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Wykaz skrotow

ACC — American College of Cardiology

ACC/AHA — American College of Cardiology / American Heart Association
ACS — ostre zespoty wiencowe (Acute Coronary Syndromes)

Ago2 — Argonaute 2 (biatko wigzagce miRNA)

AHF — ostra niewydolnos¢ serca (Acute Heart Failure)

AMR - odrzucanie zalezne od przeciwciat (Antibody-Mediated Rejection)
ANOVA — analiza wariancji (Analysis of Variance)

ARNI — inhibitor receptora angiotensyny i neprylizyny (Angiotensin Receptor—Neprilysin Inhibitor)
AST — aminotransferaza asparaginianowa

ALT — aminotransferaza alaninowa

AUC - pole pod krzywa ROC (Area Under the Curve)

BMI — wskaznik masy ciala (Body Mass Index)

CABG — pomostowanie aortalno-wienicowe (Coronary Artery Bypass Grafting)
CAD - choroba wiencowa (Coronary Artery Disease)

CAV — choroba naczyn przeszczepionego serca (Cardiac Allograft Vasculopathy)
Cl — wskaznik sercowy (Cardiac Index)

CLSI — Clinical and Laboratory Standards Institute

CPB — krazenie pozaustrojowe (Cardiopulmonary Bypass)

CPET — proba wysitkowa z analizg gazow oddechowych (Cardiopulmonary Exercise Testing)
Ct — cykl progowy (Cycle Threshold)

CV — wspotczynnik zmiennosci (Coefficient of Variation)

CVa — zmienno$¢ analityczna (Analytical Coefficient of Variation)

CVi — zmienno$¢ wewnatrzosobnicza (Intra-individual Biological Variation)

CVP — osrodkowe cis$nienie zylne (Central Venous Pressure)

c-miRNA — krazace mikroRNA (Circulating microRNA)
dd-cfDNA — wolnokrgzagce DNA pochodzace od dawcy (Donor-Derived Cell-Free DNA)

DSA — przeciwciata swoiste dla dawcy (Donor-Specific Antibodies)

ECG/EKG - elektrokardiografia/elektrokardiogram

ECLIA — elektrochemiluminescencyjny test immunochemiczny (Electrochemiluminescence
Immunoassay)

ECMO - pozaustrojowe utlenowanie krwi (Extracorporeal Membrane Oxygenation)

VA-ECMO - tetniczo-zylne ECMO (Veno-Arterial ECMO)
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eGFR — szacunkowy wskaznik filtracji kiebuszkowej (Estimated Glomerular Filtration Rate)
EF / LVEF — frakcja wyrzutowa lewej komory (Left Ventricular Ejection Fraction)

EMB — biopsja endomiokardialna (Endomyocardial Biopsy)

ESC — European Society of Cardiology

GEP — profil ekspresji genow (Gene Expression Profiling)
GDMT - leczenie zgodne z wytycznymi (Guideline-Directed Medical Therapy)
GFR — wskaznik filtracji kigbuszkowej (Glomerular Filtration Rate)

HF — niewydolnos¢ serca (Heart Failure)

HFA — Heart Failure Association

HFrEF — niewydolnos$¢ serca z obnizong frakcja wyrzutowa

HFmMreF — niewydolno$¢ serca z tagodnie obnizong frakcja wyrzutowa

HFpEF — niewydolnos¢ serca z zachowang frakcja wyrzutowa

HCT — hematokryt

HGB — hemoglobina

hs-cTnT — wysokoczuta troponina sercowa T (High-Sensitivity Cardiac Troponin T)
HTx / OHT — przeszczepienie serca / ortotopowe przeszczepienie serca (Heart Transplantation /
Orthotopic Heart Transplantation)

HU — status pilny (High Urgency)

ICD — wszczepialny kardiowerter-defibrylator (Implantable Cardioverter-Defibrillator)
IFCC — International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine

IFU — instrukcja uzycia producenta (Instructions for Use)

INTERMACS - Interagency Registry for Mechanically Assisted Circulatory Support
INOScore / VIS — wskaznik wsparcia inotropowo-wazopresyjnego

INR — migedzynarodowy wspotczynnik znormalizowany (International Normalized Ratio)
IQR — zakres migdzykwartylowy (Interquartile Range)

ISHLT — International Society for Heart and Lung Transplantation

IVC / SVC — zyta gtowna dolna / gérna

IVS — przegroda miedzykomorowa (Interventricular Septum)

IVUS — ultrasonografia wewnatrznaczyniowa (Intravascular Ultrasound)
K2EDTA — s6l dipotasowa EDTA (antykoagulant)

LOESS - lokalnie wazone wygtadzanie regresyjne (Locally Estimated Scatterplot Smoothing)
LoD — granica wykrywalnos$ci (Limit of Detection)



LoQ — granica oznaczalno$ci (Limit of Quantification)

LVVAD — wspomaganie lewej komory (Left Ventricular Assist Device)

MCS — mechaniczne wspomaganie krazenia (Mechanical Circulatory Support)
MI — zawat migénia sercowego (Myocardial Infarction)

MIQE — minimalne wymagania raportowania RT-qPCR

MIiRNA / miR — mikroRNA

miR-208a — mikroRNA-208a

MRNA — RNA matrycowe (Messenger RNA)

NGS — sekwencjonowanie nowej generacji (Next-Generation Sequencing)
NIK — Narodowy Instytut Kardiologii
NYHA — klasyfikacja niewydolnosci serca New York Heart Association

OCT - optyczna tomografia koherentna (Optical Coherence Tomography)

PAP — ci$nienie w tetnicy plucnej (Pulmonary Artery Pressure)

PCWP — ci$nienie zaklinowania w t¢tnicy plucnej (Pulmonary Capillary Wedge Pressure)
PCI — przezskorna interwencja wiencowa (Percutaneous Coronary Intervention)

PChN — przewlekta choroba nerek

PGD - pierwotna dysfunkcja przeszczepu (Primary Graft Dysfunction)

POOP — pooperacyjny oddzial intensywnej terapii

Pol 11/ Pol 11l — polimeraza RNA 11/ 111

pre-miRNA — prekursor miRNA

pri-miRNA — pierwotny transkrypt miRNA

PVR — opér naczyniowy plucny (Pulmonary Vascular Resistance)

gPCR — ilo$ciowa reakcja PCR (Quantitative PCR)
RT-gPCR — ilosciowa PCR z odwrotng transkrypcja

RASI — inhibitor uktadu renina—angiotensyna

RCV — warto$¢ zmiany referencyjnej (Reference Change Value)

RER — wspotczynnik wymiany oddechowej (Respiratory Exchange Ratio)

RISC — kompleks wyciszajacy indukowany RNA

ROC — krzywa charakterystyki pracy odbiornika (Receiver Operating Characteristic)
RV — prawa komora



SD — odchylenie standardowe (Standard Deviation)
SGLT2 — kotransporter sodowo-glukozowy typu 2
SHFM — Seattle Heart Failure Model

TO — punkt odniesienia (warto$¢ wyjsciowa)
TAPSE — skurczowa amplituda pierscienia zastawki trdjdzielne;j

TnT —troponina T

U6 snRNA — mate jadrowe RNA U6
UDMI — Universal Definition of Myocardial Infarction
UNOS — United Network for Organ Sharing

URL — gorna granica wartosci referencyjnej (Upper Reference Limit)

VE/VCO: slope — nachylenie zaleznosci wentylacji minutowej do produkcji CO2

VO:max — maksymalny pobor tlenu

WUM - Warszawski Uniwersytet Medyczny

3’UTR —region nieulegajacy translacji na koncu 3> mRNA
ACt —roznica Ct

AACt — roznica r6éznic Ct

2"—=AACt — DD2CT - wzgledna ekspresja genu/metoda porownawcza
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1.Wstep

Niewydolno$¢ serca (HF, heart failure) stanowi zespot kliniczny o ztozonej etiologii, rozwijajacy
si¢ najczesciej w nastepstwie réznych chorob uktadu sercowo-naczyniowego. Ze wzgledu na duza
czgsto$¢ wystepowania, znaczne ryzyko hospitalizacji i rehospitalizacji, niekorzystny wplyw na
rokowanie oraz istotne obcigzenie dla systemu ochrony zdrowia, pozostaje jednym z
najwazniejszych probleméw wspodtczesnej kardiologii. [1-3] W obrazie klinicznym HF dominuja
objawy wynikajace z zastoju kragzeniowego i/lub niedostatecznej perfuzji tkanek, w tym dusznos¢,
obrzgki obwodowe, wodobrzusze oraz ograniczenie tolerancji wysitku. Rozpoznanie choroby
wymaga zestawienia danych z badania przedmiotowego i podmiotowego z wynikami badan
potwierdzajacych obecno$¢ zaburzen budowy lub funkcji serca. [1,2] Szczegdlne znaczenie w
procesie diagnostycznym maja echokardiografia oraz oznaczenia peptyddéw natriuretycznych, ktore
zgodnie z wytycznymi ESC. Nalezg one do podstawowych narzedzi wykorzystywanych w

rozpoznawaniu niewydolnosci serca. [1,2]

W ostatnim okresie nastapit istotny postep terapeutyczny — szczegOlnie w zakresie leczenia
modyfikujacego rokowanie — co znalazto odzwierciedlenie w aktualizacji wytycznych ESC z 2023 r.
(Focused Update). Opracowanie to wskazuje na rol¢ inhibitorow SGLT2 takze w fenotypach z
LVEF >40% oraz uwydatnil znaczenie intensyfikacji leczenia i $cistej kontroli po hospitalizacji z
powodu ostrej niewydolno$ci serca. [7] Pomimo to u czg$ci chorych przebieg HF pozostaje
progresywny i prowadzi do rozwoju zaawansowanej niewydolnosci serca. Wymaga to rozwazenia
terapii zaawansowanych, takich jak mechaniczne wspomaganie krazenia (MCS) i transplantacja
serca (OHT). [5,6] Z punktu widzenia osrodkow referencyjnych 1 transplantacyjnych szczegdlnie
wazne jest wezesne rozpoznanie stadium zaawansowanego, planowa kwalifikacja do terapii oraz
optymalizacja leczenia. [5,8-11] Jednocze$nie rosnie znaczenie biomarkerow, ktore moga $ledzi¢
stopien uszkodzenia kardiomiocytow w przebiegu dekompensacji oraz w okresie okotooperacyjnym
OHT. Dlatego, poza markerami klasycznymi coraz czgéciej rozwaza si¢ markery molekularne, w

tym mikroRNA, jako potencjalne narze¢dzia uzupetniajace oceng kliniczng. [12-14]

1.1. Uzasadnienie podjecia badania

Przeszczepienie serca pozostaje metoda leczenia z wyboru ,,ztotym standardem” u chorych z
krancowg niewydolnoscig serca. Umozliwia istotng poprawe przezycia oraz jakosci zycia. Pomimo
postepu w kwalifikacji biorcow i dawcow, technik chirurgicznych oraz opieki okotooperacyjnej,
wczesny okres po transplantacji nadal obarczony jest znaczacym ryzykiem powiktan. Jednym z

najwazniejszych z nich jest pierwotna dysfunkcja przeszczepu (primary graft dysfunction, PGD),
11



stanowigca glowng przyczyng wczesnej chorobowosci 1 $miertelnosci po ortotopowym

przeszczepieniu serca.

Patogeneza PGD jest wieloczynnikowa i obejmuje przede wszystkim stres oksydacyjny,
zaburzwenia mikrokrgzenia, uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne, oraz bezposrednie
uszkodzenie kardiomiocytow. W praktyce klinicznej kluczowe znaczenie ma wczesna identyfikacja
pacjentdw z rozwijajaca si¢ dysfunkcja przeszczepu, poniewaz umozliwia to szybkie wdrozenie
intensywnego leczenia. W wybranych przypadkach pozwala na zastosowanie mechanicznego
wspomagania krgzenia. Rozpoznanie PGD opiera si¢ obecnie gléwnie na ocenie kliniczne;j,
hemodynamicznej i echokardiograficznej. Stosowane markery biochemiczne, takie jak troponiny
czy kinaza kreatynowa, wykazuja ograniczong swoisto$¢ w okresie pooperacyjnym, poniewaz ich
stezenia s3 podwyzszone u wickszos$ci biorcow w nastepstwie urazu chirurgicznego i niedokrwienia.
Ogranicza to ich przydatno$¢ w rdéznicowaniu fizjologicznej odpowiedzi okotooperacyjnej od

klinicznie istotnego uszkodzenia przeszczepu.

Na szczeg6lng uwage zastuguje wzrost zainteresowania wykorzystaniem krazacych mikroRNA
jako potencjalnych biomarkerow uszkodzenia narzagdowego. MikroRNA charakteryzujg sie
wzgledng stabilno$cig w krazeniu oraz, W przypadku wybranych czasteczek, wysoka swoisto$cig
tkankowa. Szczegdlng grupe stanowia tzw. myomiR, zwigzane z migsniem sercowym. MikroRNA -
208a, kodowane w obrgbie genu MYH6, jest niemal wylacznie wykrywalne w kardiomiocytach i
ulega uwalnianiu do krazenia w przebiegu ich uszkodzenia. W badaniach klinicznych wykazano
jego obecno$¢ we wczesnej fazie ostrego uszkodzenia mig$nia sercowego, co wskazuje na

potencjalng przydatnos¢ jako czutego markera uszkodzenia komorek migsnia sercowego.

Pomimo rosngcego zainteresowania mikroRNA w chorobach sercowo-naczyniowych, dane
dotyczace ich zastosowania w ocenie wczesnego okresu po przeszczepieniu serca pozostaja
ograniczone. Znaczenie mikroRNA-208a jako biomarkera uszkodzenia przeszczepu serca nie
zostato jednoznacznie udowodnione. W realiach transplantologii serca szczegdlne znaczenie moze
mie¢ ocena mikroRNA-208a w pierwszych dobach po operacji, kiedy dominujacym mechanizmem
pogorszenia funkcji przeszczepu jest uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne i wczesna

dysfunkcja graftu, natomiast procesy immunologiczne odgrywaja jeszcze ograniczong rolg.

W zwigzku z powyzszym zasadne jest przeprowadzenie badania oceniajagcego dynamike stezen
mikroRNA-208a juz na etapie pobrania serca od dawcy oraz w okresie okotooperacyjnym po
ortotopowym przeszczepieniu serca oraz okreslenie jego potencjalnej przydatnosci w identyfikacji

wczesnego uszkodzenia przeszczepu, w tym pierwotnej dysfunkcji graftu. Uzyskane wyniki moga
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przyczyni¢ si¢ do lepszej wczesnej oceny ryzyka oraz optymalizacji postepowania w okresie

pooperacyjnym u biorcoOw serca.
2. Definicja, epidemiologia i rokowanie

2.1. Definicja niewydolnoS$ci serca

Niewydolno$¢ serca (HF, heart failure) to zespot kliniczny bedacy nastgpstwem zaburzen
strukturalnych lub czynnosciowych serca, ktére ograniczaja jego zdolno$¢ do skutecznego
pompowania krwi. Konsekwencja tych nieprawidlowosci moze by¢ zmniejszenie rzutu serca,
wzrost cisnien wewnatrzsercowych albo wspoétistnienie obu tych mechanizméw, zaréwno w
spoczynku, jak i podczas wysitku. Prowadzi to do wystepowania charakterystycznych objawow
oraz klinicznych cech zastoju lub hipoperfuzji. [1-3] Rozpoznanie HF wymaga jednak nie tylko
stwierdzenia obecnosci typowych dolegliwosci, lecz takze potwierdzenia, ze ich Zrddlem sa
zaburzenia budowy lub funkcji serca. W tym celu najcze$ciej wykorzystuje sie badanie
echokardiograficzne i oznaczenia peptydow natriuretycznych. Waznym elementem postgpowania
pozostaje réwniez wykluczenie innych przyczyn podobnego obrazu klinicznego. Taki schemat
diagnostyczny jest spdjny z zaleceniami ESC oraz z obowiazujaca uniwersalng definicja

niewydolnosci serca. [1-3]

Zglaszane objawy obejmujg gtownie dusznos¢ wysitkowa lub spoczynkowa, orthopnoe, napadowa
duszno$¢ nocng, ograniczenie tolerancji wysitku 1 meczliwose, a takze dolegliwosci zwigzane z
retencja plynow (obrzgki obwodowe, szybki przyrost masy ciala). W badaniu przedmiotowym
obserwuje si¢ m.in. tachykardig, trzeszczenia nad polami plucnymi, tachypnoe poszerzenie zyt
szyjnych, obrzeki obwodowe, hepatomegali¢, wodobrzusze oraz przesigki w jamach optucnowych.
Ze wzgledu na ograniczong czuto$¢ 1 swoistos¢ objawow 1 cech klinicznych, diagnostyka obejmuje
m.in. oznaczenie peptydow natriuretycznych oraz echokardiografi¢ jako badanie pierwszego

wyboru w potwierdzeniu rozpoznania i okresleniu postaci niewydolnosci serca. [1,2]

2.2. Terminologia

2.2.1. Niewydolnos$¢ serca z zachowang, tagodnie obnizong lub obnizong frakcja
wyrzutowa

W rutynowej praktyce klinicznej ogdlng czynno$¢ skurczowa lewej komory opisuje si¢ m.in. za
pomocy frakcji wyrzutowej lewej komory (LVEF, left ventricular ejection fraction). Wspodtczesna
terminologia HF uporzadkowuje warianty kliniczne choroby w zalezno$ci od LVEF, co ma

znaczenie prognozowaniu oraz w terapii. Zgodnie z klasyfikacjg przyjeta w wytycznych ESC
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wyroznia si¢: HFpEF (LVEF >50%), HFmrEF (LVEF 41-49%) oraz HFrEF (LVEF <40%), [1,2]
Dla HFpEF, poza objawami niewydolnosci serca i frakcja wyrzutowa lewej komory serca >50%,
wymagane s3 obiektywne cechy nieprawidtowosci strukturalnych i/lub czynnos$ciowych
odpowiadajace dysfunkcji rozkurczowej i/lub zwigkszonemu cisnieniu napetniania, zwykle wraz z

podwyzszonym st¢zeniem peptydow natriuretycznych. [1,2]

2.2.2. Dysfunkcja prawej komory

Dysfunkcja prawej komory (RV) jest czgstym 1 istotnym rokowniczo komponentem niewydolnosci
serca. Klinicznie przewazajg objawy zastoju systemowego (obrzeki, hepatomegalia, wodobrzusze,
poszerzenie zyl szyjnych) oraz ograniczenie tolerancji wysitku. Moze dominowaé w przebiegu
nadci$nienia ptucnego, wrodzonych wad serca, choréb pluc, jak réwniez w zaawansowanej
niewydolno$ci lewokomorowej, w ktorej przewlekle podwyzszone ci$nienie w krazeniu ptucnym
prowadzi do przeciazenia nastgpczego RV. U chorych kwalifikowanych do terapii zaawansowanych
(MCS/OHT) ocena funkcji prawej komory serca ma znaczenie krytyczne, poniewaz niewydolno$¢

RV moze determinowaé wybor typu wspomagania krazenia oraz ryzyko okotooperacyjne. [1,5]

2.2.3. Inne terminy stosowane czesto do okreslenia niewydolnosci serca

Ostra niewydolno$¢ serca (AHF) oznacza szybkie wystapienie lub istotne nasilenie objawow i cech
niewydolnosci serca, wymagajace pilnej diagnostyki 1 zwykle hospitalizacji. Moze dotyczy¢
wariantu de novo lub zaostrzenia przewlektej postaci. [1,2] Przewlekla niewydolno$¢ serca
obejmuje dlugotrwaly przebieg z okresami stabilizacji 1 dekompensacji. [1] Pojecie ,,zastoju”
opisuje kliniczne 1/lub hemodynamiczne wykladniki zwigkszonych cisnieh napelniania 1
przewodnienia. Wiaze si¢ on z wigkszym ryzykiem ponownej hospitalizacji i niekorzystnym
rokowaniem.[ 1] Natomiast termin ,,zaawansowana niewydolno$¢ serca” odnosi si¢ do koncowego
stadium niewydolnosci serca z utrzymujacymi si¢ cigzkimi objawami mimo leczenia optymalnego i

stanowi wskazanie do rozwazenia terapii zaawansowanych lub postepowania paliatywnego. [5,6]

2.2.4. Terminologia oceny nasilenia objawow niewydolnosci serca (NYHA) oraz

etapy ACC/AHA (A-D)

W opisie klinicznym i w badaniach naukowych najczesciej stosuje si¢ klasyfikacje NYHA (1-1V),
ktéra odnosi si¢ do nasilenia objawéw w pordwnaniu do aktywnosci fizycznej. Pomimo ograniczen
(subiektywno$¢, rézna ocena miedzy obserwatorami), skala NYHA pozostaje powszechnie
uzywana w praktyce m.in. w kwalifikacji do czgSci terapii oraz w monitorowaniu odpowiedzi na

leczenie. [1]
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Uzupetniajaco stosuje si¢ podejscie etapowe ACC/AHA (A-D), ktore ujmuje niewydolnos¢ serca
jako proces o charakterze ciggtym — od etapu ryzyka, poprzez stadium bezobjawowe zwigzane z
chorobg strukturalng lub biomarkerami, az do stadium zaawansowanego Wwymagajacego
specjalistycznych terapii. Z metodologicznego punktu widzenia zastosowana klasyfikacja dostarcza
istotnych informacji, gdyz pozwala opisywac etap choroby nie wylacznie przez pryzmat aktualnych
dolegliwosci, ale rowniez przez kierunek przebiegu 1 wynikajace z niego potrzeby leczenia. [4] Jest
to zgodne z uniwersalng definicjg niewydolnos$ci serca, ktora akcentuje stadium ,,pre-HF” jako etap

klinicznie istotny, zanim rozwinie si¢ petnoobjawowa niewydolnos¢ serca. [2]

» Faza A (At risk for HF) obejmuje osoby z wysokim ryzykiem rozwoju niewydolnosci serca, u
ktérych nie stwierdza si¢ uchwytnych nieprawidlowos$ci strukturalnych ani czynno$ciowych serca.
Nie wystepuja objawy lub cechy kliniczne HF. Typowe czynniki ryzyka obejmujag m.in.
miazdzyce/chorobe wiencowa, przewlekta chorobe nerek, ekspozycje na leczenie kardiotoksyczne,
nadci$nienie tetnicze, otytos¢, cukrzyce, oraz istotne obcigzenia rodzinne. Postgpowanie w tej fazie

ma charakter prewencji pierwotnej i obejmuje intensywna kontrolg czynnikow ryzyka. [4]

* Faza B (Pre-HF) co dpowiada etapowi ,,choroby serca predysponujacej do HF”, w ktorym
mozliwe jest opOznienie przejscia do stadium objawowego. [2,4] Obejmuje pacjentow
bezobjawowych, ale z obecnoscia obiektywnych nieprawidtowosci strukturalnych lub
czynno$ciowych serca (np. przebyty zawat mig$nia sercowego, przerost lewej komory, poszerzenie
jam, istotna wada zastawkowa, obnizona LVEF czy dysfunkcja rozkurczowa) oraz/lub z
podwyzszonymi biomarkerami wskazujacymi na zwigkszone ryzyko rozwoju objawowej

niewydolno$ci serca (np. troponiny, peptydy natriuretyczne.).

» Faza C (Symptomatic HF) obejmuje pacjentdéw z chorobg strukturalng serca i aktualnymi lub
przebytymi objawami HF. Jest to klasyczna, objawowa niewydolno$¢ serca, wymagajaca
zakwalifikowania do konkretnej postaci, wedlug LVEF. Wymaga rozpoczecia leczenia zgodnego z
wytycznymi, w tym terapii modyfikujacej rokowanie oraz wprowadzenia strategii zmniejszajacych
ryzyko hospitalizacji. [1,4] Zgodnie z aktualizacjag ESC 2023 szczegdlne znaczenie ma
uwzglednienie inhibitorow SGLT2 réwniez u chorych z HFmrEF i HFpEF oraz intensyfikacja

postepowania po hospitalizacji z powodu ostrej niewydolnosci serca. [7]

» Faza D (Advanced HF / refractory end-stage HF) obejmuje pacjentow z zaawansowang chorobg
strukturalng serca oraz ci¢zkimi, nawracajacymi objawami HF w spoczynku lub przy minimalnym
wysitku, utrzymujacymi si¢ mimo optymalnego leczenia. Charakterystyczne sa: zalezno$¢ od
dozylnej terapii w wybranych przypadkach, postepujaca dysfunkcja narzadowa, nawracajace

dekompensacje, oraz wysokie ryzyko zgonu. Etap ten stanowi podstawe do rozwazenia terapii
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zaawansowanych (MCS, OHT) lub w ostatecznos$ci wdrozenia postepowania paliatywnego. [4—6,8—

11]

Wazng cechg omawianej klasyfikacji jest jej progresywny charakter: pacjent przechodzi zwykle z A
do B, nastepnie do C i D. Nawet jesli dojdzie do poprawy klinicznej, rozpoznanie wczesniejszego
etapu strukturalnego pozostaje aktualne. Z tego wzgledu podzial ACC/AHA jest szczegdlnie
przydatny w opracowaniach naukowych i metodologii rozprawy, poniewaz umozliwia bardziej
jednoznaczne i porownywalne opisywanie populacji niz sama NYHA. Dodatkowo wskazuje na

moment konieczno$ci skierowania pacjenta do osrodka terapii zaawansowanych. [4—6]

2.3. Epidemiologia i historia naturalna niewydolnosci serca

Niewydolno$¢ serca stanowi jedno z gtéwnych obcigzen wspolczesnej kardiologii. Etiologia HF jest
zréznicowana; w praktyce klinicznej do najczestszych przyczyn naleza choroba niedokrwienna
serca, nadcisnienie tetnicze, wady zastawkowe, kardiomiopatie (w tym toksyczne i zapalne),
zaburzenia rytmu oraz choroby ogolnoustrojowe wplywajace na migsien sercowy. [1-3] W
populacjach krajow rozwinigtych czesto$¢ niewydolnos$ci serca u dorostych wynosi zwykle okoto
1-2% 1 istotnie ro$nie wraz z wiekiem, przekraczajac 10% w grupach najstarszych. Przebieg
choroby ma najcze¢sciej charakter postepujacy. Obecne sg okresy stabilizacji przeplatane epizodami
dekompensacji, ktore wymagaja intensyfikacji leczenia i cz¢sto hospitalizacji. Hospitalizacja z
powodu tej jednostki chorobowej jest silnym markerem niekorzystnego rokowania oraz

zwigkszonego ryzyka kolejnych zaostrzen. [1,2]

3. Zaawansowana niewydolnos¢ serca

3.1. Epidemiologia, rozpoznanie i rokowanie w zaawansowanej
niewydolnosci serca

Mimo rozwoju farmakoterapii i leczenia urzadzeniowego czg$¢ chorych przechodzi do
zaawansowane] niewydolno$ci serca, definiowanej przez utrzymujace si¢ ci¢zkie objawy mimo
leczenia zgodnego z wytycznymi, nawracajace dekompensacje, postepujaca dysfunkcje narzadowa
oraz wysokie ryzyko zgonu. [1,5,6] Leczenie operacyjne zaawansowanej postaci tej choroby
przedstawia stanowisko HFA/ESC. Podkresla si¢ konieczno$¢ wielowymiarowej oceny pacjenta
oraz wczesnej identyfikacji chorych ~wymagajacych skierowania do os$rodka terapii
zaawansowanych. [5,6] Rokowniczo szczegdlne znaczenie maja, postepujaca dysfunkcja nerek i

watroby, utrwalony zastdj, hipoperfuzja tkanek, nawracajagce hospitalizacje oraz niestabilno$¢
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hemodynamiczna. Ograniczajg one skuteczno$¢ leczenia zachowawczego 1 zwigkszaja ryzyko

niepowodzenia terapii zaawansowanych przy opoéznionej kwalifikacji. [5,6,8]

3.2. Farmakoterapia w niewydolnosci serca (HF) — aktualne wytyczne
(ESC 2023)

W leczeniu tego rodzaju pacjentow nastapit istotny postep terapeutyczny, co potwierdzaja ostatnie
wytyczne ESC. W aktualizacji ESC 2023 wzmocniono rekomendacje dotyczace inhibitorow SGLT2
w postaci niewydolnosci serca z LVEF >40%. Inhibitory SGLT2 (dapagliflozyna Iub
empagliflozyna) sa zalecane (klasa I, poziom A) zaro6wno u pacjentow z HFmrEF, jak i HFpEF w
celu zmniejszenia ryzyka hospitalizacji z powodu HF lub zgonu sercowo-naczyniowego. [7]
Podkre$la si¢ rowniez znaczenie strategii okoto wypisowej i wezesnej kontroli po hospitalizacji z
powodu ostrej niewydolnosci migénia sercowego. Obejmuje ona intensyfikacje leczenia przed

wypisem i czgste wizyty kontrolne w pierwszych tygodniach po wypisie.[7]

3.3. Postgpowanie w zastoju i zespole sercowo-nerkowym; ultrafiltracja i

techniki nerkozastepcze

W zaawansowanej HF kluczowym problemem klinicznym jest zastdj oraz wspotistniejaca
dysfunkcja nerek (zesp6l sercowo-nerkowy), ktoére moga ogranicza¢ skuteczno$¢ leczenia
odwadniajacego 1 eskalacje terapii modyfikujacej rokowanie. [1,5,6] U wybranych chorych z
opornym przewodnieniem rozwaza si¢ metody mechanicznego usuwania ptynéw (ultrafiltracje)
oraz techniki leczenia nerkozastgpczego, kazdorazowo z indywidualizacja w zalezno$ci od profilu

hemodynamicznego i ryzyka pogorszenia perfuzji narzadowe;j. [1,5]

3.4. Mechaniczne wspomaganie krazenia (MCS) — leczenie

krotkoterminowe 1 dlugoterminowe

Mechaniczne wspomaganie krazenia (MCS) stanowi kluczowy element leczenia chorych z
zaawansowang niewydolnos$cig serca 1 obejmuje rozwigzania krotkoterminowe (tymczasowe) jak 1
dlugoterminowe (trwate). [1,5] W ostrych stanach zagrozenia Zycia (np. wstrzas kardiogenny)
celem krotkoterminowego MCS (kontrapulsacja balonowa wewnatrzaortalna, impella CP, 5.5, VA-
ECMO.) jest uzyskanie czasu na diagnostyke, stabilizacja perfuzji narzadowej oraz wybor strategii
docelowej (bridge to decision). [1] Trwate wspomaganie krazenia (najczesciej LVAD) rozwaza si¢ u
pacjentow z zaawansowang HFrEF oporna na leczenie farmakologiczne i elektrofizjologiczne jako

pomost do transplantacji (bridge to transplant), pomost do kwalifikacji (bridge to candidacy) lub
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leczenie docelowe (destination therapy) u chorych niekwalifikujacych si¢ do OHT. [1,5]
U pacjentow w stadium krancowym przeszczepienie serca (OHT) pozostaje metoda leczenia
poprawiajaca istotnie przezycie i jako$¢ zycia. Mimo tego, jego dostepno$¢ i wyniki takiego
leczenia ogranicza niedobor narzadéw 1 rosngcy udziat dawcow ,,granicznych”, co zwigksza
znaczenie optymalizacji postepowania okotooperacyjnego. [8-11] W transplantologii serca
szczegdlng uwage zwraca wczesne uszkodzenie przeszczepu zwigzane m.in. z czasem
niedokrwienia, reperfuzja i1 stresem okotooperacyjnym. Manifestuje si¢ to czesto pierwotng
dysfunkcja przeszczepu (PGD). [11] Dlatego istotne jest, we wczesnym okresie, roznicowanie
dysfunkcji ~ wynikajgcej z  mechaniczno-metabolicznego  uszkodzenia  kardiomiocytow
(niedokrwienie—reperfuzja, uraz chirurgiczny, wczesna dysfunkcja graftu) od procesow
immunologicznych rozwijajacych si¢ w kolejnych dobach, takich jak ostre odrzucanie. Uzasadnia

to rozwdj i oceng biomarkeréw uzupetniajacych klasyczne narzgdzia kliniczne. [8—11]

3.4.1. MikroRNA jako biomarkery w niewydolnosci serca 1 transplantologii serca

MikroRNA (miRNA) to male, endogenne, niekodujace czasteczki RNA (zwykle 19-25
nukleotydow). Reguluja one ekspresje genow gldéwnie na poziomie potranskrypcyjnym poprzez
udzial w kompleksie RISC i wigzanie si¢ z sekwencjami mRNA (najczesciej w obrebie 3°UTR).
Prowadzi to do wstrzymania translacji i/lub degradacji transkryptu. [12,13] Z punktu widzenia
klinicznego szczegolnie istotna jest obserwacja, ze miRNA moga by¢ wykrywane w krazeniu
obwodowym, a ich wzgledna stabilno$¢ w osoczu/surowicy wynika z rodzaju transportu w
kompleksach biatkowych (np. Argonaute), lipoproteinach oraz w pecherzykach zewnatrz-

komorkowych (egzosomy/mikropgcherzyki), co ogranicza degradacje przez RNazy. [14]

Te wlasciwosci sprawiaja, ze krazace miRNA s3 rozwazane jako potencjalne markery
diagnostyczne i prognostyczne w chorobach sercowo-naczyniowych, w tym w HF. Moglyby
uzupetnia¢ informacj¢ dostarczang przez markery klasyczne 1 obrazowanie, szczegdlnie w szybko
zmieniajacych si¢ sytuacjach klinicznie (dekompensacja, leczenie okoto-wypisowe, kwalifikacja do
terapii zaawansowanych).[12-14] W transplantologii serca duze znaczenie ma wczesna ocena
stopnia uszkodzenia kardiomiocytéw 1 funkcji graftu, zwlaszcza w kontekscie niedokrwienia—
reperfuzji, urazu okotooperacyjnego jak i ryzyka PGD. [11] W tym okresie klinicznie istotne jest
robwniez roznicowanie uszkodzenia okoto zabiegowego od procesow immunologicznych
rozwijajacych si¢ w kolejnych dobach (np. ostre odrzucanie), co w praktyce wymaga polaczenia
danych klinicznych, laboratoryjnych 1 obrazowych, a niekiedy takze biopsji endomiokardialnej. [8—
11] Poniewaz cze¢s¢ miRNA wykazuje wysoka swoistos¢ tkankowsg, szczegodlne zainteresowanie

budzg tzw. myomiR, w tym mikroRNA-208a, ktore jest silnie zwigzane z kardiomiocytami i ulega
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uwalnianiu do krazenia w przebiegu ich uszkodzenia. [15] W modelach do§wiadczalnych wykazano
role mikroRNA-208a w regulacji procesow zaleznych od migénia sercowego. W badaniach
klinicznych opisywano jego obecno$¢ i dynamiczne zmiany we wczesnej fazie ostrego uszkodzenia
migs$nia sercowego. [15,16] Z perspektywy metodologicznej uzasadnia to ocen¢ mikroRNA-208a
jako biomarkera w okresie okotooperacyjnym OHT, gdzie dominujagcym mechanizmem
nieprawidlowosci moze by¢ bezposrednie uszkodzenie miocytow (niedokrwienie—reperfuzja, PGD),
a nie wylgcznie procesy immunologiczne. [11,15,16] Jednocze$nie rozwdj badan nad
profilowaniem mikroRNA w transplantologii (w tym w materiale tkankowym z biopsji) wskazuje,
ze oznaczanie tych markerow moze wnosi¢ warto$§¢ uzupetliajgcg w roznicowaniu przyczyn
pogorszenia funkcji graftu czy w diagnostyce odrzucania. Moga one stanowi¢ potencjalne

uzupehienie standardowych narzedzi klinicznych. [17]

3.5. Przeszczepienie serca (OHT) — podstawy kliniczne i organizacyjne

Aktualna kwalifikacja do transplantacji opiera si¢ na ocenie zaawansowania choroby podstawowej,
rokowania kréotkoterminowego, stopnia odwracalnosci dysfunkcji narzadow towarzyszacych oraz
ryzyka okoto- i pooperacyjnego, przy jednoczesnym uwzglednieniu mozliwosci zastosowania
mechanicznego wspomagania krazenia jako terapii pomostowej (bridge to transplant) lub docelowe;j
(destination therapy) [8,18,19]. Przeszczepienie serca pozostaje metoda leczenia o potwierdzone;j
skuteczno$ci u chorych z krafncowa niewydolnos$cig serca, u ktorych wykorzystano wszystkie
mozliwosci terapii farmakologicznej, elektroterapii oraz leczenia zabiegowego, a spodziewane
przezycie 1 jako$¢ zycia mogg ulec istotnej poprawie po transplantacji [8,18]. Obecne wytyczne
International Society for Heart and Lung Transplantation (ISHLT) z 2024 r. porzadkuja proces
oceny kandydata, akcentujac znaczenie wielodyscyplinarnej kwalifikacji, w tym oceny
hemodynamicznej (m.in. stopnia nadcisnienia ptucnego 1 oporu plucnego), oceny kruchosci (frailty),
obcigzen metabolicznych, uwarunkowan psychospotecznych, potencjatu rehabilitacyjnego, oraz

ryzyka infekcyjnego i nowotworowego [8].

Dane rejestrowe ISHLT podkreslaja, ze wyniki przeszczepien oraz profile biorcow i dawcow
zmieniajg si¢ w czasie wraz z rozwojem terapii wspomagajacych, kwalifikacji oraz technologii
konserwacji narzadow [18]. Z perspektywy organizacyjno-klinicznej przeszczepienie serca
obejmuje trzy kluczowe etapy: dobor i zabezpieczenie narzadu dawcy, procedure chirurgiczng
implantacji (zwykle ortotopowg), oraz opieke okotooperacyjng i dtugoterminowsa, determinowang
m.in. ryzykiem pierwotnej dysfunkcji przeszczepu (PGD), odrzucania i powiktan immunosupresji
[11,20,21].
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Pozyskanie serca od dawcy osiggane jest najczesciej w schemacie donacji po stwierdzeniu §mierci
moézgu (DBD). Natomiast w czg$ci systemOw transplantacyjnych ros$nie znaczenie donacji po
zatrzymaniu krazenia (DCD) w polaczeniu z nowymi strategiami perfuzji i logistyki, co ma
znaczenie dla dostepnosci narzadow oraz charakteru uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego
[22]. Zasadniczym celem postepowania po stronie dawcy jest minimalizacja niedokrwienia i
ochrona migsnia sercowego. Zwykle po heparynizacji dawcy wykonuje si¢ zaklemowanie aorty
wstepujacej 1 podaje kardioplegie do aorty wstepujacej, co prowadzi do szybkiego zatrzymania
serca. Nastepnie serce jest preparowane 1 pobierane z pozostawieniem odpowiednich mankietow
przedsionkowych oraz odcinkéw wielkich naczyn umozliwiajagcych wykonanie bezpiecznych
anastomoz po stronie biorcy. W dalszej kolejnosci narzad podlega konserwacji i transportowi —
tradycyjnie w hipotermii (statyczne przechowywanie), a w wybranych wskazaniach z

zastosowaniem perfuzji maszynowej ex vivo [22,23,42].

Implantacja serca dawcy wykonywana jest w przewazajacej wickszosci jako ortotopowy przeszczep
serca (OHT), najczesciej z uzyciem techniki bicaval. W pordwnaniu z klasycznym podej$ciem
biatrial lepiej zachowuje ona anatomi¢ prawego przedsionka i doptywu zylnego. W metaanalizach
wiaze si¢ 10 z korzystniejszym profilem wybranych wynikow wczesnych 1 p6znych (m.in. potrzeba
statej stymulacji, niedomykalno$¢ trojdzielna, arytmie przedsionkowe). Jednakze ostateczne wyniki

zalezg od populacji oraz do§wiadczenia osrodka [23-25].

Standardowym dostepem operacyjnym po stronie biorcy jest sternotomia posrodkowa i
uruchomienie krazenia pozaustrojowego. Po odbarczeniu serca wykonuje si¢ kardiektomie,
pozostawiajgc mankiet lewego przedsionka z uj$ciami zyl plucnych oraz — w technice bicaval —
oddzielne kikuty zyly gléwnej goérnej 1 dolnej, a takze kikuty pnia ptucnego i aorty wstepujacej
[23,42]. Nastepnie implantuje si¢ serce dawcy, wykonujac zespolenia w kolejnosci przyjete;] w
danym osrodku. W praktyce czgsto rozpoczyna si¢ od zespolenia lewego przedsionka, a nastepnie
wykonuje si¢ zespolenia pnia ptucnego 1 aorty oraz zespolenia zyt gtownych. Kluczowe znaczenie
ma prawidlowa geometria 1 orientacja graftu oraz unikanie napigcia 1 zagi¢¢ (kinking) naczyn.
Poniewaz btedy na etapie anastomoz moga przeklada¢ si¢ na zaburzenia hemodynamiczne i
powiklania wczesne [23,42]. Na przestrzeni ostatnich latach opisywano takze modyfikacje techniki
bicaval ukierunkowane na skrocenie czasu cieptego niedokrwienia implantacyjnego i potencjalne
ograniczenie powiktan okoto operacyjnych, co stanowi obszar badan w populacjach wysokiego

ryzyka [26].

Po wykonaniu zespolen przeprowadza si¢ odpowietrzenie jam serca i1 aorty, nastepnie odpuszcza
klem aortalny, inicjujac reperfuzj¢ przeszczepu. W ocenie wczesnej funkcji graftu istotne jest

monitorowanie hemodynamiki, powrotu czynnos$ci elektrycznej i mechanicznej (z wykorzystaniem
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defibrylacji 1 stymulacji czasowej w razie potrzeby), a takze echokardiografii (czesto
przezprzetykowej) do oceny wypehienia jam, funkcji zastawek i kurczliwo$ci. Odtaczanie od
krazenia pozaustrojowego prowadzone jest stopniowo z dostosowaniem obcigzenia wstgpnego i
nast¢pczego oraz wsparcia inotropowego. W przypadku ci¢zkiej dysfunkcji wczesnej rozwaza sie

czasowe mechaniczne wsparcie krazenia, w tym ECMO [20,21].

3.5.1. Wczesne powiktania po OHT: pierwotna dysfunkcja przeszczepu (PGD)

Stanowisko ekspertéw ISHLT z 2014 r. wprowadzito ujednolicong definicje i klasyfikacje PGD,
podkreslajac konieczno$¢ rozpoznania w ciggu pierwszych 24 godzin po zakonczeniu operacji oraz
rozroznienia postaci lewokomorowej i prawokomorowej. Kluczowe jest takze odréznienie PGD od
wtornej dysfunkcji przeszczepu wynikajacej z uchwytnej przyczyny (np. odrzucanie hiperostre,
nadcis$nienie ptucne, powiktania chirurgiczne) [21]. We wczesnym okresie po OHT najwigksze
znaczenie kliniczne ma PGD, poniewaz to ona najczesciej determinuje cigzki przebieg
pooperacyjny i ryzyko zgonu. Wspotczesne przeglady wskazujg, ze czestos¢ PGD 1 jej
uwarunkowania moga ewoluowaé¢ w zwigzku z rosngcym udziatem dawcow o wyzszym ryzyku,
zastosowaniem DCD oraz zmianami w strategiach okotooperacyjnych, co rodzi potrzebe dalszej

aktualizacji i1 doprecyzowania definicji [27].

3.5.2. Odrzucanie przeszczepu i nadzor po transplantacji (EMB, AMR, DSA; metody

nieinwazyjne)

Opieka pooperacyjna i dlugoterminowa po transplantacji opiera si¢ na rOwnowazeniu skutecznej
immunosupresji z minimalizacja ryzyka infekcji, nowotworéw oraz toksyczno$ci narzadowe;.
Kompleksowe rekomendacje w tym zakresie zawieraja wytyczne ISHLT dotyczace opieki nad
biorcami serca, opublikowane w 2023 r. (opracowane jako aktualizacja dokumentu z 2010 r.),
obejmujace postgpowanie w okresie wezesnym 1 péznym, strategie immunosupresji, profilaktyke i
leczenie zakazen, monitorowanie odrzucania oraz powiklan metabolicznych i nerkowych [20,21].
Glownym elementem nadzoru po transplantacji pozostaje diagnostyka odrzucania. Biopsja
endomiokardialna (EMB) historycznie jest ,,ztotym standardem” oceny odrzucania komdrkowego
oraz wspiera diagnostyke odrzucania humoralnego (antibody-mediated rejection, AMR) w
powigzaniu z obrazem klinicznym 1 serologicznym. Standaryzacja nomenklatury i1 kryteridw
rozpoznania AMR zostala ujgta w dokumencie ISHLT Working Formulation z 2013 r, a
zagadnienia AMR byly nastepnie szeroko omawiane w opracowaniach konsensusowych i
aktualizacjach, podkreslajacych rolg¢ przeciwciat swoistych dla dawcy (DSA) 1 uszkodzenia

mikrokrgzenia [28,29]. Jednoczesnie rozwijane sg strategie mniej inwazyjnego nadzoru nad
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odrzucaniem, obejmujgce m.in. testy ekspresji genow (GEP) oraz oznaczanie donor-derived cell-
free DNA (dd-cfDNA). W wybranych grupach chorych metody te moga zmniejsza¢ potrzebe
wykonywania rutynowych biopsji. Praktyczne aspekty ograniczania cze¢stosci wykonywania EMB
oraz interpretacji wynikOw badan nieinwazyjnych zostaty szerzej omowione w nowszych
artykutach przegladowych i lokalnych protokotach stosowanych w poszczegdlnych osrodkach
[21,30,31].

3.5.3. Choroba naczyn przeszczepionego serca (CAV)

W po6znym okresie po transplantacji jednym z gléwnych czynnikéw ograniczajacych przezycie i
funkcje przeszczepu jest choroba naczyn przeszczepionego serca (cardiac allograft vasculopathy,
CAV). Ma zwykle charakter rozlany, obejmuje nasierdziowe tetnice wiencowe i mikrokrazenie, a jej
patogeneza jest wieloczynnikowa (mechanizmy immunologiczne oraz czynniki metaboliczne i
naczyniowe) [32]. Diagnostyka opiera si¢ na koronarografii, czgsto z IVUS/OCT, uzupeinianej
oceng czynnosciowa i monitorowaniem Kklinicznym. Przeglady omawiaja tez implikacje

terapeutyczne, w tym role inhibitorow mTOR, oraz odniesienia do zalecen ISHLT [20,32].

3.6. Wskazania i przeciwwskazania do OHT — kwalifikacja

Ortotopowy przeszczep serca (HTx/OHT) pozostaje metoda z wyboru u odpowiednio
zakwalifikowanych pacjentdw z zaawansowang, krancowg niewydolnos$cig serca, u ktorych mimo
terapii zgodnej z wytycznymi (GDMT), leczenia z zastosowaniem metod elektroterapii i/lub
zabiegow strukturalnych utrzymuje si¢ zte rokowanie oraz istotne pogorszenie wydolnosci i jakos$ci
zycia [8,33,34]. Wspotczesne stanowiska towarzystw naukowych wskazuja, ze kwalifikacja
powinna uwzglednia¢ trzy zasadnicze kwestie: (1) czy choroba jest na tyle zaawansowana, by
transplantacja przyniosta realng korzys¢, (2) czy profil biologiczny i1 obcigzenia chorego pozwalaja
na bezpieczne przeprowadzenie zabiegu, oraz (3) czy pacjent bedzie w stanie funkcjonowaé w
rezimie po transplantacji (m.in. adherencja 1 wsparcie psychospoteczne) [8,33]. Takie podejscie
znajduje potwierdzenie zarowno w aktualnym pismiennictwie przegladowym, jak i w zaleceniach

ISHLT z 2024 r., ktore zastapity weczesniejsze kryteria opublikowane w 2006 1 2016 r. [8,33].

W praktyce klinicznej warto odr6zni¢ dwa etapy podejmowania decyzji: kiedy pacjenta skierowac
do osrodka zajmujacego si¢ zaawansowang niewydolno$cig serca/transplantacjg oraz kiedy spetnia
on warunki wpisania na list¢ oczekujacych [33,34]. Pierwszy etap dotyczy wczesnej identyfikacji
chorych, u ktorych tempo pogarszania si¢ stanu i profil ryzyka przemawiaja za oceng mozliwosci
terapii zaawansowanych, takich jak OHT lub dlugoterminowe mechaniczne wspomaganie krazenia.
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Drugi etap oznacza, ze po catosciowej ocenie (klinicznej, hemodynamicznej, narzadowej i
psychospotecznej) spodziewane korzysci z OHT przewyzszaja ryzyko okolooperacyjne i odlegle, a

nie stwierdza si¢ przeciwwskazan bezwzglednych [8,33-34].

3.6.1. Kryteria kierowania do o$rodka

Wskazaniem do skierowania chorego do osrodka zaawansowanej niewydolnos$ci serca (referral) jest
obecno$¢ przynajmniej jednego ,,sygnatu alarmowego” wigzagcego sie z gorszym rokowaniem
[33,35,36]. W praktyce czesto pomocny bywa akronim ,I NEED HELP”, ktéra zbiera
najwazniejsze przestanki do pilnej oceny pod katem terapii zaawansowanych: aktualna lub
wczesniejsza potrzeba stosowania lekow inotropowych/inodylatatorow, utrzymywanie si¢ objawow
NYHA IlI-1V z wysokimi stezeniami peptydow natriuretycznych, narastajaca niewydolnos¢ nerek
lub watroby w przebiegu HF, bardzo niska frakcja wyrzutowa (np. <20%), nawracajace adekwatne
interwencje ICD (w tym wstrzasy), co najmniej dwa epizody dekompensacji lub hospitalizacje w
ostatnich 12 miesigcach, uporczywe przewodnienie wymagajace rosngcych dawek diuretykow,
utrzymujgco niskie cisnienie skurczowe (okoto <90-100 mmHg) oraz nietolerancja leczenia
modyfikujacego przebieg choroby [35]. Podobne kryteria ,,triage” pacjentow z advanced HF —
m.in. czgste hospitalizacje, hipotonia/hipoperfuzja, postepujaca dysfunkcja narzadowa, arytmie
komorowe i1 wyladowania ICD, rosngce dawki diuretykéw oraz nictolerancja B-blokera lub

RASI/ARNI — uwzgledniaja rowniez europejskie zalecenia ESC dotyczace niewydolnosci serca

[1].
3.6.2. Kryteria listingu (CPET, hemodynamika, modele ryzyka)

Kryteria wpisania na list¢ oczekujacych (listing) bazuja na stwierdzeniu niekorzystnego rokowania
mimo optymalnej terapii oraz na obiektywnym potwierdzeniu znacznego ograniczenia wydolnosci 1
wysokiego ryzyka zgonu lub dekompensacji [8,33,34]. Centralne miejsce zajmuje spiroergometria
(CPET). W praktyce jako progi wspierajace decyzj¢ o kwalifikacji czesto przytacza sie: peak VO:
<12 ml/kg/min u chorych leczonych B-blokerem lub <14 ml/kg/min u pacjentow bez f-blokera (np.
z powodu nietolerancji) [34]. Gdy proba ma charakter submaksymalny (np. RER <1,05), pomocni-
czo wykorzystuje sie¢ VE/VCO: slope; warto$ci >35 mogg stanowi¢ argument za listingiem w od-
powiednim konteksécie klinicznym [34]. Jednocze$nie podkresla si¢, ze CPET nie powinien by¢
jedyng podstawa decyzji. Konieczne jest uwzglednienie przebiegu klinicznego, hemodynamiki
(prawostronne cewnikowanie serca), oceny narzadowej oraz wynikéw modeli stratyfikacji ryzyka

[8,33,34]. W tym zakresie jako punkt odniesienia bywa wskazywane prognozowane roczne przezy-
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cie <80% w Seattle Heart Failure Model (SHFM), z zastrzezeniem ograniczen tej metody w czesci

populacji [34].

Z perspektywy wskazan klinicznych do OHT najczg$ciej dotyczg one pacjentdw z zaawansowang
niewydolnoscig serca o etiologii niedokrwiennej lub nieniedokrwiennej, u ktorych mimo leczenia
zgodnego z wytycznymi utrzymujg si¢ objawy i/lub cechy niskiego rzutu oraz dochodzi do nawra-
cajacych dekompensacji [1,8,33,34]. Do kwalifikacji moga takze prowadzi¢ wybrane sytuacje
szczegoblne, sugerujace bardzo wysokie ryzyko zgonu lub istotne uposledzenie funkcjonowania mi-
mo leczenia konwencjonalnego, takie jak oporne na terapi¢ komorowe zaburzenia rytmu (w tym
»arrhythmic storm”) czy dtawica oporna u chorych bez realnej mozliwosci skutecznej rewaskulary-
zacji [33,34]. Ostateczna decyzja ma charakter interdyscyplinarny i wynika z indywidualnego bi-

lansu korzys$ci oraz ryzyka [8,33].

3.6.3. Przeciwwskazania bezwzgledne 1 wzgledne

Ocena przeciwwskazan ma na celu wylonienie sytuacji, w ktorych transplantacja nie zapewni
spodziewanej korzysci (ze wzgledu na bardzo duze ryzyko wczesnego zgonu, utraty przeszczepu
lub ciezkich powiktan) albo bedzie obarczona nieakceptowalnym ryzykiem w kontekscie
koniecznej immunosupresji [8,33,34]. Do przeciwwskazan bezwzglednych lub najczgsciej
dyskwalifikujacych — zaleznie od obrazu klinicznego — zalicza si¢ m.in. ciezkie, nieodwracalne
nadci$nienie plucne, ktore istotnie zwieksza ryzyko ostrej niewydolnosci prawej komory
przeszczepionego serca [8,33,34]. W praktyce jako kryteria wykluczajace listing przytacza si¢
zestaw parametroOw: skurczowe cis$nienie w tetnicy ptucnej >50 mmHg, gradient przezptucny >15
mmHg oraz PVR >3 jednostki Wooda, utrzymujace si¢ mimo proby wazodylatacyjnej lub
inotropowej [34]. Podkresla si¢ jednak konieczno$¢ wczesniejszej maksymalnej optymalizacji stanu
hemodynamicznego (m.in. wyréwnanie przewodnienia i modyfikacja leczenia) przed ostateczng
dyskwalifikacja, a w wybranych przypadkach rozwaza si¢ odcigzenie lewej komory za pomoca
LVAD jako strategi¢ ,,bridge to candidacy/bridge to transplant”, gdy PVR moze by¢ potencjalnie
odwracalny [8,33,34].

Do innych przeciwskazan zwykle wykluczajacych nalezy ciezka choroba pluc, uogdlnione
schorzenia wielonarzagdowe o ztym dlugoterminowym rokowaniu, ci¢zkie aktywne zakazenie
uktadowe, czynne uzaleznienie (w tym aktywne palenie), aktywny nowotwor ztosliwy oraz istotny
deficyt neurologiczny lub ciezkie choroby psychiczne ograniczajace bezpieczenstwo leczenia po
przeszczepie [33,34]. Natomiast w przypadku przebytej choroby nowotworowej podkresla sie
konieczno$¢ indywidualnej oceny ryzyka nawrotu w zespole wielodyscyplinarnym, zamiast

sztywnych regut czasowych [8,33].
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Do przeciwwskazan wzglednych zalicza si¢ m.in. nieodwracalng dysfunkcje nerek i watroby, jezeli
pacjent nie jest kandydatem do transplantacji wielonarzadowej [33,34] a takze cigzka otylos¢
(czgsto przywotywane BMI >35 kg/m?), cukrzyce z uszkodzeniem narzagdowym lub utrwalong zta
kontrolg metaboliczng. Wskazuje si¢, ze eGFR <40 ml/min/1,73 m? stanowi przeciwwskazanie
wzgledne, natomiast wartosci <30 ml/min/1,73 m? — szczegdlnie przy podejrzeniu nieodwracalnej
choroby strukturalnej nerek — moga przemawiaé¢ za kwalifikacja do procedury skojarzonej serce—
nerka zamiast izolowanego OHT [34]. Analogicznie, przy cechach zaawansowanej, nieodwracalnej

choroby watroby rozwaza si¢ kwalifikacje do transplantacji serce—watroba [8,33,34].

Niezaleznie od oceny klinicznej i narzadowej, kluczowa czg$cia kwalifikacji jest analiza czynnikéw
psychospotecznych oraz mozliwo$¢ dlugoterminowej wspolpracy pacjenta z zespotem
transplantacyjnym [8,33]. Brak trwatego wsparcia, powtarzajace si¢ niestosowanie si¢ do zalecen
czy nierealizowanie kontroli i leczenia dotyczacego immunosupresji istotnie zwigkszaja ryzyko
utraty przeszczepu oraz zgonu. Z tego powodu s3a zwykle traktowane co najmniej jako
przeciwwskazania wzgledne, a w ciezszych przypadkach mogg czasowo dyskwalifikowaé do
momentu poprawy sytuacji (np. udokumentowana abstynencja, zapewnienie opiekunow,
stabilizacja stanu psychiatrycznego) [8,33]. W nowszych opisach procesu kwalifikacji obszar ten
podkresla si¢ jako réwnorzedny wzgledem oceny narzadowej — jako zdolno$¢ do funkcjonowania

w wymagajacym ,,stylu zycia po transplantacji” [33].

Warto przedstawi¢ wskazania i przeciwwskazania nie w formie statycznej listy, lecz jako sekwencje
krokéw decyzyjnych: od rozpoznania zaawansowanej HF i wylonienia chorych wymagajacych
skierowania do osrodka referencyjnego, przez obiektywng ocene ryzyka i ograniczenia wydolnosci
(ocena narzagdowa, modele rokownicze, CPET, przebieg kliniczny, hemodynamika), nastepnie
analize przeciwwskazan wraz z oceng ich odwracalnosci (np. redukcja masy ciata, leczenie zakazen,
modyfikacja skladowej plucno-naczyniowej), az po decyzj¢ interdyscyplinarnego zespotu
transplantacyjnego o wpisaniu na liste lub wyborze strategii alternatywnej (np. LVAD jako pomost
do transplantacji lub terapia docelowa) [8,33,34,36]. Taki uktad zdecydowanie ulatwia zestawianie

opisywanych wynikow z aktualnym piSmiennictwem [8,33,34].

3.7. Profile INTERMACS i ich znaczenie kliniczne

W aktualnych opracowaniach kwalifikacyjnych podkresla si¢, ze pojecie zaawansowanej
niewydolnosci serca nalezy rozumie¢ jako stan kliniczny o wysokim ryzyku zdarzen (zgonu, pilnej
transplantacji lub konieczno$ci mechanicznego wspomagania krazenia). Utrzymuje si¢ mimo
optymalnego leczenia zgodnego z wytycznymi i obejmujacego terapie urzadzeniowe oraz

interwencyjne, jesli byty zasadne. [8,33] Ocena tej jednostki chorobowej jest wielowymiarowa i
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taczy przebieg kliniczny (nawracajgce dekompensacje, zalezno$¢ od lekow dozylnych), wskazniki
wydolnosci (CPET), parametry hemodynamiczne (cewnikowanie prawego serca) oraz cechy
hipoperfuzji narzadowej lub oporno$ci na leczenie diuretyczne [33,34]. W tym konteks$cie
szczegOlnie uzyteczne jest zastosowanie profilowania ci¢zkosci stanu klinicznego. Utlatwia ono

standaryzacje opisu kohorty oraz porownywalnos$¢ wynikow miedzy osrodkami [6,37].

Jednym z najcze$ciej stosowanych sposobow charakteryzowania chorych rozwazanych do terapii
zaawansowanych sa profile INTERMACS (Interagency Registry for Mechanically Assisted Circu-
latory Support). Skala ta powstala pierwotnie do stratyfikacji pacjentow kwalifikowanych do me-
chanicznego wspomagania krazenia, natomiast obecnie jest szeroko wykorzystywana takze do opi-
su spektrum cigzko$ci advanced HF w kontekscie decyzji transplantacyjnych [6,37]. INTERMACS
wyroznia 7 profili — od pacjentéw w stanie krytycznym z narastajacym wstrzgsem kardiogennym
(profil 1) po chorych stabilniejszych ambulatoryjnie, lecz z istotnym ograniczeniem wydolnosci i
nawrotami zaostrzen (profile 4-7) — oraz uwzglednia modyfikatory, takie jak nawracajace arytmie
czy zaleznos$¢ od inotropow, ktére doprecyzowuja obraz kliniczny [6]. Ocena INTERMACS bywa
szczegollnie przydatna u pacjentéw ambulatoryjnych, poniewaz lepiej odwzorowuje ciezkos¢ stanu
niz sama klasa NYHA. W badaniach obserwacyjnych wiaze si¢ ona z ré6znicami w ryzyku progresji
I potrzebie pilnych interwencji (w tym pilnej transplantacji lub wdrozenia trwatego MCS) [37]. Z
tego wzgledu dokumentowanie profilu INTERMACS (np. przy przyjeciu do osrodka lub na etapie
kwalifikacji/listingu) jest uzasadnione zaréwno jako element formalnego opisu badanej populacji,

jak i potencjalna zmienna wplywajgca na przebieg okoto- i pooperacyjny [6,8,37].

3.8. Systemy alokacji serca i priorytetyzacja

Wskazania pilne i planowe oraz systemy priorytetyzacji (statusy listy) — ujecie

kliniczne i organizacyjne

Wigkszo$¢ systemow alokacji réznicuje priorytet w zaleznosci od aktualnej pilnosci klinicznej. W
yjeciu ogdlnym wyrodznia si¢ tryb planowy (elective) oraz pilny/wysokiej pilnosci (urgent/high ur-
gent), przy czym szczegdtowe definicje i kryteria przypisania do danej kategorii zalezg od kraju 1
organizacji transplantacyjnej [38,39]. W Eurotransplant od lat funkcjonuje model, w ktérym w alo-
kacji uwzglednia si¢ zar6wno pilnos¢ jak i czas oczekiwania, co historycznie sprzyjato wysokiemu
odsetkowi przeszczepien wykonywanych w trybie wysokiej pilnosci [39]. W Stanach Zjednoczo-
nych w 2018 r. wprowadzono reforme alokacji serca, zastepujac system trzystopniowy szesciostop-
niowa klasyfikacja (Status 1-6). Celem bylo bardziej szczegotowe odzwierciedlenie pilnosci me-

dycznej i lepsze dopasowanie priorytetu do ryzyka zgonu na liscie; skutki tej zmiany — m.in.
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zmiany profilu biorcow, rola urzadzen wspomagajacych i ,,wyjatkow” statusowych — omawiaja
wspotczesne analizy [38]. W warunkach polskich, w dokumentach osrodkow i w praktyce Krajowej
Listy Oczekujacych, stosuje si¢ rozroéznienie na tryb planowy i pilny. Istotnym elementem organi-
zacyjnym jest jasne zdefiniowanie przestanek zmiany priorytetu (np. gwattowne pogorszenie he-
modynamiki, zalezno$¢ od intensywnego leczenia szpitalnego, eskalacja terapii inotropowej lub
mechanicznej) oraz formalna $ciezka zgloszenia [40]. Z tego wzgledu w opisie badanej grupy warto
jednoznacznie wskazac, czy obejmuje ona pacjentow listowanych w trybie planowym i/lub pilnym
oraz jakie kryteria kliniczne (i na jakim etapie osi czasu) decydowaly o nadaniu statusu. Ma to zna-
czenie, poniewaz status pilny jest wyznacznikiem ci¢zko$ci choroby, ktory moze wplywaé zarowno
na przebieg okotooperacyjny (np. czas intensywnej terapii, zapotrzebowanie na wsparcie krazenia),

jak i na wyniki odlegte [38—40].

3.9. Technika ortotopowego przeszczepu serca 1 ochrona narzadu

Serca od dawcow uzyskiwano wedlug powszechnie zaakceptowanych standardowych technik
chirurgicznych, przy zastosowaniu plynu kardioplegicznego Celcior w ilosci 2000ml.
U wszystkich pacjentdéw zakwalifikowanych do tego badania, przeszczep serca ludzkiego

wykonano technikg bikawalna.

Ortotopowy przeszczep serca (orthotopic heart transplantation, OHT) wykonywany jest aktualnie
najczesciej w technice bicaval. Stata si¢ ona w wielu osrodkach podej$ciem rutynowym ze wzgledu
na korzystniejsze odtworzenie anatomii prawego przedsionka i doptywu zylnego oraz mniejsze
ryzyko wybranych powiktan w poréwnaniu z technika biatrial [23,24]. Procedura chirurgiczna
obejmuje dziatania po stronie dawcy i biorcy. Maja one na celu ograniczenie czasu i skutkow
niedokrwienia narzadu oraz zapewnienie prawidlowej geometrii zespolen i bezpiecznej reperfuzji

przeszczepu[23,41-43].

Po stronie dawcy, po potwierdzeniu przydatnosci narzadu i przygotowaniu pola operacyjnego,
podaje si¢ heparyne. Nastepnie zaklada si¢ klem na aorte¢ wstepujaca 1 podaje kardioplegie do
opuszki aorty, uzyskujac szybkie zatrzymanie krazenia wiencowego oraz ochron¢ mig$nia
sercowego w czasie niedokrwienia [41,43]. Po odbarczeniu jam serca i wypreparowaniu struktur
nasierdziowych serce pobiera si¢, pozostawiajac odpowiednie ,,mankiety” do pozniejszych zespolen,
przede wszystkim kotnierz lewego przedsionka obejmujacy ujscia zyl ptucnych oraz odcinki
wielkich naczyn (aorty wstepujacej i pnia ptucnego) o dlugosci pozwalajacej na wykonanie
anastomoz bez nadmiernego napiecia 1 ryzyka zagiecia (kinking) [23,43]. Zabezpieczony narzad
transportuje si¢ zwykle w warunkach hipotermii, najczg¢$ciej w schemacie statycznego

przechowywania w roztworze konserwujacym. Ryc. 1-2.
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Rycina 1. Obraz $rédoperacyjny. Pobrane serce od dawcy — narzad zabezpieczony do transportu w

roztworze konserwujacym. Zrodto: opracowanie wlasne.

Rycina 2. Obraz $rédoperacyjny . Serce dawcy przygotowywane do procedury przeszczepu serca

Zrodlo: opracowanie wiasne.

W wybranych programach klinicznych rosnacg role odgrywa perfuzja maszynowa ex vivo. Jednak

niezaleznie od metody przechowywania celem pozostaje minimalizacja catkowitego czasu
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niedokrwienia i ograniczenie uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego, ktore jest jednym z

czynnikow ryzyka wezesnej dysfunkcji przeszczepu[26,43].

Po stronie biorcy klasycznym dostepem jest sternotomia posrodkowa. Po otwarciu worka
osierdziowego preparuje si¢ aorte¢ wstepujaca, zyle gtowna gérng (SVC), zyte gldéwng dolng (IVC)
oraz pien phucny. Nastepnie zaklada si¢ kaniule do krazenia pozaustrojowego (CPB) i po jego
uruchomieniu odbarcza si¢ serce biorcy, uzyskujac warunki do kardiiektomii [23,41,42]. W technice
bicaval, serce biorcy usuwa si¢ z pozostawieniem kolnierza lewego przedsionka z ujsciami zyt
phlucnych oraz oddzielnych kikutow SVC i IVC; pozostawia si¢ takze kikuty pnia plucnego i aorty
wstepujacej do zespolen naczyniowych [23,41-43]. Rycina 3,4, 5,6, 7, 8, 9.

Rycina 3. Obraz S$rédoperacyjny. Zdjecie przedstawia serce biorcy przygotowywane do
kardiektomii celem wykonania przeszczepu serca. Widoczne kaniule do krazenia pozaustrojowego

(CPB) i odbarczone serce biorcy. Zrédlo: opracowanie whasne.
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Rycina 4. Obraz $rodoperacyjny. Zdjecie przedstawia serce biorcy — etap odcigcia gtdéwnych pni

tetniczych: aorty wstepujacej i pnia ptucnego. Zrodto: opracowanie whasne.

Rycina 5. Obraz $rodoperacyjny. Zdjecie przedstawia serce biorcy — etap odciecia gldéwnych pni

tetniczych: aorty wstepujacej i pnia ptucnego. Zrédto: opracowanie whasne.
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Rycina 6. Obraz $rodoperacyjny. Zdjecie przedstawia serce biorcy — etap odciecia zyty gtownej

gornej. Zrddlo: opracowanie wilasne.

Rycina 7. Obraz $rédoperacyjny. Zdjecie przedstawia serce biorcy — etap odciecia zyly gtownej

dolnej. Zrodto: opracowanie wiasne.
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Rycina 8. Obraz $rodoperacyjny. Zdjecie przedstawia serce biorcy — usunigte niewydolne serce

biorcy. Zrédto: opracowanie wiasne.

Rycina 9. Obraz srodoperacyjny. Zdjecie przedstawia Srodpiersie biorcy — loza po kardiektomii —
widoczne mankiety naczyn i mankiet lewego przedsionka, przygotowane do zespolen. Zrédto:

opracowanie wlasne.




Na tym etapie istotna jest kontrola hemostazy w lozy po kardiiektomii (zwlaszcza w tylnej czgsci
osierdzia) oraz odpowiednie przygotowanie brzegow tkanek do zespolenia tak, aby zapewnié
prawidtowa orientacj¢ graftu 1 uniknaé skrecenia (torsji) naczyn [43].
Implantacja serca dawcy w technice bicaval rozpoczyna si¢ zazwyczaj od zespolenia lewego
przedsionka. Zespolenie wykonuje si¢ pomigdzy kotnierzem lewego przedsionka dawcy i biorcy.
Na tym etapie nalezy uwaza¢ na wilasciwe ustawienie przedsionkéw 1 rownomierne rozilozenie
tkanek w okolicy ujs¢ zyt ptucnych. Btad geometryczny na tym etapie moze skutkowaé rotacja

graftu i wtdrnymi problemami w zespalaniu naczyn [23,41-43]. Rycina 10.

Rycina 10. Obraz $rédoperacyjny. Zdjgcie przedstawia zabieg operacyjny przeszczepu serca — etap

zespolenia lewego przedsionka dawcy i biorcy. Zrodto: opracowanie whasne.

Nastepnie wykonuje si¢ zespolenia wielkich naczyn (pnia ptucnego i aorty wstepujacej), dobierajac
dhugosci kikutow tak, aby unikna¢ napigcia i zagie¢ po wypehieniu serca i zmianie potoZzenia

struktur srodpiersia po odtaczeniu krazenia pozaustrojowego [23,43]. Rycina 11, 12.
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Rycina 11. Obraz $rdédoperacyjny. Zdjecie przedstawia zabieg operacyjny przeszczepu serca — etap

zespolenia aorty dawcy i biorcy. Zrédlo: opracowanie whasne.

Rycina 12. Obraz $rodoperacyjny. Zdjecie przedstawia zabieg operacyjny przeszczepu serca — etap

zespolenia pnia ptucnego dawcy i biorcy. Zrédto: opracowanie whasne
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Kolejnos¢ zespolen moze r6zni¢ si¢ pomi¢dzy osrodkami, jednak w pismiennictwie technicznym
czgsto opisywana jest sekwencja obejmujaca po zespoleniu lewego przedsionka wykonanie
zespolen pnia plucnego i aorty, a nastepnie zespolen IVC i SVC. Utatwia to pozycjonowanie graftu
1 manewry odpowietrzenia oraz pozwala na kontrole doptywu zylnego przy uzyciu snagerow na
zytach gtownych [23,41,42]. Zespolenia zyt gtdéwnych (IVC i1 SVC) sg elementem rdznicujagcym
technike bicaval. Ich prawidtowe wykonanie ma na celu odtworzenie fizjologicznego naptywu do
prawego przedsionka i ograniczenie deformacji jego $cian, co stanowi jedno z uzasadnien

preferencji tej techniki w poréwnaniu z klasyczng biatrial [23,24]. Rycina 13,1

Rycina 13. Obraz $rédoperacyjny. Zdjecie przedstawia zabieg operacyjny przeszczepu serca — etap

zespolenia zyly gtoéwnej dolnej dawcy i biorcy. Zrodto: opracowanie whasne.

L/ >
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Rycina 14. Obraz $rdédoperacyjny. Zdjecie przedstawia zabieg operacyjny przeszczepu serca — etap

zespolenia zyly gtownej gornej dawcey i biorcy. Zrodto: opracowanie wiasne.

W wybranych sytuacjach klinicznych stosuje si¢ modyfikacje techniki bicaval (modified bicaval)
ukierunkowane m.in. na skrécenie krytycznego czasu cieptego niedokrwienia w fazie implantacji i
potencjalne zmniejszenie ryzyka wczesnej dysfunkcji przeszczepu, zwlaszcza przy dhugich czasach

transportu [26].

Po zakonczeniu zespolen (albo — w wybranych strategiach — po wykonaniu kluczowych zespolen
umozliwiajacych wczesniejsza reperfuzje) przeprowadza si¢ kontrolowane odpowietrzenie jam
serca 1 aorty oraz stopniowo odpuszcza klem aortalny, rozpoczynajac reperfuzje przeszczepu

[23,41-43]. Rycina 15.
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Rycina 15. Obraz $rodoperacyjny. Zdjecie przedstawia zabieg operacyjny przeszczepu serca — etap

po wykonaniu wszystkich zsepolen przeszczepianego serca. Zrodto: opracowanie wtasne.

Nastegpnie ocenia si¢ powrdt aktywnosci elektrycznej i mechanicznej przeszczepionego serca, w
razie potrzeby wykonujac defibrylacj¢ oraz stosujac czasowg stymulacje. Rownolegle koryguje sie
preload i afterload oraz modyfikuje wsparcie inotropowe. Do oceny wypehienia jam, funkcji za-
stawek 1 kurczliwo$ci w praktyce czesto wykorzystuje si¢ echokardiografi¢ przezprzetykowa [41—
43]. Odlaczanie od krazenia pozaustrojowego (CPB) prowadzi si¢ etapowo, z biezaca kontrolg pa-
rametrow hemodynamicznych i gazometrii. Przy utrzymujacej si¢ cigzkiej dysfunkcji przeszczepu
rozwaza si¢ czasowe mechaniczne wspomaganie krazenia (np. ECMO) [41]. Po uzyskaniu stabili-
zacji wykonuje si¢ doktadng hemostaze, zaktada dreny s$rddpiersiowe (oraz optucnowe, jesli sg
wskazania) i zamyka mostek. W sytuacjach szczeg6lnych, takich jak nasilone krwawienie, obrzek
przeszczepu, ryzyko tamponady czy niestabilno$¢ hemodynamiczna, mozliwe jest odroczenie za-

mknigcia mostka, zgodnie z praktyka osrodka i oceng ryzyka okolooperacyjnego [43].

Zasadne jest jednoznaczne wskazanie, czy w badanej grupie pacjentdéw stosowano technike bicaval

(lub jej modytfikacje¢), poniewaz wybodr techniki oraz organizacja etapu implantacji (w tym czas
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cieptego niedokrwienia i kolejnos¢ zespolen) moga wptywaé na czestos¢ wcezesnych powiktlan,

profil hemodynamiczny prawego serca oraz ryzyko wczesnej dysfunkcji przeszczepu [23,26,43].

4. Charakterystyka mikroRNA
4.1. MikroRNA: definicja, klasyfikacja i ogdlna charakterystyka

MikroRNA (microRNA, miRNA) to niewielkie, endogenne, nickodujace, jednoniciowe czasteczki
RNA, zwykle liczace ok. 19-25 nukleotydow. Kontroluja one ekspresj¢ genow gtdéwnie na etapie
potranskrypcyjnym. Dojrzate miRNA, po wlgczeniu do kompleksu RISC (RNA-induced silencing
complex), wigzg sekwencje docelowe najczgsciej w regionie 3'UTR mRNA. Skutkiem jest zaha-
mowanie translacji i/lub obnizenie stabilnos$ci transkryptu poprzez deadenylacje i degradacj¢. Przy
bardzo wysokiej komplementarnosci mozliwe jest takze bezposrednie cigcie mRNA, cho¢ u ssakéw

mechanizm ten obserwuje si¢ bardzo rzadko [12,44,45,51].

Funkcjonalnie dziatanie miRNA prowadzi do zmniejszenia ilo$ci biatka powstajacego z danego
mRNA. Pojedyncze miRNA moze oddziatywac na wiele transkryptow, a jeden transkrypt moze by¢
regulowany przez liczne miRNA. Tworzy to rozbudowane, wielowarstwowe sieci kontroli ekspresji
[44,51]. Z punktu widzenia biologii systemoéw miRNA mozna traktowac jako precyzyjne regulatory,
ktore umozliwiajg subtelne i zalezne od kontekstu dostosowywanie ekspresji genow do typu ko-
morki, jej aktualnego stanu oraz warunkéw mikrosrodowiska [44,50]. Szacuje si¢, Ze miRNA moga
wplywac¢ na ekspresje znacznej czgsci genow kodujacych biatka (rzedu kilkudziesigeciu procent),

cho¢ doktadne wartos$ci zalezg od zastosowanych metod predykcji 1 kryteriow walidacji [51].

4.2. Biogeneza mikroRNA (szlak kanoniczny i elementy regulacji)

Geny miRNA s3 zazwyczaj transkrybowane przez polimeraz¢ RNA II (rzadziej przez RNA l11).
Powstale transkrypty pierwotne (pri-miRNA) maja typowe cechy produktow Pol II, w tym cza-
peczke 5’1 ogon poli(A) [13,44-46].

W jadrze komérkowym pri-miRNA jest nastgpnie przetwarzane przez kompleks ,,mikroprocesora”,
ztozony z RNazy III Drosha oraz biatka DGCRS (Pasha). Wycina on strukture spinki, tworzac pre-
kursor miRNA (pre-miRNA) o dlugosci ok. 60—80 nukleotydow [44,47]. Pre-miRNA jest, w dal-
szej kolejnosci, eksportowane do cytoplazmy przez eksportyne-5 w mechanizmie zaleznym od Ran-

GTP [13,44-46].

W cytoplazmie Dicer tnie pre-miRNA do krétkiego, dwuniciowego dupleksu miRNA (ok. 21-23
nukleotydy). Jedna ni¢ (guide strand) zostaje zatadowana do kompleksu RISC z udziatem biatek

Argonaute, natomiast ni¢ pasazerska zwykle ulega degradacji. O wyborze nici przewodniej decydu-
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ja m.in. réznice stabilno$ci termodynamicznej na koncach dupleksu oraz kontekst sekwencyjny

[44-46,48]. Ryc. 16.

Rycina 16. Kanoniczny szlak biogenezy mikroRNA-208a. Zmodyfikowano na podstawie: Ha i
Kim, 2014; Bartel, 2018”Ha M, Kim VN. Regulation of microRNA biogenesis. Nat Rev Mol Cell
Biol. 2014;15:509-524. Bartel DP. Metazoan microRNAs. Cell. 2018;173:20-51
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Legenda do ryciny 16.

MikroRNA-208a jest intronowym mikroRNA kodowanym w obregbie genu MYH®6. Transkrypcja
przez polimeraz¢ RNA II prowadzi do powstania pierwotnego transkryptu (pri-miR-208a), ktory w
jadrze ulega obrobce przez kompleks Microprocessor (Drosha—DGCRS8) do formy pre-miR-208a.
Nastepnie pre-miRNA jest transportowane do cytoplazmy przez Exportin-5 w kompleksie z Ran-
GTP. W cytoplazmie enzym Dicer przetwarza czasteczke do dwuniciowego dupleksu miRNA (~22
nt). Ni¢ wiodaca zostaje wilaczona do kompleksu RISC zawierajacego biatko Argonaute, gdzie
kieruje kompleks do komplementarnych sekwencji w docelowych mRNA, prowadzac do

zahamowania translacji lub degradacji transkryptu.
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Proces biogenezy miRNA podlega wielopoziomowej regulacji, obejmujacej kontrole transkrypcji,
obrébki jadrowej 1 cytoplazmatycznej, transportu, stabilno$ci oraz degradacji dojrzatych czasteczek.
Mechanizmy te umozliwiaja dynamiczne dostosowanie profilu miRNA do stanu fizjologicznego i
patologicznego komorki [48,49]. Zaburzenia biogenezy oraz dystrybucji miRNA obserwuje si¢ w

licznych stanach chorobowych, w tym w chorobach uktadu sercowo-naczyniowego [52-54].

4.3. Mechanizm dziatania mikroRNA — rola regionu ,,seed” 1
konsekwencje funkcjonalne

Rozpoznawanie sekwencji docelowych przez mikroRNA jest w duzej mierze determinowane przez
region ,,seed”, obejmujgcy zazwyczaj nukleotydy 2—7 (lub 2-8) od konca 5’ czgsteczki. Wysoka
komplementarno$¢ mikroRNA z docelowym mRNA moze prowadzi¢ do jego degradacji. Natomiast
cze$ciowa komplementarno$é, dominujaca u ssakow, skutkuje zahamowaniem translacji oraz

inicjacja procesow deadenylacji i destabilizacji transkryptu [44,51].

Ze wzgledu na wielo$¢ potencjalnych celow oraz interakcje z innymi elementami regulacji
potranskrypcyjnej, w tym biatkami wigzagcymi RNA, efekt biologiczny dzialania mikroRNA ma
charakter kontekstowy i zalezy od typu komorki, jej stanu roznicowania oraz warunkow

mikrosrodowiska [44,49,51].

4.4. Znaczenie biologiczne i kliniczne mikroRNA

MikroRNA uczestnicza w regulacji licznych proceséw komorkowych, w tym rdéznicowania i
plastycznosci fenotypowej, kontroli cyklu komorkowego, odpowiedzi na stres, remodelingu tkanek
oraz apoptozy [45,49,51]. Zmieniona ekspresja mikroRNA jest obserwowana w wielu chorobach i

moze odgrywac role w ich patogenezie.

W nastepstwie tych mechanizméw, mikroRNA s3 szeroko analizowane jako potencjalne biomarkery
diagnostyczne i prognostyczne, a takze jako mozliwe cele interwencji terapeutycznych. W
badaniach pomocne sg zasoby bioinformatyczne, m.in. miRBase, ktore porzadkuja nomenklature 1
sekwencje miRNA oraz stanowia punkt odniesienia przy projektowaniu eksperymentow i

interpretacji wynikow analiz danych [50,55,107].

4.5. MikroRNA w chorobach ukladu sercowo-naczyniowego (w tym
myomiR)

W ukladzie sercowo-naczyniowym mikroRNA reguluja funkcje i odpowiedZz adaptacyjna

kardiomiocytow, komorek $rodbtonka, fibroblastow oraz komoérek mieéni gltadkich naczyn. Biorg
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udziat m.in. w wtoknieniu, angiogenezie, w remodelingu pozawalowym, przerostowej przebudowie

migsnia sercowego, procesach zapalnych oraz rozwoju miazdzycy [13,52-54].

Do najczesciej opisywanych mikroRNA o znaczeniu kardiologicznym nalezg miR-1, miR-133
(miR-133a/b), miR-208a/b oraz miR-499 (tzw. myomiRs), a takze miR-21, miR-126, miR-145,
miR-155, miR-210, miR-223 i miR-423-5p [13,52-54]. Interpretacja wynikow wymaga
uwzglednienia heterogennosci ekspresji mikroRNA, obejmujacej zarowno czasteczki o wzglednie
ograniczonej swoistosci tkankowej, takie jak myomiRs, jak 1 mikroRNA obecne w wielu

populacjach komoérkowych, w tym wywodzace si¢ z komorek krwi [13,52-54,62,63].

4.6. Krazace mikroRNA jako biomarkery: zalety 1 ograniczenia

metodyczne

Krazace mikroRNA (circulating miRNA, c-miRNA), obecne w o0soczu, surowicy oraz innych
ptynach ustrojowych, sa postrzegane jako obiecujgca grupa biomarkeréw. Wahania ich stezenia
mogg odzwierciedla¢ uszkodzenie komorek, aktywacje zapalng lub przebudowe tkanek [52-56,107].
Mimo wysokiej aktywno$ci RNaz w krwiobiegu c-miRNA cechuja si¢ istotng stabilnoscia, co
ttumaczy si¢ ich ,ostonigciem” w strukturach transportowych, takich jak pecherzyki

zewnatrzkomorkowe, kompleksy z biatkami Argonaute czy lipoproteiny [57-60].

4.6.1. Czynniki przedanalityczne

Do najwazniejszych czynnikow przedanalitycznych naleza: rodzaj materiatu biologicznego (osocze
VS surowica), zastosowany antykoagulant, czas i warunki przygotowania probki oraz sposob jej
przechowywania. Profil mikroRNA moze r6zni¢ si¢ pomiedzy osoczem a surowicg, m.in. w wyniku

aktywacji ptytek krwi podczas krzepnigcia [59,61].

Jednym z kluczowych zrdédet zafalszowania oznaczen jest hemoliza, ktora powoduje uwolnienie
miRNA z erytrocytéw i moze sztucznie podwyzszaé ich stezenia — szczeg6lnie dotyczy to miR-16
oraz miR-451. Dodatkowo wahania liczby leukocytow i plytek krwi moga istotnie modyfikowac
poziomy krazacych miRNA, co podkres§la znaczenie kontroli jako$ci materiatu oraz ostroznej

interpretacji wynikow [59,62,63].
4.6.2. Czynniki analityczne

Zmiennos$¢ na etapie analitycznym moze wynika¢ m.in. z odmiennych metod izolacji RNA, bardzo
matej ilosci materialu wyjsciowego oraz obecnos$ci substancji hamujacych reakcje enzymatyczne.
W praktyce najczgsciej wykorzystuje sie RT-qPCR, natomiast mikromacierze i sekwencjonowanie
nowej generacji (NGS) sa stosowane glownie w badaniach profilujacych i przesiewowych [52—

54,62].
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Wyzwaniem pozostaje takze normalizacja, poniewaz dla kragzagcych miRNA nie wypracowano uni-
wersalnego genu/markera referencyjnego. Z tego powodu stosuje si¢ kontrole zewngtrzne (spike-
in), dobdr endogennych miRNA o stabilnej ekspresji lub podejscia globalne oparte na catym profilu
sygnatu. Projektowanie i raportowanie analiz powinno uwzglednia¢ zalecenia MIQE, w tym opis

parametrow reakcji, procedur kontroli jakosci 1 przyjetej strategii normalizacji [63].

4.7. MikroRNA-208a jako biomarker uszkodzenia mig$nia sercowego

4.7.1. Uzasadnienie biologiczne (MYH6/a-MHC, myomiR)
MikroRNA-208a nalezy do grupy myomiRs i jest kodowany w intronie genu MYH6, kodujacego a-

taficuch cigzki miozyny. Odgrywa on wazng rol¢ w regulacji ekspresji biatek kurczliwych oraz w
adaptacyjnej odpowiedzi serca na przecigzenie, W tym w procesach remodelingu i regulacji

przewodnictwa [64].

4.7.2. Dynamika w uszkodzeniu migs$nia sercowego 1 potencjalne znaczenie po OHT

Uszkodzenie kardiomiocytow moze skutkowaé uwalnianiem mikroRNA-208a do krwiobiegu. W
badaniach klinicznych obserwowano wzrost jego stezenia w ostrych stanach uszkodzenia migénia
sercowego, co sugeruje jego potencjalng role jako wczesnego biomarkera. Nalezy jednak podkreslic,

ze czuto$¢ oznaczen zalezy od momentu pobrania materialu, zastosowanej metody analitycznej oraz

cech badanej populacji [11,16,65,66].

4.7.3. MikroRNA-208a a wczesne uszkodzenie przeszczepu (PGD) i réznicowanie z

odrzucaniem

W transplantologii serca kluczowe jest odrdznienie wczesnego uszkodzenia okotozabiegowego,
wynikajgcego m.in. z niedokrwienia—reperfuzji i pierwotnej dysfunkcji przeszczepu (PGD), od
pozniejszych powiktan o podtozu immunologicznym. PGD ma ujednolicong definicj¢ zapropono-
wang przez ISHLT [11,67]. Ze wzgledu na swoisto$¢ dla migénia sercowego wzrost stezenia miR-
208a po OHT moze stanowi¢ odzwierciedlenie bezposredniego uszkodzenia kardiomiocytow prze-
szczepu, a nie jedynie nieswoistej odpowiedzi ogélnoustrojowej. ROwnoczesnie coraz wigcej prac
sugeruje, ze zestawy miRNA oznaczane w krazeniu lub w bioptatach endomiokardialnych moga

uzupetnia¢ standardowe monitorowanie przeszczepu i wspiera¢ diagnostyke ostrego odrzucania

[17,68].

W praktyce klinicznej wczesna ocena graftu opiera si¢ na parametrach hemodynamicznych, obra-

zowaniu 1 biopsji, jednak metody te bywaja obcigzone inwazyjnoscig, ograniczong dostepnoscia lub

nizsza czuloScig w poczatkowej fazie uszkodzenia [17]. Z tego powodu rosnie zainteresowanie
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biomarkerami molekularnymi. Mogtyby one dostarczy¢ szybkiej, nieinwazyjnej informacji o stop-
niu uszkodzenia mig¢snia sercowego po transplantacji [52-54]. Wsrod myomiRs szczeg6lnie zna-
czenie ma miR-208a, uwalniany do krazenia w nastepstwie uszkodzenia kardiomiocytow. Dostepne
dane wskazuja, ze jego wzrost moze towarzyszy¢ wcezesnemu uszkodzeniu serca, co czyni go kan-

dydatem na marker okresu okotooperacyjnego [11,16,65,66,68].

Celem niniejszej pracy jest ocena przydatnosci miR-208a jako biomarkera uszkodzenia mig$nia
sercowego u pacjentdw po transplantacji serca, ze szczegdlnym uwzglednieniem wczesnego wy-

krywania uszkodzenia przeszczepu w okresie pooperacyjnym [11,16,64-68].
5. Charakterystyka troponiny T

5.1. Znaczenie biologiczne, analityczne i kliniczne hs-cTnT w diagnostyce

U chorych o duzej ztozonoS$ci klinicznej, zwlaszcza w stanach ostrych, kluczowe znaczenie ma
szybka stratyfikacja ryzyka i podejmowanie decyzji na podstawie danych z wielu zrodet. W takim
modelu postepowania taczacym wywiad, badanie przedmiotowe, EKG, obrazowanie i diagnostyke
laboratoryjna, szczegdlne miejsce zajmuja wysokoczule oznaczenia troponin sercowych. Wysoko-
czuta troponina T (hs-cTnT) jest jednym z podstawowych biomarkerow wykorzystywanych do wy-
krywania uszkodzenia mig¢$nia sercoweg0. Pomaga w réznicowaniu jego mechanizméw zar6wno w

codziennej praktyce, jak i w badaniach obejmujacych populacje wysokiego ryzyka [69—72].

Troponina T stanowi element kompleksu troponinowego (T-1-C) aparatu kurczliwego kardiomiocy-
tow. Jej obecno$¢ w krazeniu odzwierciedla uwolnienie biatka z uszkodzonych komoérek migénia
sercowego. Wzrost hs-cTnT moze wynikac nie tylko z martwicy miocytow (tak jak ma to miejsce W
zawale migénia sercowego), lecz takze z procesow subletalnych, takich jak przejsciowe zaburzenia
integralnosci bton, stres oksydacyjny, aktywacja szlakow apoptotycznych czy nasilony ,,turnover”
komorkowy. Czuto$¢ wspotczesnych testow sprawia, ze sygnat tych mechanizméow bywa wykry-
walny juz przy niskich stezeniach biomarkera [69,79,82]. Dlatego hs-cTnT informuje o uszkodze-
niu kardiomiocytow, ale nie rozstrzyga o jego przyczynie — ustalenie etiologii wymaga zawsze
odniesienia do obrazu klinicznego, zmian w EKG oraz, gdy to potrzebne, badan obrazowych i/lub
inwazyjnych [69,79].
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5.2. Definicje interpretacyjne: uszkodzenie migsnia sercowego vs zawal

migs$nia sercowego

Zasadniczg ramg¢ interpretacyjng hs-cTnT stanowig definicje zawarte w Fourth Universal Definition

of Myocardial Infarction [69,70]. Zgodnie z nimi:

* Myocardial injury rozpoznaje si¢, gdy stezenie troponiny sercowej przekracza 99. percentyl

gornej granicy wartosci referencyjnej (URL) whasciwy dla danej metody [69,70].

* Ostre uszkodzenie migénia sercowego (acute myocardial injury) rozpoznaje si¢ przy

obecno$ci dynamiki stezenia (wzrost i/lub spadek) w kolejnych pomiarach [69,70].

» Zawal serca (myocardial infarction, MI) rozpoznaje si¢, gdy ostremu uszkodzeniu
towarzysza dowody niedokrwienia: typowe objawy, zmiany w EKG, nowe zaburzenia
kurczliwosci/ubytek perfuzji w obrazowaniu lub dowod skrzepliny w tetnicy wiencowej

[69,70].

Dla metodyki badan klinicznych oznacza to konieczno$¢ jawnego rozdzielenia poje¢ ,,uszkodzenia”
i ,,zawalu” oraz transparentnego opisu procesu klasyfikacji zdarzen (MI typ 1 vs typ 2 vs injury

nieniedokrwienne) [69-71].

5.3. Znaczenie analityczne ,,high-sensitivity” 1 konsekwencje kliniczne

Opracowania IFCC wskazuja, ze testy wysokoczule powinny charakteryzowaé si¢ odpowiednia
precyzja w poblizu 99. percentyla (niska zmienno$¢ pomiarowa na poziomie progu decyzyjnego)
oraz zdolno$cig do wiarygodnego oznaczania niskich stezen w populacji referencyjnej [73-75].
Uzyskuje si¢ przez to mozliwo$¢ wczesniejszego wykrycia uszkodzenia migs$nia sercowego w
ostrych stanach oraz zwigksza wykrywalnos$¢ przewlektych, niewielkich podwyzszef u chorych z
wielochorobowoscig (np. niewydolnos¢ serca, przewlekta choroba nerek). [71,72,74]. Dlatego
niezb¢dne jest jednoznaczne raportowanie zastosowanej metody (platforma, generacja testu),
parametréw analitycznych (LoD/LoQ, CV, zakres pomiarowy), przyjetego URL (99. percentyla),
wynika to z faktu, Ze warto$ci progowe wykorzystywane w diagnostyce zaleza od zastosowanej
metody analitycznej i nie moga by¢ przenoszone migdzy platformami bez uprzedniej walidacji [73—
75].

5.4. 99. percentyl (URL) — uwarunkowania i interpretacja

IFCC podkresla, ze 99. percentyl (URL) zalezy od sposobu doboru populacji referencyjnej (m.in.
wiek, pte¢, obecnos¢ subklinicznej choroby serca, funkcja nerek), liczebnosci proby oraz metod

statystycznych [90,91]. Rosngce znaczenie ma koncepcja zaleznych piciowo specyficznych 99.
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percentyli, poniewaz rozktady hs-cTnT roznig si¢ pomiedzy kobietami i mezczyznami, co moze

wptywac na czuto$¢ rozpoznania MI i porownywalno$¢ wynikow w analizach podgrup [74,75].

5.5. Algorytmy seryjnych oznaczen 1 ograniczenia w populacjach
wysokiego ryzyka

Rola hs-cTnT w ostrych zespotach wiencowych jest mocno zwigzana z algorytmami seryjnych
oznaczen. Wytyczne ESC dla ACS rekomendujg protokoty szybkiej diagnostyki oparte o serie
kolejnych pomiaréw hs-cTnT (np. 0/1 h lub 0/2 h) w polagczeniu z oceng kliniczng i EKG [71].
Wykazano jednak, ze bezpieczenstwo i efektywno$¢ algorytmoéw mogg r6znic si¢ zaleznie od cech
populacji, m.in. w bardzo wczesnej prezentacji, przy przewlekle podwyzszonych stezeniach hs-
cTnT oraz u pacjentow ze znang chorobg wiencowa [71,76]. Przyktadowo, u chorych z rozpoznang
wczesniej CAD wykazano, ze przydatnos¢ algorytmu ESC 0/1 h opartego na hs-cTnT w
wykluczaniu ryzyka 30-dniowych zdarzen koncowych moze by¢ ograniczona, co wskazuje, ze
wynikéw tego schematu nie nalezy interpretowa¢ w sposOb automatyczny, lecz zawsze w
odniesieniu do pelnego obrazu klinicznego [76]. Z drugiej strony badania wdrozeniowe
potwierdzaja mozliwos$¢ bezpiecznego stosowania protokotow 0/1 h przy wiasciwej kwalifikacji
klinicznej, cho¢ efekty organizacyjne (czas pobytu, odsetek wypiséw) sa zalezne od lokalnych

uwarunkowan [77].

5.6. ,,Delta” hs-cTnT i koncepcja RCV w uzasadnianiu zmian istotnych
klinicznie

W ocenie seryjnych oznaczen kluczowa jest analiza zmiany st¢zenia w czasie (,,delty”), poniewaz
to wlasnie dynamika pozwala odrozni¢ §wieze uszkodzenie migsnia sercowego od utrwalonego,
przewlektego podwyzszenia. Zalecenia AHA/ACC zwracaja uwage, ze wartosci graniczne delty sa
zalezne od zastosowanej metody 1 powinny by¢ interpretowane w kontekscie czasu od poczatku
dolegliwosci, zapisu EKG oraz badan obrazowych [72,78]. Dlatego kryteria ,,istotnej zmiany” war-
to uzasadnia¢ ilosciowo, uwzgledniajac jednocze$nie zmienno$¢ analityczng oznaczenia i zmien-
nos¢ biologiczng pacjenta, co odpowiada podej$ciu opartemu na RCV (reference change value)

[74,80,81].

RCV okres$la najmniejszg roznicg pomiedzy dwoma kolejnymi wynikami, ktora z przyjetym pozio-
mem pewnosci przekracza taczny wplyw zmiennosci analitycznej (CVa) oraz wewnatrzosobniczej

zmienno$ci biologicznej (CVi). W klasycznym ujeciu:

RCV =Z x \2 x J(CVa? + CVi2)
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gdzie Z odpowiada przyjetemu poziomowi ufnosci (np. 1,96 dla dwustronnego 95% przedziatu uf-
no$ci). W diagnostyce ostrej mozna stosowaé podejscie jednostronne, ale wybor ten powinien by¢
wyraznie zaznaczony w metodyce [74,80,81]. Dodatkowym wyzwaniem jest to, ze rozktady hs-
cTnT czesto sg skosne, a sama zmiennos$¢ zalezy od wartosci wyjsciowej 1 odstepu czasu miedzy
pobraniami; dlatego cze¢$¢ autoréw proponuje wariant logarytmiczny (log-RCV), szczeg6élnie w
zakresie niskich stezen [80]. Wykazano tez, ze wewnatrzosobnicza zmienno$¢ hs-cTnT, a tym sa-
mym wyliczane RCV, rézni si¢ pomigdzy osobami zdrowymi a pacjentami z chorobami przewle-
ktymi (np. dializowanymi), co jest istotne przy ocenie wynikow ,,granicznych” w o$rodkach refe-
rencyjnych [81]. Dla przejrzystosci interpretacji warto jednoznacznie poda¢: zrédto CVa (np. dane
z kontroli jakosci laboratorium), zrodto CVi (literatura i/lub pomiar wlasny), sposob obliczenia
RCV oraz przyjety format delty (absolutny, wzgledny lub zalezny od warto$ci wyjsciowej). Tak
przedstawiony wynik ogranicza ryzyko przypisywania hadmiernego znaczenia zmianom, ktore po-

zostaja w granicach biologicznej i1 analitycznej zmiennosci [72,74,78,80,81].

5.7. Przyczyny podwyzszen hs-cTnT: niedokrwienne i nieniedokrwienne,

ostre 1 przewlekte

Hs-cTnT sygnalizuje uszkodzenie mig$nia sercowego niezaleznie 0od jego przyczyny. Dlatego, in-
terpretacje podwyzszen warto prowadzi¢ wedtug uporzadkowanego schematu: najpierw odréznic¢
mechanizmy niedokrwienne od nieniedokrwiennych, a nastgpnie oceni¢, czy obraz ma charakter

ostry (z dynamika zmian), czy przewlekty [69,79,82,83].
Przyczyny niedokrwienne obejmujg przede wszystkim:

e Ml typu 1 — zakrzepowy zespot wiencowy wynikajacy z pekniecia lub erozji blaszki miaz-

dzycowej,

e Ml typu 2 — niedokrwienie wtérne do nierownowagi podazy i zapotrzebowania na tlen bez
pierwotnego zakrzepu, obserwowane m.in. w ci¢zkich tachyarytmiach, znacznej anemii czy

hipoksemii czy we wstrzasie [69,70,79].

W grupie ostrych przyczyn nieniedokrwiennych (acute myocardial injury) znajduja si¢ m.in.
zapalenie mig$nia sercowego i inne procesy zapalne lub infiltracyjne, zatorowo$¢ ptucna z przecia-
zeniem prawej komory, ostra niewydolnos$¢ serca, przetom nadci$nieniowy, sepsa 1 ci¢zkie zakaze-
nia, ci¢zka niewydolno$¢ oddechowa oraz tachyarytmie zwigkszajace obcigzenie metaboliczne i
hemodynamiczne serca [79,82]. Wzrost hs-cTnT moze towarzyszy¢ takze procedurom (PCI, abacje
zaburzen rtymu serca, zabiegi kardiochirurgiczne). W zwigzku z tym wymagane jest stosowanie
spojnych definicji uszkodzenia proceduralnego oraz odpowiedniego doboru punktow czasowych

pobran [69,70,79].
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Przewlekle podwyzszenia (chronic myocardial injury) sa typowe m.in. dla niewydolnosci serca,
kardiomiopatii, przerostu lewej komory, amyloidozy oraz przewlektej choroby nerek, w ktorej czg-
sto obserwuje si¢ stabilnie podwyzszone hs-cTnT i odmienng zmiennos$¢ biologiczna, istotng dla
interpretacji zmian w czasie (delty) [78,81,83]. Osobng sytuacj¢ stanowig przejSciowe wzrosty po
intensywnym wysitku, zwykle interpretowane jako efekt przecigzenia i odwracalnego, subletalnego
uszkodzenia. W badaniach populacyjnych kluczowa jest wtedy S$cista kontrola czasu pobran
[79,82].

5.8. Wnioski metodologiczne
W przypadku pacjentow, ktorzy sg czesto obcigzeni wspoélistniejgcymi schorzeniami 1 moga
wykazywac przewlekte podwyzszenia hs-cTnT, kluczowe jest:

1. stosowanie UDMI jako standardu klasyfikacji zdarzen oraz opis procesu adjudykacji;

2. szczegbdtowe raportowanie metody laboratoryjnej i progéw assay-specific (URL, LoD/LoQ,

CV);

3. formalne uzasadnienie progéw delty poprzez podejscie oparte o RCV i zmienno$¢

biologiczna;

4. uwzglednienie analiz podgrup (pte¢, PChN, znana CAD, niewydolno$¢ serca),

wplywajacych na rozktady hs-cTnT i ryzyko btgdnej klasyfikacji [69-71,73-76,80,81].
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6. Hipoteza badawcza

Zmiana poziomu ekspresji mikroRNA-208a ma zwigzek z funkcjg przeszczepioneg0 serca we

wczesnym okresie po transplantacji i jest bardziej wiarygodnym markerem w odniesieniu do

dotychczas stosowanego wskaznika - troponiny T.

7. Cel pracy

Cel gltowny

Ocena przydatno$ci oznaczania poziomu ekspresji mikroRNA-208a w diagnostyce wczesnego

uszkodzenia miokardium u pacjentdéw poddanych transplantacji serca, w poréwnaniu z dotychczas

stosowang troponing T.

Cele szczegotowe

1.

Ocena poziomu ekspresji mikroRNA-208a oraz stgzenia troponiny T u dawcow oraz

biorcoéw serca przed interwencjg chirurgiczna.

Poréwnanie poziomu ekspresji mikroRNA-208a oraz stgzenia troponiny T u pacjentow po

przeszczepieniu serca .

Ocena wplywu przyczyny zgonu dawcy oraz uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego w

trakcie krazenia pozaustrojowego na poziom mikroRNA-208a oraz troponiny T.

Ocena korelacji pomigdzy mikroRNA-208a 1 troponing T oznaczanymi po transplantacji

serca w zdefiniowanych punktach czasowych.

Ocena zaleznosci pomigdzy mikroRNA-208a 1 troponing T a czasem trwania krazenia

pozaustrojowego podczas zabiegu przeszczepienia serca ludzkiego.

Ocena korelacji pomiedzy mikroRNA-208a, troponing T a usrednionymi pomiarami z
cewnika Swan—Ganz: osrodkowe cisnienie zylne(CVP), ci$nienie zaklinowania w tetnicy

phucnej (PCWP) oraz indeks sercowy(CI).

Ocena przydatnosci mikroRNA-208a 1 troponiny T jako markeréw w diagnostyce
wczesnego pooperacyjnego uszkodzenia migsnia sercowego w odniesieniu do stanu
klinicznego pacjenta, w tym: wyniku echokardiografii pooperacyjnej, objawdéw wczesnej
niewydolno$ci graftu, zapotrzebowania na katecholaminy (VIS/Inotrope Score) oraz
koniecznosci zastosowania mechanicznego wspomagania krazenia (ECMO VA) z powodu

niewydolno$ci graftu.
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8. Metodyka badania

8.1. Charakterystyka badanej populacji 1 schemat pobran

Badanie mialo charakter prospektywny i obejmowato 45 dawcoéw serca oraz 45 dorostych biorcow,
zakwalifikowanych w trybie planowym do transplantacji i poddanych zabiegowi operacyjnemu
przeszczepu serca a takze 10 zdrowych osoéb jako grupe kontrolng. Proces kwalifikacji zar6wno
dawcéw, jak i biorcow prowadzono zgodnie z obowigzujacymi standardami klinicznymi oraz
aktualnymi rekomendacjami International Society for Heart and Lung Transplantation,
European Society of Cardiology oraz zasadami alokacji stosowanymi w systemach europejskich,

w tym przez Eurotransplant International Foundation [1-4].

Charakterystyka biorcow

Do analizy wiaczono wylacznie dorostych chorych zakwalifikowanych do planowej transplantacji
serca zgodnie ze standardowymi kryteriami kwalifikacyjnymi obowigzujacymi w transplantologii
serca. Proces kwalifikacji obejmowal kompleksowa ocen¢ kliniczng, stopien zaawansowania
niewydolno$ci serca, obecno$¢ chordb wspdtistniejacych oraz analiz¢ potencjalnych

przeciwwskazan do leczenia transplantacyjnego.

Badana populacja obejmowata wytacznie pacjentow poddanych pierwotnej transplantacji serca. W
celu uzyskania mozliwie jednorodnej grupy badanej oraz ograniczenia wplywu czynnikow

zaktocajacych z analizy wykluczono:
 chorych po wczesniejszych operacjach kardiochirurgicznych,

* pacjentow wymagajacych przed transplantacja mechanicznego wspomagania krazenia,
zaréwno krotkoterminowego, jak 1 dlugoterminowego.
Takie podejscie pozwolilo ograniczy¢ wpltyw zwigkszonego ryzyka operacyjnego, zmian

anatomicznych po wczes$niejszych zabiegach oraz nastepstw przewleklego wspomagania

mechanicznego na wyniki okotooperacyjne 1 wezesng funkcje przeszczepu [1,9,116]
Charakterystyka dawcow

Kwalifikacja dawcow serca byta prowadzona zgodnie z obowigzujacymi standardami klinicznymi 1
obejmowata kompleksowa oceng stabilnosci hemodynamicznej, funkcji serca, chorob

wspolistniejacych oraz potencjalnego ryzyka transmisji chorob. Do pobrania kwalifikowano

narzady od dawcoéw pozostajacych w stabilnym stanie krazeniowo-oddechowym, z prawidtowa
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funkcja serca potwierdzong badaniami obrazowymi oraz przy akceptowalnym zapotrzebowaniu na

leczenie wazopresyjne.

Uwzgledniano standardowe kryteria dopasowania dawca—biorca, w tym odpowiednig zgodnos¢
wielko$ci narzadu oraz minimalizacj¢ catkowitego czasu niedokrwienia. W uzasadnionych
przypadkach dopuszczano wykorzystanie narzgdow od dawcow spetniajacych rozszerzone kryteria
(expanded criteria donors), pod warunkiem zachowanej prawidtowej funkcji serca oraz

akceptowalnego profilu ryzyka transplantacyjnego.

Z pobrania wykluczano narzady w przypadku stwierdzenia cigzkiej, nieodwracalnej dysfunkcji
migénia sercowego, istotnych zmian strukturalnych serca, uogdlnionego zakazenia, choroby
nowotworowej o wysokim ryzyku transmisji lub innych schorzen ogdlnoustrojowych mogacych
negatywnie wptyna¢ na funkcj¢ przeszczepu lub bezpieczenstwo biorcy [9,116,117]. Wykluczono

takze dawcow po zatrzymaniu krazenia(DCD).

Przyjete kryteria kwalifikacji umozliwity uzyskanie wzglednie jednorodnej populacji biorcoéw
planowych poddanych pierwszorazowej transplantacji serca oraz zapewnity wysoka jakos¢
kwalifikowanych narzadéw. Standaryzacja procesu selekcji dawcow 1 biorcéw pozwolita
ograniczy¢ wplyw istotnych czynnikéw zaktocajacych i zwigkszyé wiarygodnosé przeprowadzone;j

analizy.

Wykorzystanie narzagdow od dawcow o rozszerzonych kryteriach (expanded criteria donors, ECD)
stanowi obecnie istotny element strategii zwigkszania liczby transplantacji. Wigze si¢ jednak z
podwyzszonym ryzykiem wystapienia pierwotnej dysfunkcji przeszczepu (primary graft
dysfunction, PGD), definiowanej jako ciezkie zaburzenie funkcji serca rozwijajace si¢ w ciggu

pierwszych 24 godzin po transplantacji, przy braku uchwytnej przyczyny wtornej [11].

Do najwazniejszych czynnikéw ryzyka PGD zwigzanych z dawca naleza zaawansowany wiek,
wydtuzony czas niedokrwienia, niestabilno§¢ hemodynamiczna wymagajagca wysokich dawek
katecholamin, obnizona frakcja wyrzutowa oraz przerost mig$nia lewej komory. Czynniki te
zwigkszaja podatnos¢ migsnia sercowego na uszkodzenie niedokrwienne, poreperfuzyjne i wczesng

jego niewydolnos¢ [11,116].

Ryzyko PGD zalezy rowniez od stanu biorcy. Do najwazniejszych czynnikow naleza podwyzszone
opory ptucne, cigzki stan ogodlny przed transplantacja, pilny tryb przeszczepienia oraz koniecznos¢
stosowania mechanicznego wspomagania krazenia. Niekorzystne czynniki po stronie dawcy i
biorcy istotnie zwigkszaja ryzyko ciezkiej postaci PGD wymagajacej zastosowania

krotkoterminowego mechanicznego wspomagania krazenia [11,116].
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Z tego wzgledu istotna jest strategia dopasowania ryzyka (risk matching), polegajaca na alokowaniu
narzagdéw od dawcow ECD do biorcow o stabilniejszym stanie klinicznym i nizszym profilu ryzyka.
Wykazano, ze odpowiednia selekcja oraz optymalizacja opieki nad dawca i biorcg pozwalaja na

bezpieczne wykorzystanie narzgdow ECD bez istotnego pogorszenia wynikow odlegtych [11,116].

U dawcow pobierano jednorazowo krew przed podaniem heparyny niefrakcjonowanej na bloku
operacyjnym w szpitalu macierzystym. U biorcow krew pobierano pigciokrotnie: przed operacja

oraz po zakonczeniu okresu reperfuzyjnego: po 1 h,6h, 12 hi 24 h.

Wyjsciowy przedoperacyjny poziom mikroRNA-208a i hs-cTnT stanowil punkt odniesienia do
oceny zmian pooperacyjnych. Od biorcy pobierano 2 ml krwi na kazdy pomiar do oznaczen
mikroRNA-208a (tacznie 10 ml) oraz 3,5 ml na kazdy pomiar do oznaczen hs-cTnT (t3cznie 17,5
ml). Catkowita objetos¢ krwi pobieranej do celdéw badawczych wynosita 27,5 ml na biorcg oraz 5,5
ml na dawce (facznie 33 ml na par¢ dawca—biorca). MikroRNA-208a oznaczano w Zakladzie
Biologii Komoérki WUM (Wydziat Farmac;ji).

W badanej grupie wykonywano badanie echokardiograficzne w ciggu pierwszych 24 godzin po
transplantacji lub wcze$niej w przypadku podejrzenia niewydolnosci graftu (objawy kliniczne i/lub

nieprawidlowosci w badaniach dodatkowych).

8.2. Ocena mikroRNA-208a (RT-gPCR)

Do oznaczen mikroRNA-208a wykorzystywano osocze uzyskane z krwi pelnej pobranej do
probowek z K2EDTA. Krew wirowano w celu separacji osocza, nastgpnie rozdzielono na mniejsze
objetosci 1 przechowywano w —80°C do czasu izolacji RNA. Catkowite RNA zawierajace frakcje
miRNA izolowano z 400 ul osocza przy uzyciu zestawu mirVana™ PARIS™ Kit (Ambion)

zgodnie z protokotem producenta. Wyizolowane RNA przechowywano w —80°C do czasu analizy.

Poziom mikroRNA-208a oznaczano metodg RT-gQPCR z zastosowaniem sond hydrolizujacych
TagMan. Do detekcji mikroRNA-208a wykorzystano zestaw TagMan™ MicroRNA Assay (Assay
ID 000511, Applied Biosystems). Synteze cDNA wykonywano z uzyciem TagMan™ MicroRNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems), stosujac 10 ng RNA w objetosci 5 ul jako matryce.
Amplifikacje prowadzono z uzyciem TagMan™ Universal PCR Master Mix No AmpErase™ UNG
(Applied Biosystems) na aparacie StepOne Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
zgodnie z profilem termicznym producenta. Kazde oznaczenie wykonywano w dwoch
powtorzeniach technicznych. Jako kontrolg endogenng zastosowano U6 snRNA (Assay ID 001973,
Applied Biosystems).
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Analiza wzglednej ekspresji mikroRNA-208a 2*-AACt(DD2CT)
Wzgledny poziom ekspresji miR-208a 0znaczano metoda poréwnawczg 2°—AACt, zgodnie z

podejsciem opisanym przez Livaka i Schmittgena oraz zaleceniami MIQE [60,63].

Dla kazdej analizowanej probki wyznaczano warto$¢ ACt wedtug wzoru:

ACt=CltmikrorRNA-208a — Ctkontrolny

gdzie:

Ct mikroRNA-208a — wartos¢ progu cyklu dla badanego mikroRNA - liczba cykli reakcji, po ktorej
sygnat amplifikacji przekracza ustalony prog fluorescencji i wchodzi w faz¢ wyktadniczego
(logarytmicznego) wzrostu. Wartos$¢ ta jest wyznaczana na podstawie automatycznie ustawionego

progu (threshold)
Ct kontrolny — warto$¢ Ct dla kontroli referencyjnej (endogennej lub egzogenne;j).

Jako probke kalibracyjng przyjeto probke osocza pobrang przed transplantacja u danego
pacjenta(T0). Nastgpnie obliczano warto$¢ AACt:

AACt:AC‘[badana probka ACtTO
Wzgledng zmiang ekspresji (RQ, relative quantification) wyrazano zgodnie z rownaniem:
RQ = 2-AACt

Wartosci RQ > 1 interpretowano jako wzrost ekspresji mikroRNA-208a w stosunku do poziomu

wyj$ciowego, natomiast warto$ci RQ < 1 jako spadek ekspresji wzgledem punktu odniesienia.

Kontrola jakosci RT-gPCR.
W celu ograniczenia zmiennos$ci technicznej kazda reakcje wykonywano w dwoch powtorzeniach

technicznych, a do analizy przyjmowano srednig warto$¢ Ct.

Poniewaz oznaczenia krazacych mikroRNA-208a sa szczegélnie wrazliwe na czynniki
przedanalityczne, utrzymywano standaryzacj¢ postepowania z materiatem biologicznym (jednolity
typ proboéwek z K2EDTA, przechowywanie osocza w —80°C, rozdozowano w celu ograniczenia

liczby cykli zamrazania/rozmrazania).

Jako kontrol¢ endogenng zastosowano U6 snRNA. Probke kalibracyjng oznaczano w tej samej serii
analitycznej co odpowiadajace jej probki po OHT, aby ograniczy¢ wplyw zmiennosci migdzy

seriami.
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8.3. Ocena troponiny T w surowicy krwi

Stezenie troponiny T oznaczano z wykorzystaniem wysokoczulego testu immunochemicznego
Elecsys® Troponin T hs (Roche Diagnostics) na analizatorze cobas e 601 (modut
immunochemiczny systemu cobas 6000), w technologii elektrochemiluminescencji (ECLIA).
Metoda ECLIA jest testem ,kanapkowym” z detekcja sygnalu generowanego przez znacznik
elektrochemiluminescencyjny, co umozliwia iloSciowe oznaczenia z wysoka czutlo$cig w materiale

biologicznym zgodnie z przeznaczeniem producenta [Roche IFU].

Wyniki hs-cTnT raportowano w jednostkach ng/L (rbwnowaznych pg/mL). Jako warto$¢ graniczng
(URL) przyjeto 99. percentyl populacji referencyjnej dla testu Roche hs-cTnT, tj. 14 ng/L. Zgodnie
z UDMI ,,uszkodzenie mig$nia sercowego” rozpoznaje si¢ przy stezeniu troponiny przekraczajagcym
99. percentyl URL, a charakter ,,0stry” wymaga wykazania zmiany w czasie w pomiarach seryjnych
[69,70]. Producent podaje rowniez wartosci odniesienia zalezne od plci (w zaleznosci od wersji
charakterystyki testu 1 populacji referencyjnej), dlatego w rozprawie nalezy jednoznacznie wskazac,
ze w niniejszym badaniu stosowano préog URL = 14 ng/L zgodnie z lokalnym raportowaniem, przy
$wiadomosci mozliwych réznic zaleznych od pici 1 konieczno$ci lokalnej weryfikacji zakresow

referencyjnych zgodnie ze standardami CLSI [75,84].

8.4. Ocena funkcji przeszczepionego serca

Funkcj¢ przeszczepionego serca oceniano na podstawie parametrow hemodynamicznych
uzyskiwanych z cewnika w tetnicy ptucnej (Swan—Ganz), wynikow badan echokardiograficznych
oraz zapotrzebowania na farmakologiczne wsparcie krazenia (leki inotropowe i wazopresyjne).
Cewnik Swan-Ganza zaktadano u wszystkich pacjentow przed operacja droga zyly szyjnej

wewnetrznej.

Parametry hemodynamiczne rejestrowano w zdefiniowanych punktach czasowych: po 1 h, 6 h, 12 h
oraz 24 h od momentu zakonczenia reperfuzji przeszczepionego serca. Wskaznik sercowy (CI)
wyznaczano metoda przerywanej termodylucji zgodnie ze standardowag procedurg. W kazdym
punkcie czasowym warto$¢ raportowang dla CVP, PCWP i CI stanowita $rednia arytmetyczna z

czterech kolejnych pomiaréw.

Rownolegle wykonywano ocene echokardiograficzng zgodnie z protokotem  osrodka,
ukierunkowang na ocene¢ funkcji skurczowej i rozkurczowej lewej komory oraz funkcji prawej
komory, a takze wykluczenie przyczyn wtdrnych pogorszenia hemodynamiki w okresie

pooperacyjnym (np. istotna wada zastawkowa, tamponada, cechy nadcis$nienia ptucnego).
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Nasilenie farmakologicznego wsparcia krgzenia oceniano ilo$ciowo na podstawie wskaznika
vasoactive-inotropic score (VIS/Inotrope Score), bedacego wazong sumg dawek stosowanych lekow.
W niniejszym badaniu stosowano zmodyfikowang posta¢ wskaznika obejmujaca dopaming,
dobutaming, adrenaling, noradrenaling, fenylefryng i milrynon: Wskaznik inotropowy =

dopamina+dobutamina+([epinefryna+nor epinefryna+fenylefryna]x100)+ milrinon x10.

Dawki wyrazano w pg/kg/min. Wyzsza warto§¢ VIS interpretowana byta jako wigksze
zapotrzebowanie na wsparcie inotropowo-wazopresyjne, co koreluje z ciezkoscig zaburzen

hemodynamicznych i gorszym rokowaniem w populacjach pooperacyjnych [91,92].

8.5. Statystyka

W statystykach opisowych dla zmiennych kategorycznych raportowano liczbe i odsetek wystapien
danej kategorii. Rozktad zmiennych cigglych byt najpierw oceniany za pomocg testu Shapiro-Wilka
[2], nastepnie w statystykach opisowych podawano $rednig i odchylenie standardowe (SD) dla
zmiennych o rozkladzie normalnym oraz medianie i kwantylach rzedu 25% i 75% (Q1 1 Q3) [118].
Zmienne kategoryczne byly porownywane za pomocg doktadnego testu Fishera lub testu chi-
kwadrat, w zalezno$ci od liczebnosci kategorii [118]. Zmienne ciagte o rozktadzie normalnym byty
porownywane za pomocg testu t-Studenta lub testu ANOVA, jezeli porownywano wigcej niz 2
zmienne. W przeciwnym przypadku wykorzystano odpowiednio test Manna-Whitney'a lub Kruska-
la-Wallisa [118,120]. W przypadku porownan wielokrotnych stosowano poprawke Bonferroniego
[118]. Do oceny zaleznosci pomiedzy zmiennymi cigglymi wykorzystano korelacj¢ rang Spearmana
(w kolejnych punktach czasowych) oraz korelacj¢ dla pomiaréw powtarzanych, raportowano
wspotczynnik korelacji 1 p-value [121]. Do oceny zalezno$ci pomig¢dzy markerami uszkodzenia
migsénia serca lub parametrami hemodynamicznymi wykorzystano modele mieszane, z efektem lo-
sowym dla pacjenta i czasu (random intercept) i efektem statym dla markera, raportowano wsp6t-
czynnik zaleznosci linowej z 95% przedzialem ufnosci i p-value testu ilorazu log-wiarygodnosci
[122,123,125]. Do oceny przebiegu zmian warto$ci ocenianego markera uszkodzenia mig$nia serca
w czasie, wykorzystano modele mieszane addytywne, z efektem losowym dla pacjenta (random
intercept) 1 efektem statym dla gladkiej funkcji czasu [124]. Do przeanalizowania 1 zobrazowania
wynikéw wykorzystano réwniez wykresy pudetkowe, wykresy rozrzutu i wykresy estymowanych
krzywych LOESS [118,124]. Przyjeto poziom istotnosci 0.05. Wykorzystywano testy dwustronne.
Analizg przeprowadzono w pakiecie statystycznym R, wersja 3.4.0 (R Core Team (2017). R: A lan-
guage and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria. URL https://www.R-project.org/.) [126].
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9. Wyniki
Do badania wlaczono 45 dawcow, 45 biorcow oraz 10 zdrowych oséb stanowigcych grupe

kontrolng. Grupa kontrolna obejmowata osoby bez wywiadu choréb sercowo-naczyniowych oraz

chorob nerek; sredni wiek wynosit 42,5 roku, a wsrdd uczestnikdw bylo 7 mezczyzn i 3 kobiety.

Probki krwi do oznaczen mikroRNA-208a oraz troponiny T pobrano przed interwencja chirurgiczng
zarowno u dawcow, jak i u biorcow. W grupie kontrolnej nie stwierdzono istotnej ekspresji
mikroRNA-208a, co wskazuje, ze wartoSci tego markera oznaczane po transplantacji
odzwierciedlaja procesy zachodzace w nowo przeszczepionym sercu. Analiza obejmowata
kompletne dane wszystkich dawcow 1 biorcow — nie odnotowano brakéw danych w analizowanych
zmiennych. Zmienne o rozktadzie normalnym przedstawiono jako $rednig i odchylenie standardowe
(SD), a zmienne o rozkladzie nienormalnym jako mediang¢ i zakres migdzykwartylowy (IQR).

Zmienne jako$ciowe zaprezentowano jako liczby 1 odsetki.

9.1. Charakterystyka przedoperacyjna dawcow

Charakterystyke przedoperacyjng dawcow przedstawiono w Tabeli 1. Analiza objeta 45 dawcow
narzadow; mezczyzni stanowili 80,0% (n = 36), a kobiety 20,0% (n = 9). Sredni wiek wynosit 34,6
+ 8,6 roku, mediana masy ciala 75,0 kg (IQR: 70,0-85,0), a $rednia wartos¢ BMI 25,43 + 4,15
kg/m?.

Najczestszg przyczyng zgonu byla choroba naczyniowa moézgu (55,6%; n = 25), natomiast uraz
mozgu odpowiadat za 44,4% przypadkéw (n = 20). Mediana czasu od stwierdzenia zgonu do
pobrania narzadu wynosita 11,0 godzin (IQR: 9,0-13,0). Sredni czas pobytu w OIT przed

pobraniem wynosit 5,7 + 2,3 dnia.

Parametry echokardiograficzne wskazywaly na zachowana funkcje skurczowa: mediana frakcji
wyrzutowej (EF) wynosita 65% (IQR: 60—-65), a mediana grubosci przegrody migdzykomorowe;j
(IVS) 1,00 cm (IQR: 1,00-1,10). W badaniach laboratoryjnych $rednie stezenie hemoglobiny
wynosito 12,19 + 2,69 g/dl, a mediana hematokrytu 36,0% (IQR: 29,9-42.4). Mediana st¢zenia
kreatyniny wynosita 0,90 mg/dl (IQR: 0,70-1,12), a mocznika 22,3 mg/dl (IQR: 16,0-31,8).
Mediany aktywnosci aminotransferaz wynosity: AST 42,0 U/l (IQR: 26,0-60,0) oraz ALT 34,0 U/I
(IQR: 21,0-54,0), a mediana bilirubiny catkowitej 0,60 mg/dl (IQR: 0,40-0,93).

Wsparcie hemodynamiczne aminami presyjnymi stosowano u wigkszosci dawcoOw; najczesciej
podawano noradrenaling (64,4%; n = 29). Jedng aming¢ presyjng stosowano u 68,9% dawcow (n =
31), dwie u 24,4% (n = 11), natomiast 6,7% (n = 3) nie wymagato wsparcia farmakologicznego

(Tabela 1).
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Tabela 1. Charakterystyka przedoperacyjna dawcow — dane kliniczne

) ] Wartos¢ (N =|Brak
Zmienna Kategoria / statystyka
45) danych
Pleé, n (%) Kobieta 9 (20,0) 0 (0,0%)
Mezczyzna 36 (80,0)
Wiek [lata] $rednia (SD) 34,6 (8,6) 0 (0,0%)
. 75,0 [70,0-
Waga [kg] mediana [IQR] 0 (0,0%)
85,0]
BMI [kg/m?] $rednia (SD) 25,43 (4,15) |0 (0,0%)
Rozpoznanie, n (%) Choroba naczyniowa méozgu |25 (55,6) 0 (0,0%)
Uraz mézgu 20 (44,4)
Czas zgon—pobranie [h] mediana [IQR] 11,0 [9,0-13,0] |0 (0,0%)
Pobyt w OIT [dni] $rednia (SD) 5,7 (2,3) 0 (0,0%)
EF [%] diana [IQR] 050 1600 (0,0%)
mediana ,0%
° 65,0]
. 1,00 [1,00—
IVS [cm] mediana [IQR] 0 (0,0%)
1,10]
HGB [g/dI] $rednia (SD) 12,19 (2,69) |0 (0,0%)
. 36,0 [29,9-
HCT [%0] mediana [IQR] 0 (0,0%)
42,4]
: . 0,90 [0,70-
Kreatynina [mg/dl] mediana [IQR] 1.12] 0 (0,0%)
. . 22,3 [16,0—
Mocznik [mg/dl] mediana [IQR] 0 (0,0%)
31,8]
) 42,0 [26,0-
AST [U/l] mediana [IQR] 0 (0,0%)
60,0]
. 34,0 [21,0-
ALT [U/] mediana [IQR] 0 (0,0%)
54,0]
L i 0,60 [0,40-
Bilirubina [mg/dl] mediana [IQR] 0 (0,0%)
0,93]
Aminy presyjne, n (%) Brak 3(6,7) 0 (0,0%)
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_ _ Wartos¢ (N =|Brak
Zmienna Kategoria / statystyka
45) danych
Dobutamina +
: 4(8,9)
lewonor/adrenalina
Dopamina 2 (4,4)
Dopamina +
: 7(15,6)
lewonor/adrenalina
Lewonor/adrenalina 29 (64,4)
Liczba stosowanych amin
) 0 3(6,7) 0 (0,0%)
presyjnych, n (%)
1 31 (68,9)
2 11 (24,4)

Tabela 1. Charakterystyka przedoperacyjna dawcow serca. Dane iloSciowe przedstawiono jako
srednig 1 odchylenie standardowe (SD) lub mediang i1 zakres miedzykwartylowy (IQR), w
zaleznosci od rozktadu zmiennych. Dane jakosciowe zaprezentowano jako liczby i odsetki.
BMI — wskaznik masy ciata; EF — frakcja wyrzutowa lewej komory; IVS — grubos¢ przegrody
miedzykomorowej; HGB — hemoglobina; HCT — hematokryt; AST - aminotransferaza
asparaginianowa; ALT — aminotransferaza alaninowa; OIT — oddziat intensywne;j terapii. Wszystkie

parametry laboratoryjne podano w jednostkach klinicznych.

9.2. Charakterystyka przedoperacyjna biorcow

Charakterystyke przedoperacyjna biorcoOw przedstawiono w Tabeli 2. Do badania wiaczono 45
pacjentow; mezczyzni stanowili 91,1% (n = 41). Mediana wieku wynosita 54,0 roku (IQR: 34,0—
61,0). Srednia masa ciata wynosita 79,1 + 13,9 kg, a $rednia wartos¢ BMI 25,60 + 3,49 kg/m>.

Wszyscy biorcy oczekiwali na przeszczep serca na liscie planowej do transplantacji.

Najczgstsza przyczyna niewydolno$ci serca byta kardiomiopatia rozstrzeniowa (91,1%; n = 41).
Kardiomiopatia przerostowa oraz restrykcyjna wystepowaty po 4,4% (n = 2 w kazdej grupie).
Wiekszo$¢ chorych znajdowata si¢ w IV klasie NYHA (88,9%; n = 40), a pozostate osoby w klasie
I (11,1%; n = 5). Mediana VO.max wynosita 12,0 ml/kg/min (IQR: 11,0-13,0), natomiast
mediana EF 15,0% (IQR: 15,0-20,0).
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Srednia warto$¢ hematokrytu wynosita 38,56 + 5,74%. Srednie stezenie kreatyniny wynosito 1,20 +
0,34 mg/dl, a mediana stezenia mocznika 67,2 mg/dl (IQR: 49,8-84,0). Mediana aktywno$ci AST
wynosita 28,0 U/l (IQR: 25,0-35,0), ALT 27,0 U/l (IQR: 20,0-35,0), a mediana bilirubiny
catkowitej 0,83 mg/dl (IQR: 0,70—1,40). Sredni GFR wynosit 65,38 + 15,31 ml/min/1,73 m?, a
mediana INR 1,67 (IQR: 1,33-2,30). Niewydolnosci nerek nie stwierdzono u zadnego pacjenta
(100%; n = 45). Cukrzyce rozpoznano u 24,4% biorcow (n = 11), a depresj¢ u 8,9% (n = 4).
Wszyscy pacjenci nie byli  wczedniej

poddawani zabiegom kardiochirurgicznym ani

mechanicznemu wspomaganiu krazenia (Tabela 2).

Tabela 2. Charakterystyka przedoperacyjna biorcéw — dane kliniczne

Zmienna Kategoria / statystyka Wartos¢ (N = 45) |Brak danych
Wiek [lata] mediana [IQR] 54,0 [34,0-61,0] |0 (0,0%)
BMI [kg/m?] $rednia (SD) 25,60 (3,49) 0 (0,0%)
Pleé, n (%) Kobieta 4 (8,9) 0 (0,0%)
Megzczyzna 41 (91,1)
Waga [kg] $rednia (SD) 79,1 (13,9) 0 (0,0%)
Rozpoznanie, n (%) Kardiomiopatia rozstrzeniowa |41 (91,1) 0 (0,0%)
Kardiomiopatia przerostowa |2 (4,4)
Kardiomiopatia restrykcyjna |2 (4,4)
Klasa NYHA, n (%) Il 5(11,1) 0 (0,0%)
\Y; 40 (88,9)
VO:max [ml/kg/min] mediana [IQR] 12,0 [11,0-13,0] |0 (0,0%)
EF [%0] mediana [IQR] 15,0 [15,0-20,0] |0 (0,0%)
HCT [%)] $rednia (SD) 38,56 (5,74) 0 (0,0%)
Kreatynina [mg/dI] $rednia (SD) 1,20 (0,34) 0 (0,0%)
Mocznik [mg/dl] mediana [IQR] 67,2 [49,8-84,0] |0 (0,0%)
AST [U/] mediana [IQR] 28,0 [25,0-35,0] |0 (0,0%)
ALT [U/1] mediana [IQR] 27,0 [20,0-35,0] |0 (0,0%)
Bilirubina [mg/dI] mediana [IQR] 0,83 [0,70-1,40] |0 (0,0%)
GFR [ml/min/1,73 m?] $rednia (SD) 65,38 (15,31) |0 (0,0%)
INR mediana [IQR] 1,67 [1,33-2,30] |0 (0,0%)
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Zmienna Kategoria / statystyka Wartos$¢ (N = 45) |Brak danych
Niewydolnos¢ nerek, n (%) Nie 45 (100,0) 0 (0,0%)
Cukrzyca, n (%) Nie 34 (75,6) 0 (0,0%)

Tak 11 (24,4)
Depresja, n (%) Nie 41 (91,1) 0 (0,0%)

Tak 4(8,9)
Wczesniejsze zabiegi, n (%)  [Brak 45 (100,0) 0 (0,0%)
Wspomaganie krazenia, n (%) [Brak 45 (100,0) 0 (0,0%)

Tabela 2. Charakterystyka przedoperacyjna biorcow serca. Dane przedstawiono jako $rednig i
odchylenie standardowe (SD) lub median¢ i zakres miedzykwartylowy (IQR) w zaleznosci od
rozkladu zmiennych. Zmienne jako$ciowe zaprezentowano jako liczby 1 odsetki. VO.max —
maksymalny pobor tlenu; EF — frakcja wyrzutowa lewej komory; HCT — hematokryt; AST —
aminotransferaza asparaginianowa; ALT — aminotransferaza alaninowa; GFR — wskaznik
przesaczania kigbuszkowego; INR — miedzynarodowy wspotczynnik znormalizowany. Wszystkie

parametry laboratoryjne podano w jednostkach klinicznych (mg/dl, U/l, ml/min/1,73 m?).

9.3. Przebieg srédoperacyjny i wezesny okres pooperacyjny

Parametry dotyczace przebiegu operacji oraz wczesnego okresu pooperacyjnego przedstawiono w
Tabeli 3. Mediana czasu zaklemowania aorty wynosita 70 min (IQR: 65-81), a mediana czasu
krazenia pozaustrojowego 134 min (IQR: 117-160). Sredni czas zimnego niedokrwienia wynosit

185,5 + 46,0 min.

Pomiary hemodynamiczne wykonywano po 1, 6, 12 oraz 24 godzinach od momentu zakonczenia
reperfuzji. W kolejnych punktach czasowych wartosci CVP utrzymywaly si¢ na zblizonym
poziomie (mediany 9-10 mmHg). Ci$nienie w tetnicy plucnej (PAP) wykazywato tendencje do
stopniowego obnizania si¢ z 22 mmHg (IQR: 19-25) do 18 mmHg (IQR: 16-22); podobng
tendencje obserwowano dla PCWP. Wskaznik sercowy (CI) wynosit §rednio 2,26 £ 0,61 I/min/m? w
pierwszym pomiarze i wzrastat do 2,57 + 0,57 I/min/m? w pomiarze czwartym. Wartosci INOScore

zmniejszaly si¢ w czasie.

Mediana czasu wentylacji mechanicznej wynosita 17 godzin (IQR: 14-24), a mediana pobytu w
POOP 10 dni (IQR: 6-14). Wsparcie VA-ECMO zastosowano u 20,0% pacjentéw (n = 9) z powodu

wczesnej niewydolnosci przeszczepionego serca. W badaniu echokardiograficznym mediana EF

59



wynosita 60% (IQR: 50—-65), a §rednia wartos¢ TAPSE 13,2 + 3,8 mm. Lewosimendan stosowano u
82,2% pacjentow (n = 37) zgodnie z rutynowa praktyka osrodka. Mediana objetosci drenazu
pooperacyjnego wynosita 580 ml (IQR: 380—850). Przetoczenie krwi wykonano u 86,7% pacjentow
(n =39), a mediana liczby jednostek wynosita 1 (IQR: 1-2) (Tabela 3).

Tabela 3. Charakterystyki opisowe dla danych dotyczacych przebiegu operacji i okresu
pooperacyjnego (N = 45)

Zmienna Kategoria/ statystyka (Wartos¢ (N = 45) |Brak danych
Czas zaklemowania aorty [min] mediana [IQR] 70,0 [65,0-81,0] |0 (0,0%)
Czas Kkrazenia pozaustrojowego .

i mediana [IQR] 134,0 [117,0-160,0]|0 (0,0%)
Czas zimnego niedokrwienia [min]  |$rednia (SD) 185,5 (46,0) 0 (0,0%)
CVP1 [mmHg] mediana [IQR] 10,0 [8,0-12,0] 0 (0,0%)
CVP2 [mmHg] mediana [IQR] 10,0 [8,0-12,0] 0 (0,0%)
CVP3 [mmHg] mediana [IQR] 9,0[7,0-11,0] 0 (0,0%)
CVP4 [mmHg] mediana [IQR] 9,0 [6,0-11,0] 0 (0,0%)
PAP1 [mmHg] mediana [IQR] 22,0 [19,0-25,0] |0 (0,0%)
PAP2 [mmHg] mediana [IQR] 20,0 [18,0-24,0] |0 (0,0%)
PAP3 [mmHg] mediana [IQR] 20,0 [18,0-21,0] |0 (0,0%)
PAP4 [mmHg] mediana [IQR] 18,0 [16,0-22,0] |0 (0,0%)
PCWP1 [mmHg] mediana [IQR] 11,0 [10,0-13,0] |0 (0,0%)
PCWP2 [mmHg] mediana [IQR] 11,0 [10,0-12,0] |0 (0,0%)
PCWP3 [mmHg] mediana [IQR] 10,0 [9,0-12,0] |0 (0,0%)
PCWP4 [mmHg] mediana [IQR] 10,0 [8,0-12,0] |0 (0,0%)
CI1 [/min/m?| $rednia (SD) 2,26 (0,61) 0 (0,0%)
CI2 [/min/m?| $rednia (SD) 2,33 (0,68) 0 (0,0%)
CI3 [/min/m?| mediana [IQR] 2,50 [2,02-2,70] |0 (0,0%)
CI4 [/min/m?| $rednia (SD) 2,57 (0,57) 0 (0,0%)
INOScorel $rednia (SD) 10,5 (4,7) 0 (0,0%)
INOScore?2 mediana [IQR] 10,0 [8,0-14,0] 0 (0,0%)
INOScore3 mediana [IQR] 8,0 [6,0-12,0] 0 (0,0%)
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Zmienna Kategoria/ statystyka (Wartos¢ (N = 45) |Brak danych
INOScore4 mediana [IQR] 8,0 [4,0-12,0] 0 (0,0%)
Czas wentylacji mechanicznej [h] mediana [IQR] 17,0 [14,0-24,0] |0 (0,0%)
Pobyt w POOP [dni] mediana [IQR] 10,0 [6,0-14,0] 0 (0,0%)
ECMO, n (%) Nie 36 (80,0) 0 (0,0%)
Tak 9 (20,0)
EF [%] mediana [IQR] 60,0 [50,0-65,0] |0 (0,0%)
TAPSE [mm] $rednia (SD) 13,2 (3,8) 0 (0,0%)
LKR [mm] mediana [IQR] 47,0 [45,0-48,0] |0 (0,0%)
IVS [mm] mediana [IQR] 12,0 [11,0-12,0] |0 (0,0%)
Simdax, n (%) Nie 8 (17,8) 0 (0,0%)
Tak 37 (82,2)
Drenaz [ml] mediana [IQR] 2900 [380.0-, (0,0%)
850,0]
Krew (liczba jednostek) mediana [IQR] 1,0[1,0-2,0] 0 (0,0%)
Przetoczenie krwi, n (%) Nie 6 (13,3) 0 (0,0%)
Tak 39 (86,7)

Legenda do tabeli

Tabela 3. Charakterystyki opisowe dotyczace przebiegu operacji i okresu pooperacyjnego. Dane

ilosciowe przedstawiono jako mediang 1 zakres miedzykwartylowy (IQR) lub $rednig 1 odchylenie

standardowe (SD), w zaleznosci od rozktadu zmiennych. Dane jakos$ciowe zaprezentowano

jakoliczby i odsetki. CVP — osrodkowe ci$nienie zylne; PAP — ci$nienie w tetnicy ptucnej; PCWP —

Ci$nienie zaklinowania w tetnicy ptucnej; CI — wskaznik sercowy; INOScore — wskaznik

intensywnos$ci wsparcia inotropowo-wazopresyjnego; POOP — pooperacyjny oddzial intensywne;j

terapii; ECMO — pozaustrojowe utlenowanie krwi; EF — frakcja wyrzutowa lewej komory; TAPSE

— skurczowa amplituda pier§cienia zastawki trojdzielnej; LKR — wymiar koncoworozkurczowy

lewej komory; IVS — grubo$¢ przegrody miedzykomorowej; Simdax — lewosimendan.
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9.4. Dynamika zmian mikroRNA-208a

Warto$ci wyjsciowe mikroRNA-208a przed transplantacjg (dawca oraz biorca) byly zblizone i
skupione wokot Ct = 40, co odpowiadalo niskiej lub niewykrywalnej ekspresji. Po transplantacji
obserwowano istotny spadek wartosci Ct ponizej 40, wskazujacy na wzrost stezenia mikroRNA-
208a, widoczny juz w pierwszym punkcie pomiarowym (po 1 godzinie od zakonczenia reperfuzji).
Najwigkszg ekspresje odnotowano w punktcie 2 (po 6 godzinach), po czym w punkcie 3 14 (po 12—
24 godzinach) wartosci Ct wykazywaty tendencje do powrotu w kierunku wartos$ci wyjsciowych.

Jednoczesnie stwierdzono znaczng zmienno$¢ mi¢dzyosobnicza odpowiedzi (Wykres 1).

Wykres 1.

Wykres pudetkowy dla zmian poziomu ekspresji mikroRNA-208a(CT mikroRNA-208a) w

kolejnych pomiarach czasowych.
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9.5. Troponina T i poréwnanie z mikroRNA-208a

Przed zabiegiem $rednie stezenie troponiny T wynosito 20,9 ng/l (11,1-50,6) u dawcéw oraz 27,6
ng/l (13,9-51,1) u biorcow, co przekraczato wartosci referencyjne. Wskazuje to na ograniczong

przydatnos$¢ troponiny T jako markera odzwierciedlajacego wylacznie funkcje przeszczepionego
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serca. Po zakonczeniu reperfuzji, juz w 1. godzinie, obserwowano wzrost ekspresji mikroRNA -

208a oraz st¢zenia troponiny T (Wykresy 2—4).

Wykres 2.

Wykresy pudetkowe dla zmian poziomu mikroRNA-208a(DCT, DD2CT) oraz troponiny T w

kolejnych pomiarach czasowych.
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Opis wykresu 2. Wykres przedstawia zmiany warto§ci DCT, DD2CT oraz stezenia troponiny T w

kolejnych punktach czasowych po transplantacji. Najnizsze wartosci DCT obserwowano w 1.

godzinie po reperfuzji, co w interpretacji qPCR odpowiada najwyzszej ekspresji badanego

mikroRNA. W kolejnych punktach czasowych wartosci DCT stopniowo wzrastaly, wskazujac na

zmniejszanie si¢ ekspresji. DD2CT osiggal najwyzsze warto$ci we wezesnym okresie po zabiegu,

przy duzej zmienno$ci miedzyosobniczej. Stezenie troponiny T rowniez wzrastato juz w 1. godzinie

po reperfuzji i pozostawato podwyzszone w nastepnych punktach czasowych.
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Wykres 3.
Wykres zmian poziomu mikroRNA-208a(DCT, DD2CT) i troponiny T w czasie — krzywe LOESS
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Opis wykresu 3. Na podstawie analizy przebiegu markeréw w czasie stwierdzono, ze DD2CT
osiaggal maksymalne warto$ci wczesniej niz TnT. Sredni czas do uzyskania maksimum dla
DD2CT wynosit 6,8 h (SD 7,7; mediana 6,0 h), natomiast dla TnT 10,5 h (SD 8,4; mediana 12,0 h)
(Tabela 4). Oznacza to, ze wzrost DD2CT miat bardziej wczesny charakter, podczas gdy szczyt
stezen TnT pojawiat si¢ pozniej. Nalezy jednak podkresli¢, ze wykres przedstawia wygladzony
trend zmian warto$ci markerow w czasie dla calej grupy, a nie doktadny $redni czas osiggnigcia
indywidualnego maksimum. Z tego wzgledu potozenie szczytu linii trendu nie musi doktadnie
odpowiada¢ wartosciom przedstawionym w tabeli 4, ktéore wyznaczono na podstawie

indywidualnych pomiaréw u poszczegdlnych pacjentow.
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Wykres 4.
Wykres pudetkowy dla zmian poziomu ekspresji mikroRNA-208a(DCT) w kolejnych pomiarach

czasowych w porownaniu do poziomu wyjsciowego.
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Opis wykresu 4. Najnizsze wartosci DCT obserwowano w 1. godzinie po transplantacji, co w inter-
pretacji JQPCR odpowiada najwyzszej ekspresji badanego markera. Wzgledem dawcy rdznica ta
byla istotna statystycznie (p = 0,002). Po 6 godzinach warto$ci DCT nie r6znity si¢ istotnie od po-
ziomu wyjsciowego (p = 0,972), natomiast po 12 i 24 godzinach byly ponownie istotnie odmienne
od warto$ci dawcy (odpowiednio p = 0,025 1 p = 0,009), co wskazuje na obnizenie ekspresji w po-

réwnaniu z wczesnym okresem po transplantacji.
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Czas do osiggnigcia maksymalnego poziomu byt istotnie krotszy dla mikroRNA-208a ($rednio 6,8

godz.) niz dla troponiny T (10,5 godz.) (Tabela 4).

Tabela 4.

Tabela przedstawiajaca czas potrzebny do osiggni¢cia maksymalnego

208a(DD2CT) oraz troponiny T(TnT).

poziomu mikroRNA-

Missing
Variable Group | N Mean | SD Min | Max | Median | Q1 | Q3 | observa
-tions
Czas do
osiggniecia
Total 45 6.8 1.7 0.0 240 |6.0 1.0 6.0 0
maksymalnego
DD2CT [h]
Czas do
osiggniecia
Total 45 10.5 8.4 1.0 24.0 | 12.0 1.0 120 |0
maksymalnego
TnT[h]

Stwierdzono istotng statystycznie ujemna korelacj¢ migedzy poziomem mikroRNA-208a a troponing

T w kolejnych punktach czasowych (r =—0,202; p = 0,020) (Wykresy 5-6).

Wykres 5.

Przebieg zmian mikroRNA-208a(DD2CT) w czasie oszacowany w modelu mieszanym

addytywnym( dla czasu 1-24h po przeszczepieniu).
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Wykres 6.

Przebieg zmian troponiny T w czasie oszacowany w modelu mieszanym addytywnym( dla czasu 1-

24h po przeszczepieniu).
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9.6. Czynniki zwigzane z dawcg 1 przebiegiem pobrania

Przyczyna zgonu dawcy (choroba naczyniowo-moézgowa Vs uraz czaszkowo-mozgowy)
nie wplywata na poziom ekspresji mikroRNA-208a. W przypadku troponiny T odnotowano r6znice
zalezne od przyczyny zgonu w stezeniu po 1 godzinie od momentu zakonczenia reperfuzji (p =
0,025). Czas od stwierdzenia zgonu do pobrania narzadu (mediana 11 godzin) nie miat istotnego

wplywu ani na miR-208a, ani na troponing T (Tabela 5).

Tabela 5.
Ocena zalezno$ci pomigdzy zmiang poziomu mikroRNA-208a(DD2CT) i troponiny T a czasem

od stwierdzenia zgonu dawcy do pobrania od niego graftu.

Zmienna Zmienna Katego | Wspolczynnik zal. | p-value

objasniana objasniajaca | ria liniowej (95% CI) LRT
Czas zgon-

DD2CT ) -3.139 (-10.364 - 4.082) | 0.386
pobranie
Czas zgon- 176.110 (-127.034 -

nT ) 0.248
pobranie 479.254)
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9.7. Wptyw czasu krazenia pozaustrojowego

Dhuzszy czas krazenia pozaustrojowego, zwlaszcza wynoszacy powyzej 150 minut, wigzal si¢
istotnie ze zwigkszong ekspresja mikroRNA-208a juz w pierwszej godzinie po reperfuzji (p <
0,019). Natomiast w przypadku troponiny T zalezno$¢ istotna statystycznie pojawiala si¢ dopiero
W pozniejszych punktach czasowych: po 6, 12 i 24 godzinach (odpowiednio p < 0,036; p < 0,005; p
< 0,004).

9.8. Zaleznosci hemodynamiczne

Ekspresja mikroRNA-208a wykazywata dodatnig korelacje z CVP, PCWP oraz INOScore, a ujemnag
korelacje z indeksem sercowym (CI). Troponina T wykazala ograniczone zaleznosci — przejsciowa
korelacje z CVP w 6 godzinie oraz z INOScore w pierwszej godzinie pomiaru (Wykresy 7-11;
Tabele 6-7).

Wykres 7.

Poréwnanie zmian poziomu mikroRNA-208a(DD2CT) i Troponiny T w czasie ( dla czasu 1-24h

PO przeszczepieniu).
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Wykres 8.

Poréwnanie zmian poziomu mikroRNA-208a oraz osrodkowego ci$nienia zylnego( CVP) w czasie

(dla czasu 1-24h po przeszczepieniu).
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Poréwnanie zmian poziomu mikroRNA-208a oraz ci$nienia zaklinowania w tetnicy plucnej

(PCWP) w czasie (dlaczasu 1-24h po przeszczepieniu).
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Wykres10.
Porownanie zmian poziomu mikroRNA-208a oraz indeksowanego rzutu serca (Cl) w czasie ( dla

czasu 1-24h po przeszczepieniu).
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Wykres 11.
Porownanie zmian poziomu mikroRNA-208a oraz uzytych amin katecholowych - Inotropscore

(INOScore) w czasie ( dla czasu 1-24h po przeszczepieniu).
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Tabela 6.

Ocena zaleznosci pomigdzy mikroRNA-208a(DD2CT) i troponiny T(TnT) a CVP, PCWP, CI i

Inotropscore (INOScore) — korelacja powtarzalnych pomiarow.

Correlation
Variable 1 Variable 2 o 95% CI p-value
coefficient
DD2CT CVP 0.281 0.113-0.432 0.00117
DD2CT PCWP 0.293 0.127 - 0.443 0.000682
DD2CT Cl -0.228 -0.385 - -0.0569 | 0.00895
DD2CT INOScore | -0.205 0.363 - 0.0357 0.0173
TnT CVP -0.0753 -0.242 - 0.0955 | 0.384
nT PCWP -0.0861 -0.252 - 0.0847 | 0.319
nT Cl -0.0172 -0.186 - 0.153 0.842
-0.00573 -
™nT INOScore | 0.164 0.0564
0.325
Tabela 7.

Korelacja Spearmana pomigdzy mikroRNA-208a(DD2CT) i troponing T(TnT) a CVP, PCWP, Cl i

Inotropscore (INOScore) w kolejnych punktach czasowych.

Spearman
Variable 1 Variable 2 correlation p-value
coefficient
DD2CT, CVP, biorca,
_ 0.461 0.002
biorca, 1h 1h
DD2CT, CVP, biorca,
) 0.384 0.011
biorca, 6h 6h
DD2CT, CVP, biorca,
0.556 0.000
biorca, 12h 12h
DD2CT, CVP, biorca,
0.588 0.000
biorca, 24h 24h
DD2CT, PCWP, biorca,
) 0.508 0.001
biorca, 1h 1h
DD2CT, PCWHP, biorca, | 0.209 0.018
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biorca, 6h 6h
DD2CT, PCWHP, biorca,

0.361 0.017
biorca, 12h 12h
DD2CT, PCWHP, biorca,

0.457 0.003
biorca, 24h 24h
DD2CT,
_ Cl, biorca, 1h | -0.265 0.083
biorca, 1h
DD2CT,
) Cl, biorca, 6h | -0.397 0.008
biorca, 6h
DD2CT, Cl, biorca,
_ -0.337 0.026
biorca, 12h 12h
DD2CT, Cl, biorca,

-0.078 0.062
biorca, 24h 24h
DD2CT, INOScore,

0.089 0.560
biorca, 1h biorca, 1h
DD2CT, INOScore,

0.305 0.042
biorca, 6h biorca, 6h
DD2CT, INOScore,

0.329 0.028
biorca, 12h biorca, 12h
DD2CT, INOScore,

0.212 0.173
biorca, 24h biorca, 24h

TnT, CVP, biorca,

0.174 0.251
biorca, 1h 1h
TnT, biorca, | CVP, biorca,

0.348 0.020
6h 6h
TnT, biorca, | CVP, biorca,

0.118 0.440
12h 12h
TnT, biorca, | CVP, biorca,

0.266 0.077
24h 24h
TnT,biorca, PCWP, biorca,

0.267 0.076
1h 1h
TnT, biorca, | PCWP, biorca, | 0.212 0.162
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6h 6h
TnT, biorca, | PCWP, biorca,

0.022 0.885
12h 12h
TnT, biorca, | PCWP, biorca,

0.255 0.091
24h 24h
TnT, biorca,

Cl, biorca, 1h | -0.200 0.188
1h
TnT, biorca,
Cl, biorca, 6h | -0.127 0.403

6h
TnT, biorca, | Cl, biorca,

-0.063 0.678
12h 12h
TnT, biorca, | Cl, biorca,

-0.238 0.115
24h 24h
TnT, biorca, | INOScore,

0.437 0.003
1h biorca, 1h
TnT, biorca, | INOScore,

0.164 0.280
6h biorca, 6h
TnT, biorca, | INOScore,

0.169 0.266
12h biorca, 12h
TnT, biorca, | INOScore,

0.275 0.068
24h biorca, 24h

9.9. Analiza predykcyjna

W analizie krzywych ROC oceniono zdolno$¢ mikroRNA-208a oraz troponiny T do wykrywania
wcezesnego uszkodzenia migs$nia sercowego po transplantacji. MikroRNA-208a juz w 1. godzinie po
reperfuzji wykazywat dobrg warto$¢ diagnostyczng (AUC = 0,844; p = 0,025), przy czutosci 82,5%
1 swoistosci 75%. W przypadku troponiny T istotng zdolno$¢ predykcyjng stwierdzono dopiero w

12. godzinie po reperfuzji (AUC =0,791; p = 0,021), przy czutosci 66,7% oraz swoistosci 87,2%.

Zestawienie obu krzywych ROC wskazuje na wczesniejszg przydatnos¢ diagnostyczng mikroRNA -
208a w identyfikacji uszkodzenia mig$nia sercowego w okresie bezposrednio po transplantacji,

podczas gdy troponina T osiaga istotng warto$¢ predykcyjna w pozniejszym czasie (wykres 12).
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Wykres 12.

Krzywe ROC dla mikroRNA-208a (1 godzina po reperfuzji) oraz troponiny T (12 godzin po
reperfuzji) w wykrywaniu uszkodzenia mig$nia sercowego po transplantacji. MikroRNA-208a
wykazywat wyzsza wartos¢ AUC (0,844) oraz wczesniejsza uzyteczno$¢ diagnostyczng w

poréwnaniu z troponing T (AUC = 0,791).

Krzywe ROC - miR-208a vs troponina T po transplantacji serca

1.0 7 —— miR-208a (AUC = 0.844)
Troponina T (AUC = 0.791)

0.8

0.6 1

Czutosc

0.4+

0.2 1

0.0

T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Odsetek wynikéw fatszywie dodatnich (1 - swoistos¢)

U 9 pacjentow po transplantacji konieczne byto zastosowanie VA-ECMO z powodu cigzkiej
niewydolnosci przeszczepu. Stwierdzono istotng zalezno$¢ miedzy poziomem mikroRNA-208a
(warto$ci Ct) oznaczonym w 6. godzinie po reperfuzji a koniecznos$cia zastosowania VA-ECMO (p
= 0,038). Nizsze wartosci Ct, odpowiadajace wyzszej ekspresji mikroRNA-208a, obserwowano u
pacjentow wymagajacych mechanicznego wspomagania krazenia. Analogicznej zalezno$ci nie

stwierdzono dla troponiny T.

Wyniki te sugeruja, ze mikroRNA-208a moze stanowi¢ wczesny marker cigzkiego uszkodzenia
przeszczepu i potencjalnie identyfikowa¢ pacjentow wysokiego ryzyka wymagajacych eskalacji

leczenia, w tym zastosowania VA-ECMO.
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10. Dyskusja

10.1. Znaczenie pobran przedoperacyjnych 1 ,,czyste” tlo biologiczne

mikroRNA-208a
W niniejszym badaniu probki krwi do oznaczen mikroRNA-208a oraz troponiny T (hs-cTnT)

pobierano przed interwencjg chirurgiczng, przed podaniem heparyny niefrakcjonowanej, zaréwno u
dawcéw, jak 1 biorcow. Takie postegpowanie ma kluczowe znaczenie metodologiczne, poniewaz
ogranicza ryzyko interferencji heparyny z analizg molekularng, umozliwia okreslenie rzeczywistego
poziomu wyjsciowego badanych biomarkeréw oraz zmniejsza ryzyko blednej interpretacji

wynikéw wynikajacej z ich potencjalnego pochodzenia pozasercowego.

W grupie kontrolnej 0s6b zdrowych nie stwierdzono wykrywalnej ekspresji mikroRNA-208a, co
pozostaje zgodne z jego charakterem jako mikroRNA silnie zwigzanego z mig¢$niem sercowym
(myomiR o wysokiej swoistosci tkankowej). W pismiennictwie podkresla sie, ze mikroRNA-208a
nalezy do najbardziej swoistych ,,sercowych” mikroRNA, a jego obecno$¢ w krazeniu wigze si¢
przede wszystkim z uszkodzeniem kardiomiocytéw, m.in. w przebiegu niedokrwienia-reperfuzji,

zawalu serca czy uszkodzenia okotooperacyjnego [15,93,98].

W kontekscie transplantacji serca istotne jest, ze oznaczenia wykonywane po reperfuzji odnoszg si¢
do nowo przeszczepionego narzadu, a obserwowany sygnal mikroRNA-208a mozna interpretowac
jako pochodzacy gtownie z graftu. W badaniach wykazano, ze krazace myomiR, w tym mikroRNA -
208a, zwigkszaja si¢ po transplantacji serca, odzwierciedlajgc wczesne uszkodzenie migsnia

sercowego oraz proces adaptacji i regeneracji przeszczepionego narzadu [94].

Dodatkowo badana populacja obejmowala wylacznie pacjentéw poddanych pierwotnej
transplantacji serca. W celu uzyskania mozliwie jednorodnej grupy badanej oraz ograniczenia
wplywu czynnikow zaktocajacych z analizy wykluczono chorych po wczesniejszych operacjach
kardiochirurgicznych oraz pacjentdow wymagajacych przed transplantacja mechanicznego
wspomagania krazenia, zarowno krotkoterminowego, jak i dlugoterminowego. Przyjete kryteria
kwalifikacji umozliwity uzyskanie wzglednie jednorodnej populacji biorcow planowych poddanych
pierwszorazowej transplantacji serca oraz sprzyjaty wysokiej jakosci kwalifikowanych narzadow.
Standaryzacja procesu selekcji dawcoéw 1 biorcow pozwolita ograniczy¢ wpltyw istotnych

czynnikow zakldcajacych i zwigkszy¢ wiarygodno$é przeprowadzonej analizy.
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10.2. Troponina T przed przeszczepem jako ograniczenie jej uzytecznosci
,,Sledzacej”

W przypadku hs-cTnT u dawcow i biorcoOw przed zabiegiem uzyskano wartosci istotnie
przekraczajace zakres referencyjny (dawcy: 20,9 ng/l [11,1-50,6], biorcy: 27,6 ng/l [13,9-51,1]).
Jest to zgodne z obserwacjami, ze stezenia troponin moga by¢ podwyzszone u pacjentow w ciezkim
stanie ogolnym, w tym w przebiegu zaawansowanej niewydolno$ci serca, przecigzenia
hemodynamicznego, tachyarytmii czy zaburzen funkcji nerek, a takze u chorych leczonych w
warunkach intensywne;j terapii. U dawcoéw podwyzszone warto$ci moga dodatkowo odzwierciedlaé
stres okotozgonowy, zaburzenia perfuzji narzadowej oraz niestabilno§¢ hemodynamiczng

poprzedzajacg pobranie narzadoéw [103,104].

Z perspektywy transplantologii istotnym ograniczeniem jest fakt, ze wysokie warto$ci wyjsciowe
troponiny moga utrudnia¢ interpretacj¢ bardzo wczesnych zmian po reperfuzji, zmniejszajac jej
przydatnos¢ jako markera swoiscie odzwierciedlajacego funkcje przeszczepionego serca w
pierwszych godzinach po zabiegu [103]. PodwyzZszone stezenie wyjsciowe ogranicza bowiem
mozliwo$¢ odroznienia sygnalu wynikajacego z wczesniejszego uszkodzenia migénia sercowego od

zmian zwigzanych bezposrednio z uszkodzeniem reperfuzyjnym graftu.

W analizowanym materiale juz w 1. godzinie po zakonczeniu reperfuzji obserwowano wzrost
zarowno mikroRNA-208a, jak i hs-cTnT, co pozostaje zgodne z mechanizmem uszkodzenia
operacyjnego oraz niedokrwienno-reperfuzyjnego. Nalezy jednak podkresli¢, ze w przeciwienstwie
do troponiny, mikroRNA-208a charakteryzuje si¢ bardzo niskim lub niewykrywalnym poziomem
wyjsciowym u osOb bez ostrego uszkodzenia migénia sercowego, CO zapewnia korzystniejszy
stosunek sygnatu do tla biologicznego. Dzigki temu nawet niewielkie zmiany jego st¢zenia moga

lepiej odzwierciedla¢ wezesne obcigzenie przeszczepionego narzadu.

Dodatkowo mikroRNA-208a wykazuje wysoka swoisto$¢ tkankowa dla kardiomiocytow oraz
szybkie uwalnianie do krazenia w odpowiedzi na ich uszkodzenie, co sprzyja jego wykorzystaniu
jako wczesnego wskaznika uszkodzenia mig$nia sercowego. Wysokie wartosci wyjsciowe
troponiny T ograniczaja jej przydatnos¢ w bardzo wczesnej ocenie funkcji graftu, podczas gdy
mikroRNA-208a, dzigki niskiemu poziomowi wyjéciowemu i wysokiej swoistosci tkankowej, moze
lepiej odzwierciedla¢ aktualny stopien obcigzenia przeszczepionego serca, w pierwszych godzinach

po transplantacji, w odpowiedzi na stres niedokrwienno-reperfuzyjny [94,103].
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10.3. Szybsza wykrywalno$¢ mikroRNA-208a wzgledem troponiny —

znaczenie kliniczne

Badanie wykazato, ze mikroRNA-208a jest markerem wykrywalnym wczesniej niz hs-cTnT, a
krotszy czas do osiggnigcia warto$ci maksymalnej wskazuje na jego potencjalng przewage w bardzo
wcezesnej ocenie uszkodzenia migs$nia sercowego po reperfuzji. Obserwacja ta ma istotne znaczenie
kliniczne, poniewaz kluczowe decyzje terapeutyczne — dotyczace intensywno$ci wsparcia
inotropowego, optymalizacji obcigzenia wstepnego i nastgpczego oraz ewentualnego wczesnego
zastosowania mechanicznego wspomagania krazenia — podejmowane s3 w pierwszych godzinach
po transplantacji. Marker, ktorego dynamika wyprzedza wzrost troponiny, moze zatem zwigkszaé
mozliwo$¢ wczesne] identyfikacji pacjentow obcigzonych wiekszym ryzykiem niekorzystnego

przebiegu pooperacyjnego oraz sprzyjac tratniejszej stratyfikacji ryzyka [94,103].

Informacje dostgpne w pismiennictwie dotyczace ostrych uszkodzen migsnia sercowego wskazuja,
ze mikroRNA-208a pojawia si¢ w krazeniu bardzo wczesnie 1 moze osigga¢ wysokie wartosci juz w
pierwszych godzinach po uszkodzeniu, niekiedy przed pelnym rozwinig¢ciem charakterystycznego
profilu klasycznych markeréw martwicy. Obserwacje te wspieraja biologiczng wiarygodno$¢
uzyskanych wynikéw w niniejszym badaniu oraz sugeruja, ze przewaga czasowa mikroRNA-208a
moze mie¢ znaczenie roéwniez w warunkach uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego po

transplantacji serca [93,98].

10.4. Ujemna korelacja mikroRNA-208a i troponiny T — mozliwe
wyjasnienia biologiczne i analityczne
Stwierdzona w analizie ujemna korelacja pomiedzy st¢zeniem mikroRNA-208a i hs-cTnT w

kolejnych punktach czasowych moze wynika¢ z nakladania si¢ kilku zjawisk o charakterze

biologicznym i metodologicznym.

Po pierwsze, markery te charakteryzuja si¢ odmienng kinetyka uwalniania i eliminacji. MikroRNA -
208a moze pojawia¢ si¢ w krazeniu bardzo wczesnie po uszkodzeniu kardiomiocytéw, osiggac
szybki wzrost stezenia, a nastgpnie stosunkowo szybko ulega¢ obnizeniu. Natomiast hs-cTnT
wykazuje wolniejszg dynamike narastania oraz dluzszy czas utrzymywania si¢ w krazeniu, co

prowadzi do czeSciowego rozdzielenia czasowego maksymalnych warto$ci obu markerow.

Po drugie, roznice moga wynika¢ z odmiennego znaczenia biologicznego obserwowanego sygnatu.
MikroRNA-208a jest markerem o wysokiej swoistosci dla kardiomiocytow i odzwierciedla przede
wszystkim ich bezposrednie uszkodzenie. Z kolei podwyzszone stezenia troponiny moga byc
zwigzane nie tylko z martwica komorek, lecz takze =z przejsciowym zwigkszeniem
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przepuszczalno$ci blon komoérkowych, stresem mechanicznym, przecigzeniem hemodynamicznym

oraz innymi mechanizmami towarzyszacymi okresowi okotooperacyjnemu [103].

Po trzecie, na obserwowang zalezno$¢ moga wplywaé wysokie warto$ci wyjsciowe hs-cTnT obecne
przed transplantacjg zarowno u dawcoéw, jak i1 biorcow. Podwyzszone tlo biologiczne troponiny
moze modyfikowa¢ relacje migdzy markerami w najwcze$niejszym okresie po reperfuzji,

zmniejszajac wzgledng dynamike jej zmian w poréwnaniu z mikroRNA-208a.

Dodatkowo, w pismiennictwie podkresla si¢, ze dynamika krazacych mikroRNA zalezy od ich form
transportu w osoczu, takich jak pecherzyki zewnatrzkomoérkowe, lipoproteiny czy kompleksy z
biatkami wigzacymi RNA. Mechanizmy te warunkuja zarowno stabilno$¢ czasteczek, jak i ich
szybkie pojawianie si¢ oraz eliminacj¢ z krazenia, co moze prowadzi¢ do bardziej gwattownych
zmian st¢zenia w poréwnaniu z profilem czasowym troponin w warunkach okotooperacyjnych

[57,108,112].

Lacznie obserwacje te sugeruja, ze ujemna Korelacja pomi¢dzy mikroRNA-208a i hs-cTnT nie
odzwierciedla sprzecznych informacji biologicznych, lecz wynika z odmiennych wlasciwosci
kinetycznych, mechanizméw uwalniania oraz rdznego poziomu wyjsciowego obu markerdw.
Zjawisko to podkresla komplementarny charakter analizowanych biomarkerow i wskazuje, ze
mikroRNA-208a moze dostarcza¢ informacji o bardzo wczesnym uszkodzeniu mig$nia sercowego,

podczas gdy hs-cTnT odzwierciedla bardziej przedtuzong faze odpowiedzi na uszkodzenie.

10.5. Przyczyna zgonu dawcy i czas do pobrania graftu

W analizowanej kohorcie nie stwierdzono wplywu przyczyny zgonu dawcy — zaréwno o etiologii
naczyniowo-moézgowej, jak i pourazowej — na poziom mikroRNA-208a. Obserwacja ta sugeruje, ze
w badanych warunkach mikroRNA-208a jest stosunkowo mato podatny na zmienne zwigzane ze
stanem ogo6lnym dawcy, o ile nie dotycza one bezposrednio funkcji migsnia sercowego. Wskazuje
to, ze sygnal tego markera moze odzwierciedla¢ przede wszystkim stan kardiomiocytow, a nie

ogoblnoustrojowe procesy towarzyszace zgonowi moézgowemu czy Urazowi.

Odmiennie, stezenia hs-cTnT wykazywaty zaleznos¢ od przyczyny zgonu dawcy w 1. godzinie po
zakonczeniu reperfuzji, co moze wskazywa¢ na wigksza wrazliwos$¢ tego markera na stan dawcy
oraz czynniki okotozgonowe, takie jak niestabilno$§¢ hemodynamiczna, leczenie katecholaminami
czy globalny stres metaboliczny poprzedzajacy pobranie narzadow [103,104]. Zjawisko to moze
dodatkowo utrudnia¢ interpretacj¢ bardzo wczesnych zmian troponiny jako wskaznika funkcji

przeszczepionego serca.
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Nie stwierdzono réwniez istotnego wplywu czasu od stwierdzenia zgonu do pobrania graftu
(mediana 11 godzin) na poziomy mikroRNA-208a ani hs-cTnT. Wynik ten mozna interpretowaé z
ostroznoscig jako potencjalny wskaznik wzglednej stabilno$ci sygnatu obu markerow w
analizowanym zakresie czasowym. Ocena tego okresu jest szczegoOlnie wazna, poniewaz
zakwalifikowani dawcy pochodza z réznych osrodkéw szpitalnych, w ktorych postepowanie i
opieka w tym czasie moga si¢ rozni¢. Nalezy jednak podkresli¢, ze w niniejszym badaniu proces
pobrania narzadéw, warunki ich przechowywania oraz transportu byly u wszystkich dawcow
prowadzone zgodnie z obowigzujacymi standardowymi zaleceniami, z zastosowaniem jednolitego
protokotu perfuzji, kontrolowanej temperatury niedokrwienia oraz ujednoliconych zasad
konserwacji graftu. Standaryzacja tych elementéw ograniczata zmienno$¢ okolooperacyjng i mogta

dodatkowo przyczynia¢ si¢ do obserwowanej stabilnosci poziomoéw badanych markerow.

Lacznie uzyskane wyniki wskazuja, ze mikroRNA-208a moze by¢ markerem w mniejszym stopniu
zaleznym od zmiennych dawcy niezwigzanych bezposrednio z funkcja serca, a jednocze$nie ze
wysoki stopien standaryzacji procedur pobrania i przechowywania narzadéw zwicksza

wiarygodno$¢ uzyskanych obserwacji.

10.6. Znaczenie czasu krazenia pozaustrojowego (CPB)

Czas krazenia pozaustrojowego (CPB), zwlaszcza przekraczajacy 150 minut, istotnie wplywat na
zwiekszong ekspresje mikroRNA-208a juz w 1. godzinie po zakonczeniu reperfuzji (p < 0,019). W
przypadku hs-cTnT zalezno$¢ istotna statystycznie pojawiata si¢ dopiero w pdzniejszych punktach

czasowych, tj. po 6, 12 i 24 godzinach (odpowiednio p < 0,036; p < 0,005; p < 0,004).

Obserwacja ta jest zgodna z patofizjologia zabiegéw z wykorzystaniem krazenia pozaustrojowego.
Wydhuizony czas CPB wiaze si¢ z nasileniem ogdlnoustrojowej odpowiedzi zapalnej, stresem
oksydacyjnym, aktywacja §rédbtonka oraz zwigkszonym nasileniem uszkodzenia niedokrwienno-
reperfuzyjnego. Procesy te moga prowadzi¢ do wczesnego uszkodzenia kardiomiocytow 1
szybkiego uwalniania mikroRNA-208a do krazenia. Wczesna odpowiedz tego markera moze zatem

odzwierciedla¢ bezposredni wplyw obciazenia operacyjnego na przeszczepiony narzad.

Odmienny profil czasowy obserwowany dla troponiny T moze wynika¢ z jej wolniejszej kinetyki
uwalniania oraz dluzszego utrzymywania si¢ w krazeniu. Szczeg6lnie w warunkach zabiegéw z
uzyciem CPB narastanie hs-cTnT ma charakter bardziej rozciagnigty w czasie, co moze ograniczac
jej przydatnos¢ w bardzo wczesnej ocenie stopnia uszkodzenia mig¢snia sercowego oraz ryzyka

wczesnej dysfunkcji graftu [94,103].

Lacznie wyniki te sugeruja, ze mikroRNA-208a moze by¢ bardziej wrazliwym wskaZnikiem

wczesne] odpowiedzi przeszczepionego serca na obcigzenie zwigzane z wydtuzonym czasem
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krazenia pozaustrojowego, podczas gdy hs-cTnT lepiej odzwierciedla pozniejsza fazg odpowiedzi

na uszkodzenie.

10.7. Korelacja z parametrami hemodynamicznymi odzwierciedlajagcymi

funkcje przeszczepionego serca 1 zapotrzebowaniem na leki inotropowe

W analizie hemodynamicznej uwzgledniono wartosci osrodkowego cisnienia zylnego (CVP),
ci$nienia zaklinowania w t¢tnicy ptucnej (PCWP), indeksu sercowego (Cl) oraz zapotrzebowanie na
wsparcie inotropowe oceniane za pomocg INOScore. Stwierdzono, ze mikroRNA-208a wykazywat
istotne dodatnie korelacje z CVP, PCWP oraz INOScore w odpowiadajacych punktach czasowych,
a jednocze$nie ujemng korelacj¢ z indeksem sercowym. W przeciwienstwie do tego hs-cTnT
wykazywata jedynie ograniczone zaleznosci z analizowanymi parametrami (korelacja z CVP w 6.

godzinie oraz z INOScore w 1. godzinie).

Uzyskane wyniki sugeruja, ze mikroRNA-208a moze odzwierciedla¢ nie tylko stopien
biochemicznego uszkodzenia kardiomiocytéw, lecz takze jego bezposrednie konsekwencje
funkcjonalne w postaci pogorszenia wydolnosci hemodynamicznej przeszczepionego serca we
wczesnym okresie po reperfuzji. Wyzsze stezenia mikroRNA-208a towarzyszyly bowiem wyzszym
cisnieniom napelniania, nizszemu indeksowi sercowemu oraz wigkszemu zapotrzebowaniu na

wsparcie inotropowe.

Obserwacje te pozostaja zgodne z danymi literaturowymi wskazujacymi, ze poziom krazacego
mikroRNA-208a koreluje z rozlegtoscig uszkodzenia migénia sercowego oraz ciezkoscig przebiegu
klinicznego, co sugeruje, ze marker ten odzwierciedla nie tylko sam proces uszkodzenia
komorkowego, lecz takze jego znaczenie funkcjonalne dla pracy serca [93,94]. W populacji
biorcéw serca podobng zalezno$¢ miedzy zmianami st¢zenia krazacych myomiR a przebiegiem

pooperacyjnym oraz procesem regeneracji przeszczepionego narzadu opisali Wang i wsp. [94].

Z klinicznego punktu widzenia ma to szczegdlne znaczenie, poniewaz wczesna dysfunkcja graftu
ma charakter wieloczynnikowy(niedokrwienie/reperfuzja, przecigzenie prawej komory, opor ptucny,
czynniki dawcy i biorcy, odpowiedz zapalna) i manifestuje si¢ przede wszystkim zaburzeniami
hemodynamicznymi oraz zwigkszonym zapotrzebowaniem na wsparcie farmakologiczne lub
potrzebg zastosowania mechanicznego wspomagania krazenia. Marker, ktory wczesnie koreluje
zardwno z uszkodzeniem komodrkowym, jak 1 jego kliniczng manifestacjag hemodynamiczng, moze
stanowi¢ uzyteczne narzedzie w monitorowaniu funkcji przeszczepionego serca oraz wczesnej
stratyfikacji ryzyka.[11,94] Podsumowujac wyniki niniejszego badania oraz dane literaturowe

wskazuja, ze mikroRNA-208a moze stanowi¢ biomarker tgczacy molekularne cechy uszkodzenia
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migs$nia sercowego z jego konsekwencjami hemodynamicznymi, co zwigksza jego potencjalng

warto$¢ kliniczng w pierwszych godzinach po transplantacji.

10.7.1. Mechanizmy pojawiania si¢ mikroRNA-208a w krazeniu po reperfuzji
Obecnos¢ mikroRNA-208a w osoczu po transplantacji serca mozna tlumaczy¢ wspoélistnieniem

kilku komplementarnych mechanizméw biologicznych.

Pierwszym z nich jest pasywne uwalnianie z uszkodzonych kardiomiocytow w nastepstwie
niedokrwienia i1 reperfuzji. Proces ten obejmuje martwice, zwickszong przepuszczalno$¢ bton
komoérkowych, a takze mechanizmy programowanej $mierci komorki, takie jak apoptoza czy
nekroptoza. Uszkodzenie strukturalne blony komorkowej sprzyja przedostawaniu si¢

cytoplazmatycznych miRNA do przestrzeni pozakomorkowej i nastepnie do krazenia.

Drugim mechanizmem jest aktywna sekrecja mikroRNA w odpowiedzi na stres komorkowy.
MikroRNA moga by¢ uwalniane w postaci pecherzykdéw zewnatrzkomoérkowych (egzosomy,
mikroczastki) lub w formie kompleksow z biatkami wigzacymi RNA. Proces ten stanowi element
migdzykomorkowej komunikacji i moze odzwierciedla¢ adaptacyjng odpowiedz mig¢énia sercowego

na uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne [111,112].

Wykazano, ze krazace mikroRNA wystepuja w formie wyjatkowo stabilnej i s3 odporne na
degradacj¢ przez RNazy obecne w osoczu. Stabilno$¢ ta wynika z ich ,,opakowania” w pecherzyki
zewnatrzkomorkowe lub zwigzania z biatkami ochronnymi, co zwigksza ich potencjalng

uzyteczno$¢ jako biomarkerow [57,107,108].

10.7.2. Transport, stabilno$¢ 1 klirens krazagcych mikroRNA — implikacje

interpretacyjne

Z perspektywy klinicznej przydatnosci biomarkera kluczowe znaczenie maja trzy elementy: forma

transportu, stabilno$¢ preanalityczna oraz czas pottrwania i klirens.

Transport i stabilnos$¢. Krazace mikroRNA s3 transportowane w osoczu glownie w kompleksach z
biatkami z rodziny Argonaute (np. Ago2), w pecherzykach zewnatrzkomorkowych (egzosomy,
mikroczastki) oraz, wedlug czesci badan, w asocjacji z lipoproteinami. Mechanizmy te zapewniaja
ochrone przed degradacjg enzymatyczng i odpowiadaja za wzgledng stabilnos$¢ sygnatu w materiale
biologicznym [57,107-110]. Z punktu widzenia metodologii zwigksza to wiarygodno$¢ oznaczen,

pod warunkiem zachowania standaryzowanych warunkow pobrania i przechowywania probek.

Klirens i czas poltrwania. Dane dotyczace klirensu mikroRNA u ludzi sg nadal ograniczone.

Modele eksperymentalne sugeruja, ze ich dynamika w krazeniu moze by¢ stosunkowo szybka, z
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istotnym udzialem wychwytu tkankowego — w tym watroby — oraz mechanizméw endocytozy
komorkowej [115]. W praktyce klinicznej moze to oznaczaé, ze mikroRNA-208a szczegdlnie
dobrze ,,znakuje” najwczesniejsze okno uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego, natomiast jego
przydatnos¢ diagnostyczna moze by¢ bardziej ograniczona w pdzniejszych dobach po transplantacji

[94].

W kontekscie niniejszego badania wtasciwosci te wspieraja interpretacje, ze obserwowany wczesny
wzrost mikroRNA-208a po reperfuzji odzwierciedla bezposrednig odpowiedz komoérkowa
przeszczepionego serca na stres operacyjny, a jego profil czasowy moze rozni¢ si¢ istotnie od

klasycznych markerow martwicy, takich jak troponina.

Wplyw funkeji nerek. Zaburzenia czynno$ci nerek sa czestym powiklaniem po rozlegtych
zabiegach chirurgicznych. W licznych badaniach wykazano, ze st¢zenia krazacych mikroRNA
mogg zaleze¢ od wartosci przesaczania kiebuszkowego (eGFR), co wskazuje, ze funkcja nerek
moze stanowi¢ istotny czynnik zaklocajacy w analizach klinicznych [113,114]. W przegladach
dotyczacych roli mikroRNA w chorobach nerek podkresla si¢ znaczenie takich czasteczek jak miR-
21, miR-29, miR-126 czy miR-155, ktorych poziom koreluje z uszkodzeniem nerek oraz stopniem
uposledzenia filtracji kigbuszkowej. Jednoczesnie miR-208a nie jest wymieniane wsréd mikroRNA

zwigzanych z patologia nerek ani z pogorszeniem funkcji nerek [127-129].

MikroRNA-208a nalezy do grupy tzw. myomiR i wykazuje wysoka swoisto$¢ tkankowg dla
kardiomiocytow, przy minimalnej ekspresji w innych tkankach. Jego obecno$§¢ w krazeniu jest
bezposrednio zwigzana z uszkodzeniem migsnia sercowego, co dodatkowo przemawia za
ograniczonym wplywem czynnikbw pozasercowych na jego stezenie. Dodatkowo, w
przeciwienstwie do troponin sercowych, ktorych stezenia moga by¢ podwyzszone w schytkowej
niewydolnosci nerek w  wyniku zmniejszonego klirensu  nerkowego, w badaniach
eksperymentalnych wykazano, ze obustronna nefrektomia nie powoduje wzrostu st¢zenia
mikroRNA-208a w osoczu, co sugeruje, ze eliminacja tego markera nie zalezy istotnie od funkcji
nerek [93]. W dostgpnych badaniach klinicznych oceniajacych jego warto$¢ jako biomarkera
uszkodzenia migsnia sercowego nie wykazano jednoznacznego wplywu funkcji nerek na jego

poziom.

W niniejszym badaniu wpltyw tego potencjalnego czynnika zakldcajacego zostat dodatkowo
ograniczony poprzez wykluczenie biorcow z przedoperacyjng niewydolno$cia nerek oraz
oznaczenie st¢zenia mikroRNA-208a w ciagu pierwszych 24 godzin po zabiegu ortotopowego
przeszczepienia serca (OHT). W tym okresie, do 24 godzin po OHT, u zadnego z pacjentow nie

obserwowano rozwoju pooperacyjnej niewydolnosci nerek ani istotnego pogorszenia parametrow
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funkcji nerek. W zwiazku z powyzszym mozna uznaé, ze wplyw czynnos$ci nerek na uzyskane
wyniki byt niewielki i malo prawdopodobne, aby istotnie wptynat na ich interpretacje. Nalezy
jednak podkresli¢, ze dane z piSmiennictwa dotyczace zalezno$ci pomiedzy funkcja nerek a

stezeniem mikroRNA-208a sg ograniczone, co stanowi potencjalne ograniczenie badania.

10.7.3. MikroRNA-208a a troponina T — porownanie biologiczne i kliniczne po
kardiochirurgii i transplantacji

Swoistosé tkankowa.

MikroRNA-208a jest silnie zwigzany z kardiomiocytami i wykazuje wysokg swoistos¢ tkankowa
dla mig$nia sercowego, co moze stanowi¢ istotng przewage w sytuacjach klinicznych, w ktorych hs-
cTnT jest podwyzszona z wielu przyczyn niezwigzanych bezposrednio z ostrym uszkodzeniem
graftu (np. przewlekla niewydolnos¢ serca, przeciazenie hemodynamiczne, zaburzenia funkcji nerek,
stan krytyczny przed transplantacja). Wysokie tto wyjsciowe troponiny moze utrudnia¢ interpretacje
bardzo wczesnych zmian pooperacyjnych, podczas gdy niski poziom wyj$ciowy mikroRNA-208a

sprzyja korzystniejszemu stosunkowi sygnatu do tta biologicznego [15,93,94].
Mechanizmy uwalniania.

Troponiny moga by¢ uwalniane nie tylko w wyniku martwicy kardiomiocytow, lecz takze wskutek
przejsciowego  uszkodzenia bton komodrkowych, stresu mechanicznego, przecigzenia
objetosciowego oraz mechanizmow specyficznych dla krazenia pozaustrojowego (CPB) i1 zabiegow
kardiochirurgicznych. Zjawiska te prowadza do czestych i niejednoznacznych wzrostow stgzen
troponin w okresie pooperacyjnym, co komplikuje ich interpretacj¢ jako markeréw swoiscie
odzwierciedlajacych funkcje przeszczepionego serca [103]. MikroRNA-208a, jako czasteczka
zwigzana bezposrednio z aparatem kurczliwym kardiomiocytow, moze w wigkszym stopniu

odzwierciedla¢ rzeczywisty zakres uszkodzenia komorkowego.

Kinetyka.

Wyniki badan w dziedzinie transplantologii wskazuja na wczesne piki krazagcych myomiR po
ortotopowym przeszczepieniu serca, co interpretowane jest jako bezposrednia odpowiedZ na
uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne graftu [94]. Zgodnie z tymi obserwacjami wyniki
niniejszego badania, wskazujace na szybsze osigganie maksimum stezenia mikroRNA-208a w
poréwnaniu z hs-cTnT, wpisujg si¢ w koncepcj¢ przewagi czasowej miRNA w ocenie bardzo
wczesnego uszkodzenia przeszczepionego serca. Roznice kinetyczne migdzy markerami mogg mie¢
znaczenie praktyczne w pierwszych godzinach po zabiegu, gdy podejmowane sa kluczowe decyzje

terapeutyczne.
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Aspekty analityczne.

Troponiny stanowiag markery rutynowo stosowane w praktyce klinicznej — s3 dobrze
wystandaryzowane, szeroko dostgpne 1 cechujag si¢ powtarzalno$cig oznaczen. Oznaczanie
mikroRNA wymaga natomiast zaplecza molekularnego oraz S$cistej kontroli etapow
preanalitycznych. W literaturze podkresla si¢ wpltyw hemolizy, aktywacji ptytek krwi, sposobu
przygotowania osocza oraz przyjetej strategii normalizacji na uzyskiwane wyniki miRNA
[59,60,105]. Z tego wzglgedu wdrozenie miRNA do rutynowej praktyki klinicznej wymaga dalszej

standaryzacji metod.

Podsumowujac, troponiny nadal zajmuja ugruntowang pozycj¢ w diagnostyce klinicznej. Jednak
mikroRNA-208a ze wzgledu na wysoka swoistos¢ tkankows, korzystniejsza dynamike wczesnej
odpowiedzi oraz mozliwo$¢ lepszego odzwierciedlania funkcjonalnych nastepstw uszkodzenia
graftu — moze stanowi¢ cenne uzupelnienie klasycznych biomarkerow stosowanych w
monitorowaniu wczesnego okresu po transplantacji serca, a w przysztosci by¢ moze rowniez zyskac

znaczenie jako samodzielny marker wczesnego uszkodzenia mig¢$nia sercowego.

10.8. Analiza ROC i predykcja uszkodzenia graftu oraz potrzeby VA-

ECMO

W analizie ROC mikroRNA-208a wykazywat dobra zdolno$¢ predykcyjng juz w 1. godzinie po
zakonczeniu reperfuzji (AUC 84,4%, czulo$¢ 82,5%, swoisto$¢ 75%), podczas gdy hs-cTnT
osiggata istotng zdolnos¢ predykcyjng dopiero w 12. godzinie (AUC 79,1%). Rdznica ta podkresla
przewage czasowa mikroRNA-208a 1 wskazuje, ze marker ten moze umozliwia¢ szybsza

identyfikacje pacjentow zagrozonych wczesng dysfunkcja graftu.

Z klinicznego punktu widzenia pierwsze godziny po transplantacji majg istotne znaczenie dla
stabilizacji hemodynamicznej biorcy i optymalizacji leczenia. Wczesna informacja o zwigkszonym
ryzyku niewydolnosci przeszczepionego serca moze wptywac na decyzje dotyczace intensyfikacji
wsparcia inotropowego, modyfikacji obcigzen hemodynamicznych czy przygotowania zespotu do
ewentualnego zastosowania mechanicznego wspomagania krazenia. W tym kontekscie wyzsza
wartos¢ AUC mikroRNA-208a w najwczesniejszym punkcie czasowym moze mie¢ wymiar

praktyczny, poniewaz skraca czas do uzyskania istotnej informacji prognostyczne;.

Szczegoblnie istotna jest obserwacja dotyczaca koniecznosci zastosowania VA-ECMO u 9 pacjentow.
Istotna zalezno$¢ pomiedzy stezeniem mikroRNA-208a w 6. godzinie po zakonczeniu reperfuzji a
potrzeba wdrozenia mechanicznego wspomagania krazenia sugeruje, ze marker ten moze mie¢ nie

tylko warto$¢ diagnostyczna, lecz rowniez prognostyczng w odniesieniu do cigzkiej niewydolnosci
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graftu. W dotychczasowym pismiennictwie podkresla si¢, ze wczesna dysfunkcja przeszczepionego
serca ma charakter dynamiczny i moze szybko postgpowac, a opdznienie decyzji o wdrozeniu
wsparcia mechanicznego pogarsza rokowanie [11,94]. W tym konteks$cie biomarker umozliwiajacy

wczesniejszg stratyfikacje ryzyka moze wspierac proces decyzyjny.

Nalezy jednak podkresli¢, ze liczba pacjentow wymagajacych VA-ECMO byta ograniczona, co
moze wplywaé na stabilno$¢ estymacji parametrow ROC 1 wymaga potwierdzenia w wigkszych,
wieloosrodkowych kohortach. Pomimo tego uzyskane wyniki wskazuja, ze mikroRNA-208a moze
stanowi¢ obiecujgce narzedzie w bardzo wczesnej ocenie ryzyka ci¢zkiej dysfunkcji graftu po

transplantacji serca.

10.9. Prezentacja przeliczonej ekspresji mikroRNA-208a — ujednolicenie

raportowania

W niniejszej pracy poziom mikroRNA-208a przedstawiono jako wzgledng ekspresje obliczang
metoda 2"—AACt, co umozliwia pordéwnanie zmian stezenia miedzy kolejnymi punktami
czasowymi U tego samego pacjenta oraz ogranicza wplyw zmiennos$ci technicznej pomig¢dzy

probkami.

Zastosowano nastepujace obliczenia:
* ACt= Ct(miR-208a) — Ct(miRNA referencyjne / kontrola endogenna)
*  AACt = ACt(punkt po zabiegu) — ACt(proba odniesienia, np. przed reperfuzja)
* wzgledna ekspresja = 2" —~AACt

Metoda ta jest szeroko stosowana w analizach RT-gPCR i rekomendowana w wytycznych
dotyczacych raportowania badan ilosciowych ekspresji genow, poniewaz zwigksza transparentnose,

powtarzalno$¢ i porownywalnos¢ wynikow [63].

Zastosowanie wzglednej ekspresji zamiast surowych wartosci Ct pozwala na czg¢sciowg kontrolg
zmienno$ci wynikajacej z efektywnoSci odwrotnej transkrypcji, roznic w iloSci materialu
wyj$ciowego oraz zmienno$ci miedzy seriami oznaczen. Kluczowym elementem tej strategii jest
jednak prawidtowy dobdr stabilnego miRNA referencyjnego, ktorego ekspresja nie ulega istotnym

zmianom w analizowanych warunkach klinicznych.

W badaniach dotyczacych mikroRNA w osoczu i surowicy szczegdlne znaczenie ma rowniez
standaryzacja etapow preanalitycznych. Hemoliza, aktywacja ptytek krwi, czas do odwirowania
probki, warunki przechowywania oraz liczba cykli zamrazania—rozmrazania mogg istotnie wptywac

na wartosci Ct 1 w konsekwencji na koncowa warto§¢ wzglednej ekspresji [59,60,105]. Z tego
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wzgledu w niniejszym badaniu zachowano jednolity protokét pobrania i1 przetwarzania probek, co

mialo na celu ograniczenie potencjalnych artefaktow analitycznych.

Nalezy jednak podkresli¢, ze metoda 2"—AACt dostarcza informacji o zmianach wzglednych, a nie
bezwzglednym stezeniu czasteczek w osoczu. Oznacza to, ze interpretacja wynikOw powinna
uwzglednia¢ charakter potilosciowy oznaczenia oraz potencjalny wplyw doboru proby

referencyjnej na uzyskane wartosci.

10.10. Ograniczenia badania

Liczebno$¢ analizowanej proby byla umiarkowana, co moze ograniczaé moc statystyczng,
szczegdlnie w analizach podgrupowych (np. konieczno$¢ zastosowania VA-ECMO, przyczyna
zgonu dawcy, wybrane zmienne okotooperacyjne). W konsekwencji czg¢s¢ obserwowanych
zalezno$ci wymaga potwierdzenia w  wigkszych kohortach, najlepiej o charakterze
wieloosrodkowym. Przyszle badania powinny uwzglednia¢ dalsza standaryzacje etapow
preanalitycznych, sposobu izolacji RNA, doboru miRNA referencyjnych oraz modelowania
istotnych wspolzmiennych, takich jak funkcja nerek, parametry zapalne, czasy niedokrwienia czy

czas krazenia pozaustrojowego [59,60,63,105,113].

Nalezy jednak podkresli¢, ze uzyskanie jednorodnej kohorty biorcéw poddanych pierwotnej
transplantacji serca w jednym osrodku stanowi obecnie istotne wyzwanie organizacyjne i kliniczne.
Wspotczesna transplantologia charakteryzuje si¢ zmniejszong dostepnosciag narzagdow oraz rosngcg
heterogennoscia populacji biorcow, w tym wigkszym odsetkiem chorych wymagajacych
wczesniejszego mechanicznego wspomagania krazenia. Przyjete w niniejszym badaniu
rygorystyczne kryteria wigczenia — obejmujace wylacznie pacjentow poddanych pierwszorazowej
transplantacji oraz wykluczenie chorych po wczesniejszych operacjach kardiochirurgicznych 1 z
mechanicznym wspomaganiem krazenia przed OHT — istotnie ograniczyly liczebnos$¢ proby, lecz
jednoczesnie pozwolity na uzyskanie wzglednie homogenicznej populacji. Zmniejszenie liczby
dostgpnych dawcow w ostatnich latach dodatkowo wplywa na ograniczenie mozliwosci

rekrutacyjnych w pojedynczym osrodku.

Ograniczeniem praktycznym pozostaje takze dostgpno$¢ oznaczen miRNA. Pomiar mikroRNA-
208a nadal wymaga zaplecza molekularnego, standaryzowanych procedur laboratoryjnych oraz
czasu potrzebnego na izolacje RNA i analize RT-qPCR, co obecnie ogranicza jego zastosowanie w
trybie ,,przytozkowym”. Rozwo6j szybkich platform diagnostycznych i automatyzacja procesow

analitycznych moga w przysztosci zwigkszy¢ dostgpnos¢ kliniczng takich oznaczen [112].

Istotnym atutem badania jest natomiast oznaczanie mikroRNA-208a i hs-cTnT zaréwno u dawcy,

jak 1 u biorcy przed zabiegiem oraz seryjnie po reperfuzji. Takie podejscie zwieksza wiarygodnos¢
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interpretacji zmian w czasie, umozliwia ocen¢ dynamiki markerow w odniesieniu do wartosci
wyjsciowych oraz ogranicza wptyw wysokiego tta biologicznego. Dodatkowo wykluczenie biorcéw
po wczesniejszych operacjach kardiochirurgicznych oraz pacjentow z mechanicznym
wspomaganiem krazenia przed OHT zmniejszylo heterogennos¢ grupy i pozwolito na bardziej

jednoznaczng interpretacje zaleznosci miedzy poziomem mikroRNA-208a a funkcjg graftu.

10.11. Implikacje kliniczne 1 kierunki dalszych badan

Uzyskane wyniki wspierajg hipotezg, ze mikroRNA-208a moze petnié role wczesnego biomarkera
uszkodzenia przeszczepionego serca oraz towarzyszacej mu dysfunkcji hemodynamicznej po
transplantacji. Szybsza dynamika wzrostu w poréwnaniu z hs-cTnT, istotne korelacje z parametrami
hemodynamicznymi oraz zdolno$¢ predykcyjna w analizie ROC wskazuja, ze mikroRNA-208a

moze dostarczaé klinicznie uzytecznej informacji w pierwszych godzinach po reperfuzji.
Szczegdlnie obiecujace wydaje si¢ potencjalne zastosowanie mikroRNA-208a w:

* wczesnej stratyfikacji ryzyka rozwoju dysfunkcji graftu w bezposrednim okresie

pooperacyjnym,

* wspomaganiu decyzji dotyczacych intensyfikacji wsparcia inotropowego oraz rozwazenia

mechanicznego wspomagania krazenia (np. VA-ECMO)),

* integracji z parametrami hemodynamicznymi (CVP, PCWP, CI) oraz wskaznikami
klinicznymi w wielowymiarowych modelach predykcyjnych wczesnej niewydolnosci

przeszczepionego serca.

W przyszto$ci zasadne wydaje si¢ opracowanie panelu molekularnego obejmujacego nie tylko
mikroRNA-208a, lecz rowniez inne myomiR i mikroRNA zwigzane 2z uszkodzeniem,

przecigzeniem oraz odpowiedzig zapalng migsnia sercowego. W szczeg6lno$ci warto rozwazyc:
* miR-1 - zwigzany z uszkodzeniem kardiomiocytow i zaburzeniami przewodzenia;
* miR-133a/b — odzwierciedlajacy uszkodzenie migénia sercowego oraz procesy remodelingu;

* mMiR-499 - silnie zwigzany z martwica kardiomiocytow, wykazywal przydatnos¢ po

transplantacji serca;
* miR-21 — zwigzany z procesami zapalnymi i wldknieniem;
* mIiR-126 — marker funkcji $rodbtonka i odpowiedzi naczyniowej;

* miR-155 — zwigzany z aktywacja uktadu immunologicznego, potencjalnie istotny w

kontekscie odpowiedzi zapalnej i odrzucania.
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Zastosowanie panelu obejmujacego zarowno myomiR (uszkodzenie komorkowe), jak 1 mikroRNA
zwigzane z zapaleniem i dysfunkcja S$rodbtonka mogloby zwigkszy¢ czulo$¢ oraz swoistosé

diagnostyczng w porownaniu z analiza pojedynczej czasteczki [94,98,112-114].

Kolejne badania powinny obejmowaé wigksze, najlepiej wieloosrodkowe kohorty pacjentow oraz
analizy wielowymiarowe z uwzglednieniem istotnych wspolzmiennych klinicznych i
okotooperacyjnych. Konieczna jest dalsza standaryzacja procedur preanalitycznych i analitycznych,

w tym sposobu izolacji RNA, doboru miRNA referencyjnych oraz strategii normalizacji.

Istotnym obszarem dalszych badan pozostaje rowniez ocena wptywu funkcji nerek i watroby na
dynamike krazacych mikroRNA, co moze mie¢ znaczenie dla interpretacji wynikdw u pacjentoéw w
stanie  krytycznym. Rozw0@j szybkich, zautomatyzowanych platform diagnostycznych
umozliwiajacych oznaczenie mikroRNA w czasie zblizonym do testow przytézkowych mogtby w
przysztosci zwickszy¢ ich dostepnos$¢ kliniczng 1 utatwi¢ implementacje w rutynowej praktyce

transplantologiczne;j.

11. WhnioskKi

1. Obecne badanie sugeruje, ze mikroRNA-208a jest nowym, czulym markerem wczesnego

uszkodzenia mig$nia serca u pacjentow poddanych operacji przeszczepienia serca ludzkiego.

2. Analiza wykazata, Zze mikroRNA-208a jest znaczaco szybciej wykrywalnym markerem,
swiadczacym o mozliwym uszkodzeniu migsnia sercowego, we krwi pacjentdow poddanych

przeszczepowi serca niz troponina T.

3. MikroRNA-208a moze z powodzeniem stuzy¢ do monitorowania pracy serca pO jego
transplantacji, a z kolei rozpoznanie potencjalnego uszkodzenia migsnia serca na bardzo wczesnym
etapie moze pomdc w podjeciu odpowiednich decyzji terapeutycznych dotyczacych tej grupy

pacjentow i przyczyni¢ si¢ do poprawy wynikdw operacji przeszczepu serca.
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13. Streszczenie

Wstep

Przeszczepienie serca pozostaje ztotym standardem leczenia schytkowej niewydolno$ci serca,
istotnie wydtuzajac przezycie oraz poprawiajac jakos¢ zycia pacjentow. Ograniczona dostgpnosé
dawcéw prowadzi jednak do coraz czestszej kwalifikacji narzadow granicznych, obarczonych
wickszym ryzykiem uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego. Proces pobrania, transportu oraz
reperfuzji przeszczepionego serca wigze si¢ z martwicg kardiomiocytow i réznym stopniem
uszkodzenia migénia sercowego, co moze skutkowac pierwotng niewydolno$cig przeszczepu i
zwigkszong wczesng $miertelnoscig. Istnieje zatem potrzeba identyfikacji czulego i swoistego
markera wczesnego uszkodzenia mig$nia sercowego, ktory mogtby wspomoc kwalifikacje narzadu

do przeszczepu oraz wczesne decyzje terapeutyczne po operacji.

MikroRNA to krotkie, niekodujace czasteczki RNA, regulujace ekspresje genéw na poziomie
potranskrypcyjnym i uczestniczace w kluczowych procesach biologicznych, takich jak
réznicowanie, proliferacja i apoptoza komorek. Ze wzgledu na wysoka swoisto$¢ tkankowa i
stabilnos¢ w krazeniu obwodowym, mikroRNA stanowig obiecujaca grupe biomarkerow
diagnostycznych i prognostycznych w chorobach uktadu sercowo-naczyniowego. Sposrod licznych
mikroRNA zwigzanych z patologia serca, mikroRNA-208a wyrdznia si¢ wyjatkowa
kardiospecyficznoscig, gdyz jest kodowane w intronie genu ci¢zkiego tancucha a-miozyny i

wystepuje wytacznie w kardiomiocytach.

W warunkach uszkodzenia migénia sercowego mikroRNA-208a jest szybko uwalniane do krwi
obwodowej 1 moze by¢ wykrywane juz w pierwszej godzinie od incydentu niedokrwiennego,
wykazujagc wysoka czulo$¢ 1 swoisto$¢ diagnostyczng. Dotychczasowe badania wskazuja, ze w
przeciwienstwie do innych mikroRNA, mikroRNA-208a nie wystepuje we krwi oséb zdrowych 1

pojawia si¢ wylacznie w przebiegu ostrego uszkodzenia migénia sercowego.

Celem niniejszej pracy jest ocena przydatnosci mikroRNA-208a jako wczesnego markera
uszkodzenia migsnia sercowego w przebiegu przeszczepienia serca oraz okreSlenie jego

potencjalnej wartosci diagnostycznej i prognostycznej w tej grupie pacjentow.
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Cele pracy

Cel gtowny:

Ocena przydatnosci badania poziomu ekspresji mikroRNA-208a w diagnostyce wczesnego

uszkodzenia miokardium u pacjentow poddanych operacji przeszczepienia serca ludzkiego, w

odniesieniu do dotychczas stosowanej troponiny T.

Cele szczegbdlowe:

1.

Ocena poziomu ekspresji mikroRNA-208a oraz stezenia troponiny T u dawcow oraz bior-

cow serca przed interwencja chirurgiczna.

Poréwnanie poziomu ekspresji mikroRNA-208a oraz stezenia troponiny T u pacjentdw po

przeszczepieniu serca .

Ocena wptywu przyczyny zgonu dawcy oraz uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego w

trakcie krazenia pozaustrojowego na poziom mikroRNA-208a oraz troponiny T.

Ocena korelacji pomigdzy mikroRNA-208a i troponing T oznaczanymi po transplantacji

serca w zdefiniowanych punktach czasowych.

Ocena zaleznos$ci pomigdzy mikroRNA-208a i troponing T a czasem trwania krazenia poza-

ustrojowego podczas zabiegu przeszczepienia serca ludzkiego.

Ocena korelacji pomigdzy mikroRNA-208a, troponing T a usrednionymi pomiarami z cew-
nika Swan—Ganz: osrodkowe cisnienie zylne(CVP), cisnienie zaklinowania w tetnicy ptuc-

nej (PCWP) oraz indeks sercowy(Cl).

Ocena przydatnosci mikroRNA-208a 1 troponiny T jako markeréw w diagnostyce wczesne-
go pooperacyjnego uszkodzenia migsnia sercowego w odniesieniu do stanu klinicznego pa-
cjenta, w tym: wyniku echokardiografii pooperacyjnej, objawdéw wczesnej niewydolnosci

graftu, zapotrzebowania na katecholaminy (VIS/Inotrope Score) oraz konieczno$ci zastoso-

wania mechanicznego wspomagania kragzenia (ECMO VA) z powodu niewydolnos$ci graftu.
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Metodyka

Badanie miato charakter prospektywny i obejmowato 45 dawcow serca, 45 biorcow przeszczepu
serca oraz 10 zdrowych os6b jako grupe kontrolng. U pacjentow i dawcoOw pobrano sze$¢ probek
krwi: dwie przed operacja (od dawcy i1 biorcy) oraz cztery po zakonczeniu reperfuzji
przeszczepionego serca u biorcy (1, 6, 12 i 24 h). W grupie kontrolnej wykonano jednorazowe
pobranie krwi w celu oceny ekspresji mikroRNA-208a. Rownolegle oznaczano poziom troponiny T
w surowicy jako standardowego markera uszkodzenia mig$nia sercowego.

Ekspresj¢ mikroRNA-208a analizowano metoda Real-time PCR z wykorzystaniem sond TagMan,
normalizujgc wzgledem U6 snRNA i wyliczajac wzgledng zmiang ekspresji metoda 2"-AACt.
Troponing T oznaczono metoda elektrochemiluminescencji (ECLIA). Przeszczepy wykonywano
technikg bikawalng, a serca pobierano zgodnie ze standardowa procedura, przy uzyciu 2000 ml

ptynu kardioplegicznego Celcior.

Analiza statystyczna

Zmienne kategoryczne przedstawiano jako liczby i odsetki, a zmienne ciagte jako $rednig + SD
lub mediang z kwartylami (Q1-Q3), w zaleznosci od rozktadu ocenianego testem Shapiro—Wilka.
Do porownan zmiennych kategorycznych stosowano test chi-kwadrat lub dokladny test Fishera.
Zmienne ciggte porownywano testem t-Studenta lub ANOVA dla rozktadu normalnego oraz testem
Manna-Whitneya lub Kruskala-Wallisa w przypadku rozktadow nienormalnych, z korekcja
Bonferroniego dla poréwnan wielokrotnych.

Zalezno$ci pomigdzy zmiennymi ciaglymi oceniano przy uzyciu korelacji rang Spearmana.
Dynamike zmian markerow uszkodzenia migsnia sercowego w czasie oraz ich zalezno$¢ od
parametréw klinicznych analizowano z wykorzystaniem modeli mieszanych, uwzgledniajagcych
efekt losowy pacjenta oraz efekt stalty czasu lub badanego markera. Zdolno$¢ predykcyjng
mikroRNA-208a i troponiny T oceniano za pomocg analizy krzywych ROC, raportujac AUC,
czutos¢ 1 swoistos$¢. Poziom istotno$ci statystycznej ustalono na p < 0,05. Analizy przeprowadzono

w §rodowisku R (wersja 3.4.0).
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Wiyniki

1. Prébki krwi, do badan mikroRNA-208a i troponiny T, pobrano jeszcze przed interwencjg chi-
rurgiczng, od zakwalifikowanych dawcoéw jak i biorcow. Wartosci wyjsciowe mikroRNA-208a
przed transplantacja byty zblizone i skupione wokot Ct = 40, co odpowiadato niskiej lub niewykry-
walnej ekspresji. W grupie kontrolnej oséb zdrowych nie wykazano zadnego poziomu ekspresji
mikroRNA-208a. Powyzsze fakty pozwalaja wnioskowaé, ze pdzniejsze, mierzone poziomy eks-
presji mikroRNA, w kolejnych, zaplanowanych odstepach czasowych, sg wiarygodnymi danymi
pochodzacymi tylko i wytacznie z proceséw zachodzacych w nowo przeszczepionym sercu. Nato-
miast w przypadku troponiny T mierzonej u dawcow i biorcéw przed zabiegiem operacyjnym $red-
ni poziom jej wyniost odpowiednio dla dawcy 20,9ng/l (11.1-50.6ng/l) dla biorcy 27,6ng/l (13.9-
51.1ng/l) . Jest to pozom istotnie powyzej normy dla tego markera. Fakt ten sugeruje znaczace
ograniczenie w wykorzystaniu troponiny T jako markera §ledzacego funkcje ,,nowego" serca. Istot-
ny wzrost poziomu ekspresji mikroRNA-208a oraz st¢zenia troponiny T odnotowano juz w pierw-

szej godzinie po zakonczeniu reperfuzji nowo0 przeszczepionego serca.

2. Badanie wykazato , ze mikroRNA-208a jest znaczaco szybciej wykrywalnym markerem we
krwi pacjentéw poddanych przeszczepowi serca niz troponina T. Czas do osiggni¢cia maksymalne-
go poziomu ekspresji dla mikroRNA-208a i poziomu troponiny T byt istotnie krotszy w przypadku
mikroRNA-208a - dla mikroRNA-208a wyniost 6,8 godzin przy czasie 10,5 godzin dla troponiny T.

3. Biorgc pod uwage o przyczyn¢ zgonu dawcy to ani zgon z powodu choroby naczyniowo-
mozgowej ( krwawienia $rddczaszkowe lub udary niedokrwienne) jak i zgon z powodu urazéw
czaszkowo-moézgowych nie miaty wptywu na wyniki badanego poziomu ekspresji mikroRNA-208a.
W przypadku troponiny T odnotowano, zalezne od przyczyny $mierci, zmiany w jej stezeniu, po
godzinie od zakonczenia reperfuzji serca (p=0,025) .Natomiast czas od stwierdzenia zgonu dawcy
do pobrania od niego graftu, ktérego mediana wyniosta 11 godzin, nie miat wptywu, istotnego sta-

tystycznie, zarbwno na poziom mikroRNA-208a jak i na poziom troponiny T.
4. Istnieje ujemna korelacja, istotna statystycznie pomi¢dzy poziomem ekspresji mikroRNA-208a a

troponing T w kolejnych punktach czasowych pomiaru po zabiegu operacyjnym (p=0,0204, corre-
lation coefficient -0,202).
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5. Czas trwania krazenia pozaustrojowego, wykazywat istotny wptyw na zmiany poziomu ekspresji
mikroRNA-208a juz w pierwszej godzinie po zakonczeniu reperfuzji migsnia sercowego ( p<
0.019). Natomiast troponina T wykazata zmiany istotnie statystycznie w dopiero w 6, 12, 24 godzi-

nie po zakonczeniu reperfuzji mi¢snia sercowego (p<0.036,p<0,005, p< 0,004).

6. W przypadku oceny hemodynamicznej serca wzi¢liSmy pod uwage osrodkowe cisnienie zylne
(CVP), cisnienie zaklinowania (PCWP), indeks sercowy (CI) oraz Intropscore . Mikro RNA-208a
wykazat dodatnie korelacje z CVP , PCWP oraz Inotropscore w tym samym czasie a takze ujemng
korelacje z CI. Troponina T wykazata jedynie takg korelacje z CVP w jedynym punkcie czasowym

(6 godzina) oraz z Inotropscore w 1 godzinie pomiaru.

7. W analizie krzywych ROC, zdolnosci predykcyjnych mikroRNA-208a i troponiny T w wykry-
waniu uszkodzenia mig¢énia sercowego, mikroRNA-208a uzyskat, juz w 1 godzinie po zakonczeniu
reperfuz;ji, (82,5% czulosci , 75% specyficznosci, z AUC 84,4%, przy p-value 0,025), co sugeruje
potencjal mikroRNA-208a jako wczesnego biomarkera do prognozowania uszkodzenia graftu. W
przypadku troponiny T omawiang zdolno$¢ predykcyjna, wykazano w 12 godzinie po zakonczeniu
reperfuzji (czutos¢ 66,7%, specyficznos¢ 87,2%, AUC 79,1%, p-value 0,021). Ponadto, w badanej
grupie pacjentow, u 9 oséb po transplantacji serca zaistniata koniecznos¢ zastosowania mechanicz-
nego wspomagania krazenia (ecmo tetniczo-zylne) z powodu niewydolnosci graftu. Wykazano
istotng korelacje pomigdzy ekspresjag mikroRNA- 208a(CT mikroRNA-208a) w 6 godzinie po za-
konczeniu reperfuzji (p-value 0,038) a zastosowaniem mechanicznego wspomagania krazenia po

przeszczepie serca . Takiej korelacji nie wykazano w przypadku troponiny T.

Znaczenie dotychczasowych wynikow

Wykazanie, ze mikroRNA-208a jest wiarygodnym, miarodajnym oraz wczesniej wystepujagcym
markerem, swiadczacym o mozliwym uszkodzeniu mig$nia sercowego, mogtoby istotnie wptynac
na decyzj¢ odnosnie kwalifikacji serca ludzkiego do przeszczepu, zastosowania, na wczesnym
etapie, urzadzen wspomagajacych prace graftu w przypadku jego niewydolnosci i w koncowym
efekcie przyczyni¢ si¢ do znaczacego zmniejszenia wczesne] S$miertelnosci pacjentdéw po
transplantacji.

Znaczacym atutem tego badania jest fakt, ze mikroRNA-208a jak i troponina T byly juz
oznaczane u dawcy i biorcy przed zabiegiem operacyjnym, co pozwolilo nam na uzyskanie
wiarygodnych danych, doktadne odzwierciedlajgcych zmiany w czasie poziomu ekspresji tego

markera oraz stgzenia troponiny T, ktore moglismy porowna¢ z dynamicznymi zmianami w funkcji
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hemodynamicznej serca. Dodatkowo wszyscy biorcy, ktérzy w przesztosci byli poddani zabiegowi
kardiochirurgicznemu lub przed przeszczepem serca zastosowano u nich mechaniczne
wspomaganie krazenia, zostali odrzuceni z tego badania. Pozwolilo to na ujednolicenie badanej
grupy 1 uzyskanie rzetelnych wynikéw mikroRNA-208a jak i troponiny T, ktérych zafatszowanie
mogtoby wynika¢ na przyklad z nieco odmiennej techniki operacyjnej ( chirurgiczne manewry
sercem w trakcie preparatyki zrostOw w repoeracji). Takiego podejscia do tego zagadnienia
dotychczas w literaturze nie opisywano.

Ograniczeniem prezentowanego badania jest fakt, ze pomiar mikroRNA-208a wymaga czasu i
wykonywany jest w zbyt matej liczbie osrodkéw. Dlatego tez wykazanie przydatno$ci mikroRNA-
208a, jako wczesnego markera uszkodzenia migénia serca, mogtoby znaczaco przyczyni¢ si¢ do

zwigkszenia jego dostepnosci jak i skrdcenia czasu oznaczania.

Whioski

1. Obecne badanie sugeruje, ze mikroRNA-208a jest nowym, czutym markerem wczesnego

uszkodzenia mig$nia serca u pacjentow poddanych operacji przeszczepienia serca ludzkiego.

2. Analiza wykazata, ze mikroRNA-208a jest znaczaco szybciej wykrywalnym markerem,
$wiadczacym o mozliwym uszkodzeniu migsnia sercowego, we krwi pacjentdow poddanych

przeszczepowi serca niz troponina T.

3. MikroRNA-208a moze z powodzeniem shuizy¢ do monitorowania pracy serca po jego
transplantacji, a z kolei rozpoznanie potencjalnego uszkodzenia migsnia serca na bardzo wczesnym
etapie moze poméc w podjeciu odpowiednich decyzji terapeutycznych dotyczacych tej grupy

pacjentdw 1 przyczyni¢ si¢ do poprawy wynikOw operacji przeszczepu serca.
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14. Summary

Abstract

Introduction

Heart transplantation remains the gold standard treatment for end-stage heart failure, significantly
prolonging survival and improving patients’ quality of life. However, the limited availability of
donor organs has resulted in the increasing acceptance of marginal donor hearts, which are
associated with a higher risk of ischemia—reperfusion injury. The processes of donor heart
procurement, transport, and reperfusion are inevitably accompanied by cardiomyocyte necrosis and
varying degrees of myocardial injury, which may lead to primary graft dysfunction and increased
early postoperative mortality.

Therefore, there is a clear need to identify a sensitive and specific biomarker of early myocardial
injury that could support donor heart qualification and guide early therapeutic decisions following

transplantation.

MicroRNAs are short, non-coding RNA molecules that regulate gene expression at the post-
transcriptional level and are involved in key biological processes such as cell differentiation,
proliferation, and apoptosis. Due to their high tissue specificity and remarkable stability in
peripheral circulation, microRNAs represent a promising group of diagnostic and prognostic
biomarkers in cardiovascular diseases. Among numerous microRNAs associated with cardiac
pathology, microRNA-208a (miR-208a) is distinguished by its exceptional cardiac specificity, as it
is encoded within an intron of the a-myosin heavy chain gene and is expressed exclusively in

cardiomyocytes.

In the setting of myocardial injury, miR-208a is rapidly released into the bloodstream and can be
detected as early as the first hour following an ischemic insult, demonstrating high diagnostic
sensitivity and specificity. Previous studies have shown that, unlike other microRNAs, miR-208a is
not detectable in the circulation of healthy individuals and appears exclusively in the course of

acute myocardial injury.

The aim of this study was to evaluate the usefulness of microRNA-208a as an early biomarker of
myocardial injury in patients undergoing heart transplantation and to determine its diagnostic and

prognostic value in this clinical setting.
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Aims of the Study

Primary Aim
To evaluate the usefulness of microRNA-208a expression measurement in the diagnosis of early

myocardial injury in patients undergoing human heart transplantation, in comparison with cardiac

troponin T as the currently used standard biomarker.

Secondary Aims

1.

Assessment of microRNA-208a expression levels and troponin T concentrations in heart

donors and recipients prior to surgical intervention.

Comparison of microRNA-208a expression levels and troponin T concentrations in patients

after heart transplantation.

Evaluation of the impact of the donor’s cause of death and ischemia—reperfusion injury du-
ring cardiopulmonary bypass on microRNA-208a expression levels and troponin T concen-

trations.

Assessment of the correlation between microRNA-208a expression and troponin T concen-

trations measured after heart transplantation at predefined time points.

Evaluation of the relationship between microRNA-208a expression, troponin T concentra-

tions, and the duration of cardiopulmonary bypass during heart transplantation surgery.

Assessment of the correlation between microRNA-208a expression, troponin T concentra-
tions, and averaged hemodynamic parameters obtained from Swan-Ganz catheter measure-
ments, including central venous pressure (CVP), pulmonary capillary wedge pressure
(PCWP), and cardiac index (CI).

Evaluation of the usefulness of microRNA-208a and troponin T as biomarkers in the dia-
gnosis of early postoperative myocardial injury in relation to the patient’s clinical status,
including postoperative echocardiographic findings, signs of early graft failure, catechola-
mine requirement (VIS/Inotrope Score), and the need for mechanical circulatory support
(VA-ECMO) due to graft failure.

Methods

This prospective study included 45 heart donors, 45 heart transplant recipients, and 10 healthy

individuals serving as a control group. Six blood samples were collected from donors and recipients:

two prior to surgery (from the donor and the recipient) and four after the completion of reperfusion

of the transplanted heart in the recipient (at 1, 6, 12, and 24 hours). In the control group, a single
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blood sample was collected to assess microRNA-208a expression. Serum cardiac troponin T was

measured concurrently as a standard marker of myocardial injury.

MicroRNA-208a expression was analysed using real-time polymerase chain reaction with TagMan
probes, normalised to U6 small nuclear RNA, and calculated using the 2"AACt method. Cardiac
troponin T concentrations were measured using electrochemiluminescence immunoassay (ECLIA).
All transplantations were performed using the bicaval technique, and donor hearts were procured

according to standard procedures with the use of 2000 mL of Celcior cardioplegic solution.

Statistical Analysis

Categorical variables were presented as counts and percentages, while continuous variables were
expressed as mean + standard deviation or median with interquartile range (Q1-Q3), depending on
data distribution assessed using the Shapiro—Wilk test. Categorical variables were compared using
the chi-square test or Fisher’s exact test. Continuous variables were compared using Student’s t-test
or analysis of variance for normally distributed data, and the Mann-Whitney U test or Kruskal-
Wallis test for non-normally distributed data, with Bonferroni correction applied for multiple

comparisons.

Correlations between continuous variables were assessed using Spearman’s rank correlation
coefficient. Temporal changes in myocardial injury markers and their relationships with clinical
parameters were analysed using mixed-effects models incorporating patient-specific random effects
and fixed effects of time or biomarker. The predictive value of microRNA-208a and cardiac
troponin T was assessed using receiver operating characteristic (ROC) curve analysis, reporting the
area under the curve (AUC), sensitivity, and specificity. Statistical significance was defined as p <

0.05. All analyses were performed using R software (version 3.4.0).

Results

1. Blood samples for the assessment of microRNA-208a and troponin T were collected prior to
surgical intervention from both qualified donors and recipients. Baseline pre-transplant mi-
croRNA-208a values were comparable and clustered around Ct = 40, corresponding to low
or undetectable expression. In the healthy control group, no detectable expression of mi-
croRNA-208a was observed. These findings support the conclusion that the subsequently
measured microRNA expression levels, assessed at predefined postoperative time points, re-
present reliable data derived exclusively from processes occurring in the newly transplanted

heart.

In contrast, the mean preoperative troponin T concentration measured in donors and reci-

pients was 20.9 ng/L (11.1-50.6 ng/L) in donors and 27.6 ng/L (13.9-51.1 ng/L) in reci-
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pients. These values were significantly above the normal reference range for this biomarker.
This finding suggests a substantial limitation in the use of troponin T as a marker for moni-
toring the function of the “new” heart. A significant increase in both microRNA-208a
expression and troponin T concentration was observed as early as the first hour after the

completion of reperfusion of the newly transplanted heart.

. The study demonstrated that microRNA-208a is detectable in the blood of heart transplant
recipients significantly earlier than troponin T. The time required to reach peak microRNA-
208a expression and peak troponin T concentration was significantly shorter for microRNA-
208a. The mean time to maximum expression was 6.8 hours for microRNA-208a, compared

with 10.5 hours for troponin T.

. With regard to the donor’s cause of death, neither death due to cerebrovascular disease (inc-
luding intracranial hemorrhage or ischemic stroke) nor death due to traumatic brain injury
affected the measured microRNA-208a expression levels. In the case of troponin T, cause-
of-death-dependent differences in concentration were observed one hour after completion of
cardiac reperfusion (p = 0.025). By contrast, the time from donor death declaration to graft
procurement, with a median of 11 hours, had no statistically significant effect on either mi-

croRNA-208a expression or troponin T levels.

. A statistically significant negative correlation was observed between microRNA-208a
expression levels and troponin T concentrations at consecutive postoperative measurement

time points (p = 0.0204; correlation coefficient = —0.202).

. The duration of cardiopulmonary bypass had a statistically significant effect on changes in
microRNA-208a expression as early as the first hour after the completion of myocardial re-
perfusion (p < 0.019). In contrast, troponin T showed statistically significant changes only at
6, 12, and 24 hours after the completion of myocardial reperfusion (p < 0.036, p < 0.005,
and p < 0.004, respectively).

For the hemodynamic assessment of cardiac function, central venous pressure (CVP), pul-
monary capillary wedge pressure (PCWP), cardiac index (CI), and Inotrope Score were ta-
ken into account. MicroRNA-208a showed positive correlations with CVP, PCWP, and Ino-
trope Score measured at the same time points, as well as a negative correlation with CI. Tro-
ponin T demonstrated such a correlation only with CVP at a single time point (6 hours) and
with Inotrope Score at 1 hour after reperfusion.

In the ROC curve analysis evaluating the predictive performance of microRNA-208a and

troponin T for the detection of myocardial injury, microRNA-208a demonstrated significant
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predictive value as early as 1 hour after completion of reperfusion (82.5% sensitivity, 75.0%
specificity, AUC 84.4%, p = 0.025), suggesting its potential as an early biomarker for pre-
dicting graft injury. In the case of troponin T, such predictive value was demonstrated at 12
hours after reperfusion (66.7% sensitivity, 87.2% specificity, AUC 79.1%, p = 0.021).

Furthermore, in the study cohort, 9 patients required mechanical circulatory support (veno-
arterial extracorporeal membrane oxygenation [VA-ECMOQO]) due to graft failure following
heart transplantation. A statistically significant correlation was demonstrated between mi-
croRNA-208a expression (Ct microRNA-208a) at 6 hours after completion of reperfusion (p
=0.038) and the need for mechanical circulatory support after heart transplantation. No such

correlation was observed for troponin T.

Significance of the Findings

Demonstrating that microRNA-208a is a reliable, accurate, and early marker of myocardial injury
may significantly influence donor heart qualification, facilitate early implementation of graft-
support strategies, and ultimately reduce early post-transplant mortality. A major strength of this
study is the measurement of microRNA-208a and cardiac troponin T in both donors and recipients
prior to surgery, allowing reliable assessment of temporal biomarker changes in relation to dynamic
hemodynamic parameters. Exclusion of recipients with prior cardiac surgery or mechanical
circulatory support ensured a homogeneous study population and reduced potential confounding

factors. Such an approach has not been previously reported in the literature.

A limitation of the study is that microRNA-208a measurement is time-consuming and available in a
limited number of centres. However, demonstrating its clinical usefulness may contribute to wider

availability and reduced assay turnaround time.

Conclusions
1. MicroRNA-208a represents a novel and sensitive biomarker of early myocardial injury in

patients undergoing human heart transplantation.

2. MicroRNA-208a is detected significantly earlier than cardiac troponin T, indicating its

superiority as an early marker of myocardial injury in this clinical setting.

3. MicroRNA-208a may be effectively used for postoperative monitoring of cardiac graft
function, and its early detection may support timely therapeutic decision-making, ultimately

improving outcomes after heart transplantation.
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15. Spis wykresow

Wykres 1. Wykres pudetkowy dla zmian poziomu ekspresji mikro RNA 208a(CT mikroRNA -208a)

w kolejnych pomiarach czasowych.

Wykres 2. Wykresy pudetkowe dla zmian poziomu mikroRNA-208a(DCT, DD2CT) oraz troponiny

T w kolejnych pomiarach czasowych.

Wykres 3. Wykres zmian poziomu mikroRNA-208a(DCT, DD2CT) i troponiny T w czasie —
krzywe LOESS.

Wykres 4. Wykres pudetkowy dla zmian poziomu ekspresji mikroRNA-208a(DCT) w kolejnych

pomiarach czasowych w poréwnaniu do poziomu wyjsciowego.

Wykres 5. Przebieg zmian mikroRNA-208a(DD2CT) w czasie oszacowany w modelu mieszanym
addytywnym( dla czasu 1-24h po przeszczepieniu).

Wykres 6. Przebieg zmian troponiny T w czasie oszacowany w modelu mieszanym

addytywnym( dla czasu 1-24h po przeszczepieniu).

Wykres 7. Poréwnanie zmian poziomu mikroRNA-208a(DD2CT) i Troponiny T w czasie ( dla
czasu 1-24h po przeszczepieniu).

Wykres 8. Poréwnanie zmian poziomu mikroRNA-208a oraz oSrodkowego cisnienia zylnego( CVP)
w czasie ( dla czasu 1-24h po przeszczepieniu).

Wykres 9. Por6wnanie zmian poziomu mikroRNA-208a oraz cisnienia zaklinowania w tetnicy
ptucnej (PCWP) w czasie ( dla czasu 1-24h po przeszczepieniu).

Wykres 10. Poréwnanie zmian poziomu mikroRNA-208a oraz indeksowanego rzutu serca (CI) w
czasie ( dla czasu 1-24h po przeszczepieniu).

Wykres 11. Poréwnanie zmian poziomu mikroRNA-208a oraz uzytych amin katecholowych -
Inotropscore (INOScore) w czasie ( dla czasu 1-24h po przeszczepieniu).

Wykres 12.  Krzywe ROC dla mikroRNA-208a (1 godzina po reperfuzji) oraz troponiny T (12
godzin po reperfuzji) w wykrywaniu uszkodzenia mig$nia sercowego po transplantacji. MikroRNA -
208a wykazywal wyzszg wartos¢ AUC (0,844) oraz wczesniejszg uzyteczno$¢ diagnostyczng w

porownaniu z troponing T (AUC = 0,791).
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16. Spis tabel

Tabela 1. Charakterystyka przedoperacyjna dawcow — dane kliniczne
Tabela 2. Charakterystyka przedoperacyjna biorcow — dane kliniczne

Tabela 3. Charakterystyki opisowe dla danych dotyczacych przebiegu operacji 1 okresu
pooperacyjnego (N = 45)

Tabela 4. Tabela przedstawiajaca czas potrzebny do osiggniecia maksymalnego  poziomu
mikroRNA-208a(DD2CT) oraz troponiny T(TnT).

Tabela 5. Ocena zaleznosci pomiedzy zmiang poziomu mikroRNA-208a(DD2CT) i troponiny T a
czasem od stwierdzenia zgonu dawcy do pobrania od niego graftu.

Tabela 6. Ocena zaleznosci pomiedzy mikroRNA-208a(DD2CT) i troponiny T(TnT) a CVP, PCWP,
CI i Inotropscore (INOScore) — korelacja powtarzalnych pomiarow.

Tabela 7. Korelacja Spearmana pomiedzy mikroRNA-208a(DD2CT) i troponing T(TnT) a CVP,
PCWP, CO, CI i Inotropscore (INOScore) w kolejnych punktach czasowych.
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17. Spis rycin
Rycina 1. Obraz $rédoperacyjny. Pobrane serce od dawcy — narzad zabezpieczony do transportu w
roztworze konserwujacym. Zrédlo: opracowanie wlasne.

Rycina 2. Obraz $rédoperacyjny . Serce dawcy przygotowywane do procedury przeszczepu serca

Zrédlo: opracowanie wlasne.

Rycina 4. Obraz $rodoperacyjny. Zdjecie przedstawia serce biorcy — etap odciecia gtdéwnych pni

tetniczych: aorty wstepujacej i pnia ptucnego. Zrédto: opracowanie wlasne.

Rycina 5. Obraz $rodoperacyjny. Zdjecie przedstawia serce biorcy — etap odcigcia gldéwnych pni

tetniczych: aorty wstepujacej i pnia ptucnego. Zrédto: opracowanie whasne.

Rycina 6. Obraz $rodoperacyjny. Zdjgcie przedstawia serce biorcy — etap odcigcia zyly glownej

gornej. Zrddlo: opracowanie wlasne.

Rycina 7. Obraz $roédoperacyjny. Zdjgcie przedstawia serce biorcy — etap odcigcia zyly glownej

dolnej. Zrédto: opracowanie whasne.

Rycina 8. Obraz $rodoperacyjny. Zdjgcie przedstawia serce biorcy — usunigte niewydolne serce

biorcy. Zrodto: opracowanie wilasne.

Rycina 9. Obraz srodoperacyjny. Zdjecie przedstawia Srodpiersie biorcy — loza po kardiektomii —

widoczne mankiety naczyn przygotowane do zespolen. Zrodlo: opracowanie wiasne.

Rycina 10. Obraz $rodoperacyjny. Zdjecie przedstawia zabieg operacyjny przeszczepu serca — etap

zespolenia lewego przedsionka dawcy i biorcy. Zrodto: opracowanie wlasne.

Rycina 11. Obraz $rdédoperacyjny. Zdjecie przedstawia zabieg operacyjny przeszczepu serca — etap

zespolenia aorty dawcy i biorcy. Zrodto: opracowanie whasne.

Rycina 12. Obraz $rodoperacyjny. Zdjecie przedstawia zabieg operacyjny przeszczepu serca — etap

zespolenia pnia ptucnego dawcy i biorcy. Zrodto: opracowanie whasne.

Rycina 13. Obraz $rodoperacyjny. Zdjecie przedstawia zabieg operacyjny przeszczepu serca — etap

zespolenia zyly gtownej dolnej dawcy i biorcy. Zrédto: opracowanie whasne.

Rycina 14. Obraz §rdédoperacyjny. Zdjecie przedstawia zabieg operacyjny przeszczepu serca — etap

zespolenia zyly gtownej gornej dawcy i biorcy. Zrodto: opracowanie wiasne.

Rycina 15. Obraz $rodoperacyjny. Zdjgcie przedstawia zabieg operacyjny przeszczepu serca — etap

zespolenia zyly gtownej gornej dawcey i biorcy. Zrodto: opracowanie wiasne.
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Rycina 16. Kanoniczny szlak biogenezy mikroRNA-208a. Zmodyfikowano na podstawie: Ha i
Kim, 2014; Bartel, 2018
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