. Reactive Oxygen Species in the Vasculature:
Molecular and Cellular Mechanisms. Hypertension 42, 1075-1081 (2003).

Navarro-Yepes, J. et al. Antioxidant gene therapy against neuronal cell death.
Pharmacol Ther 142, 206-230 (2014).

Pizzino, G. et al. Oxidative Stress: Harms and Benefits for Human Health. Oxid
Med Cell Longev 2017, (2017).

2.2.4.1. Rola wybranych enzymow i substancji o charakterze ochronnym przed

stresem oksydacyjnym

181.

182.

183.

184.

Couto, N., Wood, J. & Barber, J. The role of glutathione reductase and related
enzymes on cellular redox homoeostasis network. Free Radic Biol Med 95, 27—
42 (2016).

Townsend, D. M. & Tew, K. D. The role of glutathione-S-transferase in anti-
cancer drug resistance. Oncogene 2003 22:47 22, 7369-7375 (2003).

Thao, N. T. M. et al. Antioxidant Nanozymes: Mechanisms, Activity
Manipulation, and Applications. Micromachines 2023, Vol. 14, Page 1017 14,
1017 (2023).

Younus, H. Therapeutic potentials of superoxide dismutase. Int J Health Sci
(Qassim) 12, 88 (2018).

2.3 Uklad krwiono$ny

185.

186.

187.

188.

VVon Ardenne, M. MESSUNGEN DES ARTERIELLEN O2-
PARTIALDRUCKES OHNE UND MIT O2-INHALATION NACH
LUNGENSCHADIGUNG DURCH RAUCH. Z Erkr Atmungsorgane 159, 166—
182 (1982).

Regulation of Tissue Oxygenation - PubMed.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21634070/.

Granger, H. J., Goodman, A. H. & Cook, B. H. Metabolic models of
microcirculatory regulation. Fed Proc 34, 2025-2030 (1975).

Granger, H. J. & Nyhof, R. A. Dynamics of intestinal oxygenation: Interactions
between oxygen supply and uptake. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 6,
(1982).

str. 125



189.

190.

191.

Jirgens, K. D. & Gros, G. Phylogenese der gasaustauschsysteme.
Anasthesiologie Intensivmedizin Notfallmedizin Schmerztherapie 37, 185-198
(2002).

Pittman, R. N. Oxygen supply to contracting skeletal muscle at the
microcirculatory level: Diffusion vs. convection. Acta Physiol Scand 168, 593—
602 (2000).

Pittman, R. N. Regulation of Tissue Oxygenation. Colloquium Series on
Integrated Systems Physiology: From Molecule to Function 3, 1-100 (2011).

2.3.1 Tetnice.

192.
193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

Lusis, A. J. Atherosclerosis. Nature 407, 233 (2000).

Wentzel, A., Malan, L., von Kénel, R., Smith, W. & Malan, N. T. Heart rate
variability, the dynamic nature of the retinal microvasculature and cardiac stress:
providing insight into the brain-retina-heart link: the SABPA study. Eye (Lond)
34, 835-846 (2020).

Sjoberg, R. L. et al. Role of monoamine-oxidase-A-gene variation in the
development of glioblastoma in males: a case control study. J Neurooncol 145,
287-294 (2019).

El Shahawy, M. S., Shady, Z. M. & Gaafar, A. The Efficacy of Argon Plasma
Coagulation versus Carvedilol for Treatment of Portal Hypertensive Gastropathy.
Digestion 101, 651-658 (2020).

Lu, Q. et al. PKC4 Mediates Mineralocorticoid Receptor Activation by
Angiotensin Il to Modulate Smooth Muscle Cell Function. Endocrinology 160,
2101-2114 (2019).

Stannov, S. U., Brasen, J. C., Salomonsson, M., Holstein-Rathlou, N. H. &
Sorensen, C. M. Interactions between renal vascular resistance and endothelium-
derived hyperpolarization in hypertensive rats in vivo. Physiol Rep 7, (2019).

Peter, I, Oladele, D., Kefas, G., Kayode, O. & Iseko, I. Challenges with
Managing Delayed Presentation of Persistent Truncus Arteriosus with Torrential
Pulmonary Blood Flow in a Resource-Limited Setting. J Cardiovasc Echogr 29,
75-77 (2019).

Yan, G. W. et al. latrogenic arteriovenous fistula of the iliac artery after lumbar
discectomy surgery: a systematic review of the last 18 years. Quant Imaging Med
Surg 9, 1163-1175 (2019).

Furuta, A., Morimoto, H., Mukai, S., Futagami, D. & Okubo, S. Valve-sparing
partial root repair for aortic dissection limited to the right coronary sinus of
Valsalva. J Card Surg 34, 1133-1136 (2019).

str. 126



201.

202.

203.

204.

Valbusa, F. et al. Increased aortic stiffness in adults with chronic indeterminate
Chagas disease. PLoS One 14, (2019).

Yeh, H. C. et al. Variability of red blood cell size predicts all-cause mortality, but
not progression to dialysis, in patients with chronic kidney disease: A 13-year
pre-ESRD registry-based cohort. Clin Chim Acta 497, 163-171 (2019).

The physiology of mucus and sputum production in the respiratory system -
PubMed. https://pubmed.ncbi.nIm.nih.gov/12838653/.

Mercadante, A. A. & Raja, A. Anatomy, Arteries. StatPearls (2023).

2.3.3. Funkcje wybranych czynnikéw na wuklad krwiono$Sny i Srodblonek

naczyniowy

205. Birkedal-Hansen, H. et al. Matrix Metalloproteinases: A Review.
http://dx.doi.org/10.1177/10454411930040020401 4, 197-250 (1993).

206. Ferrara, N. Vascular Endothelial Growth Factor: Basic Science and Clinical
Progress. Endocr Rev 25, 581-611 (2004).

207.  Zitka, O. et al. Matrix Metalloproteinases. Curr Med Chem 17, 3751-3768
(2010).

208. Chen, D., Zhao, M. & Mundy, G. R. Bone Morphogenetic Proteins.
https://doi.org/10.1080/08977190412331279890 22, 233-241 (2009).

209. Akira, S., Taga, T. & Kishimoto, T. Interleukin-6 in Biology and Medicine. Adv
Immunol 54, 1-78 (1993).

210  Ornitz, D. M. & Itoh, N. Fibroblast growth factors. Genome Biology 2001 2:3 2,
1-12 (2001).

211. Pache, J. C. EPIDERMAL GROWTH FACTORS. Encyclopedia of Respiratory
Medicine, Four-Volume Set 129-133 (2006) doi:10.1016/B0-12-370879-
6/00138-1.

212. Boonstra, J. et al. The epidermal growth factor. Cell Biol Int 19, 413-430
(1995).

213. Ferrara, N. VVascular Endothelial Growth Factor. Arterioscler Thromb Vasc Biol
29, 789-791 (2009).

214.  Akwii, R. G,, Sajib, S., Zahra, F. T. & Mikelis, C. M. Role of Angiopoietin-2 in

Vascular Physiology and Pathophysiology. Cells 8, (2019).

str. 127



2.4 Miazdzyca

215.

216.

217.

218.

219.

220.

221.
222.

223.

224.

225.

226.

227.

Shafi, S., Ansari, H. R., Bahitham, W. & Aouabdi, S. The Impact of Natural
Antioxidants on the Regenerative Potential of VVascular Cells. Front Cardiovasc
Med 6, (2019).

Reiss, A. B. et al. Adenosine and the Cardiovascular System. Am J Cardiovasc
Drugs 19, 449-464 (2019).

Paul, S., Lancaster, G. I. & Meikle, P. J. Plasmalogens: A potential therapeutic
target for neurodegenerative and cardiometabolic disease. Prog Lipid Res 74,
186-195 (2019).

Mohd Nor, N. S., Al-Khateeb, A. M., Chua, Y. A., Mohd Kasim, N. A. & Mohd
Nawawi, H. Heterozygous familial hypercholesterolaemia in a pair of identical
twins: a case report and updated review. BMC Pediatr 19, (2019).

Lee, Y. Y. & Rhee, M. H. Atherosclerosis. Recent Advancements in Microbial
Diversity: Macrophages and their Role in Inflammation 265-275 (2022)
doi:10.1016/B978-0-12-822368-0.00012-8.

Dichgans, M., Pulit, S. L. & Rosand, J. Stroke genetics: discovery, biology, and
clinical applications. Lancet Neurol 18, 587-599 (2019).

Lusis, A. J. Atherosclerosis. Nature 407, 233 (2000).

Doodnauth, S. A., Grinstein, S. & Maxson, M. E. Constitutive and stimulated
macropinocytosis in macrophages: roles in immunity and in the pathogenesis of
atherosclerosis. Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci 374, (2019).

Ala-Korpela, M. The culprit is the carrier, not the loads: cholesterol, triglycerides
and apolipoprotein B in atherosclerosis and coronary heart disease. Int J
Epidemiol 48, 1389-1392 (2019).

Watson, M. et al. Relation Between Cigarette Smoking and Heart Failure (from
the Multiethnic Study of Atherosclerosis). Am J Cardiol 123, 1972-1977 (2019).

Whelton, S. P. et al. Associations between lipids and subclinical coronary
atherosclerosis. AIDS 33, 1053-1061 (2019).

Carmona, F. D., Lopez-Mejias, R., Marquez, A., Martin, J. & Gonzalez-Gay, M.
A. Genetic Basis of Vasculitides with Neurologic Involvement. Neurol Clin 37,
219-234 (2019).

Yu, F. et al. Decreased miR-150 in obesity-associated type 2 diabetic mice
increases intraocular inflammation and exacerbates retinal dysfunction. BMJ
Open Diabetes Res Care 8, 1446 (2020).

str. 128



2.5 Rozpoznawanie i klasyfikacja zwezen tetnicy szyjnej

228. Liapis, C. D. et al. Wytyczne Europejskiego Towarzystwa Chirurgii Naczyniowej
(ESVS). Leczenie inwazyjne zwezenia tetnicy szyjnej: wskazania, metody

postepowania. Acta Angiol.16, 190-215 (2010).

229. Kozera G. et al. Zastosowanie badan ultrasonograficznych w profilaktyce udaru
moézgu. Forum Medycyny Rodzinnej; 2, 267-276 (2008).

230. Migdalski A., Jawien A.: Ograniczenia badania ultrasonograficznego z
przeptywem kodowanym kolorem (duplex scan) w wysokim obustronnym zwezeniu

tetnic szyjnych wewngtrznych. Acta Angiol. 14, 66-71 (2008).

231. Wardlaw J.M. et al. Accurate, practical and cost-effective assessment of carotid
stenosis in the UK. Health Technol. Assess. 10, 1-182 (2006).

232. Saba L. et al. A comparison between NASCET and ECST methods in the study of
carotids: evaluation using Multi-Detector-Row CT angiography. Eur J Radiol. 76, 42-7
(2010).

2.6 Metody leczenia operacyjnego zwezenia tetnicy szyjnej wewnetrznej

233. Mozaffarian D. & AHASCaSS Subcommittee. Heart disease and stroke statistics--
2015 update: a report from the American Heart Association. Circulation 131, e29-322
(2015).

234. Nowacki P. et al. Profilaktyka wtorna niedokrwiennego udaru mozgu w $wietle
medycyny opartej na dowodach. Pol. Prz. Neurol. 4, 147-152 (2008).

235. Lunn S. et al. Impact of carotid endarterectomy upon cognitive functioning. A
systematic review of the literature. Cerebrovasc Dis. 9, 74-81 (1999).

236. Barnett H.J. & NASCETN collaborators. The appropriate use of carotid
endarterectomy. CMAJ 166, 1169-1179 (2002).

237. Toutounch S. et al. Endartrektomia szyjna u chorych z niedroznoscia

przeciwstronnej tetnicy szyjnej wewnetrznej, Blok Operacyjny. 2, 73-76 (1999).

238. Wiszniewska M. et al. Postepowanie w udarze mozgu. Pol. Prz. Neurol. 8, 161-175
(2012).

str. 129



239. Naylor R. et al. European Society for Vascular Surgery (ESVS) 2023 Clinical
Practice Guidelines on the Management of Atherosclerotic Carotid and Vertebral Artery
Disease Eur J Vasc Endovasc Surg 65, 7e111 (2023).

240. Kolkert J.L. et al. Endarterectomy or carotid artery stenting: the quest continues
part two. Am J Surg. 209, 403-12 (2015).

241. Yadav J.S. et al. Stenting and Angioplasty with Protection in Patients at High Risk
for Endarterectomy Investigators.: Protected carotid-artery stenting versus
endarterectomy in high-risk patients. N Engl J Med. 351, 1493-1501 (2004)

242. Eckstein H.H. et al. Results of the Stent-Protected Angioplasty versus Carotid
Endarterectomy (SPACE) study to treat symptomatic stenoses at 2 years: a

multinational, prospective, randomised trial. Lancet Neurol. 7, 893-902 (2008).

243. Blazejewska-Hyzorek B. et al. Postgpowanie w udarze mozgu. Wytyczne Grupy
Ekspertow Sekcji Chorob Naczyniowych Polskiego Towarzystwa Neurologicznego
Neurol Neurochir Pol. 46 (suppl. 1) (2012).

244. Lewszuk A. et al. Ocena aktywnosci plytek krwi i czestoSci wystgpowania
opornosci na przeciwplytkowe dziatanie kwasu ASA w prewencji zakrzepowej chorych

po endarterektomii t¢tnic szyjnych. Acta Angiol. 18, 68-78 (2012).

245. Halliday A. et al. Second asymptomatic carotid surgery trial (ACST-2): a
randomised comparison of carotid artery stenting versus carotid endarterectomy.
Lancet; 398, 106573 (2021).

246. Paraskevas K. et al. How to identify which patients with asymptomatic carotid
stenosis could benefit from endarterectomy or stenting. Stroke and Vascular Neurology
3, 000129 (2018).

247. Kim H.W. et al. Asymptomatic carotid artery stenosis: a summary of current state
of evidence for revascularization and emerging high-risk features J Neurolntervent
Surg. 15, 717-722 (2023).

248. Tulamo R. et al. Intervention for asymptomatic carotid artery stenosis. Lancet 398,
1025-1027 (2021)

6. Dyskusja

str. 130



249. Iskra T. Unaczynienie mozgowia. W: Szczudlik A., Cztonkowska A., Kwiecinski
H., Stowik A. (red). Udar mézgu. WUJ, Krakow; 3—-25 (2007).

250. Rothwell P.M. et al. Carotid Endarterectomy Trialists’ Collaboration. Analysis of
pooled data from the randomised controlled trials of endarterectomy for symptomatic
carotid stenosis. Lancet. 361, 107-116 (2003).

251. Halliday A. et. al. MRC Asymptomatic Carotid Surgery Trial (ACST)
Collaborative Group. Prevention of disabling and fatal strokes by successful carotid
endarterectomy in patients without recent neurological symptoms: randomised
controlled trial. Lancet, 363: 1491-1502 (2004).

252. The European Carotid Surgery Trialists Collaborative Group: Risk of stroke in the
distribution of an asymptomatic carotid artery. Lancet. 345, 209-212 (1995).

253. Barnett H.J. et al. Benefit of carotid endarterectomy in patients with symptomatic
moderate or severe stenosis. N Engl J Med. 339, 1415-1425 (1998).

254. Kawa M.P. et al. Expression of selected angiogenesis-related small microRNASs in
patients with abnormally increased secretion of glucocorticoids Endokrynol Pol. 70,
489-495 (2019).

255. Grodecka-Szwajkiewicz D. et al. Differential Secretion of Angiopoietic Factors
and Expression of MicroRNA in Umbilical Cord Blood from Healthy Appropriate-For-
Gestational-Age Preterm and Term Newborns - in Search of Biomarkers of
Angiogenesis-Related Processes in Preterm Birth. Int. J. Mol. Sci. 21, 1305 (2020).

256. Litwinska Z. et al. The Interplay Between Systemic Inflammatory Factors and
MicroRNAs in Age-Related Macular Degeneration. Front Aging Neurosci. 11, 286
(2019).

257. Sobus A. et al. Safety and Feasibility of Lin- Cells Administration to ALS Patients:
A Novel View on Humoral Factors and miRNA Profiles. Int. J. Mol. Sci. 19, 1312
(2018).

258. Cecerska-Hery¢ E. et al. Activity of erythrocyte antioxidant enzymes in healthy
women depends on age, BMI, physical activity, and diet. J Health Popul Nutr. 41, 35
(2022).

str. 131



259. Budkowska M. et al. The Influence of Circadian Rhythm on the Activity of
Oxidative Stress Enzymes. Int J Mol Sci. 23, 14275 (2022).

260. Stepniewska J. et al. The activity of antioxidant enzymes in blood platelets in
different types of renal replacement therapy: a cross-sectional study. Int Urol Nephrol.
48, 593-599 (2016).

261. Augustyniak A. et al. Antioxidant abilities in an aging body. Postepy Hig Med
Dosw. 58, 194-201 (2004).

262. Mehterov N. et al. Salivary miR-30c-5p as Potential Biomarker for Detection of

Oral Squamous Cell Carcinoma. Biomedicines. 9, 1079 (2021).

263. Wrdblewska J.P. et al. MiRNAs from serum-derived extracellular vesicles as

biomarkers for uveal melanoma progression. Front Cell Dev Biol. 10, 1008901 (2022).

264. Dolz S. et al. Circulating MicroRNAs as Novel Biomarkers of Stenosis
Progression in Asymptomatic Carotid Stenosis. Stroke. 48, 10-16 (2017).

265. Zhang T. et al. Circulating miR-106b-5p serves as a diagnostic biomarker for
asymptomatic carotid artery stenosis and predicts the occurrence of cerebral ischemic
events. Vasc Med. 25, 436-442 (2020).

266. Lv W. et al. Diagnostic value of miR-186-5p for carotid artery stenosis and its

predictive significance for future cerebral ischemic event. Diagn Pathol. 15, 101 (2020).

267. Li R. et al. Aberrant expression of miR-483-5p in patients with asymptomatic
carotid artery stenosis and its predictive value for cerebrovascular event occurrence.
Exp Ther Med. 22, 1101 (2021).

268. Li D. et al. Diagnostic and Prognostic Value Analysis of miR-206 in
Asymptomatic Carotid Artery Stenosis. Br J Biomed Sci. 79, 10592 (2022).

str. 132



10. Spis tabel

Tabela 1. Ocena parametrow klinicznych u pacjentéw w badanej kohorcie............ 58

Tabela 2: Sekwencje starteréw forward uzytych do przeprowadzenia reakcji PCR...63

str. 133



11. Spis rycin

Rycina 1. Wzgledny poziom ekspresji wybranych mikroRNA (miR-9-5p, miR-21-3p, miR-23a-
3p, MiR-126-3p, MiR-134-5p i miR-296-5p) zwigzanych z regulacja angiogenezy i
metabolizmu komorek srodblonka oraz stanem niedokrwienia tkankowego, analizowane w

komorkach krwi jednojadrzastych obwodowej..........cooeiiii i 72

Rycina 2. Wzgledny poziom ekspresji wybranych mikroRNA (miR-30b, miR-122-5p, miR-
133b, miR-146a, miR-150-5p i miR-155-5p) zwigzanych z regulacja stanu zapalnego, apoptozy
1 stresu oksydacyjnego oraz uogoélnionego procesu miazdzycowego, analizowane w komorkach

krwi jednojadrzastych ObWOAOWE . ... .ovvieiii e 75

Rycina 3. Wzgledny poziom ekspresji wybranych mikroRNA (miR-16-5p, miR-17-3p, miR-17-
5p, miR-27a-5p, miR-34-5p, miR-200c-5p i miR-223-3p) zwiagzanych z wewnatrzkomorkowa
regulacja cyklu komérkowego i proliferacji komorek, analizowane w komérkach krwi

jednojadrzastych ObWOAOWE] ......oniiniiei i 78

Rycina 4. Wzgledny poziom ekspresji wybranych mikroRNA (miR-9-5p, miR-21-3p, miR-23a-
3p, MiR-126-3p, MiR-134-5p i MiR-296-5p) zwigzanych z wewnatrzkomorkowg regulacja
angiogenezy i metabolizmu komorek $rodbtonka oraz stanem niedokrwienia tkankowego

analizowany w blaszkach miazdZyCowych...........cooiiiiiiiiiii i e 80

Rycina 5. Wzgledny poziom ekspresji wybranych mikroRNA (miR-30b, miR-122-5p, miR-
133b, miR-146a, miR-150-5p i miR-155-5p) zwigzanych z wewnatrzkomorkowa regulacja
stanu zapalnego, apoptozy i stresu oksydacyjnego oraz procesu miazdzycowego, analizowany w

blaszkach MiaZdZyCOWYCH. ... ...t e e e 83

Rycina 6. Wzgledny poziom ekspresji wybranych mikroRNA (miR-16-5p, miR-17-3p, miR-17-
5p, miR-27a-5p, miR-34-5p, miR-200c-5p i miR-223-3p) zwiagzanych z wewnatrzkomorkowa
regulacja cyklu komérkowego i proliferacji komorek, analizowany w blaszkach

MIAZAZYCOWYCI. ..ottt et 86

Rycina 7. Detekcja i ocena stezenia wybranych czynnikéw wzrostu (angiopoetyna-1, EGF,
FGFa, FGFb, VEGF) oraz cytokin (IL-6) w osoczu krwi obwodowej pozyskanej od pacjentow
przed zabiegiem endarterektomii (grupa ,,przed-CEA”) oraz w osoczu krwi obwodowe;j
pobranej po 3 miesigcach od usunigcia blaszki miazdzycowej istotnie zwegzajacej tetnice

A4 ] 1V 89

str. 134



Rycina 8. Detekcja i ocena stezenia wybranych czynnikéw biatkowych (BMP-2, BMP-4,
MMP-1, MMP-3, TIMP-1 oraz Kolagen-1-alfa), w tym enzyméw, ktore zapewniaja
integralnos$¢ naczyn krwionosnych w osoczu krwi obwodowej pozyskanej od pacjentow przed
zabiegiem endarterektomii (grupa ,,przed-CEA”) oraz w osoczu krwi obwodowej pobranej po 3
miesigcach od usuni¢cia blaszki miazdzycowej istotnie zwgzajacej tetnice

372041 1T 91

Rycina 9. Ocena aktywnosci wybranych enzymow wewnatrzkomorkowych (CAT, SOD, GST,
GPx, GR) oraz stgzenia glutationu o wlasciwos$ciach endogennych antyoksydantow w
erytrocytach krwi obwodowej pozyskanej od pacjentow przed zabiegiem endarterektomii (grupa
,»przed-CEA”) oraz pobranej po 3 miesiacach od usunigcia blaszki miazdzycowej istotnie

zwezajacej tetnice szyjng (grupa ,,post-CEA™) ... 94

Rycina 10. Ocena aktywnos$ci wybranych enzymoéw wewnatrzkomérkowych (CAT, SOD, GST,
GPx, GR) oraz stgzenia glutationu o wlasciwosciach endogennych antyoksydantow w ptytkach
krwi obwodowej pozyskanej od pacjentow przed zabiegiem endarterektomii (grupa ,,przed-
CEA”) oraz pobranej po 3 miesigcach od usunigcia blaszki miazdzycowej istotnie zwezajacej

tetnice szyjna (Grupa ,,pOSt-CEA™) ...t e 97

str. 135



