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WPROWADZENIE

Ostry zespot wiencowy (ang. Acute Coronary Syndrome, ACS) jest wiodgca przyczyng zgondow
sercowo-naczyniowych [1,2]. Dzigki ogromnemu postgpowi zwigzanemu z dynamicznym rozwojem
programéw szybkiego leczenia ACS, dostgpnosci do os$rodkow kardiologii interwencyjnej i
nowoczesnych metod rewaskularyzacji serca, umieralnos¢ wewnatrzszpitalna zmniejszyta si¢ z 30% w
latach 80-tych do okoto 3-8% obecnie [2,3,4,5].

Natomiast zapadalno$¢ na ponowny zawal serca i zgony sercowo-naczyniowe wsrod chorych
wypisanych po ACS pozostaje niezmiennie wysoka na przestrzeni ubiegtych lat. Ryzyko ponownego
zawatu serca W pierwszym roku po ACS szacuje si¢ na 5-8%, a zgonu sercowo-naczyniowego w
odpowiednio 1 i 3-roku obserwacji na 12% oraz 17% [3,4,5,6].

Grupa ACS nie jest grupa jednorodna, co odzwierciedlaja standardy postepowania zgodnie w
wytycznymi towarzystw kardiologicznych [7,8].

Do ACS zalicza si¢ niestabilng posta¢ choroby wiencowej (ang. unstable angina, UA), zawat z
przetrwatym (ang. ST-Elevation Myocardial Infarction, STEMI), badz bez przetrwalego uniesienia
odcinka ST w elektrokardiogramie (ang. Non-ST-Elevetion Myocardial Infarction, NSTEMI). Kluczowa
rolg ,,w ocaleniu zywotnosci mie$nia sercowego” odgrywa czas, w trakcie ktorego nalezy prawidtowo
zdiagnozowa¢ i wdrozy¢ terapi¢ rewaskularyzacyjna [9,10]. Wigkszo$¢ przypadkow STEMI nie budzi
watpliwoséci w postawieniu wlasciwego rozpoznania i natychmiastowym wdrozeniu rewaskularyzacji. W
pozostatych przypadkach czyli UA i NSTEMI problem jest juz znaczacy, niejednokrotnie prowadzac do
przedtuzania pobytow w izbach przyje¢, gdzie pacjent potencjalnie zagrozony oczekuje na diagnoze
[8,11]. Z uproszczeniem przyjmuje si¢, ze STEMI jest skutkiem ostrego zamknigcia tetnicy wiencowej ha
skutek peknigcia blaszki miazdzycowej i wytworzenia na niej zakrzepu. Nalezy jednak mie¢ na uwadze,
ze zamknigte naczynie dozawatowe nie zawsze koresponduje ze zmianami EKG w postaci uniesienia
odcinka ST [7,8,11]. Ponadto, poczatkowy wynik oznaczen laboratoryjnych markerow migs$nia
sercowego moze by¢ ujemny, co przedtuza czas do decyzji terapeutycznych [12].

Stad wazna rola echokardiografii w oddziatach ratunkowych, w ktérej mozna zdiagnozowaé
$wieze zaburzenia kurczliwosci odcinkowej lewej komory, a takze wykluczy¢é inne patologie
wewnatrzsercowe odpowiedzialne za wystgpowanie bolu w klatce piersiowej. Wykorzystujac
echokardiografi¢ mozna przyspieszy¢ rozpoznanie i wdrozenie wtasciwej terapii [7,8,12,13].

W ostatnim czasie pojawily si¢ doniesienia na temat nowych czastek bedacych fragmentem
fancucha genetycznego, tzw. mikro RNA (miRNA), ktore odgrywaja kluczowa role w regulacji procesow

fizjologicznych i patofizjologicznych zachodzacych m.in. w uktadzie sercowo-naczyniowym. miRNA sa



matymi nie kodujacymi czastkami zbudowanymi z ok. 22 nukleotydow [14-19]. Dotychczas
zidentyfikowano ponad 2000 tych czastek, dla czgéci opisano mechanizmy dziatania na przebieg i
regulacje roznych stanow patofizjologicznych w uktadzie sercowo-naczyniowym. Z miRNA obecnie
wigze si¢ nadzieje, iz zostang zidentyfikowane nowe markery specyficzne dla rozpoznania ACS w
przebiegu ostrego zamknigcia te¢tnicy dozawatowej, niezalezne od zapisu EKG. A nastgpnie uda si¢
wyselekcjonowaé miRNA, ktore maja warto§¢ rokowniczg po zawale serca i mogly by by¢ wykorzystane
jako potencjalne cele terapeutyczne [20-23].

Odrebnym zagadnieniem jest profilowanie ryzyka sercowo-naczyniowego, tj. zgonu sercowo-
naczyniowego (ang. cardiovascular death, CVD), ponownego zawatu serca (ang. myocardial infarction,
MI) oraz udaru niedokrwiennego mézgu (ang. ischemic stroke, 1S) u pacjentow po przebytym ACS. Do
dobrze poznanych czynnikow rokowniczych zalicza si¢: frakcje wyrzutowa lewej komory (ang. left
ventricular ejection fraction, LVEF), hs-CRP, BNP, profil lipidowy, funkcje nerek, wyniki testow
obcigzeniowych, miazdzycowe zwgzenia t¢tnic poza wiencowych [24-28].

Jednakze wiadomo, ze pomimo wdrozenia zalecen farmakologicznych i modyfikacji stylu zycia u
chorych po ACS, ryzyko ponownego epizodu niedokrwiennego pozostaje wysokie [29-33]. Odpowiedz
na ten problem jest ztozona. Wsrod potencjalnych winowajcow wymienia si¢ brak dobrej wspotpracy z
pacjentem, zbyt niskie dawki lekow, powrdt do ztych nawykéw zywieniowych i uzywek przez pacjentow.
Rejestry podaja, ze tylko potowa chorych po ACS. u ktorych przy wypisie przepisano tzw. optymalne
leczenie farmakologiczne (ang. Best Medical Therapy, BMT) stosowato zalecone leki w prawidtowych
dawkach, a zalecane cele terapeutyczne osigga okoto 60% chorych [30,32,33].

Wobec tych danych, wydaje si¢, ze nalezy poszukiwa¢ wskaznikow odpowiedzi na leczenie w
obiektywnych badaniach obrazowych i laboratoryjnych, ktore pozwolityby oceniaé bezposrednio
dynamik¢ zachodzacych procesow aterogennych jak rowniez zapewni¢ bezposredni wglad w blaszki
miazdzycowe.

Dotychczasowe badania wykazaty przydatnos$¢ kliniczng oceny kompleksu intima-media tetnic
szyjnych (ang. carotid intima-media thickness, CIMT) w przewidywaniu ryzyka sercowo-naczyniowego,
tj. zgonu sercowo-naczyniowego, zawalu serca czy udaru niedokrwiennego moézgu. Natomiast dane
dotyczace wielokrotnej oceny CIMT w czasie i dynamiki zmian grubosci CIMT u chorych po zawale
serca w aspekcie jego wartosci Kklinicznej w prognozowaniu zmian ryzyka zdarzen sercowo-
naczyniowych dotychczas stanowi przedmiot kontrowersji.

Pewne nadzieje wigze sie z prognostyczng rolg miRNA w schorzeniach serca i naczyn. M.in.
wskazywano na ich kliniczng warto§¢ w prognozowaniu ryzyka zgondw, zaostrzenia niewydolnosci serca
I re-hospitalizacji, przebudowy migs$nia lewej komory spowodowanego wildknieniem, wystapienia

groznych arytmii [34]. Udowodniono istotng zalezno$§¢ pomiedzy ryzykiem zgonu lub rozwoju
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niewydolnosci serca, a miR-208b oraz miR-499-5p [35,36]. U pacjentow z chorobg niedokrwienng serca
(ang. coronary artery disease, CAD) wzrost st¢zenia mMiRNA-133a wigze si¢ z wigkszym ryzykiem zgonu,

zawatu serca i ponownej rewaskularyzacji [35,37].

W pracy doktorskiej zostata podjeta proba okreslenia przydatnosci klinicznej wybranych miRNA
oraz zmian grubosci CIMT jako parametr diagnostyczny i rokowniczy przebiegu klinicznego u chorych
po ACS. Ponadto, podjeto probe okreslenia czy zmiana CIMT w czasie moze mie¢ warto$¢ kliniczng u

pacjentéw po zawale serca w modyfikacji ryzyka zdarzen sercowo-naczyniowych.

CELE PRACY
Gléwnym celem pracy byta proba okres§lenia wartosci diagnostycznej i prognostycznej miRNA u chorych
przyjetych z powodu ACS celem rewaskularyzacji wiencowej, oraz proba okreslenia przydatno$ci
seryjnych pomiarow CIMT dla modyfikacji ryzyka zdarzen sercowo-naczyniowych w obserwacji 5-
letniej po ACS.

Celami szczegdtowymi pracy byly:
1) Ocena ekspresji wybranych osoczowych miRNA zwigzanych z niedokrwieniem mig$nia

Sercowego w ostrym zespole wiencowym

2) Ocena ekspresji miRNA u chorych z ostrym zespotem wieficowym z uniesieniem i bez uniesienia
odcinka ST
3) Ocena zalezno$ci pomigdzy czynnikami demograficznymi, biochemicznymi z uwzglednieniem

biatek ostrej fazy i cytokin prozapalnych oraz miRNA u pacjentéw z zawalem mig$nia sercowego w
obserwacji krotko- i dtugoterminowej

4) Proba wyodrebnienia miRNA ulegajacych ekspresji w zaleznosci od typu zawatu serca, obrazu
klinicznego i angiograficznego

5) Ocena wartosci prognostycznej zmian grubosci kompleksu intima-media tgtnic szyjnych u
pacjentow po zawale migsnia sercowego

6) Proba wyodrgbnienia miRNA zwigzanych z ryzykiem zdarzen sercowo-naczyniowych w

obserwacji odleglej



MATERIAL

Praca doktorska powstata jako cykl spojnych tematycznie prac oryginalnych. Pacjenci byli wiaczani do
badania w dwoch osrodkach kardiologicznych: Oddziat Kardiologii Inwazyjnej Szpitala im. Edwarda
Szczeklika w Tarnowie oraz Klinika Kardiologii Interwencyjnej UJ CM, Szpitala im Jana Pawla II w
Krakowie.

Do badania wlaczono 215 chorych po zawale serca, w wieku 63,3 + 9,8 lat (154 mezczyzn), U

ktorych wykonano rewaskularyzacje migsnia sercowego, zoptymalizowano leczenie farmakologiczne
(BMT), pobrano krew na badania laboratoryjne oraz poddano obserwacji odlegtej. Sposrdd tych chorych
u 43 losowo wybranych (w $rednim wieku 57,6 + 10,1 lat) pobrano krew do analizy miRNA.
Kryteria wlaczenia: pacjenci z niepowiktanym ACS, wiek powyzej 18 lat, obecno$¢ co najmniej jednej
istotnej zmiany miazdzycowej w tetnicy wiencowej dozawalowej (>50% redukcji pola powierzchni).
Kryteria wylaczenia: objawy ostrej niewydolnosci serca (w klasie II, III i IV wg Killipa) lub zastoinowej
niewydolno$ci serca w klasach NYHA 11 i 1V, wcze$niejsza fibrynoliza, mechaniczne lub elektryczne
powiklania zawatu serca, blok lewej odnogi peczka Hisa, przewlekta antykoagulacja, aktywna choroba
nowotworowa, aktywny lub przewlekly stan zapalny. ACS z normalnymi t¢tnicami wiencowymi (zawat
serca typu 2 wg definicji).

Kolejna podgrupa obejmowata 71 kolejnych pacjentow (47 mezczyzn, w $rednim wieku 69,5 +
9,6 lat), po niedawno (do 3 miesiecy) przebytym epizodzie niedokrwiennym moézgu (ang. Cerebral
Ischemic Event, CIE) spowodowanym istotnym zwg¢zeniem tgtnicy szyjnej wewngtrznej powyzej 50%
redukcji $wiatta przeptywu (ang. Internal Carotid Artery Stenosis, ICAS), przyjetych w celu
rewaskularyzacji ICAS.

Kryteria wiaczenia u pacjentow z CIE obejmowaty: opini¢ neurologa stwierdzajaca zwiazek
pomigdzy objawami neurologicznymi a obecno$cia ICAS, oraz ognisko niedokrwienne w CT/MRI
modzgu w obszarze zaopatrywanym przez ICAS.

Do badania nie wiaczano chorych leczonych, ktorzy nie wyrazili zgody na udziat w badaniu, a
takze chorych leczonych przewlekle antykoagulacja, z czynng chorob¢ nowotworowa, aktywna lub
przewlekta infekcja zapalng lub inng przewlekta chorobg wymagajaca chemioterapii (np. choroby tkanki
tacznej wymagajgce leczenia sterydami lub cytostatykami). Z badania wykluczono pacjentéw gdy brak
byt zwiazku pomiedzy strong ICAS a neurologicznymi zmianami w tomografii komputerowej lub
deficytami neurologicznymi w opinii neurologa.

W badaniach z CIMT, dodatkowym kryterium wylaczenia byla niemozno$¢ uzyskania

diagnostycznego obrazu ultrasonograficznego (np. masywne zwapnienia umozliwiajace oceng CIMT).



Wszyscy pacjenci uzyskali leczenie zgodnie z wytycznymi Europejskiego  Towarzystwa
Kardiologicznego i Towarzystwa Neurologicznego. Wszyscy pacjenci otrzymali BMT zgodnie z
aktualnymi wytycznymi [7,8,10]. Zostal zalecony kwas acetylosalicylowy lub klopidogrel oraz inne leki,
w tym statyna, beta-bloker i ACEI / ARB, zgodnie z aktualnymi wytycznymi ESC dotyczacymi
postgpowania w CAD lub chorobie tetnic obwodowych [38,39].

Badania wchodzace w sktad niniejszego cyklu publikacji zostaly przeprowadzone zgodnie z zasadami
Deklaracji Helsinskiej. Protokoty badan zastaly ocenione i zatwierdzone przez Komisje Bioetyczna.

Wszyscy uczestnicy wyrazili zgodg na udziat w badaniu.

METODYKA
U wszystkich chorych zostaly wykonane:
e Analiza kliniczna obejmujaca wystgpowanie klasycznych czynnikow ryzyka miazdzycy,
dotychczasowy przebieg choroby i wykonane interwencije, leczenie farmakologiczne.
e Spoczynkowy elektrokardiogram
e Pomiar wskaznika kostka-rami¢ (ang. ankle-brachial index, ABI)
e Badania laboratoryjne obejmujace oceng w surowicy krwi: stgzenia kreatyniny, glukozy, profilu
lipidowego, st¢zenia hs-CRP, hs-TnT w momencie przyjecia do szpitala po 3-6 h i 12-24 h.
o Profil osoczowych miRNA (miR-1, -16, -34a, -122, -124, -208b, 133a/b, -375, and -499)
e Badanie ultrasonograficzne tetnic dogtowowych metoda Doppler Duplex z pomiarem CIMT i
blaszek miazdzycowych, co najmniej dwukrotnie.
e Badanie echokardiograficzne z ocena funkcji skurczowej i frakcji wyrzutowej lewej komory

e Angiografia tetnic wiencowych

U chorych poddanych rewaskularyzacji ICAS angiografia t¢tnic szyjnych bezposrednio przed

zabiegiem

Elektrokardiograficzna diagnostyka ostrego zespolu wiencowego

Kryteria rozpoznania STEMI obejmowaly: uniesienie odcinka ST mierzone w punkcie J w
odprowadzeniach V2-V3 wynoszace > 0,25 mV u megzczyzn ponizej 40 roku zycia i > 0,2 mV u
mezezyzn po 40 roku zycia oraz > 0,15 mV u kobiet. Kazde uniesienie odcinka ST 0 co najmniej > 0,1
mV w pozostatych dwdch sgsiadujgcych odprowadzeniach, a takze wystgpienie §wiezego calkowitego
bloku lewej odnogi peczka Hisa (LBBB). U pacjentow z zawatem serca $ciany dolnej wykonywano

réwniez zapis EKG z prawokomorowych (V3R oraz V4R) odprowadzen przedsercowych. lzolowany
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zawal serca $ciany tylnej (gataz okalajaca lewej te¢tnicy wiencowej), u ktorych stwierdzano izolowane
obnizenie odcinka ST w odprowadzeniach V1-V3 > 0,05 mV, STEMI potwierdzano, poprzez wykonanie
dodatkowych zapiséw z tylnej $ciany klatki piersiowej w celu stwierdzenia uniesienia odcinka ST
spetniajacych kryteria rozpoznania zawatu serca $ciany dolno-podstawnej (V7-V9 > 0,05 mV u osob
powyzej 40 roku zycia, lub > 0,1 u me¢zczyzn < 40 rz.).

Rozpoznanie ACS u pacjentow z przewlektym blokiem LBBB rozpoznawano na podstawie kryteriow
Sgarbossy [40].

Kryteria rozpoznania NSTEMI obejmowaty:

- kliniczne: podstawowym objawem jest bol w klatce piersiowej,

- EKG: zmiany mogg obejmowa¢ przemijajace uniesienie odcinka ST, utrzymujace si¢ lub przejsciowe
obnizenie odcinka ST, odwrocenie zatamkow T, sptaszczenie lub pseudonormalizacje zatamka T lub tez
zapis EKG moze nie odbiega¢ od normy.

- biomarkery: istotny (z przynajmniej jedng wartosciag > 99. percentyla goérnej granicy wartosci
referencyjnych) wzrost lub spadek markeréw martwicy miokardium (Troponin).

Spektrum kliniczne NSTEMI moze obejmowaé zarowno pacjentow bez objawdw przy przyjeciu, jak i
osoby z utrzymujagcym si¢ niedokrwieniem, niestabilne elektrycznie lub hemodynamicznie albo z
zatrzymaniem krazenia [7].

Zapis EKG wykonywano co najmniej 2-krotnie przy przyjeciu pacjenta w odstgpie 20 minutowym, oraz
po rewaskularyzacji mig$nia sercowego oraz c0 najmniej 2-krotnie w trakcie dalszego pobytu na oddziale

kardiologii.

Badanie echokardiograficzne:

Wykonywano u wszystkich chorych zgodnie z wytycznymi EAE (ang. European Association of
Echocardiography) [41]. W trakcie badania oceniano funkcje skurczowg lewej komory z okre$leniem
frakcji wyrzutowej (ang. left ventricle ejection fraction, LV-EF), wg wzoru: LV-EF = [objetos¢
péznorozkurczowa LV — objetosé péznoskurczowa LV) / objeto$é péznorozkurczowa LV] x 100%
Ponadto analizowano wielko$¢ jam serca i funkcje zastawek serca, oraz odcinkowe zaburzenia
kurczliwosci lewej komory.

Badanie ultrasonograficzne tetnic szyjnych

Kazdy pacjent mial wykonane badanie ultrasonograficzne tetnic szyjnych glowicg liniowg o wysokiej
rozdzielczosci (4-11 MHz) w prezentacji B-mode, kolorowym i pulsacyjnym Dopplerem aparatem
Toshiba Aplio PowerVision (Toshiba Medical Systems Co., Ltd, Tokio, Japonia). Pacjentow badano w
pozycji lezacej z gtowa odchylong do tytu.



Pomiar kompleksu intima-media (ocena 12 segmentdow tetnic szyjnych) wyrazono jako S$rednig
arytmetyczng z maksymalnych grubosci kompleksu intima-media z uwzglednieniem grubo$ci blaszki
miazdzycowej wykonujac po 2 pomiary dla kazdego z segmentdw, tj. obustronnie w tgtnicy szyjnej
wspolnej (1 cm przed opuszka), w opuszce tetnicy szyjnej wspolnej oraz w poczatkowym odcinku 1 cm
tetnicy szyjnej wewnetrznej. Pomiar CIMT wykonano trzykrotnie — W czasie pobytu pacjenta w szpitalu,
oraz dwukrotnie w okresie obserwacji — mediana 21 oraz 41 miesi¢cy.

Do analizy statystycznej przedstawiono wyniki CIMT jako srednig arytmetyczng wartos¢ CIMT, roznice
pomigdzy pomiarem kolejnym a wartoscig poczatkowa CIMT oraz roczng zmiang grubosci CIMT
wyliczong wg wzoru: roczna zmiana CIMT = (kontrolny CIMT — wyjsciowy CIMT)/okres obserwacji w
latach. Progresje CIMT definiowano jako kazdy przyrost sredniej warto$ci CIMT z 12 analizowanych
segmentow w momencie kontrolnych pomiarow (ACIMT >0,001mm), a regresja jako brak progresji
ACIMT <0,001mm

Koronarografia i rewaskularyzacja wiencowa

Angiografie naczyn wiencowych wykonano z dostepu udowego lub promieniowego za pomoca techniki
Seldingera. W trakcie badania oceniano przeptyw wieficowy i obecno$¢ zmian miazdzycowych zarowno
w naczyniu dozawatowym jak i pozostatych nasierdziowych tetnicach wiencowych.

Do oceny wyjsciowego przeplywu z tetnicy dozawatowej zastosowano skale przeptywu TIMI
(Thrombolysis In Myocardial Infarction) [42], wg ktorej pacjenci zostali podzieleni na 2 grupy. Pacjenci,
u ktorych tetnica dozawatowa (ang. infarct related artery, IRA) zostata oceniona na 0 lub 1 pkt w skali
TIMI stanowili grupe ,,zamknietej IRA”, a przeptyw 2 lub 3 pkt w skali TIMI obejmowat grupe ,,droznej
IRA”. Wszystkie angiogramy =zostaly przeanalizowane przez dwoch niezaleznych obserwatorow.
Technika zabiegu, rodzaj wszczepionych stentow, leczenie przeciwkrzepliwe w trakcie koronarografii i
rewaskularyzacji pozostawiono do uznania operatora. W skrocie, pacjenci otrzymywali podwojng terapie
przeciwptytkowa (tadujaca dawke aspiryny - ASA 300mg i klopidogrel 600mg) podawano bezposrednio
po rozpoznaniu ACS przed koronarografig. Podczas angiografii podawano niefrakcjonowang heparyne
zgodnie z masg pacjenta i czasem ACT. Inhibitory glikoproteiny Ilb /Tlla zostaty zastosowane wedtug
uznania operatora. Inne leki, takie jak s$rodki przeciwbolowe, beta-blokery, podano zgodnie ze
wskazaniami klinicznymi. Podczas rewaskularyzacji podjeto probe trombektomii w przypadku okluzji
wiencowej lub widocznej znacznej skrzepliny. IRA byt rutynowo stentowana, predylatacja, wybor
miedzy konwencjonalnym Iub stentem uwalniajacy lek antymitotyczny zalezat od okoliczno$ci

klinicznych i decyzji operatora.

Ocena miazdzycy w innych lozyskach tetniczych
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Wszyscy pacjenci byli badani pod katem wspdtistniejacej miazdzycy w innych gtownych obszarach
tetniczych. Rozpoznanie zwezenia tetnicy szyjnej, nerkowej, oraz miazdzycy zarostowej tetnic konczyn
dolnych (ang. Peripheral Arterial Disease, PAD) opieraty si¢ na stwierdzeniu co najmniej 50% redukcji
$wiatla naczynia w badanym terytorium w badaniu ultrasonograficznym, angiografii metoda tomografii
komputerowej lub podczas angiografii, i/lub wywiadu rewaskularyzacji t¢tnic pozawiencowych.

U wszystkich chorych oceniano wskaznik kostka-rami¢ jako narzedzie przesiewowe dla PAD, z warto$cia
odcigcia ponizej 0,9 jako ekwiwalentu zwezen >50% redukcji $wiatta naczynia w tgtnicach konczyn
dolnych.

Badania laboratoryjne.

Troponing o wysokiej czutosci (hs-TnT) oznaczano przy przyjeciu pacjenta na SOR, oraz nastepnie co
najmniej dwukrotnie po zabiegu rewaskularyzacji wiencowej (testem R&D, Bazylea, Szwajcaria), co
umozliwito oceng ewolucji zawalu serca i przeanalizowanie maksymalnych warto$ci hs-TnT (hs-
TnTmax).

Pomiar stgzenia glukozy, hs-CRP, kreatyniny, profilu lipidowego w osoczu byt wykonywany dla celow

badania u pacjentdw na czczo, nastepnego dnia w godzinach rannych.

Analiza osoczowych miRNA:

Probki krwi pobrano przy przyjeciu pacjenta do szpitala (po podaniu heparyny niefrakcjonowanej).
Materiat pozostawiano do koagulacji przez 30 minut, odwirowano i zamrozono surowice w -80°C do
momentu analizy miRNA i wybranych biomarkeréw. Ekstrakcje miRNA przeprowadzono za pomoca
zestawu miRNeasy Serum / Plasma Kit (nr kat. 217184, Qiagen) z poczatkowa liza za pomoca
odczynnika Trizol LS (nr kat. 10296-028, Invitrogen). Stezenia RNA okreslono metoda elektroforezy
kapilarnej na Agilent Bioanalyser 2100 z chipem Pico Eukaryote Total RNA (Agilent Technologies, Inc,
Santa Clara CA). Uzyskano $rednio 60 + 31,9 pg / uL catkowitego RNA z 300 pl surowicy.

Profilowanie miRNA

Startery Exiqon LNA zastosowano do ilo$ciowego oznaczenia 10 dojrzalych miRNA przy uzyciu
systemu ViiA 7 (metoda PCR w czasie rzeczywistym). RNA przeksztalcono w ¢cDNA przy uzyciu
zestawu Universal cDNA Synthesis Kit (nr kat. EQ-203300, Exiqon). Przed syntezg do RNA dodawano
syntetyczny miRNA, ktory stuzy jako kontrola reakcji syntezy cDNA. Reakcje PCR w czasie
rzeczywistym przeprowadzono w trzech powtorzeniach z mieszankag SYBR Green master Universal RT
(nr kat. EQ-203400, Exiqon) stosujac warunki standardowe. Wybrano miRNA specyficzne dla narzadoéw:
migsien sercowy i migs$nie szkieletowe (miR-1, -133a, -133b, -208b, -499), tkanka mozgowa (MiR-34a, -
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124, -134), watroba (miR- 122), trzustkg (miR-375) i referencyjny miRNA dla surowicy (miR-16).
Dane przetwarzano metodg delta-delta-Ct (2-AACt), stosujac globalng normalizacje zaimplementowang w
oprogramowaniu DataAssist (Life Sciences). Obliczono zmiany krotnosci (RQ) w grupie droznych i
zamknigtych tetnicach dozawatowych oraz pacjentow z STEMI vs. NSTEMI. Hierarchiczne grupowanie
mediany normalizowanych warto$ci ekspresji miRNA przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania

Cluster 3.0.

Obserwacja odlegla

W 2 sposrod 3 prac oryginalnych, pacjenci zostali poddani obserwacji prospektywnej z oceng czgstosci
wystepowania zgonu sercowo-naczyniowego (ang. Cardiovascular Death, CVD), ponownego ACS i CIE,
a takze zlozonego punktu koncowego zgon sercowo/naczyniowy, ostry zespdl wiencowy, udar
niedokrwienny mozgu (ang. Major Adverse Cardiac and Cerebrovascular Events, MACCE). Okres
obserwacji wynosit §rednio 57+25 (zakres 6 do 84 miesiecy). Ponowny ACS zostal zdiagnozowany
zgodnie z aktualnymi kryteriami Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego. Rozpoznanie CIE
musiato by¢ udokumentowane opinig neurologa, na podstawie wykonanych badan w oddziale udarowym,
aby zapewni¢ rzetelnos¢ rozpoznania. CVD zdefiniowano jako zakonczony zgonem CIE, ACS lub nagty
zgon (tj. jakakolwiek nagta lub nieoczekiwana $mier¢, o ile nie zostanie udowodniona inna przyczyna w
autopsji).

Analiza statystyczna

Zmienne ilosciowe zostaly przedstawione w postaci wartosci $rednich i odchylen standardowych.
Zmienne jako$ciowe zostaly przedstawione jako proporcje. Rozktad normalny byt weryfikowany testem
Shapiro-Wilka. Do analizy zmiennych ilosciowych uzywano testu t-Studenta, U-Mann’a-Whitney’a lub
analizy wariancji (ANOVA), natomiast do analizy zmiennych jako$ciowych testu %2, doktadnego testu
Fisher’a Iub testu Pearson’a.

Roéznice w ekspresji miRNA analizowano przeprowadzajac nieparametryczny test Kotmogorowa-
Smirnowa.

Niezalezne czynniki diagnostyczne byly identyfikowane z uzyciem analiz jednoczynnikowych, a
nastepnie weryfikowane metoda wieloczynnikowej analizy regresji wstecznej krokowe;j.

Ocena niezaleznych czynnikéw ryzyka wystepowania MACCE w obserwacji odleglej zostata
przeprowadzona jedno- i wieloczynnikowym modelem hazardu proporcjonalnego Coxa, z wyliczeniem
ilorazéw ryzyka (ang. hazard ratio, HR) oraz przedzialéw ufno$ci (ang. confidence interval, 95% CI).

Analiza statystyczna zostata przeprowadzona przy uzyciu programu Statistica v.12.0 (StatSoft

Inc, Tulsa, OK, USA). Za poziom istotnosci przyjeto wartos¢ p<0,05. Dane byly gromadzone dla celow
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statystycznych w bazach Excel zaprojektowanych specjalnie dla celow badania.

Znaczenie diagnostyczne i prognostyczne badanych miRNA oraz zmiany CIMT w czasie
oceniano konstruujac krzywe ROC, w okresleniem pola pod krzywa (ang. area under the curve, AUC),
oraz podaniem punktéw odcigcia z oznaczeniem czuto$ci i swoistosci testu.

Wyliczono ponadto, kwartyle dla zmiany wartosci CIMT (ACIMT), dla ktérych rokowanie
przedstawiono w postaci krzywych przezycia Kaplana-Meiera. Istotno$¢ statystyczng pomiedzy

poszczegbdlnymi krzywymi przezycia weryfikowano za pomoca C statystyki.
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OMOWIENIE PRAC

Praca 1.

W badaniu “Decision-making microRNAs (miR-124, -133a/b, -34a and -134) in patients with
occluded target vessel in acute coronary syndrome” oceniono wartos¢ diagnostyczng wybranych
osoczowych miRNA, dla identyfikacji pacjentow z zamknigta vs. drozng IRA, oraz w zaleznosci od
elektrokardiograficznej prezentacji zawatu serca.

Badaniem objeto 43 chorych przyjetych z troponino-dodatnim ACS, poddanych koronarografii i
rewaskularyzacji. Pacjentow klasyfikowano w zalezno$ci od typu zawalu serca: z przetrwatym
uniesieniem odcinka ST (STEMI, 16 chorych) oraz bez przetrwatego uniesienia odcinka ST (NSTEMI,
27 chorych) w zapisie EKG. Ponadto, na podstawie obrazu angiograficznego pacjentow podzielono na
podgrupy z uwzglednieniem droznosci (TIMI 2 lub 3) vs. zamknigcia tetnicy dozawatowej (TIMI 0 lub
1).

Kryteria wlaczenia obejmowaly: wiek powyzej 18 lat, obecno$¢ co najmniej jednej istotnej
zmiany miazdzycowej w tetnicy wiencowej. Kryteria wylaczenia: objawy niewydolnosci serca (w klasie
I, 11i 1V wg Killipa) obserwowane przed cewnikowaniem serca, uprzednia fibrynoliz¢, mechaniczne lub
elektryczne powiklania zawatlu serca, blok lewej odnogi peczka Hisa, stosowang przewlekle
antykoagulacje, znang chorob¢ nowotworowa, aktywna lub przewlekts infekcje lub inng chorobe zapalna.
Wszystkie osoby podpisaty $wiadomg zgod¢ zgodnie z wymogami lokalnej komisji etycznej. Badanie
przeprowadzono zgodnie z wymogami Deklaracji Helsinskiej.

U wszystkich chorych przeanalizowano wystepowanie standardowych czynnikow ryzyka
sercowo-naczyniowego, badania biochemiczne takie jak profil lipidowy, st¢zenie osoczowe kreatyniny,
glukozy, hs-CRP, markerow martwicy mig¢$nia sercowego i ich ewolucje.

Probki krwi celem oceny stezen wybranych miRNA (miR-1, -16, -34a, -122, -124, -208b, -
133a/b, -375, and -499), pobrano po wyrazeniu pisemnej $wiadomej zgody przez pacjenta, po przyjeciu
pacjenta do Oddziatu i po podaniu niefrakcjonowanej heparyny, ale przed wykonaniem koronarografii.
Uzyskane wyniki.

Na podstawie koronarografii, zamknietg tetnice wiencowa stwierdzono u 12 (75%) pacjentéw sposrod 16
z elektrokardiograficznym obrazem STEMI, oraz u 15 (56%) sposrod 27 w grupie NSTEMI, co wskazuje
na fakt, ze zapis krzywej EKG nie determinuje obrazu angiograficznego tetnicy dozawatowej. Niemniej

jednak, stezenie max troponiny hs-T byto istotnie wyzsze w grupie STEMI w poréwnaniu do NSTEMI.
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Z wyjatkiem miR-134, ktérego poziom byt 3,83-krotnie wyzszy w grupie STEMI (p <0,025) nie
stwierdzono istotnej statystycznie roznicy w ekspresji innych analizowanych miRNA pomiedzy chorymi
z STEMI vs. NSTEMI.

Natomiast, stwierdzono istotne statystycznie réznice w ekspresji miIRNA, w zaleznosci od
obserwowanego przeptywu w tetnicy dozawatowej w skali TIMI. Pacjenci z zamknigta IRA mieli 7-
krotnie (p<0,05) oraz 4,57-krotnie (p <0,05) istotnie wyzsze poziomy swoistych dla serca osoczowych
miR-133a i miR-133b. Podobnie, specyficzne dla mozgu miRNA: miR-34a, -124 i -134 wykazaty
odpowiednio 5,50- (p <0,05), 2,55- (p <0,025) i 3,45-krotny (p <0,05) wzrost w grupie z zamknigta IRA
w porownaniu do chorych z obecnym przeptywem w dozawatowej tetnicy wiencowej w skali TIMI 2 i 3.
Stezenia troponin hs-T nie wykazywaly istotnych statystycznie réznic u chorych z droznym vs
niedroznym naczyniem zawatowym.

Aby oceni¢ warto$¢ diagnostyczng osoczowych mMiRNA wykonano analize krzywych ROC. Stezenie
MiR-134 charakteryzowata czuto$¢ 87,5% i swoisto$¢ 59,3% (AUC: 0,725, p = 0,002) dla r6znicowania
STEMI vs NSTEMI. Na podstawie ekspresji miR-134, 11 pacjentéw prawidtowo zaklasyfikowano jako
STEMI, a 20 jako NSTEMI.

Natomiast analizujac droznos$¢ te¢tnicy dozawatowej, najsilniejszym diagnostycznym miRNA okazaty sie:
miR-124 (AUC 0,787; p<0,001; czuto$¢ 59%; swoistos¢ 87%), miR-133b (AUC 0,704; p=0,006; czutos¢
63%; swoistos¢ 81%), miR-34a (AUC 0,697; p=0,009; czutos¢ 56%; swoistos¢ 87%), miR-134 (AUC
0,686; p=0,016; czutos¢ 67%; swoistos¢ 69%) i miR- 133a (AUC: 0,640; p=0,049; czutos¢ 52%;
swoisto$¢ 94%).

Na podstawie uzyskanych wynikéw sformulowano nastepujace wnioski: pomimo faktu, ze nie ma
wyraznych roznic w odniesieniu do profilu miRNA u pacjentéw ze STEMI i NSTEMI, ekspresja miRNA
rézni si¢ istotnie w zalezno$ci od angiograficznego obrazu tetnicy dozawalowej. Drozne tgtnice
dozawatowe produkujg mniej krazacych ,mézgowych” i ,sercowych” miRNA co $wiadczy o
zréznicowanym patomechanizmie uszkodzenia komoérek $rodbtonka naczyniowego i by¢ moze komorek
niedotlenionych narzagdow. Obserwacja ta moze przyczyni¢ si¢ do wyjasniania mechanizmow ostrych

zespotow wiencowych.

Praca 2.

Badanie “Diagnostic and prognostic micro-RNAs in ischaemic stroke due to carotid artery stenosis
and in acute coronary syndrome: a four-year prospective study” miato na celu okreslenie modelu
ekspresji  osoczowych miRNA spowodowanych incydentem niedokrwiennym w dwoch roznych
obszarach tetniczych. W tym celu poréwnano poziomy krazacych miR u pacjentow z ACS oraz z CIE

spowodowanym miazdzycowym ICAS. Nastepnie, chorych poddano prospektywnej ocenie klinicznej pod
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katem wystapienia ponownych zdarzen sercowo-naczyniowych i roli miRNA jako potencjalnego
biomarkera zwigzanego z ryzykiem ostrego niedokrwienia (MACCE).

Grupa I obejmowata 71 kolejnych chorych (47 mezczyzn, $redni wiek 69,5 + 9,6 roku) z CIE
i zwezeniem ICAS (Sredni stopien zwezenia w angiografii 83,9 £ 15%, zakres 70-99%), u ktorych
wykonano skuteczng rewaskularyzacje¢ tetnicy szyjnej wewnetrzne;.

Grupa II obejmowata 43 kolejnych pacjentow (34 mezczyzn, $redni wiek 57,6 + 10,1 lat) z ACS,
u ktorych nastepnie wykonano koronarografi¢ i przezskorng rewaskularyzacje tetnicy dozawatowe;.

Kryteria wlaczenia obejmowaty u pacjentéw z CIE: neurologiczng opini¢ stwierdzajaca zwigzek
pomigdzy objawami neurologicznymi a obecnoscig ICAS >70%, potwierdzony obszar niedokrwienny
moézgu w badaniu obrazowym w obszarze zaopatrywanym przez ICAS. U pacjentéw z ACS, obecno$é
istotnego zwezenia w tetnicy dozawatowej podczas koronarografii.

Do badania nie wilaczano chorych leczonych przewlekle antykoagulacja, z czynna chorobe
nowotworowsa, aktywng lub przewlekta infekcja zapalng lub inng przewlekta choroba wymagajaca
chemioterapii (np. choroby tkanki facznej wymagajace leczenia sterydami lub cytostatykami).

Ponadto, kryteria wytaczenia w grupie ACS stanowily objawy niewydolnosci serca (w klasie II,
III i IV wg Killipa) obserwowane przed cewnikowaniem serca, wczesniejsza fibrynolize, mechaniczne
lub elektryczne powiktania zawatu serca, blok lewej odnogi peczka Hisa. W grupie CIE, do badania nie
wiaczano chorych, po przebytym uprzednio CIE, gdy odnotowano brak spdjnosci miedzy miejscem ICAS
a stwierdzonymi zmianami niedokrwiennymi mézgu w tomografii komputerowej lub wynik konsultacji
neurologicznej sugerujacy CIE o0 innej etiologii niz ICAS. Wykluczono roéwniez pacjentow z
prawidtowymi t¢tnicami szyjnymi lub pacjentow leczonych fibrynolitycznie.

Wszystkie osoby podpisaty $wiadoma zgod¢ zgodnie z wymogami lokalnej komisji etyczne;j.
Badanie przeprowadzono zgodnie z wymogami Deklaracji Helsinskiej.

U wszystkich chorych przeanalizowano wystepowanie standardowych czynnikéw ryzyka
sercowo-naczyniowego, badania biochemiczne takie jak profil lipidowy, stgzenie osoczowe kreatyniny,
hs-CRP, fibrynogenu.

Probki krwi celem oceny stezen wybranych miRNA (miR-1, -16, -34a, -122, -124, -208b, -
133a/b, -375, and -499), pobrano po wyrazeniu pisemnej $wiadomej zgody przez pacjenta, bezposrednio
po przyjeciu pacjenta do Oddziatu i po podaniu niefrakcjonowanej heparyny.

Wszystkich chorych poddano prospektywnej obserwacji w $rednim czasie 53,8 + 14,9 miesiecy.
W trakcie obserwacji rejestrowano czesto$é wystepowania CVD, ACS, i CIE, a takze MACCE.

Zawal migsnia sercowego zostal zdiagnozowany wedtug kryteriow Europejskiego Towarzystwa

Kardiologicznego. Aby zapewni¢ rzetelnos¢ diagnoza CIE zostata potwierdzona przez neurologa. CVD
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zdefiniowano jako $miertelny CIE, $miertelny MI lub inny CVD (to jest kazdy nagly lub nieoczekiwany

zgon, o ile nie zostanie udowodniony inaczej w autopsji).

Uzyskane wyniki.

Pacjenci z CIE vs. ACS byli starsi (p <0,001), cze$ciej chorowali na nadcis$nienie tetnicze (p =
0,005) i mieli wyzszy poziom kreatyniny w surowicy (p = 0,01). Z kolei, wyzsze stezenie hs-CRP (p =
0,01) i cholesterolu LDL (p <0,001) notowano w grupie pacjentow z ACS.

U pacjentow z ACS vs. CIE stwierdzono statystycznie wyzsze st¢zenia 0s0czowego miR-124-3p
(log 2-DCt 0,571 + 0,07 vs. -0,638 + 0,06; p <0,001), miR-134-5p (log 2-DCt 0,288 + 0,09 vs. -0,02 +
0,07; p = 0,012), miR-208b--3p (log 2-DCt -0,899 + 0,08 wvs. -1,998 + 0,149; p <0,001),
miR-34a-5p (log 2-DCt 0,238 + 0,08 vs. -0,248 + 0,07; p <0,001) i miR-499-5p (log 2-DCt -0,899 + 0,08
vs. -1,176 + 0,07; p <0,001)), a mniejszy poziom miR-16-5p (log 2-DCt -0,072 + 0,08 vs. 1,962 + 0,103,
p <0.001) i miR-122-5p (log 2-DCt -0,076 = 0,08 vs. 1,892 + 0,09; p <0,001).

Natomiast u pacjentow z ACS i CIE obserwowano podobne poziomy osoczowych miR-1-3p,
miR-133a-3p, miR-133b i miR-375.

Podczas czteroletniego okresu obserwacji MACCE wystapit u 23 (20,5%) pacjentow. W grupie
CIE bylo osiem CVD (jeden z powodu CIE i siedem z powodu zawatu serca) i pie¢ CIE niezakonczonych
zgonem. W grupie ACS byto 10 ponownych ACS niezakonczonych zgonem, podczas gdy nie
odnotowano CVD ani CIE. Wielowymiarowa analiza proporcjonalnego hazardu Cox'a ujawnita
nastepujace predyktory CVD / MI / CIE: miR-208b-3p (HR = 1,225, 95% CI 1,092-1,375; p = 0,001),
miR-34a-5p (HR = 0,963, 95 % CI 0,935-0,992, p = 0,012) i miR-499-5-5p (HR = 0,077, 95% CI 0,025-
0,239; p <0,001). Ponadto miR-208b, miR-34a i miR-499 uznano za niezalezne czynniki ryzyka dla Ml,
CIE, oraz CVD. Wzrost poziomu miR-133b zostat zidentyfikowany jako czynnik ryzyka przysztego CVD
(HR =1,009; Cl 1,003-1,015; p = 0,004).

Na podstawie uzyskanych wynikow sformulowano nastepujace wnioski: u pacjentow z ACS i
CIE obserwowano podobne stezenia osoczowych miR-1-3p, miR-133a-3p, miR-133b (wg pi$miennictwa
identyfikowanych z komorka migsniowa i kardiomiocytem, ale takze ich obecnos$¢ stwierdzano w blaszce
miazdzycowej w tetnicach szyjnych), co mogloby wskazywaé na wspdlny mechanizm ostrego
niedokrwienia serca i mozgu, poniewaz Wg literatury sg to miRNA zaangazowane w proces destabilizacji
i pekniecia blaszki miazdzycowe;j.

U chorych z ACS stwierdzono wyzsze stezenia miR-124-3p oraz miR-34a-5p, ktore wg danych z
pisSmiennictwa wiaze si¢ z proliferacja komorek, promowaniem apoptozy kardiomiocytow i widknieniem
pozawalowym, oraz wyzszg ekspresj¢ miR-134-5p §wiadczacg zapewne o mechanizmie ACS zwigzanym

z peknigciem blaszki, aktywacja ptytek i powstaniem skrzepu, a takze wyzsza ekspresj¢ miR-208b-3p
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oraz miR-499-5p bedacych swoistymi dla komoérki kardiomiocytu, tak wiec odzwierciedlajagcymi stopien
uszkodzenia kardiomiocytow.

Wyzsze stezenia MiR-16-5p oraz miR-122-5p u chorych z CIE, moga by¢ zwigzane m.in. z silng
aktywacja makrofagéw i apoptoza, oraz uszkodzeniem s$rodbtonka, bardziej wyraznym w tej grupie
pacjentow.

Sposrod 23 zdarzen sercowo-naczyniowych w obserwacji prospektywnej, 6 wystapito wskutek
niedokrwienia mézgu, a 17 niedokrwienia migs$nia sercowego. Zidentyfikowano 3 wspélne miRs dla
ryzyka wystapienia CIE i ACS. Ekspresja miR-208b zwigzana byta z 22% wzrostem ryzyka MACCE,
natomiast ekspresja miR-499 oraz miR-34a wiazaty si¢ z redukcja ryzyka MACCE o odpowiednio 92%
oraz 3%. W przypadku miR-34a, niski poziom ekspresji tej czasteczki powoduje zahamowanie
aktywnosci czynnika transkrypcyjnego p53 zaangazowanego m.in. w indukcj¢ apoptozy. Ponadto, mir-
34a bezposrednio oddziatujac z Bcel-2, Cdk-4 oraz receptor Met, hamuje ich ekspresj¢, promujac tym
samym zatrzymanie cyklu komorkowego oraz zahamowanie apoptozy. Wzrost poziomu miR-133b zostat

zidentyfikowany jako czynnik podwyzszonego ryzyka CVD, poprzez promowanie apoptozy.

Praca 3.
Przedmiotem kolejnego badania, pt: “The role of serial carotid intima-media thickness assessment as
surrogate marker of atherosclerosis control in patients with recent myocardial infarction” byta
ocena przydatnosci seryjnych pomiarow CIMT w aspekcie ich wartosci rokowniczej w ocenie ryzyka
wystapienia MACCE, MI i nawrotu dtawicy piersiowej z powodu progresji zmian miazdzycowych w
tetnicach wiencowych (ang. coronary lesion progression; CLP) u pacjentow po przebytym MI.

Badanie obejmowalo 215 pacjentow (154 mezczyzn, sredni wiek 63,3 + 9,8 lat) przyjetych do
osrodka kardiologii interwencyjnej z powodu ACS celem rewaskularyzacji naczynia dozawatowego.

Kryteria wlaczenia obejmowaly: troponino-dodatni ACS z istotnym zwezeniem €O najmniej
jednej tetnicy wiencowej, wiek powyzej 18 lat, $wiadoma zgode na udziat w badaniu. Do kryteriow
wylaczenia zaliczono: objawy niewydolnosci serca (w klasie IV wg NYHA), stosowana przewlekle
antykoagulacje¢, czynng chorob¢ nowotworowa, aktywng lub przewlekta infekcje lub inng chorobe
zapalna, nieoptymalny wynik badania USG uniemozliwiajacy dokonanie wiarygodnej oceny CIMT.

Wszystkie osoby wyrazity $wiadoma pisemna zgode zgodnie z wymogami lokalnej komisji
etycznej. Badanie przeprowadzono zgodnie z wymogami Deklaracji Helsinskie;j.

USG tetnic szyjnych o wysokiej rozdzielczo$ci wykonano u wszystkich chorych w trakcie pobytu
w szpitalu. Wyliczono $rednig z 12 pomiaréw maksymalnej grubosci kompleksu intima-media z
uwzglednieniem grubosci blaszki miazdzycowej w nastgpujacy sposob: dokonywano po 2 pomiary dla

segmentu dystalnego tetnicy szyjnej wspodlnej (1 cm przed opuszka), w opuszce tetnicy szyjnej i odcinku
18



proksymalnym tetnicy szyjnej wewngtrznej (w obrgbie 1 cm od podzialu opuszki) obustronnie w
tetnicach szyjnych.

Analizie statystycznej poddano $rednig arytmetyczng z 12 pomiarow.

Oceng CIMT powtorzono u wszystkich pacjentow co najmniej dwukrotnie (mediana: 3 oraz 4.5
roku). Roczna zmiana CIMT (mm / rok) zostata wyrazona wg wzoru:
roczna zmiana CIMT = (kontrolny CIMT - wyjsciowy CIMT) / okres obserwacji w latach
Roéznice migdzy kontrolng a wyjsciowa wartoscig CIMT wyrazono rowniez jako wartos¢ bezwzgledna
(A) zgodnie z nastepujacym wzorem: ACIMT = kontrolny CIMT — wyjsciowy CIMT

Wszystkich chorych poddano srednio 5-letniej prospektywnej obserwacji. W trakcie obserwacji
rejestrowano czestos¢ wystepowania MACCE, CVD, MI, CIE i CLP.

Uzyskane wyniki.

MACCE odnotowano u 65 (30,2%) pacjentéw, w tym dziesi¢¢ zgonow sercowo-naczyniowych
(9 wskutek Ml, 1 - CIE), 42 Ml i/ lub 15 CIE niezakonczonych zgonem.

Ponowny MI wystapit u 12 (5,6%) pacjentow W pierwszym roku obserwacji oraz u 26 (12,1%)
pacjentow w okresie 3 lat. Nawrot stabilnej dtawicy piersiowej odnotowano u 30 (14%) pacjentow, w tym
u 20 (9,3%) z powodu CLP, a u 10 (4,7%) z powodu restenozy w stencie.

U pacjentéw z MACCE oraz CLP czgsciej stwierdzano nadci$nienie te¢tnicze (p=0,026), wyzsze
stezenie kreatyniny (p=0,049), hs-CRP (p=0,001) w surowicy krwi oraz wigkszg ilo§¢ czynnikow ryzyka
miazdzycy (p=0,05), w porownaniu do chorych u ktérych nie notowano ponownych zdarzen sercowo-
naczyniowych.

Przy wlaczeniu chorych do badania, stwierdzano wyjsciowo podobne wartosci CIMT (1,45 +
0,44 mm vs 1,43 £ 0,40 mm; p = 0,486), zar6wno u chorych bez jak i z MACCE w obserwacji odlegte;.

W sérednim okresie obserwacji wynoszacym 36,5 = 29,3 miesiecy (zakres 6-72 miesiecy), U
pacjentéw u ktorych wystgpit MACCE stwierdzano 2,7-krotnie wigkszy roczny przyrost wartosci CIMT
w poréwnaniu do chorych bez MACCE (0,024 + 0,12 mm vs. 0,009 + 0,16 mm / rok; p <0,001). Podobne
wyniki dotyczyty re-oceny CIMT przeprowadzonej w $rednim czasie obserwacji 53,3 + 37,1 miesigcy
(0,050 £ 0,1 mm vs. 0,001 = 0,1 mm / rok, p <0,001).

U pacjentow, u ktorych roczna zmiana CIMT wskazywata na istotng redukcje zmian
miazdzycowych (1. kwartyl dla rocznej zmiany CIMT) obserwowano istotnie nizsza liczbe ponownych
zawalow serca i wystapienia dlawicy piersiowej de novo, w poréwnaniu z osobami z roczng zmiang
CIMT w 2., 3. i 4. kwartylu (p = 0,008) oraz w porownaniu do czwartego kwartyla (1 vs 4 kwartyl: p
<0,001). Krzywa przezycia Kaplana-Meiera dla 1 kwartylu wynosita odpowiednio 100%, 97,8% i 88,4%,

a dla 4 kwartylu: 92,6%, 76,6% i 61,0% w 1, 3 i 5 roku obserwacji.
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Wieloczynnikowa analiza przezycia metodg Cox’a wykazata, ze ryzyko MACCE wiazato si¢
niezaleznie z roczng progresja CIMT o co najmniej 0,003 mm/rok (HR 3,00; 95% CI 1,496 — 6,016;
p<0,001) i wyjsciowym stezeniem Kreatyniny w surowicy (HR 1,01; 95% CI 1,003 — 1,017; p=0,006).
Roczny przyrost CIMT> 0,003 mm/rok, stezenie Kreatyniny w surowicy i hiperlipidemia w wywiadzie
byly niezaleznie zwigzane z ryzykiem ponownego zawatu serca (odpowiednio: HR 4,59; 95% CI 1,591—
13,217; p=0,005; HR 1,01; 95% CI 1,003-1,017; p=0,004; HR 3,15; 95% CI 1,271-7,784, p=0,013), oraz
zawatu serca + CLP (HR 2,95; 95% CI 1,378-6,323; p<0,001; HR 1,01; 95% CI 1,004-1,018; p=0,002;
HR 3,50; 95% CI 1,759-6,964; p=0,005).

Po wykresleniu krzywych ROC, roczny przyrost CIMT > 0,003 mm/rok charakteryzowat si¢
czuto$cig pomiedzy 80% a 84,5%, oraz swoistoScig pomiedzy 47% a 49,3% w ocenie
prawdopodobienstwa wystapienia MACCE, ponownego MI, oraz MI+CLP (pole pod krzywa, AUC
pomigdzy 0,638 a 0,673).

Na podstawie uzyskanych wynikow sformulowano nastepujacy wniosek: okresowa ocena
zmiany grubosci blaszki miazdzycowej w tetnicach szyjnych moze by¢ przydatnym parametrem oceny
ryzyka ponownego zawalu serca i wystapienia nawrotu dolegliwosci stenokardialnych zwigzanych z CLP,
a takze z ryzkiem MACCE.

Punkt odcigcia dla rocznego przyrostu CIMT wynoszacy 0,003 mm/rok, wigze si¢ z ok. 3 do 4,6-
krotnym wzrostem ryzyka analizowanych zdarzen w obserwacji odleglej, z satysfakcjonujaca czutoscia,

ale niskg swoistoscia.

PODSUMOWANIE WYNIKOW

ZYozono$¢ proceséw biomolekularnych i genetycznych w patomechanizmie ostrego niedokrwienia serca i
mozgu, sprawia, ze wyodrebnienie waznych diagnostycznie i rokowniczo parametréw nastrgcza duzych
trudno$ci. Wyniki uzyskane w niniejszym opracowaniu, wskazujg na przydatno$¢ miR-133a, miR-133b,
miR-34a, miR-124 i miR-134 w wytypowaniu chorych z zamknigtym naczyniem dozawalowym,
niezaleznie od prezentacji ACS w zapisie EKG. Natomiast, miR-134 byl jedynym parametrem
rdéznicujgcym chorych z STEMI i NSTEMI.

Chorzy po CIE i ACS wykazuja podobng ekspresj¢ w zakresie miR-1-3p, miR-133a-3p, miR-
133b i miR-375, co mogtoby sugerowaé czesciowo wspolny patomechanizm wywotujacy niedokrwienie
(powstanie zlogdéw sktadajacych si¢ z makrofagdéw, lipoprotein o malej gestosci (LDL), komorek
piankowatych i pozakomoérkowych skupisk cholesterolu, ktore nastgpnie wzbogacaja si¢ w elementy
wldkniste tkanki tgcznej, ktore przerastajac i otaczajac pierwotne ognisko zapalne, separujg je od reszty

naczynia - “atheromatous plaque”).
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Niemniej jednak, w ACS stwierdzono wyzsze stezenia miR-124-3p oraz miR-34a-5p, ktore wg
danych z pi$miennictwa wigze si¢ z proliferacja komorek, promowaniem apoptozy kardiomiocytow i
wioknieniem pozawatowym, oraz wyzsza ekspresje miR-134-5p $wiadczacg zapewne o mechanizmie
ACS zwigzanym z peknieciem blaszki, aktywacja ptytek i powstaniem skrzepu, a takze wyzsza ekspresje
miR-208b-3p oraz miR-499-5p bedacych swoistymi dla komorki kardiomiocytu, tak wigc
odzwierciedlajacymi stopien uszkodzenia kardiomiocytow.

Wyzsze stezenia miR-16-5p oraz miR-122-5p u chorych z CIE, moga by¢ zwigzane m.in. z silng
aktywacja makrofagow i apoptoza, oraz uszkodzeniem s$rodbtonka, bardziej wyraznym w tej grupie
pacjentow.

Moze to przemawia¢ za dominujaca rola miRs zwigzanych z aktywno$cig procesu zapalnego
(makrofagi, apaoptoza), dysfunkcjg s$rodblonka w CIE, a zakrzepowego w ACS z nastgpowym
niedokrwieniem kardiomiocytow i ich apaoptoza wyrazong swoistymi dla miocytow miRs (miR-1, -133a,
-133b, -208b, -499). Ponadto niska ekspresja miR-34a, wigzala si¢ z poprawa rokowania u pacjentow po
przebytym zaréwno CIE jak i ACS, co potwierdzaja dane z literatury o ich roli procesie apoptozy i

wldknienia.

Obecna rozprawa doktorska przynosi rowniez nowe spojrzenie na rol¢ powtarzanych okresowo pomiar6w
CIMT w tetnicach szyjnych u chorych w prewencji wtornej tj. u chorych wysokiego ryzyka sercowo-

naczyniowego.

Juz niewielka progresja zmian miazdzycowych w tetnicach szyjnych, bo wynoszaca zaledwie
0,003 mm /rok istotnie zwigksza ryzyko ponownych zdarzen sercowo-naczyniowych w grupie pacjentow
po zawale serca. Oceniajac zmiany miazdzycowe w tetnicach szyjnych jesteSmy w stanie oceni¢ ryzyko
MACCE zarowno w grupie pacjentdOw z chorobg wiencowa jak i miazdzycg tetnic poza wiencowych.
Uzyskanie regresji CIMT okazato si¢ najwarto§ciowszym parametrem klinicznym istotnie wpltywajacym
na zmniejszenie ryzyka MACCE, CIE, ACS w obserwacji odleglej. Redukcja CIMT potwierdza
skutecznos¢ OMT u indywidualnego chorego. Natomiast progresja CIMT u chorych leczonych
farmakologicznie wskazuje na fakt konieczno$ci intensyfikacji naszych dziatan pro zdrowotnych.
Podsumowujac, analiza dynamiki progresji/regresji CIMT, cytokin zapalnych, oraz miRNA, pozwala na
okreslenie grup zwigzanych z redukcja ryzyka, jak rowniez wystgpienia ponownych zdarzen sercowo-

naczyniowych w obserwacji prospektywnej.
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WNIOSKI

1. Z wyjatkiem aktywnosci miR-134-5p, ktorego ekspresja byta 3,8-krotnie wyzsza w grupie STEMI w
poréwnaniu do NSTEMI, nie stwierdzono istotnych réznic w ekspresji miRNA w zalezno$ci od

prezentacji ACS w badaniu elektrokardiograficznym.

2. Ekspresja miRNA wydzielanych pod wptywem ostrego niedokrwienia serca moze przyczynia¢ si¢ do
identyfikacji pacjentow z niedrozna tetnica dozawatowa, tj. wymagajacych pilnej koronarografii i

rewaskularyzacji wiencowej.

3. Wysoka swoistos¢ w identyfikacji niedroznej tetnicy dozawatowej wykazano dla miR-134-5p
(mechanizm ACS zwigzany z pgknigciem blaszki, aktywacja plytek i powstaniem skrzepu), miR-124-3p
oraz miR-34a-5p, zwiazanych z proliferacja komorek, promowaniem apoptozy i wioknieniem
pozawatowym, oraz miR-133a-3p i miR-133b wydzielanych z uszkodzonych kardiomiocytéw i bedacych

odzwierciedleniem ich stopnia uszkodzenia.

4. U pacjentow z ostrym niedokrwieniem mozgu i serca obserwowano podobna ekspresje 0soczowych
miR-1-3p, mMiR-133a-3p oraz miR-133b co mogloby wskazywaé na wspolny mechanizm ostrego

niedokrwienia w destabilizacji i peknigciu blaszki miazdzycowe;j.

5. Ekspresja niektorych miRNA zalezy od lokalizacji niedokrwienia. Mozliwe, ze wyzsze st¢zenia miR-
16-5p oraz miR-122-5p u chorych z CIE, mozna tlumaczy¢ rola aktywacji makrofagéw, apoptozy, i
uszkodzeniem $rodbtonka dominujacych w ostrym niedokrwieniu mézgu w przebiegu zwgzenia tetnicy
szyjnej wewngtrznej. Natomiast wyzsza aktywnos¢ miR-124-3p, miR-134-5p, miR-34a-5p, miR-208b-3p
oraz miR-499-5p u chorych z ACS mozna wytlumaczy¢ ich wysoka swoisto$cig dla kardiomiocytow i

rolg zakrzepu w tetnicy wiencowe;.

6. W obserwacji 5-letniej, wyzsze ryzyko MACCE wystepowato u chorych z wyzsza ekspresja miR-208b
(promotor niewydolno$ci serca), a CVD ze wzrostem ekspresji miR-133b i promowaniem apoptozy.
Natomiast ekspresja miR-499 oraz miR-34a wigzaty si¢ z redukcja ryzyka MACCE, co w przypadku
miR-34a, mozna tlumaczy¢ zahamowaniem apoptozy poprzez zahamowanie aktywnosci czynnika

transkrypcyjnego p53 oraz bezposrednim hamowaniem Bcl-2, Cdk-4 oraz receptora Met.
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7. Wyjsciowa ocena grubosci kompleksu intima-media u chorych po ACS nie jest czynnikiem
rokowniczym przysztych MACCE. Dopiero, ocenia zmiany CIMT w seryjnych pomiarach w obserwacji

odlegtej moze by¢ przydatnym parametrem rokowniczym.

8. Ryzyko MACCE, ponownego zawatu serca i wystgpienia dlawicy piersiowej de novo, wigze si¢
niezaleznie z roczng progresja CIMT > 0,003 mm/rok (czuto$é: 80-84,5%, swoistos¢: 47-49,3%),
stezeniem kreatyniny w surowicy i hiperlipidemia w wywiadzie.

9. Pomimo stosowania BMT i zalecen pro zdrowotnych modyfikacji stylu zycia zgodnie z wytycznymi
towarzystw kardiologicznych, redukcje zmian miazdzycowych w tetnicach szyjnych obserwuje si¢ u
mniej niz 1/3 chorych po ACS.

10. Przezycie wolne od MACCE w 1, 3 i 5 roku obserwacji, u pacjentéw, u ktérych uzyskano istotng
redukcj¢ miazdzycy w tetnicach szyjnych wyniosto 100%, 97,8% i 88,4% (1 kwartyl ACIMT < - 0,014
mm/rok) w poréwnaniu do pacjentow z duza progresja zmian miazdzycowych: 92,6%, 76,6% i 61,0% (4
kwartyl ACIMT > 0,056mm/rok).

11. Systematyczna kontrola CIMT moze by¢ przydatnym narzgdziem w prognozowaniu przysztych
MACCE u chorych po ACS w prewencji wtornej. Redukcja CIMT potwierdza skutecznos¢ BMT u
indywidualnego chorego. Natomiast progresja CIMT u chorych leczonych farmakologicznie wskazuje na

fakt koniecznosci intensyfikacji dziatan pro zdrowotnych
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STRESZCZENIE POLSKIE

Wigkszos¢ przypadkow STEMI nie budzi watpliwosci w postawieniu wtasciwego rozpoznania i
natychmiastowym wdrozeniu rewaskularyzacji. W pozostatych przypadkach czyli UA i NSTEMI
problem jest juz znaczacy, niejednokrotnie prowadzac do przedtuzania pobytow w izbach przyjeé, gdzie
pacjent potencjalnie zagrozony oczekuje na diagnoze. Wigkszos¢ przypadkéw ,,ostrego” zamknigcia
naczyniach nasierdziowego jesteSmy wstanie oceni¢ po obrazie elektrokardiogramu jednak wcigz
zdarzaja si¢ przypadki gdzie EKG jest zawodng metodg. Rowniez takie markery jak troponina mogg by¢
W pierwszym oznaczeniu prawidiowe. Na chwile obecng nie dysponujemy wiarygodnymi
alternatywnymi testami obrazowymi i laboratoryjnymi, na podstawie ktorych mozna przyspieszy¢
rozpoznanie i wdrozy¢ terapie.

Rosnace zainteresowanie miRNA rodzi nadzieje, iz zostang zidentyfikowane nowe markery
identyfikujace ostre zamkniecie tetnicy dozawatowej, a nastepnie uda si¢ wyselekcjonowaé miRNA,
ktore majg warto$¢ rokownicza po zawale serca i mogly by by¢é wykorzystane jako potencjalne cele
terapeutyczne.

Pomimo wdrozenia zalecen farmakologicznych i modyfikacji stylu zycia u chorych po zawale
serca, redukcja ryzyka zdarzen sercowo-naczyniowych jest suboptymalna. W rejestrach tylko okoto 50%
chorych, gdzie wdrozono optymalne leczenie, po zawale serca stosowato zalecono leki w prawidtowych
dawkach, po 1-5 lat stosowania ok 40-70% z nich utrzymuja stosowne dawki a tylko okoto 60% osigga
zalecone cele terapeutyczne (np. wartos¢ LDL, cis$nienia tetniczego krwii, masy ciala).

Wobec tych danych, wydaje si¢, ze nalezy poszukiwa¢ wskaznikow odpowiedzi na leczenie w
obiektywnych badaniach obrazowych i laboratoryjnych, ktére pozwolily by ocenia¢ dynamike
zachodzacych procesow aterogennych jak réwniez mie¢ bezposredni wglad w blaszki miazdzycowe.

Dotychczasowe badania wykazaly przydatnos¢ kliniczng oceny kompleksu intima-media tetnic
szyjnych (CIMT — carotid intima-media thickness) w przewidywaniu ryzyka sercowo-naczyniowego, tj.
zgonu Sercowo-naczyniowego, zawalu serca czy udaru niedokrwiennego mozgu. Natomiast dane
dotyczace wielokrotnej oceny CIMT w czasie i dynamiki zmian grubosci CIMT u chorych po zawale
serca w aspekcie jego wartosci klinicznej w prognozowaniu zmian ryzyka zdarzen sercowo-
naczyniowych dotychczas stanowi przedmiot kontrowersji.

Cele pracy. Glownym celem pracy bylo wyodrebnienie diagnostycznych i rokowniczych
wskaznikéw u chorych z zawatem serca.

Celami szczegotowymi pracy byty:

1) Ocena ekspresji wybranych osoczowych miRNA zwigzanych z niedokrwieniem mig$nia

sercowego w ostrym zespole wiencowym
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2) Ocena ekspresji miRNA u chorych z ostrym zespolem wieficowym z uniesieniem i bez uniesienia
odcinka ST

3) Ocena zalezno$ci pomiedzy czynnikami demograficznymi, biochemicznymi z uwzglednieniem
biatek ostrej fazy i cytokin prozapalnych oraz miRNA u pacjentéw z zawalem migs$nia sercowego w
obserwacji krdtko- i dtugoterminowej

4) Proba wyodrebnienia miRNA ulegajacych ekspresji w zaleznosci od typu zawatu serca, obrazu
klinicznego i angiograficznego

5) Ocena wartosci prognostycznej zmian grubo$ci kompleksu intima-media tgtnic szyjnych u
pacjentow po zawale mig$nia sercowego, stabilng choroba wiencowa lub inng lokalizacjg istotnych zmian
miazdzycowych

6) Proba wyodrebnienia miRNA zwigzanych z ryzykiem zdarzen sercowo-naczyniowych w
obserwacji odleglej

Material. Do badania wlgczono 215 chorych po zawale serca (154 mezczyzn, w wieku 63,3 +9,8
lat), u ktérych wykonano rewaskularyzacje mie$nia sercowego oraz 71 kolejnych pacjentow (47
mezezyzn, W wieku 69,5 + 9,6 lat), po niedawno (do 3 miesigcy) przebytym epizodzie niedokrwiennym
mozgu (CIE) zwigzanym z istotnym ICAS, przyje¢tych w celu rewaskularyzacji tetnic szyjnych. U losowo
wybranych 43 pacjentow z ACS pobrano krew do analizy miRNA.

Kryteria wylaczenia obejmowaly: w grupie ACS: pacjenci z ostra niewydolnoscia serca lub z
zastoinowg niewydolno$cig serca w klasach NYHA Il i IV, ze zdiagnozowanym ACS, ale normalnymi
tetnicami wiencowymi. W grupie CIE: poprzednie CIE, brak spdjnosci migdzy strong ICAS a
neurologicznymi zmianami w tomografii komputerowej lub deficytach neurologicznych, stwierdzone
podczas konsultacji neurologicznych. Pacjenci, ktorzy otrzymali leczenie fibrynolityczne z prawidtowymi
tetnicami  doglowowymi poniewaz moze to sugerowa¢ imne niz ICAS etiologia CIE.
Inne ogodlne kryteria wykluczenia obejmowaly pacjentéw, ktorzy mieli zdiagnozowang chorobe
nowotworowa, przeszie lub obecne ogolnoustrojowe zapalenie, takie jak czynne przewlekle zapalenie
stawow, znang lub podejrzewang infekcje bakteryjne lub wirusowe, pacjenci, ktorzy nie chcg bra¢ udzialu
W niniejszym badaniu.

W badaniach z CIMT, dodatkowym kryterium wylaczenia byta niemozno$¢ uzyskania diagnostycznego
obrazu ultrasonograficznego umozliwiajace oceng CIMT.

Badania wchodzace w sktad niniejszego cyklu publikacji zostaly przeprowadzone zgodnie z
zasadami Deklaracji Helsinskiej. Protokoty badan zastaly ocenione i zatwierdzone przez Komisje

Bioetyczng. Wszyscy uczestnicy wyrazili zgode na udzial w badaniu.

Metodyka. U wszystkich chorych lub w odpowiednich podgrupach zostaly wykonane: analiza
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kliniczna obejmujaca  wystgpowanie  klasycznych  czynnikow ryzyka miazdzycy, wywiad
dotychczasowego przebiegu choroby, wykonanie zapisow EKG, pomiaru ABI, badan laboratoryjnych
(stezenie kreatyniny, glukozy, profil lipidowy, stezenie hs-CRP, hs-TnT), ocena ekspresji osoczowych
miRNA (miR-1, -16, -34a, -122, -124, -208b, 133a/b, -375, and -499), badanie ultrasonograficzne tetnic
doglowowych metoda Doppler Duplex z pomiarem CIMT i blaszek miazdzycowych, badanie
echokardiograficzne oraz koronarografi¢ i rewaskularyzacje.

W 2 sposréd 3 prac oryginalnych, pacjenci zostali poddani obserwacji prospektywnej z ocena
czestosci wystepowania zgonu z przyczyn sercowo-naczyniowych (CVD), ACS i CIE, a takze MACCE.
Okres obserwacji wynosit srednio 57+25 (zakres 6 do 84 miesigcy).

Wyniki. W grupie pacjentow z ACS, w ktorej analizowano obraz angiograficzny i ekspresje
mMiRNA, stwierdzono: zamknieta tetnice wiencowg u 12 (75%) pacjentow sposrod 16 z
elektrokardiograficznym obrazem STEMI, oraz u 15 (56%) sposrod 27 w grupie NSTEMI, co wskazuje
na fakt, ze zapis krzywej EKG nie determinuje obrazu angiograficznego tetnicy dozawatowej. Z
wyjatkiem miR-134, ktorego poziom byt 3,83-krotnie wyzszy w grupie STEMI (p <0,025) nie
stwierdzono istotnej statystycznie réznicy w ekspresji innych analizowanych miRNA pomiedzy chorymi
z STEMI vs. NSTEMI. Natomiast, stwierdzono istotne statystycznie roznice w ekspresji miRNA, w
zaleznosci od obserwowanego przeptywu w tetnicy dozawatowej. Pacjenci z zamknietag IRA mieli 7-
krotnie (p<0,05) oraz 4,57-krotnie (p <0,05) istotnie wyzsze poziomy swoistych dla serca osoczowych
miR-133a i miR-133b. Podobnie, specyficzne dla moézgu miRNA: miR-34a, -124 i -134 wykazaty
odpowiednio 5,50- (p <0,05), 2,55- (p <0,025) i 3,45-krotny (p <0,05) wzrost w grupie z zamknigtg IRA
w pordéwnaniu do chorych z obecnym przeptywem w dozawatowe;j tetnicy wiencowej w skali TIMI 2 i 3.

Stezenie miR-134 charakteryzowata 87,5% czutos¢ i 59,3% swoistos¢ (AUC: 0,725, p = 0,002)
dla réznicowania STEMI vs NSTEMI. Na podstawie ekspresji miR-134, 11 pacjentéw prawidlowo
zaklasyfikowano jako STEMI, a 20 jako NSTEMI.

Natomiast analizujgc drozno$¢ tetnicy dozawatowej, najsilniejszym diagnostycznym miRNA
okazaly sie: miR-124 (AUC 0,787; p<0,001; czuto$¢ 59%; swoistos¢ 87%), miR-133b (AUC 0,704;
p=0,006; czutos¢ 63%; swoistos¢ 81%), miR-34a (AUC 0,697; p=0,009; czutos¢ 56%; swoistos¢ 87%),
miR-134 (AUC 0,686; p=0,016; czutos¢ 67%; swoistos¢ 69%) i miR- 133a (AUC: 0,640; p=0,049;

czutos¢ 52%; swoisto$¢ 94%).

U pacjentow z ACS vs. CIE stwierdzono statystycznie wyzsze stezenia osoczowego miR-124-3p
(log 2-DCt 0,571 + 0,07 vs. -0,638 + 0,06; p <0,001), miR-134-5p (log 2-DCt 0,288 + 0,09 vs. -0,02 +
0,07; p = 0,012), miR-208b--3p (log 2-DCt -0,899 + 0,08 vs. -1,998 + 0,149; p <0,001),
miR-34a-5p (log 2-DCt 0,238 + 0,08 vs. -0,248 + 0,07; p <0,001) i miR-499-5p (log 2-DCt -0,899 + 0,08
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vs. -1,176 £ 0,07; p <0,001)), a mniejszy poziom miR-16-5p (log 2-DCt -0,072 + 0,08 vs. 1,962 £ 0,103,
p <0,001) i miR-122-5p (log 2-DCt -0,076 + 0,08 vs. 1,892 + 0,09; p <0,001). Natomiast obserwowano u
pacjentow z ACS i CIE podobne poziomy osoczowych miR-1-3p, miR-133a-3p, miR-133b i miR-375.

W tej grupie podczas czteroletniego okresu obserwacji MACCE wystapit u 23 (20,5%)
pacjentow. W grupie CIE byto osiem CVD (jedna z powodu CIE i siedem z powodu zawatu serca) i pie¢
CIE niezakonczonych zgonem. W grupie ACS bylo 10 ponownych ACS niezakonczonych zgonem,
podczas gdy nie odnotowano CVD ani CIE. Wykazano nastepujace predyktory MACCE: miR-208b-3p
(HR = 1,225, 95% CI 1,092-1,375; p = 0,001), miR-34a-5p (HR = 0,963, 95 % CI 0,935-0,992, p =
0,012) i miR-499-5p (HR = 0,077, 95% CI 0,025-0,239; p <0,001). Ponadto miR-208b, miR-34a i miR-
499 uznano za niezalezne czynniki ryzyka dla MI, CIE, oraz CVD. Wzrost poziomu miR-133b zostat
zidentyfikowany jako czynnik ryzyka przysziego CVD (HR = 1,009; CI 1,003-1,015; p = 0,004).

W grupie 215 pacjentéw z ACS poddanych rewaskularyzacji po $rednio 5 letniej obserwacji
MACCE odnotowano u 65 (30,2%) pacjentow, w tym 10 CVD (9 MI zakonczonych zgonem, 1 CIE
zakonczony zgonem), 42 MI niezakonczone zgonem i / lub 15 CIE niezakonczone zgonem. Ponowny Ml
wystapit u 12 (5,6%) pacjentdéw w pierwszym roku obserwacji oraz u 26 (12,1%) pacjentow po 3 latach.
Ponadto nawrot dtawicy piersiowej odnotowano u 30 (14%) pacjentéw (u 20 (9,3%) z nich z powodu
CLP, a u 10 (4,7%) z powodu restenozy w stencie). Pacjenci z MACCE wraz CLP vs pacjenci bez
zdarzen sercowo-naczyniowych czg$ciej chorowali na nadcisnienie tetnicze (p=0,026), mieli wyzsze
stezenie kreatyniny (p=0,049), hs-CRP (p=0,001) w surowicy oraz posiadali wigksza ilo$¢ czynnikow
ryzyka zdarzen sercowo-naczyniowych (p=0,058).

W tej grupie wyjsciowa wartos¢ CIMT byta podobna u pacjentéw z MACCE i wolnych od
MACCE (1,43 = 0,40 mm vs. 1,45 + 0,44 mm, p = 0,486). Po $rednio 36,5 £ 29,3 miesiecy zanotowano
2,7-krotnie wigkszy roczny wzrost CIMT u pacjentow z MACCE vs bez MACCE (0,024 + 0,12 mm vs.
0,009 = 0,16 mm / rok; p <0,001). Podobne wnioski dotyczyly re-oceny CIMT przeprowadzonej po
srednio 53,3 = 37,1 miesigcy (0,050 £ 0,1 mm vs. 0,001 £ 0,1 mm / rok, p <0,001).

U pacjentow, u ktorych roczna zmiana CIMT wskazywala na istotng redukcje zmian
miazdzycowych (1. kwartyl dla rocznej zmiany CIMT) obserwowano istotnie nizszg liczbe ponownych
zawalOw serca 1 wystapienia dltawicy piersiowej de novo, w poréwnaniu z osobami z roczng zmiang
CIMT w 2., 3. i 4. kwartylu (p = 0,008) oraz w poréwnaniu do czwartego kwartyla (p <0,001). Krzywa
przezycia Kaplana-Meiera dla pierwszego kwartylu wynosity odpowiednio 100%, 97,8% i 88,4%, a dla
czwartego kwartylu: 92,6%, 76,6% 1 61,0% (odpowiednio w pierwszym, trzecim i pigtym roku
obserwaciji).

Ryzyko MACCE bylo zwigzane z roczng progresja CIMT> 0,003 mm / rok (HR 1,01; 95% CI

1,003 — 1,017; p=0,006) i poziomem kreatyniny w surowicy (HR 3,00; 95% CI 1,496 — 6,016; p<0,001).
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Roczny przyrost CIMT> 0,003 mm/rok, poziom kreatyniny w surowicy i hiperlipidemia w wywiadzie
byly niezaleznie zwigzane z ryzykiem ponownego zawat serca (odpowiednio: HR 4,59; 95% CI 1,591 —
13,217; p=0.005; HR 1,01; 95% CI 1,003 — 1,017; p=0,004; HR 3,15; 95% CI 1,271 — 7,784; p=0,013),
oraz zawalu serca + nawrotu stenokardii spowodowany CLP (HR 2,95; 95% CI 1,378 —6,323; p<0,001,;
HR 1,01; 95% CI 1,004 — 1,018; p=0,002; HR 3,50; 95% CI 1,759 -6,964; p=0,005). Progresja CIMT >
0,003 mm /rok wigzata si¢ takze ze wzrostem ryzyka MACCE. Roczny wskaznik progresji CIMT
wynoszacy 0,003 mm / rok byt najlepszym predyktorem MACCE, ponownego MI i CLP, z zadowalajaca
czutosciag (migdzy 80% a 84,5%), ale mata swoistoscig od 47% do 49,3% (AUC migdzy 0,638 a 0,673).
Whioski

Z wyjatkiem aktywnosci miR-134-5p, ktérego ekspresja byta 3,8-krotnie wyzsza w grupie STEMI w
porownaniu do NSTEMI, nie stwierdzono istotnych réznic w ekspresji miRNA w zaleznosci od
prezentacji ACS w badaniu elektrokardiograficznym.

Ekspresja miRNA wydzielanych pod wptywem ostrego niedokrwienia serca moze przyczyniaé si¢ do
identyfikacji pacjentow z niedrozna tetnica dozawatowa, tj. wymagajacych pilnej koronarografii i
rewaskularyzacji wiencowej

Wysoka swoistos¢ w identyfikacji niedroznej te¢tnicy dozawatowej wykazano dla miR-134-5p
(mechanizm ACS zwigzany z pgknigciem blaszki, aktywacja plytek i powstaniem skrzepu), miR-124-3p
oraz miR-34a-5p, zwiazanych z proliferacja komorek, promowaniem apoptozy i witoknieniem
pozawatowym, oraz miR-133a-3p i miR-133b wydzielanych z uszkodzonych kardiomiocytéw i bedacych
odzwierciedleniem ich stopnia uszkodzenia.

U pacjentow z ostrym niedokrwieniem mozgu i serca obserwowano podobng ekspresj¢ 0soczowych miR-
1-3p, miR-133a-3p oraz mMIiR-133b co mogloby wskazywa¢ na wspolny mechanizm ostrego
niedokrwienia w destabilizacji i peknieciu blaszki miazdzycowe;j.

Ekspresja niektorych miRNA zalezy od lokalizacji niedokrwienia. Mozliwe, ze wyzsze st¢zenia miR-16-
5p oraz miR-122-5p u chorych z CIE, mozna tlumaczy¢ rola aktywacji makrofagéow, apoptozy, i
uszkodzeniem $rodbtonka dominujacych w ostrym niedokrwieniu moézgu w przebiegu zwezenia tetnicy
szyjnej wewngtrznej. Natomiast wyzsza aktywno$¢ miR-124-3p, miR-134-5p, miR-34a-5p, miR-208b-3p
oraz miR-499-5p u chorych z ACS mozna wytlumaczy¢ ich wysoka swoisto$cig dla kardiomiocytow i
rolg zakrzepu w tetnicy wiencowe;.

W obserwacji 5-letniej, wyzsze ryzyko MACCE wystepowato u chorych z wyzszg ekspresja miR-208b
(promotor niewydolnosci serca), a CVD ze wzrostem ekspresji miR-133b i promowaniem apoptozy.
Natomiast ekspresja miR-499 oraz miR-34a wigzaty sie z redukcja ryzyka MACCE, co w przypadku
miR-34a, mozna tlumaczy¢ zahamowaniem apoptozy poprzez zahamowanie aktywnosci czynnika

transkrypcyjnego p53 oraz bezposrednim hamowaniem Bcl-2, Cdk-4 oraz receptora Met.
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Wyjséciowa ocena grubosci kompleksu intima-media u chorych po ACS nie jest czynnikiem rokowniczym
przysztych MACCE. Dopiero, ocenia zmiany CIMT w seryjnych pomiarach w obserwacji odlegtej moze
by¢ przydatnym parametrem oceny.

Ryzyko MACCE, ponownego zawalu serca i wystapienia dlawicy piersiowej de novo, wigze si¢
niezaleznie z roczng progresja CIMT > 0,003 mm/rok (czutos¢: 80-84,5%, swoistos¢: 47- 49,3%).
Wykazano, ze stgzenie kreatyniny w surowicy i hiperlipidemia w wywiadzie sa niezaleznie zwigzane z
ryzykiem zdarzen sercowo-naczyniowych.

Pomimo stosowania BMT i zalecen pro zdrowotnych modyfikacji stylu zycia zgodnie z wytycznymi
towarzystw kardiologicznych, redukcje zmian miazdzycowych w tetnicach szyjnych obserwuje si¢ u
mniej niz 1/3 chorych po ACS.

Przezycie wolne od MACCE, w 1, 3 i 5 roku obserwacji, u pacjentow, u ktorych uzyskano istotng
redukcje miazdzycy w tetnicach szyjnych wyniosto 100%, 97,8% i 88,4% (1 kwartyl ACIMT < - 0,014
mm/rok) w porownaniu do pacjentéw z duzg progresjg zmian miazdzycowych: 92,6%, 76,6% i 61,0% (4
kwartyl ACIMT > 0,056mm/rok).

Systematyczna kontrola CIMT moze by¢ przydatnym narz¢dziem w prognozowaniu przysztych MACCE
u chorych po ACS w prewencji wtornej. Redukcja CIMT potwierdza skutecznos¢ BMT u
indywidualnego chorego. Natomiast progresja CIMT u chorych leczonych farmakologicznie wskazuje na

fakt koniecznosci intensyfikacji dziatan pro zdrowotnych
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ABSTRACT

In most cases of STEMI we have no doubts in the right diagnosis and implementation of
revascularization. In other cases, ie UA and NSTEMI, the problem is already significant, often leading to
extending stays in emergency rooms where the patient potentially at risk awaits a diagnosis. Most cases of
"acute" occlusion of the epicardial vessels can be assessed after the ECG, but there are still cases where
ECG is an unreliable method. Also markers such as troponin in the first assay can be at right level. At the
moment, we do not have reliable alternative imaging and laboratory tests, on the basis of which we can
accelerate the diagnosis and implementation of therapies.

The growing interest of miRNA gives the hope that new markers will be identified that indicate
acute occlusion of the infarct-related artery, and then manage to select miRNAs that have prognostic
value after myocardial infarction and could be used as potential therapeutic targets.

Despite the implementation of pharmacological recommendations and lifestyle modifications in
patients after myocardial infarction, the reduction in the risk of cardiovascular events is suboptimal. In the
registers, only about 50% of patients after MI, where optimal treatment was implemented, used prescribed
drugs in the correct doses.

In view of these data, it seems that we should look for indicators of response to treatment in
objective imaging and laboratory tests that would allow to evaluate the dynamics of atherogenic processes
as well as to have direct insight into atherosclerotic plaques.

Previous studies have demonstrated the clinical usefulness of carotid intima-media thickness
(CIMT) assessment in predicting cardiovascular risk, i.e. cardiovascular death, myocardial infarction or
ischemic stroke. However, data on multiple CIMT assessment over time and the dynamics changes of
CIMT in patients after myocardial infarction in terms of its clinical value in predicting cardiovascular
events so far it has been the subject of controversy.

Objectives. The main goal of the study was to identify diagnostic and prognostic indicators in
patients with myocardial infarction.

The detailed objectives of the work were:

1) Evaluation of selected plasma miRNAs associated with myocardial ischemia in acute coronary
syndrome

2) Evaluation of miRNA expression in patients with STEMI or NSTEMI

3) Assessment of the relationship between demographic and biochemical factors including acute
phase proteins and proinflammatory cytokines and miRNA in patients with myocardial infarction in
short- and long-term observation

4) Attempt to isolate miRNAs expressed depending on the type of myocardial infarction, clinical

and angiographic picture
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5) Evaluation of the prognostic value of CIMT changes in patients after myocardial infarction,
stable coronary disease or other location of significant atherosclerotic lesions

6) Attempt to isolate miRNAs associated with the risk of cardiovascular events in long-term
follow-up

Material. The study included 215 patients with Ml (154 men, aged 63.3 + 9.8 years) who
underwent revascularization and 71 consecutive patients (47 men, aged 69,5 + 9.6 years), after a recent
(up to 3 months) CIE associated with significant ICAS, admitted for the purpose of revascularization of
the carotid arteries. In randomly selected 43 patients with MI, blood was collected for miRNA analysis.
Patients were enrolled at the Department of Invasive Cardiology, E. Szczeklik's Hospital, Tarnow and
Department of Interventional Cardiology, Jagiellonian University School of Medicine, the John Paul Il
Hospital, Krakow

Methods. In all patients or in appropriate subgroups: clinical analysis including the occurrence of
classic atherosclerosis risk factors, previous history of cardiovascular disease, performed interventions
and pharmacological treatment, ECG, ABI measurement, laboratory tests (creatinine, glucose, lipid
profile, hs-CRP concentration, hs-TnT), evaluation of plasma miRNA expression (miR-1, -16, -34a, -122,
-124, -208b, 133a / b, -375, and -499), ultrasound examination of the Doppler Duplex arteries with
measurement CIMT and atherosclerotic plaques, echocardiography and coronary angiography with
subsequent coronary revascularisation.
In 2 out of the 3 original papers, patients were prospectively observed with the assessment of the
incidences of CVD, ACS and CIE, as well as MACCE. The follow-up period was 57 & 25 months (range
6 to 84 months).

Results. In the first study enrolling subgroup of patients with ACS, in which the angiographic
images and miRNA expression were analysed, there were: occluded coronary arteries in 12 (75%)
patients out of 16 with STEMI, and 15 (56%) out of 27 in the NSTEMI group, which indicates the fact
that the ECG does not determine the angiographic picture of the infarct-related artery. With the exception
of miR-134, whose level was 3.83 times higher in the STEMI group (p <0.025), no statistically significant
difference in the expression of other analyzed miRNAs was seen between patients with STEMI vs.
NSTEMI. In contrast, discrimination of patients according to the target vessel occlusion criteria revealed
that patients with the occluded IRA had significantly higher levels of circulating cardiac specific miR-
133a and miR-133b, with the change fold: 7.00 (p<0.05) and 4.57 (p<0.05), respectively (Fig. 1).
Similarly, brain specific miR-34a, -124 and -134 showed significant increase in the occluded group: 5.50
(p<0.05), 2.55 (p<0.025) and 3.45 (p<0.05), respectively.
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In case of the STEMI/NSTEMI group, the most predictive miRNA (miR-134) achieved AUC
values of up to 0.725. Using miR-134 discrimination, 11 subjects were correctly classified as STEMI and
20 as NSTEMI with a sensitivity of 87.5% and specificity of 59.3% (AUC: 0.725, p=0.002).

The strongest diagnostic miRNA of patency of the infarct-related artery were: miR-124 (AUC
0.787, p <0.001, sensitivity 59%, specificity 87%), miR-133b (AUC 0.704, p = 0.006, sensitivity 63%,
specificity 81%), miR-34a (AUC 0.697, p = 0.009, sensitivity 56%, specificity 87%), miR-134 (AUC
0.686, p = 0.016, sensitivity 67%, specificity 69%) and miR-133a (AUC: 0.640; p = 0.049, sensitivity
52%, specificity 94%).

In the second study, in ACS patients, as compared to CIE patients, there was a statistically
significant increase of circulating miR-124-3p (log 2-DCt 0.571 + 0.07 vs. —0.638 + 0.06; p < 0.001),
miR-134-5p (log 2-DCt 0.278 + 0.09 vs. —0.02 + 0.07; p = 0.012), miR-208b- -3p (log 2-DCt —0.899 +
0.08 vs. —1.998 + 0.149; p < 0.001), miR-34a-5p (log 2-DCt 0.238 + 0.08 vs. —0.248 + 0.07; p < 0.001),
and miR-499-5p (log 2-DCt —0.899 + 0.08 vs. —1.176 + 0.07; p < 0.001. Decreased levels of miR-16-5p
(log 2-DCt —0.072 + 0.08 vs. 1.962 £ 0.103; p < 0.001) and miR-122- -5p (log 2-DCt —0.076 + 0.08 vs.
1.892 £ 0.09; p < 0.001) were found. In contrast, patients with ACS and CIE have similar plasma levels
of miR-1-3p, miR-133a-3p, MmiR-133b and miR-375.

During a four-year follow-up period, MACCE occurred in 23 (20.5%) subjects. In the CIE group
there were eight CVDs (one due to CIE and seven due to MI) and five non-fatal CIEs. In the ACS group
there were 10 non-fatal Mls, while no CVD or CIE were noted.

The multivariate Cox proportional hazard analysis revealed the following predictors of MACCE:
miR-208b-3p (HR = 1.225, 95% CI 1.092-1.375; p = 0.001), miR-34a-5p (HR = 0.963, 95% CI 0.935-
0.992; p = 0.012), and miR-499-5p (HR = 0.077, 95% CI 0.025-0.239; p < 0.001. Furthermore, the levels
of circulating miR-208b, miR-34a, and miR-499 occurred as independent risk factors for composite and
each individual end-point (MI, CIE, and CVD. Levels of miR-133b were identified as risk factors of
future CVD (HR = 1.009; Cl 1.003-1.015; p = 0.004).

In the last study, in a group of 215 patients with ACS undergoing revascularization, during
median 60 months follow-up period, MACCE was recorded in 65 (30.2%) patients, including 10 CVDs (9
Mls/sudden cardiac, 1 IS), 42 non-fatal MIs and/or 15 non-fatal 1Ss. Recurrent MI occurred in 12 (5.6%)
subjects during first year of follow-up, and in 26 (12.1%) at 3 years. Additionally, angina recurrence in
CCS classes II-111 was noted in 30 (14%) patients, of which new angina due to CLP was observed in 20
(9.3%) patients, while due to in-stent restenosis in 10 (4.7%), as evidenced with coronary angiography.
Subjects in whom MACCE plus CLP occurred, as compared to MACCE-free subgroup were more often
hypertensive (p=0.026), had higher levels of serum creatinine (p=0.049) and hs-CRP (p=0.001), and

36



higher mean number of cardiovascular risk factors among hypertension, hyperlipidaemia, diabetes,
cigarette smoking (p=0.058).

Initial CIMT values were similar in patients who suffered MACCE and event-free patients
(1.43+£0.40 mm vs. 1.45+0.44mm; p=0.486). At first CIMT reassessment during the mean follow-up
period of 36.5+29.3months, patients in whom MACCE occurred had 2.7-fold greater annual CIMT
growth as compared to event-free subset of patients (0.024+0.12 vs. 0.009+0.16mm/year; p<0.001).
Similar findings concerned the final CIMT reassessment performed during the mean follow-up period of
53.3+37.1 months (0.050+0.1 vs. 0.001+0.1mm/year; p<0.001, respectively).

In patients in whom annual CIMT change showed clear carotid atherosclerosis reduction (1%
quartile for annual CIMT change), significantly lower number of recurrent MI and new angina due to
CLP was observed, as compared to subjects with annual CIMT changes in the 2™, 3 and 4™ quartiles
(p=0.008 by log rank test), and as compared to the 4™ quartile (p<0.001 by log rank test). The Kaplan-
Meier free-survival curves were 100, 97.8 and 88.4% at 1, 3 and 5 years for 1¥ quartile, while 92.6, 76.6
and 61.0% for the 4™ quartile, respectively.

Risk of MACCE was associated independently with the annual CIMT progression >0.003mm/y
(HR 1.01; 95% CI 1.003 — 1.017; p=0.006) and serum creatinine level (HR 3.00; 95% CI 1.496 — 6.016;
p<0.001). Recurrent MI, as well as recurrent MI and new angina due to CLP were associated with the
annual CIMT progression >0.003mm/y, serum creatinine level, and history of hyperlipidaemia.

The CIMT change occurred an independent indicator of MACCE, recurrent MI and Ml plus CLP
with an optimal cut-off value of CIMT progression rate of >0.003 mm/year for all study end-points. Yet,
the annual CIMT progression rate of 0.003 mm/year was the best predictor of MACCE, recurrent Ml and
CLP, associated with fairy good sensitivity (between 80% and 84.5%), it demonstrated only mild
specificity between 47% and 49.3% (AUC between 0.638 and 0.673).

Conclusions.

With the exception of miR-134, whose level was 3.83 times higher in the STEMI group, no
statistically significant difference in the expression of other analyzed miRNAs was seen between patients
with STEMI vs. NSTEMI.

Expression of miRNA secreted in of acute cardiac ischemia may contribute to the identification
of patients with culprit occlusion, i.e. requiring urgent coronary angiography and coronary
revascularization

High specificity in the identification of occluded infarct-related artery was demonstrated for miR-
134-5p (ACS mechanism associated with plaque rupture, platelet activation and clot formation), miR-

124-3p and miR-34a-5p, associated with cell proliferation, promotion of apoptosis and post-infarction
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fibrosis and miR-133a-3p and miR-133b secreted from damaged cardiomyocytes and reflecting their
degree of damage.

In patients with acute cerebral and heart ischemia, similar expression of plasma miR-1-3p, miR-
133a-3p and miR-133b was observed, which could indicate a common mechanism of acute ischemia in
the destabilization and rupture of atherosclerotic plaque.

The expression of some miRNAs depends on the location of ischemia. It is possible that higher
concentrations of miR-16-5p and miR-122-5p in CIE patients can be explained by the role of macrophage
activation, apoptosis, and endothelial injury dominating in acute cerebral ischemia in the course of
internal carotid artery stenosis. However, the higher activity of miR-124-3p, miR-134-5p, miR-34a-5p,
miR-208b-3p and miR-499-5p in patients with ACS can be explained by their high specificity for
cardiomyocytes and the role of a thrombus in the coronary artery.

In a 5-year follow-up, higher MACCE risk occurred in patients with higher expression of miR-
208b (heart failure promoter) and CVD with increased miR-133b expression and promotion of apoptosis.
In contrast, the expression of miR-499 and miR-34a was associated with the reduction of MACCE risk,
which in the case of miR-34a, can be explained by the inhibition of apoptosis by inhibiting the activity of
the transcription factor p53 and direct inhibition of Bcl-2, Cdk-4 and the Met receptor.

The initial assessment of intima-media thickness in patients after ACS is not a prognostic factor
of future MACCE. It is only, when assessing CIMT changes in serial measurements in a long-term
observation, can be a useful evaluation parameter.

The risk of MACCE, recurrent myocardial infarction and de novo angina pectoris is associated
with an annual CIMT progression of > 0.003 mm / year (sensitivity: 80-84.5%, specificity: 47- 49.3%). It
has been shown that serum creatinine and hyperlipidemia are independently associated with the risk of
cardiovascular events.

Despite the use of BMT and pro-health recommendations for lifestyle modification in accordance
with the guidelines of cardiological societies, reduction of atherosclerotic lesions in carotid arteries is
observed in less than one third of patients after ACS.

The MACCE-free survival at 1, 3 and 5 years of follow-up in patients with significant carotid
atherosclerosis reduction was 100%, 97.8% and 88.4% (1 quartile ACIMT <- 0.014 mm / year) compared
to patients with high progression of atherosclerotic lesions: 92.6%, 76.6% and 61.0% (4 quartile ACIMT>
0.056mm / year).

Systematic CIMT control can be a useful tool in predicting future MACCE in patients after ACS
in secondary prevention. CIMT reduction confirms the effectiveness of BMT in an individual patient. In
contrast, CIMT progression in pharmacologically treated patients indicates the need to intensify pro-

health activities.
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Abstract

Background: Coronary artery occlusion does not always manifest with ST-elevation, and some patients can have patent
coronary vessel.

Aim: We evaluated circulating microRNA (miRNA) profiles to discriminate subjects with infarct-related artery (IRA) occlusion.
Methods and results: Patients (n = 43) with uncomplicated acute coronary syndrome and positive troponins were classified
with respect to patent vs. occluded IRA or ST-elevation vs. non-ST elevation MI (STEMI vs. NSTEMI). Expression levels of serum
miRNAs (miR-1, -16, -34a, -122, -124, -208b, -133a/b, -375, and -499) were analysed. Out of 16 STEMI and 27 NSTEMI
patients, IRA occlusion was noted in 12 and 15 patients, respectively. The remaining four STEMI and 12 NSTEMI patients had
patent IRA. STEMI patients had higher troponin T levels and a 3.83-fold higher miR-134 expression (p < 0.025). Patients with
the occluded vs. patent IRA had higher levels of miR-133a (fold change: 7.00), miR-133b (4.57), miR-34a (5.50), miR-124 (2.55),
and miR-134 (3.45) but no difference in troponin T levels. Receiver operator characteristic analysis identified decision-making
miRNAs in occluded vessels: miR-124 (AUC: 0.787, p < 0.001), miR-133b (AUC: 0.704, p = 0.006), and miR-134 (AUC:
0.686, p = 0.016). With respect to STEMI, only miR-134 showed a discriminating value (AUC: 0.725, p = 0.002).
Conclusions: The degree of IRA occlusion determines circulating miRNA expression, and specific miRNAs may be useful in
indicating patients requiring urgent coronary revascularisation.

Key words: acute coronary syndrome, mRNA, infarct-related artery, STEMI, NSTEMI, occluded
Kardiol Pol 2016; 74, 3: 280-288

INTRODUCTION

In acute coronary syndrome (ACS), early detection and im-
plementation of a specific treatment and revascularisation
cdetermines preservation of the viable myocardium, according
to the principle “time is muscle”. Prompt regaining of the cul-
pritvessel patency to restore myocardial perfusion significantly
reduces the early and late mortality, and minimises the number
of adverse events related to the post-ACS remodelling [1].

Currently, the ACS management focuses on: (1) electro-
cardiography (ECCG), which distinguishes between ST-elevation
(STEMI) and non-ST-elevation myocardial infarction (NSTEMI),
(2) provided symptoms, and (3) positive tests for myocardial
necrosis. Usually, STEMI is accompanied by epicardial coro-
nary artery occlusion, whereas myocardial necrosis without
ST-elevation is associated with the patent but stenosed coro-
nary vessel [2].
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However, numerous data indicate the possibility of
infarct-related coronary artery (IRA} occlusion in the absence
of ST-elevation, or specific changes connected with circum-
flex artery occlusion (such as ST abnormalities cause mirror
changes in the V1-V3 leads or ST elevation in additional
V7-V9 leads), which unfortunately leads to delays in diagnosis
and revascularisation therapy [2].

Nevertheless, apart from ECG no specific markers have
been proposed that could differentiate ACS with patent
or occluded IRA. Recently, new potential diagnostic and
prognostic biomarkers in ACS patients have emerged, e.g.
heart-specific fatty acid-binding protein, copeptin, and matrix
metalloproteinase-9 or carotid intima-media thickness [3, 4].
Particularly, when combined with cardiac-specific troponin
they have the potential to improve the accuracy of diagnos-
tics and prognosis in ACS. However, none of them is useful
to distinguish between a patent and occluded infarct artery.

Circulating microRNAs (miRNAs) are recognised as small
non-coding RNAs released from the ischaemic, damaged cells
or as an instrument of communication in microvesicles. Those
molecules consist of 19 to 25 non-coding nucleotides that
regulate gene expression by hybridising to messenger RNAs
(MRNAs) and causing mRNA degradation or translational
inhibition [5]. Both atherosclerosis initiation and progression
are regulated by these small non-coding sequences. Recent
studies have shown that some miRNAs expression levels
are modulated in ischaemic conditions [6]. Among them,
serum levels of several miRNAs, are thought to be associated
with organ ischaemia: abundant in human heart (miR-1,
miR-133a/b, miR-208b and miR-499-5p), brain-secreted
(miR-34a, miR-124 and miR-134), liver (miR-122), and pan-
creas (miR-375) [7]. Our selection criteria for miRNAs were
mainly set based on previous reports analysing the potential
usefulness of miRNAs as novel biomarkers of myocardial dam-
age [8, 91. The serum miR-16 recommended for humans was
used as a housekeeping miR in our study [10].

The purpose of our research was to evaluate the levels
of selected serum miRNAs (miR-1, -34a, -122, -124, 133a/b,
-134,-208b, -375, and -499-5p), as well as markers depend-
ing on the ST changes on ECG and IRA patency in subjects
with uncomplicated ACS admitted for coronary angiography
and possible intervention procedure. Particularly, we intended
to evaluate the impact of IRA occlusion on the expression of
circulating miRNAs.

METHODS

Study group
The study comprised 43 consecutive patients (n = 34 male)
in mean age 57.5 = 9.9 years (range 40-79) admitted to the
Department of Invasive Cardiology, The Edward Szczeklik
Hospital in Tarnow (Poland). Subjects had diagnosed uncom-
plicated myocardial infarction according to the European

Society of Cardiology (ESC)/American Heart Association (AHA)
redefined guidelines. All patients underwent urgent coronary
angiography and subsequent coronary intervention according
to accepted ESC/AHA guidelines.

Inclusion criteria were as follows: age over 18 years old,
and the presence of an infarct-related lesion in coronary artery
identified during routine coronary angiography. Exclusion
criteria included: any clinical signs of heart failure (in Killip
classes 11, 11, and V) observed before catheterisation, prior
fibrinolysis, mechanical or electrical complications of ACS,
left bundle branch block on ECG, anticoagulation, known
malignant disease, active or chronic infection, or other in-
flammatory disease (e.g. systemic inflammation such as active
chronic arthritis). All subjects signed an informed consent form
in accordance with the requirements of the institutional local
Ethics Committee. The study was performed consistent with
the requirements of the Declaration of Helsinki.

According to ECG criteria, subjects were classified as
STEMI (n = 16) and NSTEMI (n = 27). Moreover, according
to angiographic image, subjects were allocated to groups with
patent vs. occluded IRA.

The distribution of classic risk factors (diabetes, hyperlipi-
daemia, arterial hypertension, smoking current or previous)
was recorded (Table 1). Definitions of hypertension, diabetes,
and hyperlipidaemia were adopted from the scientific state-
ments of the ESC (http://www.escardio.org).

Coronary angiography

and revascularisation procedure
Coronary angiography was performed from the femoral or
radial approach by the Seldinger technique. The Thrombolysis
in Myocardial Infarction (TIMI) flow grade scale was used to
assess the target vessel patency. Duri ngcoronary angiography,
patients were classified into two groups with respect to flow
grades. Patients who had TIMI flow grade 0 or 1 constituted
the occluded IRA group, and patients revealing 2 or 3 TIMI
flow comprised the IRA patent group, as previously described.
All cineangiograms were reviewed by two independent
observers.

Dual antiplatelet therapy (loading dose of acetylsalicylic
acid [ASA] 300 mg and clopidogrel 600 mg) was administered
upon ACS recognition before coronary angiography. During
the procedure unfractionated heparin was administrated ac-
cording to patient weight and activated clotting time. llb/Illa
glycoprotein inhibitors were used at the operator’s discretion.
Other medications, such as analgesics and beta-blockers were
administrated according to clinical indications.

During revascularisation procedure, thrombectomy
was attempted in the case of caronary occlusion or visible
thrombus formation. IRA was routinely stented, predilation,
and bare metal or drug eluting stent choice depended on the
clinical circumstances and operator’s decision.
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Table 1. Patients characteristics

NSTEMI Occluded
(n =27) (n=27)

Epidemiclogy

Age [years] 575=964 576 £1042 0.97 589+ 1122 552 =750 0.25
Male 14 (87%) 20 (74%) 0.29 23 (85%) 11 (68%) 0.20
Body mass index [kg/m?] 30.1 =483 281 +495 019 291 =483 285=x528 0.69
Hypertension 13 (81%) 20 (74%) 0.59 21 (77%) 12 (75%) 0.78
Diabetes 9 (53%) 11 (40%) 032 13 (46%) 7 (43%) 0.95
Smoking 10 (62%) 19 (70%) 0.59 19 (70%) 10 (62%) 0.59
PAOD 1(5%) 5 (18%) 026 4(14%) 2 (12%) 0.83
Previous IS 1 (5%) 0 (0%) 0.18 0 (0%) 1 (6%) 0.18
Biochemistry

hsznTm (Q1-Q3) [ng/mL] 2.40(0.73-7.93) 0.38(0.16-1.62) 0.006 0.77 (0.16-3.06) 0.72(0.22-2.72) 0.92
Creatinine [mmol/L] 78 £ 15.52 772150 0.84 77 =141 79169 0.70
Glucose (Q1-Q3) [mmolfL] 6.6 (6.0-9.4) 6.9(5.5-7.8) 046 6.7 (5.9-7.9) 6.8 (5.7-9.6) 0.90
Total cholesterol [mmol/L] 55x= 091 57 =164 0.65 57x122 5417 0.37
LDL-C (Q1-Q3) [mmol/L] 3.3(2.88-4.16) 40(3.2-4.4) 031 38(3.1-4.3) 36(3.0-43) 0.92
HDL-C (Q1-Q3) [mmol/L] 1.2 (1.0-1.5) 1.1(0.9-1.4) 0.59 1.2(0.9-1.4) 1.1(0.9-1.4) 0.96
Triglycerides (Q1-Q3) [mmol/L] 1.0(0.8-2.1) 1.5(1.0-2.9) 034 1.2(0.9-2.0) 1.5 (0.8-2.5) 0.65
Various

ABI (Q1-Q3) 1.13 (0.99-1.19) 1.04 (0.88-121) 031 1.08(0.96-1.19)  1.05(0.90-1.21) 073
LVEF (Q1-Q3) [%] 55 (52-63) 57 (51-63) 0.59 55 (50-60) 56 (52-60) 0.54
Pain onset (Q1-Q3) [h] 3(1.7-6) 9 (5-20) < 0.001 6(3-13) 7(3.5-19) 0.53

Values are given as mean and standard deviation (SD), median with interquartile interval (Q1-0Q3), or the number and percentage (%). Bold value
denotes statistically significant differences between both groups; ABI — ankle-brachial index; HDL-C — high-density lipoprotein cholesteral;
hs-TnT_, — highly-sensitive troponin T, LDL-C — low-density lipoprotein cholesterol, LVEF — left ventricular ejection fraction; PAOD — peripheral

artery occlusive disease; 1S — ischaemic stroke

Laboratory tests
The standard blood tests included serum glucose, hs-C-re-
active protein, fibrinogen levels and lipid profile assessment.
Serial hs-troponin T levels (Roche Diagnostics, Basel, Switzer-
land) were obtained, and the maximum hs-troponin T values
were analysed (hs-TnT_ ).

MicroRNA extraction

Blood samples for candidate miRNAs were collected on pa-
tient admission to the cardiac unit, after heparin treatment.
Samples were allowed to coagulate for 30 min, centrifuged,
and sera were frozen at —80°C until miRNA and selected
biomarkers analysis. Extraction of miRNA was performed by
means of the miRNeasy Serum/Plasma Kit (kat. No 217184,
Qiagen) with the initial lysis by Trizol LS Reagent (kat. No
10296-028, Invitrogen). The RNA vyield and concentra-
tions were determined by capillary electrophoresis on an
Agilent Bioanalyser 2100 with the Eukaryote Total RNA Pico
Chip (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara CA). An aver-
age 60 + 31.9 pg/mL of total RNA from 300 mL of serum
was recovered.

Profiling of candidate miRNAs

Atthe time of the study, Exiqon LNA primers were used to quan-
tify 10 mature miRNAs using the ViiA 7 real-time polymerase
chain reaction (PCR) system equipped with a 384-well reaction
plate (Life Technologies). RNA was converted to cDNA using the
Universal cDNA Synthesis Kit (kat. No. EQ-203300, Exigon).
Before synthesis, RNAs were spiked with a synthetic miRNA that
served as a control for the cDNA synthesis reaction. Real-time
PCR was performed in triplicate with SYBR Green master mix
Universal RT (kat. No. EQ-203400, Exiqon) using standard
conditions. The organ-specific candidate miRNAs were selected:
cardiac and skeletal muscle (miR-1, -133a, -133b, -208b, -499),
brain-related (miR-34a, -124, -134), liver (miR-122), pancreas
(miR-375), and a reference miR for serum (miR-16).

Data were processed by the delta-delta-Ct method
(242%, using a global normalisation approach asimplemented
in the open source DataAssist software (Life Sciences). The
fold changes (RQ) in patented vs. occluded vessels and STEMI
vs. NSTEMI patients were calculated. Hierarchical clustering
of median-normalised miRNA values was performed using
Cluster 3.0 software [11].
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Statistical analysis

It was established whether the continuous data followed the
normal distribution by the Kolmogorov-Smirnov test. Continu-
ous variables are presented as the mean value = standard de-
viation (SD). Categorical variables were expressed as absolute
values, percentages, or both and compared by means of ¥* or
Fisher test. Differences between mean values were verified
using the Student’s t test when the distribution of variables
was normal, in other cases applying the test Mann-Whitney
U. The fold-change analysis of miRNA levels was performed
by the non-parametric Kolmogorov-Smirnov test for datasets
comparison. Differences in qualitative variables (categorical)
were verified by 7* test. A p value less than 0.05 was consid-
ered statistically significant. Clinical accuracy of significant
miRNAs was assessed using receiver operator characteristic
(ROC), and the area under the curve (AUC) was calculated
for each of the miRNAs of interest separately using DeLong's
method. For those cutoffs, positive and negative predictive
values, as well as sensitivity and specificity, were calculated.
Analyses were performed with Statistica Version 10 (StatSoft,
Inc.) and Excel (Microsoft) software.

RESULTS

The entire group of ACS patients was thoroughly allocated
into four partially overlapping subgroups. According to ECG
criteria, there were 16 STEMI and 27 NSTEMI patients identi-
fied. IRA occlusion was noted in 12 (75%) out of 16 subjects
with STEMI, and in 15 (55.6%) out of 27 patients with NSTEMI
(p = 0.002). The remaining four (25%) patients with STEMI
and 12 (44.4%) with NSTEMI had patent IRA.

Patients with STEMI had significantly higher maximum
hs-TnT levels, as compared to NSTEMI subjects (Table 1).
Despite the high proportion of IRA occlusion in patients with
NSTEMI, NSTEMI patients had significantly longer time from

8.0+
[ sTEMIvs. NSTEMI

7079 M ccduded vs. patent

Fold change [RQ]

symptoms onset to revascularisation procedures compared
to STEMI (Table 1).

In our study group, we did not find any other differences
between STEMI and NSTEMI patients, as well as patent vs. oc-
cluded IRA (Table 1).

Circulating miRNAs in ACS patients
Analysis of average cycle threshold (Ct) for each of the
miRNAs revealed that miR-208 and miR-499 had relatively
low abundance in serum (40.0). For miR-1,-122,-124, -133a,
-133b, -134, -16, -34a, and -375 average Ct values were
39.41,37.27,34.96, 37,53, 35.75, 36.09, 37.25, 36.04 and
33.85, respectively. The maximum allowable Ct was 40.0.

There was no statistical significance in the miRNA fold
levels in STEMI vs. NSTEMI subjects, except for miR-134,
the level of which was 3.83-fold higher in the STEMI group
(p < 0.025) (Fig. 1). Additionally, the comparison of 2-44%
for every selected miRNAs was performed, which confirmed
statistical significance for miR-134 (Fig. 1).

Discrimination of patients according to the target vessel
occlusion criteria revealed that patients with occluded IRA
had significantly higher levels of circulating cardiac and/or
muscle-specific miR-133a and miR-133b, with the change
fold: 7.00 (p < 0.05)and 4.57 (p < 0.05), respectively (Fig. 1).
Similarly, brain-specific miR-34a, -124, and -134 showed
significant increase in the occluded group: 5.50 (p < 0.05),
2.55 (p < 0.025), and 3.45 (p < 0.05), respectively (Fig. 1).
The 2-44¢t comparison confirmed that significance (Fig. 1).

Clustering of circulating miRNAs to enhance
diagnostic discrimination of ACS patients
For enhancement of the diagnostic discrimination of ACS
patients the common pattern from unsupervised hierarchical
clustering was applied. The analysis of the 10 miRNA levels

7.00%

miR-1 miR-122  miR-124 miR-133a miR-133b miR-134 miR-34a  miR-375

Figure 1. Comparisan of analysed microRMNA expressions in patients with acute coronary syndrome (ACS) by fold change (RQ)
analysis significance in microRNA expression (244%) in ST elevation myocardial infarction (STEMI) and non-ST elevation myocar-
dial infarction (NSTEMI) patients, and patients with patent vs. occluded target vessel; *p < 0.05; **p < 0.025
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(ACt plus) with the Euclidian distance measurement was
performed. As shown in Figure 2, the algorithm clustered the
patients with occluded and patent vessel with several outli-
ers. The discrimination pattern did not exhibit clear motives,
but it plainly demonstrated that significant miRNAs (miR-34a,
-124, -133a, -133b, -134) are upregulated in most subjects
with occluded IRA. In case of STEMI vs. NSTEMI, the dis-
crimination pattern expressed less organised clustering (Fig. 2).

ROC analvsis of significant miRNAs
in ACS patients

To evaluate the predictive value of upregulated miRNAs, the
ROC curves were calculated for each of the best miRNAs. In the
case of the STEMI/NSTEMI group, the most predictive miRNA
(miR-134) achieved AUC values of up to 0.725 (Fig. 3A,
Table 2). Using miR-134 discrimination, 11 subjects were cor-
rectly classified as STEMI and 20 as NSTEMI with a sensitivity
of 87.5% and specificity of 59.3% (AUC: 0.725, p = 0.002).

The following predictors of IRA occlusion were identified
by ROC analysis (Table 2): miR-124 (AUC 0.787), miR-133b
(AUC 0.704), miR-34a (AUC 0.697), miR-134 (AUC 0.686),
and miR-133a (AUC 0.640).

DISCUSSION

In the present study, we compared serum profile of candidate
miRNAs in 43 patients with troponin-positive ACS classified as
STEMI (n = 16) and NSTEMI (n = 27). After the angiography,
patients were re-classified in terms of TIMI flow grade in IRA.
Importantly, although in the STEMI group there were signifi-
cantly more patients with occluded IRA than in the NSTEMI
group, 56% of NSTEMI subjects presented with occluded
target vessel. Thus, these two classifications did not match
each other (Fig. 4).

The potential clinical significance of our finding is that
increased levels of some miRNAs might be associated with IRA
occlusion, thus miRNAs expression might indicate subjects in
whom coronary angiography should be performed without
further delay due to artery occlusion. This finding is particularly
important in patients with NSTEMI or non-diagnestic ECG,
in whom the decision to perform coronary intervention can
be urgently implemented to improve the survival and clinical
outcome. In some patients the target vessel may have opened
spontaneously during a period preceding interventional
procedures. In such patients increase in circulating miRNAs
may be the additional criterion to predict post-ischaemic
complications [12].

Circulating skeletal muscle and cardiac-derived miRNAs
have been extensively related with cardiac conditions [6, 9,
13-15]. However, the utility of emergent miR-1, -208, and
-499 in ACS diagnostics or differentiation has been tempered
[5, 8, 14]. In the work by Wang et al. [5], as well as Widera et
al. [8], higher expression of miR-208a was found in patients
with cardiac ischaemia, as compared to healthy subjects or
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subjects with unstable angina, respectively. Taking into consid-
eration such uncertainties, we have focused on the identifica-
tion and potential use of non-cardiac miRNAs in the serum.
Interestingly, a dramatic increase of circulating liver-specific
miR-122 levels has been also related with cardiogenic shock in
model systems [16]. Other miRNAs from apparently unrelated
origin have been implicated in cardiac-related events. For
instance, the brain-enriched miR-34a was described as an
apoptosis-promoting factor after myocardial infarction [17],
and the pancreatic miR-375 was characterised as a miRNA
involved in embryonal heart development in mice [18].
Moreover, this evidence suggests a possible cross-talk com-
munication between organs and distant control mediated
by miRNAs. In order to cover some of these relationships
and to analyse them in the context of ACS, small panel of
miRNAs was selected for analysis in the patient cohort, con-
taining miRNAs from several origins: skeletal muscle miRNAs
(miR-1, miR-133a and miR-133b), cardiac-specific miRNAs
(miR-208b and miR-499), pancreatic (miR-375), liver-specific
(miR-122), and brain-enriched miRNAs (miR-34a, miR-124,
and miR-134). In addition, miR-16 was also quantified as
a possible housekeeping circulating miRNA taking into con-
sideration the fact that miR-16 has been shown in some cases
not to be a perfect normaliser, not because of the Ct levels
but because of its variability among samples.

We observed that circulating heart-enriched miRNAs
(miR-133a, -133b) were significantly elevated in patients with
an occluded culprit coronary artery, in comparison to those
with patent IRA. This finding might be explained by the fact
that a degree of miR-133 family upregulation correlates with
the extent of myocardial damage [7, 191, which should be
higher in occlusions. Nevertheless, troponin levels did not
differ significantly between patent vs. occluded IRA, thus this
issue requires further elucidation. Moreover, the discriminat-
ing power of the miR-133 family was moderate; the AUC
values ranged between 0.640 and 0.704 for miR-133a and
miR-133b, respectively.

Surprisingly, the brain-related miRNAs were the most
specific for IRA occlusion, particularly miR-124, for which the
ROC analysis showed an AUC value of 0.787, which makes
it a reasonable marker. The other discriminating brain-related
miRNAs, of lesser value, were miR-34 (AUC 0.697) and miR-
134 (AUC 0.686).

This finding might indicate that expression of the brain
miRNAs might be more specific for organ ischaemia and
perhaps related to the underlying mechanisms of ischaemia,
like platelets activation, inflammation, or endothelial dys-
function. MiR-124 is associated with monocyte/macrophage
cells, and it is reported to be most strongly associated with
pro-inflammatory pathways [20]. Also, miR-34a is an impor-
tant player in endothelial senescence, cardiac contractile
function, and apoptosis. In vitro, miR-34a suppresses the
expression of PNUTS (protein phosphatase 1 nuclear-targeting
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Figure 2. Hierarchical clustering of median-normalised microRNA expression data in serum samples from selected patients.
Patients are depicted by a code followed by an abbreviation of the working group to which they belong- OCC — occluded;
PAT — patent; ST — ST elevation myocardial infarction (STEMI); NST — non ST elevation myocardial infarction (NSTEMI);

A Patent vs. occluded patients; B. STEMI vs. non-STEMI patients
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Figure 3. Receiver operator characteristic curves analysis in acute coronary syndrome (ACS) patients for selected microRNAs;
A MicroRNAs discriminating value for patent vs. occluded infarct related artery in ACS; B. MicroRNAs discriminating value for
ST elevation myocardial infarction (STEMI) vs. non-ST elevation myocardial infarction (NSTEMI) patients
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Table 2. Results of receiver operator characteristic analysis for differentiating complications in acute coronary syndrome patients

MicroRNA 95% ClI Standard

error

STEMI vs. NSTEMI patients

miR-34a 0.447 0.270-0.623 0.090
miR-124 0438 0264-0611 0.089
miR-133a 0.582 0.418-0.747 0.084
miR-133b 0553 0378-0.729 0.089
miR-134 0.725 0.571-0.878 0.076
Patent vs. occluded IRA

miR-34a 0.697 0.539-0.854 0.080
miR-124 0.787 0.649-0.924 0.070
miR-133a 0.640 0.474-0.805 0.084
miR-133b 0.704 0.547-0.860 0.080
miR-134 0.686 0.524-0.848 0.083

Sensitivity  Specificity

[%] [%]

12.5 93 50 64 0.555
875 333 438 818 0.464
375 85.2 60 69.7 0.327
688 481 44 722 0.552
87.5 59.3 56 88.9 0.002
55.6 87.5 88.2 538 0.009
59.3 87.5 88.9 56 < 0.001
519 93.8 933 536 0.049
63.0 81.3 85 56.5 0.006
66.7 68.8 783 55 0.016

AUC — the area under the receiver-operator characteristic curve; Cl — confidence interval; IRA — infarct related artery; NPV — negative predictive
value; PPV — positive predictive value; STEMI — ST segment elevation myocardial infarction, NSTEMI — non-ST segment elevation myocardial

infarction

av.

Figure 4. Distribution of acute coronary syndrome (ACS)
patients, according to their clinical and vascular complications;
STEMI — ST elevation myocardial infarction; NSTEMI — non-
-ST elevation myocardial infarction

subunit), which inhibits telomere shortening, DNA damage
response, and apoptosis, possibly also in cardiomyocytes [21].
Interestingly, a recent report has indicated that the expression
of miR-134 was 3.5-fold higher in the peripheral blood mono-
nuclear cells of unstable angina pectoris patients, compared
to those with stable angina pectoris [22].

On the other hand, it may be assumed that upregula-
tion of brain miRNAs starts signalling pathways for targeted
tissues/cells in response to occluded IRA. For example, there
is increasing evidence for overlapping miRNA functions in

different disease entities, such as cancer, and neurodegenera-
tive or cardiovascular disease [23]. Although there is a huge
concentration of miR-124 in the brain tissue, particularly
in the cortical neurons, miR-124 leads to the repression of
numerous non-neuronal miRNAs (i.e. connected with such
biochemical pathway as lipolysis), expressed at low levels
in the brain and at high levels in other tissues. Thus, miR-
124 may play a key role in signalling, resulting in the direct
binding to hundreds of transcripts [20]. Existing data from
studies of miR-124 and miR-134 are scarce and certainly
require re-evaluation, especially in patients with ACS. In
an observational study of patients with myocardial infarc-
tion, miR-134 was significantly higher in acute myocardial
infarction patients than in healthy controls, and increased
miR-134 levels were strongly associated with increased risk
of mortality or heart failure within six months (odds ratio
2.28, 95% confidence interval 1.03-11.32 p < 0.007) [24].

In our study, we found significant increase of these two
NeuroMirs, and additionally miR-34a, thus we may take into
consideration that there is a possible link between brain and
a heart during ischaemia, on the intercellular communication
level, via extracellular vesicles.

It is interesting that this miRNA expression profile was
not replicated if patients were arranged according to STEMI/
/NSTEM I criteria, indicating again the possible heterogeneity
of ACS. With respect to the STEMI vs. NSTEMI group, only
miR-134 showed a moderate discriminating value (AUC 0.725,
sensitivity 87.5%, specificity 59.3%, p = 0.002). However,
neither of them was superior to hs-cTnT for the diagnosis [25].

Former studies indicated higher levels of miR-1 and
miR-499 in subjects with ACS as compared to healthy cohort;
however, in the present study their expression did not differen-
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Streszczenie

Wstep: Zamkniecie tetnicy wieficowe] nie zawsze manifestuje sie uniesieniem odcinka ST w elektrokardiogramie, a zawat
serca z uniesieniem odcinka ST (STEMI) nie jest réwnoznaczny z zamknieta tetnica odpowiedzialng za zawat (IRA).

Cel: Celem pracy byta ocena profilu krazacych mikroRNA (miRNA), ktére réznicuja pacjentéw z zamknieta IRA.

Metody i wyniki: Pacjenci (n = 43) z niepowiklanym troponino-dodatnim ostrym zespofem wiencowym podzielono na
grupy z drozng vs. zamknieta IRA oraz z zawalem serca z uniesieniem odcinka ST vs. bez uniesienia odcinka ST (STEMI
vs. NSTEMI). W surowicy analizowano poziomy ekspresji nastepujacych miRNA: miR-1,-16 -34a, -122, -124, -208b, -133a/b,
-375 i -499. Sposroéd 16 pacjentow ze STEMI i 27 z NSTEMI okluzje IRA stwierdzono odpowiednio u 12 i 15 pacjentéw.
U pozostatych 4 chorych z STEMI i 12 z NSTEMI stwierdzono drozng IRA. W grupie STEMI stwierdzono wyzsze stezenie
troponiny T i 3,83-krotnie wiekszg ekspresje miR-134 (p < 0,025). W grupie z niedrozng vs. drozng IRA stwierdzono wyz-
szy poziom miR-133a (krotnos¢ zmian: 7,00), miR-133b (4,57), miR-34a (5,50), miR-124 (2,55) i miR-134 (3.45), ale nie
odnotowano roznicy stezen troponiny T. Za pomocq krzywej ROC zidentyfikowano decyzyjne miRNA zamknietej IRA:
miR 124 (AUC: 0,787; p < 0,001), miR-133b (AUC: 0,704; p = 0,006) i miR-134 (AUC: 0,686; p = 0,016). W grupie STEMI
tylko miR-134 wykazato wartos¢ réznicujaca (AUC: 0,725; p = 0,002).

Whioski: Stopier zwezenia IRA okresla poziom ekspresji krazacych miRNA, a specyficzne miRNA mogq by¢ uzyteczne
w podjeciu decyzji o pilnej rewaskularyzacji wieAcowe.

Slowa kluczowe: ostry zespét wiedcowy, mRNA, tetnica odpowiedzialna za zawat, STEMI, NSTEMI, okluzja
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Abstract

Background: Circulating microRNAs (miRs) levels are potentially important diagnostic and prognostic biomarkers in acute
coronary syndrome (ACS) or cerebral ischaemic events (CIE) resulting from internal carotid artery stenosis (ICAS).

Aim: This four-year prospective study aimed to compare the levels of circulating miRs in ACS vs. CIE patients, and investigate
miRs potentially associated with risk of recurrent cardiovascular events.

Methods: The circulating miRs levels (miR-1-3p, miR-16-5p, miR-34a-5p, mir-122-5p, miR-124-3p, miR-133a-3p, miR-133b,
miR-134-5p, miR-208b-3p, miR-375, and miR-499-5p) were compared in 43 (34 men, 57.6 = 10.1 years) patients with ACS,
and in 71 (47 men, 69.5 + 9.6 years) with CIE due to ICAS. A four-year prospective evaluation of miRs associated with risk
of cardiovascular death (CVD), myocardial infarction (Ml), CIE, or all (CVD/MI/CIE) was performed.

Results: In ACS vs. CIE patients, the levels of miR-124-3p (p < 0.001), miR-134-5p (p = 0.012), miR-208b-3p (p < 0.001),
miR-34a-5p (p < 0.001), and miR-499-5p (p < 0.001) were higher, while levels of miR-16-5p (p < 0.001) and miR-122-5p
(p < 0.001) were lower. Levels of miR-1-3p (p = 0.195), miR-133a-3p (p = 0.333), miR-133b (p = 0.056), and miR-375
(p = 0.055) were non-statistically different. During follow-up (median 57 months, Q1-Q3: 54-60), CVD/MI/CIE occurred in
23 subjects, including eight CVDs, five non-fatal CIEs, and 10 non-fatal Mls. The multivariate Cox proportional hazard analy-
sis (relative risk [RR]; 95% confidence interval [Cl]) revealed that miR-208b-3p (1.225; 1.092-1.375), miR-34a-5p (0.963;
0.935-0.992), and miR-499-5p (0.077; 0.025-0.239) were independently associated with risk of CVD/MI/CIE, as well as risk
of each event. Furthermore, miR-133b (1.009; 1.003-1.015) was associated with risk of CVD.

Conclusions: This study shows that although most investigated miRs levels differ significantly between patients with ACS and
CIE, similar levels of circulating miR-1-3p, miR-133a-3p, miR-133b, and miR-375 were observed; furthermore, we identified
several common miRs as possible risk factors for recurrent cardiovascular events.

Key words: circulating miRs, acute coronary syndrome, cerebral ischaemic event, prognostic miRs
Kardiol Pol 2018; 76, 2: 362-369

INTRODUCTION macromolecules from originated to descending cells, in-
Endothelial senescence is thought to play a vital role in  cluding a specific group of regulatory factors — microRNAs
atherosclerosis [1]. Mechanisms of senescence include (miRs) [2]. This family of small noncoding RNAs interacts
endothelial dysfunction, arterial stiffness, and endothelial ~ with selected targeted mRNAs and typically represses their

microvesicle release, which seem to be vectors transferring  activity [3].
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Atherosclerosis can be regulated by a variety of miRs
having an impact on vascular inflammation, smooth muscle
cell proliferation, and placue progression [4]. Eventually these
processes lead to atherothrombotic events that may manifest
as acute coronary syndrome (ACS), cerebral ischaemic event
(CIE) due to large vessel atherosclerotic disease, e.g. internal
carotid athero-occlusive disease (ICAS) or limb ischaemia [5, 6].

Acute coronary syndrome occurs in approximately 50%
of patients without prodromal symptoms, while unfavourable
clinical course following ACS is associated with myocardium
remodelling due to cardiomyocyte necrosis resulting in the
development of heart failure, arrhythmia, and sudden cardiac
death recurrent myocardial ischaemia and atherosclerosis
progression [5, 6]. In clinical practice, several imaging and
laboratory prognostic biomarkers are in use to assess a risk of
congestive heart failure, sudden cardiac death or recurrent
ACS, including B-type natriuretic peptides, cardiac troponins,
growth-differentiation factor-15, galectin-3, heart magnetic
resonance imaging or echocardiographic study showing left
ventricle remodelling, as well as reperfusion time [6, 7.

Cerebral ischaemic event associated with ICAS, has the
most unfavourable prognosis, about 30% of affected subjects
die due to CIE during the first year after the event and 30%
become permanently disabled [8]. Recurrent CIE in the same
cerebral territory is observed in 10-25% of patients within
the first year [8]. However, brain computed tomography
displays infarcted zone ischaemia, which is usually related to
the degree of neurological deficits, and further prognosis is
unpredictable due to a limited number of laboratory specific
biomarkers, as yet [8].

Despite great progress in the management of athero-
thrombotic complications (revascularisation, medications
improving survival), new potential biomarkers of ACS and
CIE risk are of utmost importance.

Nowadays, promising biomarker candidates include cir-
culating miRs that are involved in the regulatory mechanisms
of physiological and pathological processes, such as smooth
muscle cell proliferation and differentiation, apoptosis, me-
tabolism, as well as neoangiogenesis and inflammation [4,
9, 10]. Furthermore, the release of cytokines and miRs as
a consequence of the ischaemic event in one territory may
lead to destabilisation of atherosclerotic plaques in another
arterial territory [11, 12].

The present study aimed to compare the circulating miRs
levels in ACS vs. CIE patients, and prospectively investigate them
as potential biomarkers associated with risk of recurrent car-
diovascular events. We aimed to identify circulating miRs that
may be the prognostic markers of patients’ survival following
ACS and CIE resulting from ICAS in respect to further cardio-
vascular events (new ACS, new CIE, and cardiovascular death
[CVD]). Our choice for selection of particular miRs was based
on database research, taking into consideration their abundance
in the organs affected by the disease (heart or brain) as well as
peripheral tissues (liver or pancreas) and serum stability.

METHODS
Groups subsets

Prospective evaluation included 114 patients with CIE
(group |, 71 patients) or ACS (group Il, 43 patients) resulting
from the atherothrombotic plaque, referred to our institution
between January 2011 and December 2012 for interventional
management (carotid artery revascularisation or coronary
angiography and subsequent coronary intervention).

The study was performed in accordance with the Decla-
ration of Helsinki. The protocol was reviewed and approved
by a Local Ethics Committee.

Inclusion criteria
In ACS subjects at least one infarct-related lesion in a coronary
artery must have been identified during coronary angiog-
raphy performed prior to coronary artery revascularisation
with a primary percutaneous coronary angioplasty with stent
implantation.

In CIE subjects, appropriate neurological symptoms, an
associated ICAS exceeding 70% lumen reduction in the terri-
tory of cerebral ischaemia, and brain imaging findings relevant
to the symptoms and ICAS were required.

All patients obtained medical treatment according to
guidelines of the European Society of Cardiology, and the
Saciety of Neurology.

Exclusion criteria included

In the ACS group: patients with acute heart failure or with
congestive heart failure in New York Heart Association
classes Il and 1V, as well as patients with diagnosed ACS but
with normal coronary arteries were not included into the
study. In the CIE group: previous CIE, lack of the consist-
ency between |CAS site and neurological lesions on brain
computed tomography or neurological deficits identified
during neurologic consultation were grounds for exclusion
because this might suggest aetiology of CIE other than ICAS.
Also excluded were patients with normal carotid arteries, or
patients referred for thrombolysis for acute stroke. Finally,
patients with asymptomatic ICAS were not included into
the present study.

Other general exclusion criteria included a history of
cancer, systemic inflammatory conditions such as arthritis,
and known or suspected bacterial or viral infections.

Every patient was subjected for a full-spectrum labora-
tory analysis (miRs, biochemical parameters, and selected
biomarkers) before revascularisation.

Acquisition of medical records
The distribution of classic risk factors (diabetes, hyperlipi-
daemia, arterial hypertension, smoking current or previous,
renal kidney disease, peripheral occluded arterial disease) was
recorded. Definitions of the above were adopted from the
scientific statements of the European Society of Cardiology
(http://www.escardio.org).
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Coronary angiography
and revascularisation procedure

Coronary angiography was performed from the femoral or
radial approach. A loading dose of aspirin of 300 mg, fol-
lowed by 75 mg/day was given indefinitely, and a loading
dose of clopidogrel of 600 mg, followed by 75 mg/day for
12 months. During the procedure unfractionated heparin
was administrated according to patient weight and activated
clotting time. Glycoprotein lIb/llla inhibitors were used at the
operator’s discretion. Other medications, such as analgesics
and beta-blockers were administrated as indicated. During
the revascularisation procedure, the target vessel was routinely
stented, and predilatation and stent choice depended on the
clinical circumstances and the operator’s decision.

Neurological assessment

Neurological examination was provided in all subjects with CIE
on admission to our Department by a consultant neurologist.
The data of CIE (ischaemic stroke or transient ischaemic attack)
were obtained from a stroke unit, and sourced from available
medical documentation, obtained from brain imaging either
with computed tomography or magnetic resonance imaging to
assess the degree of cerebral infarction, if any, and to exclude
other disorders that might cause the symptoms (e.g. subdural
hematoma, tumour).

Patients were referred to carotid artery stenting (CAS) or
carotid endarterectomy (CEA) on the basis of a multidiscipli-
nary working team including a consultant neurologist, vascular
surgeon, endovascular specialist, cardiologist, and radiologist,
taking into account the clinical presentation, accompanying
comorbidities (e.g. renal dysfunction, respiratory tract disease,
access site, coronary artery disease), anatomic assessment (lim-
ited surgical access, prior cervical irradiation, prior ipsilateral
CEA, and contralateral carotid occlusion), data from imaging
workup, and method feasibility and safety.

Angiography and ICAS revascularization
Patients were selected for CAS if they had symptomatic > 70%
lumen stenosis by quantitative carotid angiography using the
Coroscop system (Siemens AG, Munich, Germany) equippecd
with Quantcor version 4.0 quantitative analysis software. The
degree of ICAS was assessed according to North American
Symptomatic Carotid Endarterectomy Trial (NASCET) criteria
by measuring the vessel diameter in the point of maximal ste-
nosis compared with the plaque-free vessel diameter distally
from the lesion. Angiograms were performed in at least two
orthogonal projections that best displayed the lesion.

The detailed CAS technique was at the operator’s discre-
tion, provided that the ‘tailored-CAS’ algorithm was applied,
allowing for optimal choice of neuroprotection device and
stent type depending on the lesion morphology and the neu-
rological status of the patient [13]. CEA technique was at the
operator’s discretion, with preference of eversion technique
whenever feasible. Periprocedural medical management

364

contained antiplatelet treatment. All patients obtained optimal
medical treatment in concordance with recommendations of
respective societies.

Laboratory tests
The standard blood tests included high-sensitivity C-reactive
protein (hs-CRP), fibrinogen levels, and lipid profile.

miRNA extraction

Serum samples were collected on patient admission. Samples
were allowed to coagulate for 30 min, centrifuged, and sera
were frozen at —80°C until miRNA and selected biomarkers
analysis. Extraction of miRNA was performed by means of the
miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen) with the beginning lysis by
Trizol LS Reagent (Invitrogen). The RNA yield and concentrations
were determined by capillary electrophoresis on the Agilent Bio-
analyser 2100 with the Eukaryote Total RNA Pico Chip (Agilent
Technologies, Inc., Santa Clara, CA). An average 60 = 31.9 pg/uL
of total RNA from 300 uL of serum was recovered.

Profiling of candidate miRNAs

At the time of the study, Exiqon LNA primers were used to
quantify 10 mature miRNAs using the Viia7 real-time poly-
merase chain reaction (PCR) system equipped with a 384-
-well reaction plate (Life Technologies). RNA was converted
to cDNA using the Universal cDNA Synthesis Kit (Exigon)
following the manufacturer’s instructions. Real-time PCR was
performed in triplicate with SYBR Green master mix Universal
RT (Exiqon) using standard conditions. The organ-specific
candidate miRNAs were selected as follows: cardiac and
skeletal muscle-related (miR-1-3p, -133a-3p, -133b, -208b-3p,
-499-5p), brain-related (miR-34a-5p, -124-3p, -134-5p),
liver-specific (miR-122-5p), pancreas-specific (miR-375),
and miR-16-5p. The fold changes (RQ) were calculated and
statistically significant variations between groups of samples
filtered by the calculation of adjusted p-values using the
Benjamini-Hochberg false discovery rate.

Follow-up
The incidences of CVD, myocardial infarction (MI), and re-
current CIE, as well as composite end-paint (CVD/MI/CIE),
were recorded prospectively in 112 patients during a mean
follow-up period of 53.8 = 14.9 months, median 57 (Q1-Q3:
54-60) months. The minimum follow-up period was three
months, due to CVD.

Myocardial infarction was diagnosed according to criteria
of the European Society of Cardiology. Diagnosis of CIE was to
be given by a neurologist to ensure reliability. CVD was defined
as a fatal CIE, fatal MI, or other CVD (i.e. any sudden or unex-
pected death unless proven as non-cardiovascular on autopsy).

Statistical analysis
Continuous variables are presented as mean = one standard
deviation, and categorical variables are expressed as frequen-
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Table 1. Characteristics of study groups

Patients with acute coronary

Patients with ischaemic stroke

syndrome (n = 43) (n=171)

Age [years] 576 =101 69496 = 0.001
Male 34 (79.1%) 47 (66.2%) 0.142
Smoking 29 (67.4%) 43 (60.6%) 0.465
Diabetes 20 (46.5%) 29 (40.8%) 0.558
Arterial hypertension 33 (76.7%) 67 (94.4%) 0.005
Dyslipidaemia 36 (83.7%) 60 (82.2%) 0.785
Creatinine [umol/L] 77 £15 909 =329 0.010
Chronic renal failure (eGFR < 60 mL/min) 6 (14%) 17 (23.9%) 0.201
Concomitant arterial occlusive disease:

Carotid stenosis > 50% 3 (7%) 71 (100%) < 0.001

Significant CAD* 43 (100%) 37 (52.1%) = 0.001

PAOD 6 (14%) 18 (25.3%) 0.15
Previous PCI 3 (6.9%) 6 (8.4%) 0777
Previous CABG 1(2.3%) 3 (4.2%) 0.593
Previous MI 3(6.9%) 13 (18.3%) 0.091
Previous CIE 1(2.3%) 0 (0%) 0.197
LDL-cholesterol [mmol/L] 38x13 2710 < 0.001
hs-CRP [g/L] 103 =16 47 +59 0.010
Fibrinogen [g/L] 40=18 3912 0.709

Data are shown as mean and standard deviation or number (percentage). *Significant CAD or carotid artery stenosis — angiographically diagnosed
at least 50% lumen reduction; CABG — coronary artery bypass grafting; CAD — corenary artery disease; CIE — cerebral ischemic event;

eGFR — estimated glomerular filtration rate; hsCRP — high-sensitivity C-reactive protein; LDL — low-density lipoprotein; Ml — myocardial
infarction; PAOD — penipheral artery occlusive disease; PCl — percutaneous coronary intervention

cies and percentages. Means of analysed parameters across
groups were tested with analysis of variance (ANOVA) test, and
frequencies were compared by the 2 test for independence.
The normal distribution of studied variables was determined
by the Shapiro-Wilk test. Differences between mean values of
miRs were verified using the Mann-Whitney U test because
the distribution of variables was found not to be normal.
The potential independent prognostic markers of cardio-
vascular events during the follow-up period were established
from the 30 variables with univariate analysis (miRs, age, gender,
atherosclerosis risk factors, type of ischaemic event). If there
was a trend toward difference (p < 0.1), they were entered
into a multivariate Cox proportional hazard analysis model.
The results of the multivariate logistic regression analysis were
expressed as hazard ratio (HR) and 95% confidence interval
(95% Cl). Statistical analyses were performed with Statistica
12.0 software. Statistical significance was assumed at p < 0.05.

RESULTS
Group | comprised 771 consecutive subjects (47 men, mean
age 69.5 + 9.6 years) who suffered from CIE with a significant
ICAS on angiography (mean stenosis degree 83.9 = 15%), and
who underwent successful carotid artery revascularisation.

Group Il comprised 43 consecutive patients (34 men,
mean age 57.6 = 10.1 years) admitted with ACS, who
underwent coronary angiography and subsequent coronary
intervention according to guidelines. The detailed study group
characteristics are presented in Table 1. In brief, patients
with CIE were older (p < 0.001), more often hypertensive
(p = 0.005), and they had higher creatinine levels (p = 0.01),
as compared to ACS subjects. There was higher levels of
hs-CRP (p = 0.01) and low-density lipoprotein cholesterol
(p < 0.001) in the ACS vs. CIE groups (Table T).

In ACS patients, as compared to CIE patients, there was
a statistically significant increase of circulating miR-124-3p (log
2-4¢0.571 = 0.07 v5.-0.638 = 0.06; p < 0.001), miR-134-5p
(log2220.278 = 0.09vs.—0.02 + 0.07; p = 0.012), miR-208b-
-3p (log 274%-0.899 + 0.08 vs. —1.998 + 0.149; p < 0.001),
miR-34a-5p (log 2<0.238 + 0.08vs.—0.248 = 0.07; p < 0.001),
and miR-499-5p (log 22 -0.899 + 0.08 vs. —1.176 % 0.07;
p < 0.001; Fig. 1). Decreased levels of miR-16-5p (log 2%
—0.072 + 0.08 vs. 1.962 = 0.103; p < 0.001) and miR-122-
-5p (log 2% —0.076 + 0.08 vs. 1.892 + 0.09; p < 0.001)
were found (Fig. 1).

Prospective evaluation was available for 112 subjects. CIE
and ACS patients were considered together, as one group.
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Table 2. The independent predictors of cardiovascular events
identified by multivariate Cox proportional hazard analysis

HR 95% CI P
CVD/MI/CIE
miR-122-5p 1.001 0.999-1.001 0.054
miR-208b-5p 1.225 1.092-1.375 0.001
miR-34a-5p 0.963 0.935-0.992 0.012
miR-499-5p 0.077 0.025-0.239 < 0.001
cvD
miR-133b 1.009 1.003-1.015 0.004
miR-208b-5p 1.133 1.026-1.251 0.014
miR-34a-5p 0.964 0.936-0.992 0.011
miR-499-5p 0.116 0.043-0.310 < 0.001
CIE
miR-122-5p 1.001 1.000-1.001 0.007
miR-208b-5p 1.159 1.043-1.288 0.006
miR-34a-5p 0.971 0.944-0.998 0.037
miR-499-5p 0.139 0.054-0.358 < 0.001
miR-16-5p 1.001 1.000-1.001 0.059
MI
miR-122-5p 1.000 0.999-1.001 0.063
miR-208b-5p 1.216 1.087-1.359 0.001
miR-34a-5p 0.962 0.933-0.991 0.010
miR-499-5p 0.074 0.024-0.226 < 0.001

Cl — confidence interval; CIE — cerebral ischaemic event; CVD —
cardiovascular disease; HR — hazard ratio; Ml — myocardial infarction

During a four-year follow-up period, CVD/MI/CIE occurred
in 23 (20.5%) subjects. In the CIE group there were eight
CVDs (one due to CIE and seven due to MI) and five non-fatal
ClEs. In the ACS group there were 10 non-fatal Mls, while no
CVD or CIE were noted.

The multivariate Cox proportional hazard analysis re-
vealed the following predictors of CVD/MI/CIE: miR-208b-3p
(HR = 1.225,95% C1 1.092-1.375; p = 0.001), miR-34a-5p
(HR = 0.963,95% C10.935-0.992; p = 0.012), and miR-499-
-5p (HR = 0.077, 95% C1 0.025-0.239; p < 0.001; Table 2).

Furthermore, the levels of circulating miR-208b, miR-34a,
and miR-499 occurred as independent risk factors for com-
posite and each individual end-point (Ml, CIE, and CVD;
Table 2). Levels of miR-133b were identified as risk factors of
future CVD (Table 2).

DISCUSSION
The major finding in the present study is that despite the same
(e.g. atherothrombotic) aetiology, resulting in an ischaemic
event, the levels of several circulating miRs significantly dif-
fered between subjects with ACS and CIE. To our knowledge,
this is the first study comparing serum miRs levels in subjects

with ACS vs. CIE. We identified significant differences in the
increase of miR-124-3p, miR-134-5p, miR-34a-5p, miR-208b-
-3p, and miR-499-5p, and in the decrease of miR-16-5p and
miR-122-5p in ACS vs. CIE patients. This finding might be
attributed to the different mechanism of ACS and CIE, e.g.
the plaque rupture with subsequent thrombus formation is
observed predominantly in ACS as compared to the em-
bolic aetiology from frequently ulcerated soft carotid artery
plaque in CIE [12]. The other potential explanation is that
miRs expression depends on its release from atherosclerotic
plaques, platelets, cardiomyocytes, and brain cells exposed
to ischaemia [14, 15].

Cipollone et al. [16] found that miR-100, -127, -133a,
-133b, and -145 were significantly upregulated in symp-
tomatic carotid plaques, while Raitoharju et al. [17] found
that miR-21, -34a, -146a, -146b-5p, and -210 were the
most upregulated miRNAs in atherosclerotic plagues from
peripheral arteries (carotid, femoral, and abdominal aorta). In
human coronary atherosclerotic plagues, at least one vascular
bed, compared with a healthy arterial wall, showed different
expression of miR-126, -134, -145, -146a, -198, -210, -340%,
and -92a [16, 17].

Interestingly the levels of circulatingmiR-1-3p, miR-133a-3p,
miR-133b, and miR-375 were non-significantly different
between ACS and CIE groups, suggesting perhaps the same
release mechanism from the plaque.

miR and ACS

Olivieri et al. [18] demonstrated a 3- to 10-fold increase in
expression of miR-1, miR-133a, miR-21, and miR-423-5p and
over 80-fold increase of miR-499-5p, the latter was an impor-
tant diagnostic marker of non-ST elevation MI (NSTEMI) in
92 elderly subjects. Adachi et al. [19], in a miR array analysis,
reported that miR-499 is almost specifically expressed in the
heart, concluding that miR-499 might serve as an additional
promising biomarker of MI. As shown in a mouse model,
also miR-208 seems to be exclusively expressed in cardio-
myocytes and consequently released during cardiomyocyte
death in MI [20].

Tang et al. [21] evaluated the effect of ischaemia rep-
erfusion on miRs in the rat heart, identifying that levels of
miR-1, miR-126, and miR-208 were increased, while miR-21,
miR-133, and miR-195 levels were decreased. In our previ-
ous study, we found a 3.83-fold higher miR-134 expression
(p < 0.025) in patients with ST elevation MI-ACS as compared
to patients with NSTEMI-ACS [22]. While, the main variance
in miR expression was associated with patent vs. occluded
target lesion in a coronary artery [23].

miR and CIE
Jickling et al. [11] showed significant down-expression of
miR-122, -148a, -19a, and -320, and up-expression of
miR-363 and -487b in patients with any acute ischaemic
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stroke compared to controls with vascular risk factors. In this
study group, atrial fibrillation was similarly prevalent in CIE
vs. controls (20.8% vs. 25%, p = 0.74), and other potential CIE
aetiologies were not examined [11]. These authors concluded
that certain miRs may be differentially expressed according to
the subtype of ischaemic stroke, which would require a larger
cohort to examine [11]. The downregulation of miR-122 in
stroke is also consistent with our current findings.

Unfortunately, data regarding the relationship between
destabilisation or progression of carotid artery stenosis result-
ing in CIE are scarcely reported. Dolz et al. [23] showed that
plaque progression in asymptomatic carotid artery stenosis was
associated with high likelihood of CIE and significantly higher
expression of miR-199b-3p, miR-27b-3p, miR-130a-3p,
miR-221-3p, and miR-24-3p. According to previous studies,
miR-146a was found to be upregulated in atherosclerotic
plaques obtained from human carotid arteries while miR-
221, miR-100, miR-133a, or miR-145 were significantly
overexpressed in unstable human carotid plaques [16, 17].
The lack of a significant difference between the levels of
miR-133a observed in our study may potentially explain the
common mechanism of plaque destabilisation as a process
independent of plaque location.

miRs and cardiovascular prognosis

The other major finding from this study is that although miR
levels differ significantly with regard to the organ exposed to
ischaemia, we can identify several common miRs indepen-
dently associated with future recurrent events, e.g. CVD, MI,
CIE as well as composite end-point: CVD/MI/CIE. The follow-
ing independent predictors of CVD/MI/CIE were identified:
miR-208b (HR = 1.225, 95% CI 1.092-1.375; p = 0.001),
miR-34a (HR = 0.963, 95% C10.935-0.992; p = 0.012), and
miR-499 (HR = 0.077, 95% C1 0.025-0.239; p < 0.001).

This finding might be clinically very useful because an
ischaemic event in one vascular territory may trigger another
ischaemic event in the same or different arterial territory.
Thus, identification of miRs, presumably key players in plague
transformation from the stable into the unstable or prone to
rupture, may identify new therapeutic targets.

Our present study demonstrated that the levels of
serum miR-208b, miR-34a, miR-133b, and miR-499 were
associated with CVD risk. In the study of 444 patients with
ACS by Widera et al. [24], the admission levels of miR-133a
and miR-208b were significantly associated with the risk
of all-cause death at six months in univariate and age- and
gender-adjusted analyses. Gidlof et al. [25], in a group of
424 patients with ACS found the independent association
between miR-208b (OR = 1.79, p < 0.001) and miR-499-5p
(OR = 1.7, p < 0.001) with increased risk of mortality and
heart failure within 30 days.

Furthermore, the levels of miR-208b, miR-34a, and miR-
499 proved to be independent risk factors of composite and
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particular end-points (M, CIE, and CVD). While, the expres-
sion of miR-133b was identified as a risk factor of further
CVD, and miR-16 proved to be specific for CIE incidence.

Limitations of the study
One obvious limitation is the pre-selection of miRs potentially
associated with ACS or CIE, thus other miRs may also contrib-
ute to pathogenesis and prognosis in atherothrombotic events.

CONCLUSIONS
To conclude, in order to develop a target-specific therapy,
it is essential to establish the exact mechanisms driving the
release of specific miRs during atherosclerosis progression
and remodelling. It is still not known if miRs responsible
for neoangiogenesis or smooth muscle cell proliferation
(miR-133a/133b) can contribute to plague conversion from
a stable to an unstable state, or if the cells exposed to ischae-
mia (cardiomyocytes) can release microvesicles loaded with
specific miRs (miR-208 or miR-499), which remotely affect
formation to increase the risk of future cardiovascular events.
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Abstract

Despite percutaneous coronary intervention (PCI), patients after their first myocardial infarction (MI) are
at high risk of ischemic event recurrence. Therefore, there is need for objective markers of atherosclerosis
control, independent of prescribed pharmacotherapy and patients compliance. Potential indicator of major
adverse cerebral and coronary event (MACCE) risk might be change in carotid intima-media thickness
(CIMT) which addresses atherosclerosis growth.

This study aimed to evaluate associations between CIMT change and incidences of MACCE, recurrent
MI and new angina due to coronary lesion progression (CLP).

Methods. CIMT assessments at baseline and during 2 follow-up visits were performed in 215 patients
admitted with MI, in whom PCI was performed for an index lesion, followed by best medical treatment.
The incidences of MACCE (cardiovascular death, recurrent MI, ischemic stroke), and CLP were recorded

prospectively for median 60 months.
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Results. MACCE was recorded in 65(30.2%) patients (52 Mls and/or 15 ISs), while new angina due to
CLP in further 20(9.3%) patients. Although initial CIMT values were similar in MACCE vs MACCE-free
patients (1.43+0.40 vs. 1.45+0.44mm;p=0.486), patients in whom MACCE occurred had greater annual
CIMT growth as assessed on the first (0.024+0.12 vs. 0.009+0.16mm/year; p<0.001) and final follow-up
visit (0.050+0.1 vs. 0.001+0.1mm/year; p<0.001). An optimal cut-off value for annual CIMT change of
>0.003mm/year (sensitivity:84.5%,specificity:49.3% for MI plus CLP (AUC=0.673) occurred an
independent indicator of MACCE (HR=3.00; 95%CI=1.496: 6.016), recurrent MI (HR=4.59,
95%CI=1.591: 13.217), and Ml plus CLP (HR=3.50, 95%CI1=1.759: 6.964).

Conclusions. Annual CIMT change might be valuable marker of atherosclerosis response to post-Ml

treatment.

Introduction

Despite percutaneous coronary intervention (PCI), cardiac rehabilitation and best medical therapy (BMT),
survivors of first acute myocardial infarction (MI) are at high risk of a recurrent MI, or subsequent
vascular event and cardiovascular death (CVD) [1,2,3].

Most studies of post-MI outcomes focus on the acute phase after the index event, with few data available
for follow-up beyond the first year. Although the risk of cardiovascular events is highest in the first year
post-index MI, it remains remarkable in subsequent years [4]. The relative risk for all-cause death and
cardiovascular outcomes (recurrent MI, CVD) is at least 30% higher than that in a general reference
population at both 1-3 years and 3-5 years after MI [5]. It is true, particularly for patients with additional
risk factors such as diabetes, hypertension, or older age.

Furthermore, patients despite prescribed medications, often demonstrate poor compliance, or the dosages
prescribed are generally 50% or less of the dosages used in clinical trials [6,7]. Both medication
adherence and therapeutic goals are achieved in minority of patients [6,7,8].

The data reinforce the importance of secondary prevention in improving long-term prognosis of post-Ml
patients. However, only a few, but indirect, prognostic tools are available, for instance assessment of the
left ventricle function, biochemical markers of heart failure (e.g. NT-pro-BNP) or inflammatory process
activity (e.g. hs-CRP), and occlusive stenotic lesions in extra coronary vascular beds [9,10,11,12].

Yet, there is a need for direct indicators of atherosclerotic process slowing or growth, independent of
prescribed pharmacotherapy and patients compliance. The potential indicator of cardiovascular risk might
be carotid intima-media thickness (CIMT). Although, baseline CIMT is independently associated with
extent of atherosclerosis and ischemic cardiovascular events [13,14], little is known whether CIMT

change may address atherosclerosis growth in other than carotid artery territory in individual patient, and
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as such whether CIMT change may be related to risk of major adverse cerebral and coronary event

(MACCE), recurrent Ml or recurrent angina.

Therefore, the present study aimed to evaluate the potential associations between CIMT change and
the incidence of MACCE, recurrent MI and new angina due to coronary lesion progression (CLP) in

patients who underwent MI.

Methods

This prospective study comprised 215 patients (154 male; mean age 63.3+£9.8 years) admitted with recent
MI, in whom PCI was performed for an index lesion. Of note, patients were treated according to
contemporary guidelines concerning coronary intervention as well as best medical treatment (BMT)
afterwards.

CIMT assessments at baseline and during at least 2 follow-up visits were performed in all patients. The
incidences of MACCE, cardiovascular death (CVD), recurrent MI, ischemic stroke (IS) and new onset
angina were recorded prospectively for median 60 months.

Inclusion criteria were as follows: age over 18 years, acute MI with confirmed significant (at least 50%
lumen reduction) stenosis in an index coronary artery.

Exclusion criteria: chronic or acute inflammatory status, active cancer, critical state, acute heart failure or
with congestive heart failure in NYHA classes 1V, patients not willing to participate in the present study,
or suboptimal carotid artery ultrasound (e.g. massive calcifications enabling CIMT assessment).
According to current guidelines, patients were prescribed dual antiplatelet therapy and other medications,
including typically a statin, beta-blocker, and ACEI/ARB, as per guidelines of the European Society of
Cardiology [15].

All subjects gave their informed consent prior to enrolment in accordance with the requirements of the
institutional local Ethics Committee. The study was performed consistent with the requirements of the

Declaration of Helsinki.

Carotid intima-media measurement

Carotid ultrasonography was done with a high-resolution B-mode, color Doppler, and pulsed wave
Doppler ultrasonography, using a Toshiba Aplio 300 ultrasound machine (Toshiba Medical Systems Co)
equipped with a 4-12-MHz linear array transducer.

During hospital stay (baseline examination), all patients had the maximum carotid intima-media complex

of the near and far walls measurement at 3 segments, including the distal 1 cm of the common carotid
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artery, at the bifurcation, and at the level of the internal carotid artery. All measurements were expressed
as mean maximum CIMT.

After initial CIMT assessment, participants were followed up 2 times with CIMT re-evaluation at mean 3
and 4.5 years.

The annual change in CIMT (mm/year) was calculated by using the following equation: annual change of
CIMT = (follow-up CIMT — baseline CIMT)/observation period in years.

The difference between the follow-up and baseline CIMT was also expressed as an absolute A value
according to the following equation: ACIMT = follow-up CIMT — baseline CIMT

Follow-up period and cardiovascular events

The clinical follow-up was continued beyond last CIMT re-assessment in order to establish the potential
relationship between CIMT change and MACCE, recurrent Ml and new onset of angina for median 60
months.

Recurrent MI was diagnosed according to contemporary criteria of the European Society of Cardiology
[16]. The diagnosis of IS was established by a neurologist to ensure validity. CVD was defined as fatal IS,
fatal MI, or other CVD (i.e., any sudden or unexpected death unless proven as non-cardiovascular on
autopsy). The relationship between new onset angina and coronary status was established with coronary
angiography in order to ensure coronary lesion progression, and exclude symptom related to stenosis
recurrence (restenosis or stent thrombosis as related to different mechanisms) [17,18]. For further analysis

only new angina due to coronary lesion progression (CLP) was taken into account.

Statistical analysis

The Student’s t test was used for comparison of continuous variables, and a y2 test was used to compare
proportions of categorical variables. Means of the analysed parameters across groups were tested by
analysis of variance test. Frequencies were compared by a y2 test for independence.

The influence of CIMT change, clinical, and biochemical factors on the incidence of the following
endpoints: MACCE, recurrent MI, and new angina due to CLP were assessed with a Cox univariate
hazard analysis, and in cases with a trend toward a difference (P < 0.05), they were included in a
multivariate stepwise Cox proportional hazards analysis. The results of the multivariate Cox proportional
hazards analysis were expressed as hazard ratio (HR) and 95% confidence interval (ClI). Kaplan—Meier
analysis for recurrent MI and new angina due to coronary lesion progression according to quartiles (A —
lowest; D — highest quartile) of the annual CIMT change on the final ultrasonography was performed.
Receiver operating characteristic (ROC) curves were constructed to establish the best cut-off value for

annual CIMT progression rate predicting risk of MACCE, recurrent MI and CLP. The area under the
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ROC curve (AUC) was calculated. Statistical analyses were performed with Statistica version 12.0

software (StatSoft, Inc, Tulsa, OK). P < 0.05 was considered statistically significant.

Results

During median 60 months follow-up period, MACCE was recorded in 65 (30.2%) patients, including 10
CVDs (9 Mis/sudden cardiac, 1 IS), 42 non-fatal Mls and/or 15 non-fatal ISs. Recurrent MI occurred in
12 (5.6%) subjects during first year of follow-up, and in 26 (12.1%) at 3 years. Additionally, angina
recurrence in CCS classes Il-111 was noted in 30 (14%) patients, of which new angina due to CLP was
observed in 20 (9.3%) patients, while due to in-stent restenosis in 10 (4.7%), as evidenced with coronary
angiography.

The detailed clinical characteristics and assessment depending on MACCE plus CLP incidence are
summarized in Table 1. Subjects in whom MACCE plus CLP occurred, as compared to MACCE-free
subgroup were more often hypertensive (p=0.026), had higher levels of serum creatinine (p=0.049) and
hs-CRP (p=0.001), and higher mean number of cardiovascular risk factors among hypertension,
hyperlipidaemia, diabetes, cigarette smoking (p=0.058), (Table 1).

Initial CIMT values were similar in patients who suffered MACCE and event-free patients (1.43+0.40 vs.
1.45+0.44mm; p=0.486).

At first CIMT reassessment during the mean follow-up period of 36.5+29.3months, patients in whom
MACCE occurred had 2.7-fold greater annual CIMT growth as compared to event-free subset of patients
(0.024+0.12 vs. 0.009+£0.16mm/year; p<0.001). Similar findings concerned the final CIMT reassessment
performed during the mean follow-up period of 53.3+37.1 months (0.050+0.1 vs. 0.001+£0.1mm/year;
p<0.001, respectively).

In patients in whom annual CIMT change showed clear carotid atherosclerosis reduction (1* quartile for
annual CIMT change), significantly lower number of recurrent Ml and new angina due to CLP was
observed, as compared to subjects with annual CIMT changes in the 2™, 3 and 4" quartiles (p=0.008 by
log rank test), and as compared to the 4™ quartile (p<0.001 by log rank test), Figure 1. The Kaplan-Meier
free-survival curves were 100, 97.8 and 88.4% at 1, 3 and 5 years for 1¥ quartile, while 92.6, 76.6 and
61.0% for the 4™ quartile, respectively (Figure 1).

Cox univariate regression analysis indicated several factors possibly associated with cardiovascular event
risk, of which a multivariate stepwise Cox proportional hazards analysis identified that risk of MACCE
was associated independently with the annual CIMT progression >0.003mm/y and serum creatinine level
(Table 2). Recurrent MlI, as well as recurrent MI and new angina due to CLP were associated with the

annual CIMT progression >0.003mm/y, serum creatinine level, and history of hyperlipidaemia (Table 2).
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The CIMT change occurred an independent indicator of MACCE, recurrent M1 and MI plus CLP with an
optimal cut-off value of CIMT progression rate of >0.003 mm/year for all study end-points (Figure
2.A,B,C). Yet, the annual CIMT progression rate of 0.003 mm/year was the best predictor of MACCE,
recurrent M1 and CLP, associated with fairy good sensitivity (between 80% and 84.5%), it demonstrated
only mild specificity between 47% and 49.3% (AUC between 0.638 and 0.673) Table 3.

Discussion

In the first decade of XXI century, in survivors of first MI, the cumulative incidence of death was 12.1%
at 1 year and 17.5% at 3 years, while recurrent M1 were 5% and 8.2%, respectively [3]. In years between
2004 and 2010, in England, in all survivors of a first acute M, the risk of a second MI was highest during
the first year and the cumulative risk increased more gradually thereafter [1]. For men, 1- and 7-year
cumulative risks were 5.6% and 13.9%; for women, they were 7.2% and 16.2% [1]. Data from Swedish
national registries of 108 315 patients admitted to hospital with a primary MI between year 2006 and
2011, demonstrated that composite endpoint of non-fatal MI, non-fatal IS or CVD was 18.3% during the
first year post-index M1 [2].

In the present study, the 5-year MACCE incidence was 30.2%, and including CLP 38.6%. Recurrent Ml
occurred in 5.6% of subjects during first year of follow-up, and in 12.1% at 3 years. Thus, despite the
attempt to implement BMT according to guidelines, our data are consistent with others in terms of
MACCE incidence.

Moreover, in patients who suffered from MACCE, we found a 2.7-fold greater annual CIMT progression
rate as compared to event-free subgroup of patients. Our study indicated that the annual CIMT
progression rate of 0.003mm/year is a sensitive marker of risk for MACCE, recurrent Ml and CLP
(sensitivity between 80% and 84.5%), however, it demonstrated only mild specificity between 47% and
49.3% (AUC between 0.638 and 0.673).

In line with our findings, in CLAS trial, patients with an annual common CIMT progression rate of 0.034
mm/year had a 2.9- fold higher CVD risk compared to those with a common CIMT progression rate of
0.011 mml/year or less [19].

Consistent with our results, Okayama et al. observed that a higher median progression rate of common
CIMT (0.03mm/year) was a significant determinant of MACCE (HR, 2.24; 95% CI, 1.25-4.03, p<0.01)
during a mean follow-up of 7.6 years [20]. Controversially, in the IMPROVE study, assessment of 15-
month progression demonstrated that only the fastest-CIMT max-progression was significantly associated
with risk of subsequent vascular events [21].

We demonstrated that when patients were stratified into quartiles based on the annual change in CIMT,

patients in the 1% quartile had a lower probability of recurrent MI and CLP, as compared to patients in the
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other quartiles. This finding is in line with a study of Hirano et al, including 240 patients with stable
coronary artery disease [22]. Furthermore, Hirano et al., showed that addition of the change in plaque-
CIMT max in the follow-up period of 6 months, to conventional risk factors, resulted in a greater area
under the ROC curve compared with conventional Framingham risk factors alone (0.81 and 0.70,
respectively, p=0.02) [22].

The idea of atherosclerosis tracking through the serial CIMT assessments in patients with cardiovascular
risk factors in the primary and the secondary prevention populations is very attractive as objective
indicators of achieved atherosclerosis control would improve health outcome.

Many data report poor compliance and frequent under dosage of medications in patients discharged for
MI. Korhonen et al, showed that only 49% of the patients adhered (>80% of days covered) to all 3
medications including ACE inhibitors/ARBs, beta-blockers, and statins [23]. It is estimated that after 1, 3,
and 5 years, 78, 64, and 58% of survivors who had started therapy were still receiving beta-blockers, 86,
78, and 74% were receiving ACE-inhibitors, and 85, 80, and 82% were receiving statins, respectively [7].
Furthermore, the dosages prescribed were generally 50% or less of the dosages used in clinical trials, and
dosages did not increase during the observation period [7]. Patients who did not start treatment shortly
after discharge had a low probability of starting treatment later [7].

Moreover, 6 months after an MI, even in patients with a high adherence to drug treatments (>90% of days
covered), blood pressure <140/90 mmHg, low density lipoprotein (LDL) <100 mg/dl (in patients on
statins), HbAlc <7% (in treated diabetics), and smoking persistence were observed in 74%, 76%, 45%,
and 27% of patients, respectively [24].

As we showed in the present study, CIMT change over time might serve as objective marker of
atherosclerosis control, and as such, without much knowledge on patients drug adherence and achieved
control of cardiovascular risk factors, might serve as additional tool to encourage lifestyle modification
and motivational education programs to reduce risk of cardiovascular events.

Study limitations

The period of CIMT measurement intervals was not pre-defined. Only baseline risk factor levels and
medications were used for all analyses.

Conclusions. Repeated assessment of CIMT changes might serve as reflector of achieved atherosclerosis
control during follow-up as it predicts the risk of MACCE, recurrent MI, and coronary disease
progression.
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Table 1. Baseline characteristics of the study group

Study group Subjects with | MACCE-free
N=215 MACCE plus CLP | subjects p-value
N=83 N=132

Age (years), mean (SD) 63.3 (9.8) 63.1(9.2) 61.3 (10.1) 0.396
Men, n (%) 154 (71.6) 59 (71) 95 (72) 0.888
Hypertension, n (%) 199 (93) 81 (98) 118 (89) 0.026
Diabetes mellitus, n (%) 102 (47) 42 (51) 60 (45) 0.462
Hyperlipidemia, n (%) 194 (90) 76 (92) 118 (89) 0.601
Smoking history, n (%) 138 (64) 57 (69) 81 (61) 0.276
Number of cardiovascular risk factors | 2.93 (0.88) 3.05 (0.78) 2.86 (0.93) 0.058
among  hypertension,  hyperlipidemia,

diabetes, cigarette smoking, mean (SD)

Statin, n (%) 210 (98) 80 (96) 130 (98.5) 0.320
Intermittent claudication, n (%) 66 (31) 31 (37) 35 (26) 0.093
LVEF, % (SD) 52.8 (10.1) 52.7 (10.5) 52.3(9.9) 0.442
hs-CRP, g/L (SD) 3.12 (2.79) 3.25(3.38) 3.06 (2.31) 0.001
Body Mass Index, kg/m*(SD) 27.6 (3.6) 27.2 (3.8) 27.8 (3.4) 0.494
Creatinine, pmol/L (SD) 93 (33.4) 96.9 (36.7) 90.4 (27.3) 0.049
Total cholesterol, mmol/L (SD) 4,97 (1.31) 5.07 (1.41) 4.9 (1.23) 0.486
LDL—cholesterol, mmol/L (SD) 3.06 (1.1) 3.08 (1.1) 3.05(1.1) 0.255
HDL-—cholesterol, mmol/L (SD) 1.19 (0.33) 1.21 (0.36) 1.17 (0.31) 0.277
Triglicerides, mmol/L (SD) 1.74 (1.43) 1.97 (1.8) 1.6 (1.1) 0.217

Abbreviations: CAD, coronary artery disease; IS, ischemic stroke; LVEF, left ventricular ejection

fraction; MI, myocardial infarction
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Table 2. Multivariate stepwise Cox proportional hazards analysis. Independent risk factors of MACCE,

recurrent M1 and recurrent Ml plus coronary lesion progression (CLP)

Cardiovascular event Hazard 95% p-value

ratio Confidence

Interval

MACCE
Serum creatinine level 1.01 1.003 -1.017 0.006
The annual CIMT progression >0.003mm/year 3.00 1.496 — 6.016 <0.001
Recurrent Ml
Serum creatinine level 1.01 1.003 - 1.017 0.004
Hiperlipidemia 3.15 1.271-7.784 0.013
The annual CIMT progression >0.003mm/year 4.59 1.591 -13.217 | 0.005
Recurrent Ml plus new angina due to CLP
Serum creatinine level 1.01 1.004 —1.018 0.002
Hiperlipidemia 3.50 1.759 - 6.964 0.005
The annual CIMT progression >0.003mm/year 2.95 1.378 -6.323 <0.001

Abbreviations: CIMT, carotid intima-media thickness; CLP, coronary lesion progression; MAACE, major

adverse cerebral and coronary events; MI, myocardial infarction

Table 3. Receiver operating characteristic (ROC) curves for the optimal annual CIMT progression rate

cut-off value to predict risk of MACCE, recurrent MI and CLP

Event Annual CIMT | AUC 95% ClI Sensitivity | Specificity
progression (%) (%)
(mmly)

MACCE 0.003 0.651 0.574-0.728 | 80.3 47

Recurrent Ml 0.003 0.683 0.561-0.716 |80 47.6

Recurrent Ml plus CLP 0.003 0.673 0.601-0.744 | 845 49.3

Abbreviations: CIMT, carotid intima-media thickness; CLP, coronary lesion progression; MAACE, major

adverse cerebral and coronary events; MI, myocardial infarction
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Figure 1.

Kaplan Meyer analysis for recurrent M| and new angina due to coronary lesion progression according to
quartiles of the annual change in CIMT
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B - 0.013 mmiy < annual CIMT change < 0.013 mmiy
C:  0.014 mmfy < annual CIMT change < 0.056 mmly
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Fig. 1. Kaplan—Meier analysis for recurrent Ml and new angina due to coronary lesion
progression according to quartiles (A — lowest; D — highest quartile) of the annual CIMT
change on the final ultrasonography. (p<0.001 for A vs D by log-rank test; p=0.008 for A vs
B,C,D by log-rank test)
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Figure 2. Receiver Operator Characteristics (ROC) curves for annual CIMT progression rate
cut-offs for MACCE (A), recurrent MI (B) and CAD progression (C; recurrent Ml plus new
angina for coronary lesion progression)
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i opracowanie bagdan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji to:

L/L';,vcc,

Jednoczesnie wyrazam zgodg na przedlozenie w/w pracy przez lek Jacek Gacon jako
czgs¢ rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie zbioru artykuléw opublikowanych
w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia czes¢ ww. pracy
wykazuje indywidualny wkiad lek Jacek Gacon przy opracowywaniu koncepcji.

wykonywaniu czesci eksperymentalnej, opracowaniu i interpretacji wynikow tej pracy.
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dr hab. n. med. Ewa tucja Stepiefi

Profesor Uniwersytetu Jagiellorskiego

(tytut zawodowy, imig¢ i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. ,,.Decision-making microRNAs (miR-124, -133a/b, -34a and -
134) in patients with occluded target vessel in acute coronary syndrome”
o$wiadczam, iz moj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie

i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji to:

2.40 ,(“-‘xr( (&.6 {CA— -~ /‘,\,V?( O .

Jednoczesnie wyrazam zgodg na przedlozenie w/w pracy przez lek Jacek Gacon jako
czgs¢ rozprawy doktorskiej w formie spéjnego tematycznie zbioru artykutéw opublikowanych
w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia cze$¢ ww. pracy
wykazuje indywidualny wkiad lek Jacek Gacon przy opracowywaniu koncepcii,

wykonywaniu czesci eksperymentalnej, opracowaniu i interpretacji wynikéw tej pracy.

(podpis wspotautora)
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(tytui zawodowy, imig i nazrwmko)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ..Decision-making microRNAs (miR-124, -133a/b, -34a and -
134) in patients with occluded target vessel in acute coronary syndrome”
oswiadezam, iz mo6j wlasny wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie

i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji to:

........ F2lp).t o/wcuz//ce,vu/red@,;/m &
.................. //‘ff C‘MV,/"‘}/V»/‘..« % ‘-’)é b

Jednoczesnie wyrazam zgod¢ na przedlozenie w/w pracy przez lek Jacek Gacon jako
czgs¢ rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie zbioru artykuléw opublikowanych
w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia czgs¢ ww. pracy
wykazuje indywidualny wkiad lek Jacek Gacon przy opracowywaniu koncepcii.

wykonywaniu cz¢sci eksperymentalnej, opracowaniu i interpretacji wynikow tej pracy.

Kllmkl Kardr logu lnlerwency nej

nst)’t tu ardn/oogn ?
-l -

(podpis wspo%autora)
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