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Streszczenie

Wstep

Przeszczepienie serca pozostaje zlotym standardem leczenia schylkowej niewydolnosci serca,
istotnie wydtuzajgc przezycie oraz poprawiajac jakos¢ zycia pacjentéw. Ograniczona dostepnosé
dawcow prowadzi jednak do coraz czgstszej kwalifikacji narzaddéw granicznych, obarczonych
wigkszym ryzykiem uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego. Proces pobrania, transportu oraz
reperfuzji przeszczepionego serca wigze si¢ z martwicg kardiomiocytéw i réznym stopniem
uszkodzenia migs$nia sercowego, co moze skutkowa pierwotna niewydolnosdcia przeszezepu i
zwigkszong wczesng $miertelnoscig. Istnieje zatem potrzeba identyfikacji czutego i swoistego
markera wczesnego uszkodzenia mig$nia sercowego, ktory moglby wspomoc kwalifikacje narzadu

do przeszczepu oraz wezesne decyzje terapeutyczne po operacji.

MikroRNA to krotkie, niekodujace czasteczki RNA, regulujace ekspresje genéw na poziomie
potranskrypcyjnym 1 uczesiniczace w kluczowych procesach biologicznych, takich jak
roznicowanie, proliferacja i apoptoza komérek. Ze wzgledu na wysokg swoistosé tkankowa i
stabilnos¢ w kragzeniu obwodowym, mikroRNA stanowig obiecujaca grupe biomarkerow
diagnostycznych i prognostycznych w chorobach uktadu sercowo-naczyniowego. Sposrod licznych
mikroRNA  zwigzanych z patologia serca, mikroRNA-208a wyroznia si¢ wyjatkows
kardiospecyficznoscia, gdyz jest kodowane w intronie genu cigzkiego laficucha 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,
wykazujge wysoka czuto$é i swoisto$¢ diagnostyczna. Dotychczasowe badania wskazujg, ze w
przeciwienstwie do innych mikroRNA, mikroRNA-208a nie wystepuje we krwi 0séb zdrowych i

pojawia si¢ wyltgcznie w przebiegu ostrego uszkodzenia migénia sercowego.

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

potencjalnej wartosci diagnostycznej i prognostycznej w tej grupie pacjentow.



Cele pracy

Cel gtowny:
Ocena przydatno$ci badania poziomu ekspresji mikroRNA-208a w diagnostyce wezesnego
uszkodzenia miokardium u pacjentéw poddanych operacji przeszczepienia serca ludzkiego, w

odniesieniu do dotychczas stosowanej troponiny T.

Cele szczegdlowe:

1. Ocena poziomu ekspresji mikroRNA-208a oraz stezenia troponiny T u dawcéw oraz bior-

cow serca przed interwencja chirurgiczng.

2. Por6wnanie poziomu ekspresji mikroRNA-208a oraz stgzenia troponiny T u pacjentéw po

przeszczepieniu serca .

3. Ocena wplywu przyczyny zgonu dawcy oraz uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego w

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

4. Ocena korelacji pomiedzy mikroRNA-208a i troponing T oznaczanymi po transplantacji

serca w zdefiniowanych punktach czasowych.

5. Ocena zalezno$ci pomi¢dzy mikroRNA-208a i troponing T a czasem trwania kraZenia poza-

ustrojowego podczas zabiegu przeszczepienia serca ludzkiego.

6. Ocena korelacji pomigdzy mikroRNA-208a, troponing T a usrednionymi pomiarami z cew-
nika Swan-Ganz: o$rodkowe cisnienie zylne(CVP), cisnienie zaklinowania w tetnicy pluc-
nej (PCWP) oraz indeks sercowy(CI).

7. Ocena przydatnosci mikroRNA-208a i troponiny T jako markeréw w diagnostyce wczesne-
£0 pooperacyjnego uszkodzenia migsnia sercowego w odniesieniu do stanu klinicznego pa-
cjenta, w tym: wyniku echokardiografii pooperacyjnej, objaw6éw wezesnej niewydolnosci
graftu, zapotrzebowania na katecholaminy (VIS/Inotrope Score) oraz koniecznosci zastoso-

wania mechanicznego wspomagania krazenia (ECMO VA) z powodu niewydolnosci graftu.



Metodyka

Badanie miato charakter prospektywny i obejmowato 45 dawcow serca, 45 biorcow
przeszczepu serca oraz 10 zdrowych o0séb jako grupg kontrolng. U pacjentéw i dawcédw pobrano
sze$¢ probek krwi: dwie przed operacjg (od dawcy i biorcy) oraz cztery po zakonczeniu reperfuzji
przeszczepionego serca u biorcy (1, 6, 121 24 h). W grupie kontrolnej wykonano jednorazowe
pobranie krwi w celu oceny ekspresji mikroRNA-208a. Réwnolegle oznaczano poziom troponiny T
w surowicy jako standardowego markera uszkodzenia mig$nia sercowego.

Ekspresje mikroRNA-208a analizowano metodg Real-time PCR z wykorzystaniem sond TagMan,
normalizujac wzgledem U6 snRNA i wyliczajac wzgledng zmiang ekspresji metodg 2°-AACt.
Troponing T oznaczono metodg elektrochemiluminescencji (ECLIA). Przeszczepy wykonywano
technika bikawalng, a serca pobierano zgodnie ze standardowa procedurg, przy uzyciu 2000 ml

ptynu kardioplegicznego Celcior.

Analiza statystyczna

Zmienne kategoryczne przedstawiano jako liczby i odsetki, a zmienne ciagle jako srednia +
SD lub mediane z kwartylami (Q1-Q3), w zaleznosci od rozktadu ocenianego testem Shapiro—
Wilka. Do poréwnan zmiennych kategorycznych stosowano test chi-kwadrat lub dokladny test
Fishera. Zmienne ciagle poréwnywano testem t-Studenta lub ANOVA dla rozkiadu normalnego
oraz testem Manna-Whitneya lub Kruskala-Wallisa w przypadku rozkladéw nienormalnych, z
korekcja Bonferroniego dla poréwnan wielokrotnych.
Zaleznosci pomiedzy zmiennymi ciaglymi oceniano przy uzyciu korelacji rang Spearmana.
Dynamike zmian markeréw uszkodzenia migsnia sercowego w czasie oraz ich zaleznos¢ od
parametréw klinicznych analizowano z wykorzystaniem modeli mieszanych, uwzgledniajgcych
efekt losowy pacjenta oraz efekt staty czasu lub badanego markera. Zdolno$¢ predykcyjna
mikroRNA-208a i troponiny T oceniano za pomocg analizy krzywych ROC, raportujac AUC,
czutodé i swoistosé. Poziom istotnosci statystycznej ustalono na p < 0,05. Analizy przeprowadzono

w $rodowisku R (wersja 3.4.0).



Wyniki
1. Probki krwi, do badan mikroRNA-208a i troponiny T, pobrano jeszcze przed interwencja chi-
rurgiczng, od zakwalifikowanych dawcow jak i biorcéw. Wartosci wyjsciowe mikroRNA-208a
przed transplantacjg byly zblizone i skupione wokét Ct = 40, co odpowiadato niskiej lub niewykry-
walnej ekspresji. W grupie kontrolnej 0oséb zdrowych nie wykazano zadnego poziomu ekspres;ji
mikroRNA-208a. Powyzsze fakty pozwalaja wnioskowaé, ze pdZniejsze, mierzone poziomy eks-
presji mikroRNA, w kolejnych, zaplanowanych odstgpach czasowych, sa wiarygodnymi danymi
pochodzacymi tylko i wytacznie z proceséw zachodzacych w nowo przeszczepionym sercu. Nato-
miast w przypadku troponiny T mierzonej u dawcéw i biorcow przed zabiegiem operacyjnym S$red-
ni poziom jej wyni6st odpowiednio dla dawcy 20,9ng/1 (11.1-50.6ng/1) dla biorcy 27,6ng/1 (13.9-
51.1ng/1) . Jest to pozom istotnie powyzej normy dla tego markera. Fakt ten sugeruje znaczace
ograniczenie w wykorzystaniu troponiny T jako markera §ledzacego funkcj¢ ,,nowego" serca. Istot-
ny wzrost poziomu ekspresji mikroRNA-208a oraz st¢zenia troponiny T odnotowano juz w pierw-

szej godzinie po zakoficzeniu reperfuzji nowo przeszczepionego serca.

2. Badanie wykazato , ze mikroRNA-208a jest znaczaco szybciej wykrywalnym markerem we
krwi pacjentow poddanych przeszczepowi serca niz troponina T. Czas do osiggnigcia
maksymalnego poziomu ekspresji dla mikroRNA-208a i poziomu troponiny T byt istotnie krétszy
w przypadku mikroRNA-208a - dla mikroRNA-208a wyniost 6,8 godzin przy czasie 10,5 godzin
dla troponiny T.

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

statystycznie, zaréwno na poziom mikroRNA-208a jak i na poziom troponiny T.

4. Istnieje ujemna korelacja, istotna statystycznie pomigdzy poziomem ekspresji mikroRNA-208a a
troponing T w kolejnych punktach czasowych pomiaru po zabiegu operacyjnym  (p=0,0204,

correlation coefficient -0.202).



5. Czas trwania krazenia pozaustrojowego, wykazywat istotny wplyw na zmiany poziomu ekspresji
mikroRNA-208a juz w pierwszej godzinie po zakonczeniu reperfuzji migs$nia sercowego ( p<
0.019). Natomiast troponina T wykazata zmiany istotnie statystycznie w dopiero w 6, 12, 24

godzinie po zakonczeniu reperfuzji miesnia sercowego (p<0.036,p<0,005, p< 0,004).

6. W przypadku oceny hemodynamicznej serca wzigliSmy pod uwage osrodkowe ci$nienie zylne
(CVP), cisnienie zaklinowania (PCWP), indeks sercowy (CI) oraz Intropscore . Mikro RNA-208a
wykazal dodatnie korelacje z CVP , PCWP oraz Inotropscore w tym samym czasie a takze ujemng
korelacjg¢ z CI. Troponina T wykazata jedynie taka 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
wykrywaniu uszkodzenia migs$nia sercowego, mikroRNA-208a uzyskal, juz w 1 godzinie po
zakonczeniu reperfuzji, (82,5% czulosci , 75% specyficznosci, z AUC 84,4%, przy p-value 0,025),
co sugeruje potencjal mikroRNA-208a jako wezesnego biomarkera do prognozowania uszkodzenia
graftu. W przypadku troponiny T omawiang zdolnos¢ predykcyjna, wykazano w 12 godzinie po
zakonczeniu reperfuzji (czulosé 66,7%, specyficznosé 87,2%, AUC 79,1%, p-value 0,021). Ponadto,
w badanej grupie pacjentéw, u 9 oséb po transplantacji serca zaistniata konieczno$¢ zastosowania
mechanicznego wspomagania krazenia (ecmo tetniczo-zylne) z powodu niewydolnodci graftu.
Wykazano istotng korelacj¢ pomiedzy ekspresja mikroRNA- 208a(CT mikroRNA-208a) w 6
godzinie po zakonczeniu reperfuzji (p-value 0,038) a zastosowaniem mechanicznego wspomagania

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

Znaczenie dotychczasowych wynikow

Wykazanie, ze mikroRNA-208a jest wiarygodnym, miarodajnym oraz wczesniej wystepujacym
markerem, §wiadezacym o mozliwym uszkodzeniu mig$nia sercowego, mogloby istotnie wplynaé
na decyzj¢ odnosnie kwalifikacji serca ludzkiego do przeszczepu, zastosowania, na wczesnym
etapie, urzgdzen wspomagajacych pracg graftu w przypadku jego niewydolnosei i w koncowym
efekcie przyczyni¢ si¢ do znaczacego zmniejszenia wczesnej S$miertelnosci pacjentéw po
transplantacji.

Znaczagcym 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, dokladne odzwierciedlajgcych zmiany w czasie poziomu ekspresji tego

markera oraz stgzenia troponiny T, ktére moglismy poréwna¢ z dynamicznymi zmianami w funkcji



hemodynamicznej serca. Dodatkowo wszyscy biorcy, ktorzy w przesziosci byli poddani zabiegowi
kardiochirurgicznemu lub przed przeszczepem serca zastosowano u nich mechaniczne
wspomaganie krazenia, zostali odrzuceni z tego badania. Pozwolito to na ujednolicenie badanej
grupy 1 uzyskanie rzetelnych wynikéw mikroRNA-208a jak i troponiny T, ktérych zafalszowanie
mogloby wynika¢ na przykiad 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 malej liczbie oérodkéw. Dlatego tez wykazanie przydatno$ci mikroRNA-
208a, jako wczesnego markera uszkodzenia migsnia serca, mogloby znaczgco przyczynié si¢ do

zwickszenia jego dostepnosei jak 1 skrocenia czasu oznaczania.
Whioski

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

uszkodzenia migsnia serca u pacjentdéw poddanych operacji przeszczepienia serca ludzkiego.

2. Analiza wykazala, ze mikroRNA-208a jest znaczaco szybciej wykrywalnym markerem,
$wiadczacym o mozliwym uszkodzeniu mig$nia sercowego, we krwi pacjentéw poddanych

przeszczepowi serca niz troponina T.

3. MikroRNA-208a moze z powodzeniem stluzy¢ do monitorowania pracy serca po jego
transplantacji, a z kolei rozpoznanie potencjalnego uszkodzenia mig$nia serca na bardzo weczesnym
etapie moze pomoc w podjeciu odpowiednich decyzji terapeutycznych dotyczacych tej grupy

pacjentow 1 przyczynic si¢ do poprawy wynikdw operacji przeszczepu serca.
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