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1 WSTEP

1.1 WPROWADZENIE

Pomimo postgpéw w profilaktyce i leczeniu zachowawczym choroba
niedokrwienna serca nadal pozostaje jedna z gtdwnych przyczyn niepetnosprawnosci i
zgonow na swiecie. U pacjentdow z wielonaczyniowa choroba wieficowa, niezaleznie od
dynamicznego rozwoju przezskornych technik maloinwazyjnych, zabieg operacyjny
pomostowania aortalno-wiencowego jest nadal powszechnym i uznanym sposobem
rewaskularyzacji wiencowe;j. Wedtug Krajowego Rejestru Operacji
Kardiochirurgicznych (KROK) w 38 osrodkach w Polsce wykonuje si¢ okoto 25 do 26

tys. zabiegdw rocznie [1].

Zabieg pomostowania aortalno-wiencowego ma na celu poprawe przeplywu
wiencowego, nalezy jednak pamigta¢, ze sam w sobie stanowi roznie nasilony uraz
niedokrwienno—reperfuzyjny (IRI — Ischemia Reperfusin Injury), szczegolnie w sytuacji,
kiedy wykonywany jest z uzyciem krazenia pozaustrojowego (CPB — cardiopulmonary
bypass). Skutkowa¢ to moze okotooperacyjnym uszkodzeniem migénia serca lub jego
zawatem, nie bez znaczenia pozostajg tez skutki oddziatywania CPB na funkcjonowanie

innych uktadéw i narzadow.

1.2 MECHANIZM  NIEDOKRWIENNEGO  USZKODZENIA
MIESNIA SERCOWEGO

Utrzymujace si¢ przewlekle niedokrwienie serca powoduje stres oksydacyjny
z uruchomieniem patologicznych mechanizméw wewnatrzkomorkowych
doprowadzajacy do aktywacji apoptozy (procesu zaprogramowanej $mierci komorki) i
martwicy komodrek migénia serca lub jego stanu zapalnego z patologiczna przebudowa i
dysfunkcja komor serca. Nastgpstwem niedoboru tlenu w komorce jest wzrost stezenia
wapnia w cytoplazmie, ktory stymuluje otwarcie megakanatéw MPTP (mitochondrial
permaeability transition pore) w mitochondrium komoérkowym, co doprowadza do
rozprzgzenia lancucha oddechowego iuwolnienia cytochromu C do cytoplazmy. W
konsekwencji prowadzi to do postgpujacego zmniejszania zapasow ATP, obrzgku

mitochondriow i $mierci komorki [2]. Przywrdcenie przeptywu krwi moze ochronic¢
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niedokrwiony obszar mig$nia sercowego, ale moze tez by¢ przyczyng wtérnego urazu
zwigzanego z reperfuzja. Jest on spowodowany naglym wzrostem dostarczania tlenu do
uprzednio niedokrwionych tkanek, co zwigksza uwalnianie mi¢dzy innymi reaktywnych
form tlenu pochodzacych z tancucha oddechowego. Prowadzi¢ to moze w rezultacie do
uszkodzenia bton komoérkowych, zaburzen metabolizmu kardiomiocytéow oraz funkceji
$rodbtonka naczyniowego z wtdérna embolizacja i zaburzeniami przeptywu [3, 4].
Zaburzenia reperfuzyjne prowadzace do uszkodzenia miokardium mogg manifestowac
si¢ jako: ogluszenie mig$nia serca (przedtuzony okres dysfunkcji skurczowej miocytow),
arytmie poreperfuzyjne, zaburzenia mikrokrazenia (w obszarze reperfundowanym
(zjawisko tzw. noreflow phenomen), a w najbardziej krytycznym wymiarze $miercia
komoérek w wyniku nekrozy i apoptozy. Splot tych czynnikéw moze decydowaé o
prawidlowos$ci przebiegu pooperacyjnego, w tym wystapieniu powiktan i dalszym

rokowaniu pacjenta [4, 5, 6].

1.3 HARTOWANIE MIESNIA SERCOWEGO

Doniesienia ostatnich lat potwierdzajg zalezno$¢ stopnia nasilenia urazu
niedokrwienno-reperfuzyjnego wyrazonego ekspresja markerow biochemicznych od
rodzaju znieczulenia zastosowanego podczas zabiegéw kardiochirurgicznych,
szczegolnie tych zuzyciem krazenia pozaustrojowego [7, 8]. Mechanizmy
endoprotekcyjne serca (tzw. hartowanie albo kondycjonowanie), czyli wytworzenia
naturalnej odporno$ci na uraz niedokrwienno-reperfuzyjny wzbudzaly szczegdlne
zainteresowanie w ostatnich latach i znalazty zastosowanie kliniczne w chirurgii serca.
Tak zwane ,hartowanie niedokrwienne” wykorzystuje endogenne mechanizmy
kardioprotekcyjne uruchamiane w odpowiedzi na rézne bodzce uszkadzajace, na
przyktad krotkotrwate incydenty niedokrwienia. Parokrotnie powtarzane, krotkotrwale
okresy niedokrwienia i powrotu przeptywu poprzedzajace dlugotrwaty etap
niedokrwienia powoduja powstanie tzw. pamigci wewnatrzkomorkowej w postaci
wydtuzonej w czasie tolerancji komorek mig$nia sercowego na uraz niedokrwienno—
reperfuzyjny. W sytuacji, kiedy kolejny incydent niedokrwienno-reperfuzyjny trafi na
okres zwigkszonej tolerancji, spowodowane nim uszkodzenia b¢dg mniejsze [9, 10].
Przeprowadzone badania dowiodty, ze dzigki uodpornieniu niedokrwiennemu nie tylko
zmniejsza si¢ strefa martwicy, ale takze ryzyko arytmii [11, 12, 13]. Poprawia si¢

kurczliwo$¢ migsnia serca, a to sprzyja powrotowi prawidtowej funkcji niedokrwionego
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narzadu po reperfuzji [14]. Badania kliniczne nad wykorzystaniem mechanizmow
hartowania niedokrwiennego podczas zabiegdéw chirurgicznego pomostowania naczyn
wiencowych wskazywaty na skuteczno$¢ takiego postgpowania, co manifestowato
si¢ zachowaniem wigkszych rezerw ATP w miokardium oraz nizszymi warto$ciami

troponiny I po operacji [15].

1.3.1 HARTOWANIE FARMAKOLOGICZNE

Budzaca watpliwos¢ inwazyjno$¢ mechanicznego $rodoperacyjnego hartowania
migsnia sercowego (kilkukrotne krotkotrwate zamknigcie aorty z zatrzymaniem
przeptywu wiencowego i powrot przeptywu wiencowego z reperfuzja) oraz zwigzanych
z tym ewentualnych powiktan (uraz aorty, uwolnienie materiatu zatorowego) skierowaty
badania na mozliwo$ci wykorzystania mechanizmé6w hartowania z wykorzystaniem
metod farmakologicznych. Hartowanie farmakologiczne polega na stymulacji tych
samych lub zblizonych do hartowania niedokrwiennego wewnatrzkomorkowych
punktow spustowych za pomocg $rodkéw farmakologicznych, ktore z kolei uruchamiaja
szlaki sygnalowe odpowiedzialne za wytworzenie odpornosci migsnia serca na uraz

niedokrwienno-reperfuzyjny [10, 16].

Kluczowa rol¢ w tym wypadku moga odgrywa¢ srodki stosowane w trakcie
anestezji do operacji kardiochirurgicznych: opioidy, anestetyki dozylne — propofol, a w
szczegolnosci inhalacyjne $rodki anestetyczne. Przetomem w tym zakresie okazaly si¢
wyniki badan klinicznych opublikowanych przez De Hert’a i wsp. potwierdzajacych
zachowanie lepszej kurczliwosci lewej komory oraz nizsze stgzenia markerow
uszkodzenia serca u pacjentdéw znieczulanych z uzyciem anestetykoéw inhalacyjnych

(sewofluranu i desfluranu) w poréwnaniu z pacjentami znieczulanymi propofolem [17].

Mechanizm ochronny z udziatlem anestetykow inhalacyjnych thumaczony jest
gltownie ich zdolno$ciami laczenia si¢ z bogatymi w sfingolipidy wpukleniami bton
komorkowych tzw. kaweolami. W kolejnym etapie dochodzi do aktywacji
wewnatrzkomorkowych punktow spustowych z udzialem syntazy tlenku azotu,
cyklooksygenazy 2 i 12-lipoosygenazy. W konsekwencji prowadzi to do zwigkszenia
produkcji  wolnych  rodnikow  tlenowych, ktore pelnia  role¢  przekaznikoéw
wewnatrzkomoérkowych. Na kolejnych etapach dochodzi do aktywacji sekwencji biatek
0 dziataniu ochronnym. We wczesnym hartowaniu sg to kinazy biatkowe (kinaza

biatkowa C, kinaza tyrozynowa, kinaza p 38, kinaza fosfatydyloinozytolowa-3/Akt-
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kinaza biatkowa B), a w mechanizmach pdznego hartownia, mi¢dzy innymi, biatka szoku
cieplnego (HSP), ktore z kolei uruchamiaja otwarcie mitochondrialnych
oraz sarkolemmalnych ATP-zaleznych kanaléw potasowych. W koncowym efekcie
powoduje to wyciszenie reakcji bioenergetycznych w mitochondrium, jeszcze przed
okresem niedotlenienia spowodowanego niedokrwieniem. Dochodzi takze do opdznienia
otwarcia kanatow MPTP zmniejszenia ich wrazliwo$ci na wysokie stezenia jonow
wapnia w cytoplazmie w okresie niedokrwienia i wezesnej reperfuzji [18, 19, 20, 21, 22,

23]

Rycina 1. Hartowanie niedokrwienne — proces aktywacji wewnatrzkomorkowych

szlakow sygnalizacyjnych.

Adenozyoa
Aache } Spust kenal K #denozyna
Opicidy - FERROR pene AMP
Receptor e ‘-ﬁ{rr ‘ ‘ | Biona komérkowa T
HH pLc [ PLD }
koot Kypo- O Translokacja

Blatko G S-nuklectydazy

DAG \PKC“ mems + () ~.
Q, - rodniki _TK//bl \:I\MA\P.K 1 Zwighszenie

i J—
hlieznane tolerancfi

substancie
F\l\ Wezesna faza
Czynniki transkrypeji

Transkrypoia

e
JADRO

Mitochondrium

Cytoplazma

Zvighszenie '_Syn‘lzela
tolerancji biateh

Pozna faza

achemat ilustrojacy proces akbrwac wewmatrzkomorkoverch drog podczas hartowania nledokrwisnnego FLC-fosfolipaza C
PLD - fosfolipaza [, DAG - dvmacylogliceral PEC - hiatkowa knaza O TE - hrozyuowa kinaze, PIPZ - 45 difosforan
fosfatrdyloinoztaly, K-ATF - kenaly potasowe ATP-zaletne MAFK - kinaza akbramiaca geny podzisiu

Zaadaptowane [24, 25]

Inna mozliwos$cia farmakologicznej indukcji procesow hartowania jest aktywacja
receptorow opioidowych. W tkance miokardium potwierdzono obecno$¢ receptorow p, &
i k. Glowna role odgrywa aktywacja receptorow 9d, sprzezonych z biatkami G oraz
receptora 81, sprz¢zonego z kanatem potasowym ATP-zaleznym. W kolejnych etapach
poprzez aktywacj¢ szlakow sygnalizacyjnych z wykorzystaniem tlenku azotu, kinazy
wcezesnej protekcji (RISK — reprfusion injury salvage kinases), mitoK — ATP
(mitochondrialny kanat potasowy ATP — zalezny), kinazy GSK-3f (kinaza 3f syntazy
glikogenu), mPTP (megakanal mitochondrialny), NF-kB (nuclear factor kappa-light-
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chain-enhancer of activated B cells — jadrowy czynnik transkrypcyjny NF kappa B)
dochodzi do rozpoczgcia procesow wezesnego i poznego hartowania. Mechanizmy te
moga by¢ réwniez wykorzystywane w kardioanestezji, w tym przede wszystkim w
premedykacji. Leki opioidowe wykazuja, bowiem zmienne powinowactwo w stosunku
do roéznych podtypéw receptorow. Morfina, z uwagi na jej dziatanie na receptory J,
wykazuje doskonaly efekt kardioprotekcyjny, w przeciwienstwie do opioidow
syntetycznych (np. fentanylu), ktorych silniejsze powinowactwo do receptorow p nieco
ogranicza ich rol¢ w mechanizmie kardioprotekcji. Wydaje sig, ze fentanyl w wigkszym
stopniu petni rol¢ w ograniczaniu reakcji zapalnej po krazeniu pozaustrojowym. W
odniesieniu do innych syntetycznych opioidow stwierdzono, ze zaréwno zastosowanie
remifentanylu (o przewadze oddziatywania na receptory p) jak i sufentanylu (silny
wplyw na receptory d) chronilo czynnos$¢ skurczowa beleczek migénia sercowego po

okresie niedotlenienia [26, 27, 28].

Propofol jest powszechnie stosowanym anestetykiem dozylnym w
kardiochirurgii. Jest stosowany do indukcji znieczulenia, ale takze moze by¢
wykorzystany, jako gtéwny anestetyk w znieczuleniu catkowicie dozylnym (TIVA —
Total intravenous  anaesthesia), jestrowniez podstawowym  anestetykiem
wykorzystywanym do sedacji pacjentow we wczesnym okresie pooperacyjnym. Badania
eksperymentalne potwierdzity réwniez jego wlasciwosci kardioprotekcyjne [29, 30].
Stwierdzono, ze propofol, podobnie jak witamina E, zawiera fenolowa grupe
hydroksylowa, co wiaze si¢ z jego dziataniem przeciwutleniajagcym [31]. Propofol moze
zmiata¢ wolne rodniki, zar6wno in vitro, jak in vivo [32],tagodzi¢ zaburzenia rytmu serca
i zmniejsza¢ jego dysfunkcj¢ skurczowa [33] oraz ogranicza¢ rozmiar zawatu [34].
Ponadto wykazano, ze propofol ostabia niekorzystne nastgpstwa urazu niedokrwienno
reperfuzyjnego poprzez hamowanie apoptozy i zachowanie funkcji, aczkolwiek ten

mechanizm dziatania nie jest do konca wyjasniony [35].
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1.4 BIOCHEMICZNE MARKERY USZKODZENIA MIESNIA
SERCOWEGO I URAZU NIEDOKRWIENNO-
REPERFUZYJNEGO

1.4.1 DEFINICJA IDEALNEGO MARKERA

Wszystkie wymienione farmakologiczne metody prewencji uszkodzenia
niedokrwienno-reperfuzyjnego w chirurgii serca nie gwarantuja pelnej prewencji
uszkodzenia bton komoérkowych 1 struktur wewnatrzkomérkowych (retikulum
endoplazamtycznego), w tym aparatu kurczliwego. Moze to prowadzi¢ do
uszkodzenia/martwicy kardiomiocytéw, a w konsekwencji uwolnienia ich zawartosci, w

tym markerow niedokrwienia mig$nia serca.

Obok oceny czynnikow ryzyka (przedoperacyjnego, S$rodoperacyjnego,
pooperacyjnego), stanu klinicznego pacjenta oraz monitorowania parametréw
zyciowych, bardzo wazna role w opiece okotooperacyjnej odgrywa monitorowanie
biomarkeréw bedacych wyktadnikiem prawidlowej funkcji poszczegdlnych narzadow.
Ich wysoka swoisto$¢ i czulo§¢ narzadowa powinna pozwala¢ na wczesne wykrycie
nieprawidtowosci, a co za tym idzie szybka diagnostyke, stratyfikacj¢ ryzyka i wdrozenie
odpowiedniej profilaktyki i leczenia. Istnieje wiele definicji idealnego biochemicznego
markera niedokrwienia migénia sercowego, ale wigkszo§¢ z nich sprowadza si¢ do
spelnienia nastgpujacych kryteriow:

» musi by¢ obecny w kardiomiocytach w wysokim st¢zeniu
* nie powinien wystgpowac¢ w innych tkankach
* powinien by¢ uwalniany szybko po uszkodzeniu miokardium

* jego uwalnianie powinno by¢ proporcjonalne do skali uszkodzenia

* powinien pozostawa¢ w surowicy krwi w okreslonych przedziatach czasowych, w
stezeniach pozwalajacych na ilosciowe oznaczanie bedace odzwierciedleniem

narastania zmian martwiczych w zawale [36, 37, 38].

1.4.2 BIOCHEMICZNE MARKERY W DIAGNOSTYCE USZKODZENIA MIESNIA

SERCOWEGO

Minglo juz ponad 69 lat od odkrycia pierwszych biochemicznych markeréw
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niedokrwienia mig¢énia serca. W 1954 roku na tamach Science ukazata si¢ praca
wskazujaca na wzrost aktywnos$ci aminontransferazy asparagininowej w surowicy krwi
pacjentow z zawatem migsnia sercowego [39]. W kolejnych etapach rozwoju badan, w
latach 60-tych ubieglego stulecia, odkryto wzrost aktywnosci kinazy fosfokreatynowej
(CK) a w szczeg6lnosci jej izoenzymu sercowego (CK-MBak.) w zawale mig$nia serca
oraz korelacje¢ tego izoenzymu z obszarem niedokrwienia, martwicy mig$nia serca.
Krokami milowymi w diagnostyce niedokrwienia mig$nia serca okazaty si¢ w latach 80-
tych: rozw¢j ilosciowych metod oznaczania st¢zenia biatek strukturalnych
kardiomiocytow — izoform troponin T (cTnT) i troponin I (cTnl) oraz stgzenia sercowego

izoenzymu kinazy kreatynowej (CK-MBiass).

Przetomowym okazat si¢ rok 2000 w ktérym na nowo zdefiniowano zawat serca
uznajac sercowe izoformy troponin za standardowy marker w jego diagnostyce [40]. Od
tego czasu nastapit ogromny postep w diagnostyce biochemicznej jak i obrazowej stopnia
niedokrwienia mig$nia sercowego. Z biegiem lat wprowadzano kolejne kryteria
diagnostyczne zawalu migénia sercowego, takze z uwzglednieniem specyfiki okresu
okotooperacyjnego zabiegow kardiochirurgicznych. W kryteriach tych obok stanu
klinicznego pacjenta, patologicznych zmian w zapisach EKG, pojawiajacych si¢
zaburzen w badaniach obrazowych nadal jedng z wazniejszych rol odgrywaja zmiany w
stezeniach biomarkeréw. Na przetomie ostatnich lat, w poszukiwaniu idealnego markera,
obok wyzej wymienionych, do najbardziej popularnych markeréw, ktére probowano
wykorzysta¢c w diagnostyce choroby niedokrwiennej serca i jej powiklan w postaci
ostrych zespotow wienicowych nalezaty [41]:

e aminotransferaza alaninowa (AlAt) [42, 43, 44],

o dehydrogenaza mleczanowa (LDH) [45, 46],

o gammaglutamylotranspeptydaza (GGTP) [47, 48, 49],

e mioglobina [50, 51],

o kopeptyna C — koncowy fragment prohormonu wazopresyny [52],

o fosforylaza glikogenu — GPBB (glycogen fosphorylase isoenzyme, GP-BB) [53],

o rozpuszczalny lektynopodobny receptor dla oxyLDL - sLox-1
(soulble lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor-1) — marker
niestabilnos$ci blaszki miazdzycowej [54, 55],

o peptydy natiuretyczne (BNP, NT-proBNP) [56, 57],

o biatko C - reaktywne (hs-CRP) [58, 59, 60],
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o albumina modyfikowana przez niedokrwienie (/MA — ischemia modified albumin)
[61],

e sercowe biatko wigzace kwasy tluszczowe (h-FABP — heart, fat acid binding
protein) [62, 63],

o lekkie tancuchy miozyny (MLC — myosin light chain) [64, 65, 66, 67],

e galektyna 3 [68],

o cigzowe biatko osocza A (PAPP-A — pregnancy-associated plasma protein) [69],

e mieloperoksydaza (MPO) — hemoproteina  ziarnistosci  granulocytow
obojetnochtonnych makrofagow [70, 71, 72],

o biatko amyloidu A — (serum amyloid A — SAA) [59, 73],

o czynnik wzrostu GDF -15 (Growth differentiation factor 15) [74],

e cholina [75, 76],

e biatko zwigzane z receptorem interleukiny-1 ST2 (Interleukin-1 receptor-related
protein ST2) [77, 78, 79]

o interleukina 6 (IL-6) [80, 81, 82],

o interleukina 18 (IL-18) [81, 83],

e metaloproteinaza macierzy 9 (MMP-9) [81],

o rozpuszczalny ligand CD 40 (sCD40L) [81, 84, 85],

e fibrynogen [86],

o pentraksyna 3 (PTX-3) [87],

o czynnik martwicy nowotworu alfa (Tumor necrosis factor-alpha - TNF-a) [81, 88,
89],

o czynnik wzrostu tozyska (PIGF — placental growth factor) [90, 91],

o anhydraza weglowa III (Carbonic anhydrase CA 11I) [92],

o biatka sirtuinowe (SIRT) [93],

o biatko S100 (biatko wigzace wapn) [94],

o biatko wiazace miozyne C (cMyC) [95].

Kazdy z wymienionych biomarkeréw pozwala monitorowac nie tylko stopien

ostrego niedokrwienia migénia serca, ale takze pozwala §ledzi¢ stopien zaawansowania

choroby niedokrwiennej serca na kazdym z jej etapow rozwoju. Ponadto, markery te

oznaczane kompleksowo w panelach diagnostycznych pozwalaja wyodrebni¢ grupy

chorych zwigkszonego ryzyka o niekorzystnym rokowaniu, wymagajacych dalszego
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$cistego monitorowania po zakonczeniu leczenia szpitalnego. Z uwagi na specyfike

operacji kardiochirurgicznej wigkszos¢ z nich nie spetnita poktadanych nadziei w okresie

pooperacyjnym.

1.5 OKOLOOPERACYJNY ZAWAL SERCA - ROLA
BIOMARKEROW URAZU NIEDOKRWIENNO-
REPERFUZYJNEGO

Uniwersalna czwarta definicja zawalu migénia sercowego z 2018 roku
doprecyzowata kryteria zawatu migénia sercowego po operacjach kardiochirurgicznych
(typ 5) jako: wzrost stgzenia troponiny sercowej we krwi do wartosci przekraczajacej 10-
krotnos¢ URL na poziomie 99 centyla u pacjentow z prawidtowym stezeniem przed
zabiegiem. U chorych ze zwigkszonym st¢zeniem troponiny sercowej przed zabiegiem,
ktore jest stabilne (zmienno$¢ < 20%) lub wykazuje tendencje spadkowa, wzrost st¢zenia
troponiny sercowej po zabiegu musi wynosi¢ > 20%, ale wciaz konieczne jest osiagnigcie
bezwzglednej wartosci przekraczajacej 10-krotno§¢ URL na poziomie 99. centyla.
Ponadto wymagane jest spelnienie jednego znastgpujacych kryteriow: nowe
patologiczne zalamki Q w elektrokardiogramie, nowe zamknigcie pomostu lub natywnej
tetnicy wiencowej udokumentowane w koronarografii; nowy ubytek zywotnego mig¢§nia
sercowego lub nowe regionalne zaburzenia czynno$ci skurczowej, ktdorych
umiejscowienie odpowiada etiologii niedokrwiennej uwidocznione w badaniach
obrazowych. Izolowane pojawienie si¢ nowych patologicznych zatamkéw Q spelnia
kryteria zawatu migénia sercowego typu 5, jezeli stezenie troponiny sercowej jest
podwyzszone, wzrasta, ale nie osiaga 10-krotno$ci URL na poziomie 99 centyla.
Podwyzszenie st¢zenia troponiny sercowej w 0osoczu jest wymagane, ale przy braku tych
innych cech klinicznych jest niewystarczajace do postawienia rozpoznania zawatu

mig$nia sercowego typu 5 [96].

1.5.1 IZOENZYM MB KINAZY FOSFOKREATYNOWEJ (CK-MB)

Kinaza fosfokreatynowa nalezy do enzyméw wystepujacych w cytoplazmie
komorkowej. Jest ona odpowiedzialna za katalizowanie odwracalnej reakceji fosforylacji
kreatyny przez transfer wysokoenergetycznych wiazan migdzy ATP a kreatyng. W
wyniku tej reakcji powstaje fosfokreatyna, jako magazyn energii dla komorek

migsniowych wykorzystywanej w transporcie komorkowych oraz procesach skurczu i
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relaksacji [97]. Czasteczka izoenzymu zbudowana jest z dwoch izoform CK-M i CK-B.
W diagnostyce uszkodzenia mig$nia serca wykorzystuje si¢ dwa sposoby oznaczen zmian
profilu CK-MB: pomiar aktywnoséci (CK-MBax:) lub pomiar catkowitego stgzenia (CK-
MBinass) — jako bardziej czuty wskaznik (wzrost stezenia wyprzedza o 1 godzing wzrost
aktywnosci). Okno diagnostyczne dla CK-MBss to 3,5 godziny (4,5 godziny dla CK-
MBux.), szczyt stezenia/aktywnosci wystepuje po 12 — 16 godzinach, powrdt do wartosci
wyjsciowych w ciagu 48 — 96 godzin. Problemem stosowania CK-MB, jako biomarkera
uszkodzenia miokardium jest to, ze nie tylko wystgpuje w komorkach mig$nia serca, ale
takze w mig$niach szkieletowych, co moze by¢ przyczyng falszywie dodatnich lub
ujemnych wynikow. W zwigzku z tym arbitralnie wprowadzono kryteria utatwiajace
diagnostyke zawatlu w postaci wartosci aktywnosci CK-MB powyzej 6% catkowitej
aktywnosci CPK (CK) lub obecnie zalecanego oznaczania warto$ci st¢zenia powyzej
URL na poziomie 99. centyla. W przypadku zawatlu okotooperacyjnego jednoznaczne
kryteria byty znacznie trudniejsze do wprowadzenia. Wartosci referencyjne zalezaly od
producentéw urzadzen testujacych i do§wiadczen o$rodkéw kardiochirurgicznych [98].
Obecnie wedlug czwartej definicji zawalu serca CK-MB, jako marker stracit na
znaczeniu, zastapity go testy troponin o wysokiej czutosci. Dopuszcza si¢ jednak nadal
oznaczanie jej kinetyki w przypadku braku mozliwos$ci oznaczania troponin. Nalezy przy

tym pamig¢ta¢ o postugiwaniu si¢ normami swoistymi dla pici [96].

1.5.2 TROPONINY

Troponiny sg biatkami strukturalnymi miocytow. Wchodza one w sktad aparatu
kurczliwego migéni poprzecznie prazkowanych, ktére odpowiadaja za kontrole sity
skurczu iszybko$¢ migénia sercowego. Kompleks troponin tworzacy wraz z
tropomiozyng i aktyna struktur¢ filamentu cienkiego mig¢$ni sktada si¢ z trzech biatek
petniacych S$cisle okres$lone funkcje: zasadowe biatko troponina T wiaze si¢ z
tropomiozyna, kolejne zasadowe biatko troponina I wiaze aktyng i hamuje jej kontakt z
miozyna, za§ kwasna troponina C jest odpowiedzialna za wigzanie jonow wapnia w
miejscach aktywnych. [99]. Ekspresja wystgpujacej w sercu izoformy troponiny C jest
takze charakterystyczna dla migéni szkieletowych, co eliminuje ja jako marker
uszkodzenia migs$nia serca. Specyficzne dla komoérek serca izoformy troponiny I i T
roznig si¢ od dwoch pozostatych izoform wystepujacych w miesniach szkieletowych

dhugosciag i sekwencja aminokwaséw wchodzacych w sktad N konca tych biatek.
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Sekwencje te tworza swoisty kod umozliwiajacy wykorzystanie specyficznych
przeciwciat w testach immunodiagnostycznych do oceny stopnia ich ekspresji [100]. W
wyniku zadzialania czynnika uszkadzajacego migsien sercowy obserwowana jest

specyficzna kinetyka uwalniana troponin:

o Troponina T ¢TnT wzrost 3 — 6 h szczyt 10 — 24 h, spadek 10 — 15 dni,
e Troponina I ¢Tnl wzrost 3 — 6 h szczyt 14 — 20 h, spadek 5 — 7 dni.

Obecnie, zgodnie z czwarta definicja zawatu, sercowe izoformy troponin uznane
sg za zloty standard diagnostyki zawatu serca (ich wystgpowanie jest zawg¢zone gltdwnie
do komorek migsénia sercowego). Dodatkowo, od kilku lat wprowadzono do praktyki
klinicznej i laboratoryjnej testy troponinowe o wysokiej czutosci. Umozliwia to wykrycie
nawet niewielkiego uszkodzenia miokardium, ale rowniez wychwycenie fizjologicznych
wahan zwigzanych z cyklem komoérkowym. Z drugiej jednak strony ich st¢zenia, jako
zmienna ciaggla, wymagaja bardzo ostroznej interpretacji z uwzglednieniem obrazu

klinicznego pacjenta.

Przyczynami wzrostu st¢zenia troponin sercowych, przy braku niedokrwienia
migé$nia sercowego, moga by¢: niewydolno$¢ serca, nadcisnienie, hipotensja, arytmia,
zapalenie osierdzia 1 mig$nia sercowego, zatorowo$¢ plucna, przeszczep serca,
kardiomiopatia przerostowa, rozwarstwienie aorty, wada zastawki aortalnej, sepsa, udar
moézgu, SAH, gestoza, skrajna niewydolno$¢ nerek, stan krytyczny pacjenta, choroba
Pompego, niedoczynno$¢ tarczycy, hemoglobinopatie z potransfuzyjna hemosyderoza,
mechaniczny uraz mig$nia sercowego (sttuczenie, masaz serca,
kardiowersja/defibrylacja, ablacja, cewnikowanie), duze zabiegi operacyjne, w tym w

szczegolnosci operacje kardiochirurgiczne.

Nalezy rowniez uwzgledni¢ wptyw krazenia pozaustrojowego, w ktorym
wykonywane sg procedury kardiochirurgiczne i towarzyszacy temu zespot
ogoélnoustrojowej reakcji zapalnej i odczyn zapalny mig$nia sercowego [101, 102].
Ste¢zenia cytokin prozapalnych, takich jak: czynnik martwicy nowotworéw alfa (TNF-a),
hs-CRP, mieloperoksydaza, IL-6 i IL-8 sg proporcjonalne do intensywnosci uszkodzenia

migénia sercowego 1 nastepujacej po tym apoptozy [103, 104].

Podwyzszone stgzenia troponin sercowych stwierdzano u 100% pacjentow

poddawanych CABG. Jednak badania wykonywane z zastosowaniem rezonansu
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magnetycznego serca (CMR) wykazaly, Zze obszary martwicy migsnia sercowego
widoczne sa tylko u 28% pacjentow tej grupy. Wyniki tych badan moga sugerowac, ze
uwalnianie troponin moze odzwierciedla¢ odwracalne uszkodzenie wynikajace z innych
procesow, takich jak aktywacja reakcji zapalnej lub uszkodzenie niedokrwienno-

reperfuzyjne, a nie tylko zawat [105, 106, 107].

Dodatkowo dyskutowany jest problem okreslenia wiarygodnego odstepu
czasowego od zabiegu operacyjnego, w ktéorym nalezy oznaczaé st¢zenie troponiny
w diagnostyce zawalu okotooperacyjnego. Wzrost st¢zenia troponiny jest zauwazalny
bowiem w krwi po 2—4 godzinach od uszkodzenia mig¢$nia sercowego [108], co moze
opozni¢ rozpoznanie zawalu zwigzanego z zabiegiem operacyjnym. Z drugiej strony,
szczyt stgzen troponin w zawale migénia sercowego w wyniku CABG wystepuje z reguty
po 72 godzinach, co wskazuje, ze nalezy rozwazy¢ ich monitorowanie powyzej 48 godzin
po operacji [109]. Utrzymujace si¢ wysokie st¢zenia troponiny I w 6 godzinie po operacji
CABG moze by¢ zwigzane z manipulacjami chirurgicznymi i nieswoistym uszkodzeniem
migénia sercowego; ciagly jednak ich wzrost w pierwszych 24 godzinach wymaga
szczegolnej uwagi jako wskaznik mozliwego pooperacyjnego zawalu migénia serca
[110]. Opisane trudno$ci w interpretacji uzyskiwanych wynikéw i ocenie kinetyki
biomarkeréw w okresie okotooperacyjnym, powoduja, ze rowniez oznaczanie stg¢zen
troponin nie spetnia w pelni oczekiwan. W zwiazku z tym ciagle trwaja poszukiwania
nowych wiarygodnych i czulych biomarkerow. Identyfikacja istotnych klinicznie
powiktan w postaci okotooperacyjnego uszkodzenia migénia sercowego i zawatu moze
by¢ trudna, ale jest bardzo istotna, poniewaz pozwala na ocen¢ ryzyka krotko-, Srednio- i

dlugoterminowej $miertelnosci [111, 112, 113].

1.6 MIKRORNA (MIRNA)

Przetomem w badaniach nad miRNA i ich wptywem na regulacje ekspresji genow
okazato si¢ odkrycie w 1993 roku genu lin 4 w nicieniu Caenorhabditis elegans
kodujacego pierwsze poznane miRNA [114]. miRNA sa produktem gendéw jadrowych
rozsianych po calym genomie cztowieka. Odsetkowo jest ich zaledwie, okolo 5 %, ale
szacuje sig¢, ze w organizmie czlowieka az okoto 50 — 60 % genow jest regulowanych
wlasnie za posrednictwem miRNA [115]. Jako mate niekodujace czgsteczki RNA
odgrywaja one bardzo wazng rol¢ w ekspresji genow przez wpltyw na proces translacji

bialek. Dziatanie ich polega na polaczeniu si¢ ze specyficznymi regionami w miRNA, co
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powoduje zahamowanie procesu translacji, anawet degradacj¢ tancucha RNA
odpowiedzialnego za syntezg biatek, ale tez w pewnych sytuacjach sa one
odpowiedzialne za wzmocnienie jego ekspresji. Biora udzial w procesach proliferacji,
rozmnazania, angiogenezy i apoptozy w organizmach zywych. Liczne doniesienia
potwierdzaja takze ich role w fizjologii i patofizjologii mig$nia sercowego. Ich wczesne
uwalnianie przez komorki do przestrzeni zewnatrzkomoérkowej i zwigzana z tym
mozliwos¢ oznaczania w réznych ptynach ustrojowych (migedzy innymi we krwi, moczu
i bioptatach tkankowych), a takze stabilno$¢ w probkach przechowywanych rowniez w
temperaturze pokojowej — otwiera nowe mozliwosci diagnostyczne w monitorowaniu

uszkodzenia serca we wczesnym okresie pooperacyjnym [116].

1.6.1 BIOLOGIA MIKRORNA (MIRNA)

MiRNA to grupa jednoniciowych, niekodujacych RNA sktadajacych si¢ z 20 — 22
nukleotydéw, ktore biora udziat w regulacji ekspresji gendéw na poziomie
potranskrypcyjnym. Istnieja dwa sposoby syntezy miRNA, kazdy sktadajacy si¢ z kilku
etapéw. Pierwszym jest powstanie transkryptu pri-miRNA przepisywanego z genomu
(odpowiednich regionéw dwuniciowego DNA) przez enzym polimeraz¢ RNA II lub III.
Ten pierwotny transkrypt sktada si¢ z kilku tysigcy par zasad [117, 118]. W kolejnym
etapie dzigki biatkowemu kompleksowi sktadajacemu si¢ z jadrowej rybonukleazy I11
zwanej enzymem Drosha oraz kofaktora DGCRS8 dochodzi do hydrolizy pierwotnego
transkryptu (pri-miRNA), w wyniku ktorej powstaje pre-miRNA. Obydwa procesy
zachodza w jadrze komorkowym. Druga $ciezka powstawania miRNA polega na syntezie
mirtronéw, fragmentéw pochodzacych z intronéw. Nie bierze w nim udziatu jadrowa
rybonukleaza  Drosha.  Mitrony maja  dlugoé¢ miRNA  odpowiadajaca
pre-miRNA, ale niedoskonatg strukture, ktéra wymaga rozplecenia i ponownego
zwinigcia w strukture spinki do wlosoéw, aby mogly dalej wejs¢ w konwencjonalna
Sciezke dalszej syntezy. Pre-miRNA maja dlugos¢ 60 — 80 nukleotydow majacych w
sobie struktur¢ szpilek do wloséw. Nastgpnie pre-miRNA s3 transportowane z jadra
komoérkowego do cytoplazmy za pomoca kompleksu biatka Ran-GTP i eksportyny-5,
gdzie dochodzi do generowania dojrzatych czasteczek miRNA przy pomocy kolejnego
enzymu endonukleazy Dicer. Dojrzate miRNA po rozpleceniu przez enzym Dicer tworza

z biatkami kompleks RISC (Induced Silencing Complex), ktory poprzez specyficzne
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wigzanie do komplementarnego regionu docelowej czasteczki RNA wptywa na translacje

mRNA [119].

Rycina 2. Powstawanie i mechanizmy dziatania miRNA
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Decydujacy wplyw na to czy, i ktére miRNA zostanie zdegradowane ma dojrzata
czasteczka miRNA w RISC. Przytacza si¢ ona na zasadzie komplementarno$ci do regionu
3’UTR informacyjnego RNA. Sekwencja miRNA moze by¢ niemal catkowicie lub tylko
czgsciowo zgodna z odcinkami 3’UTR informacyjnego RNA. Ma to olbrzymie znaczenie
przy wyborze mechanizmu regulacyjnego. Catkowita komplementarno$¢ jest
odpowiedzialna za degradacj¢ informacyjnego RNA, natomiast czg$ciowa powoduje
tylko hamowanie procesu translacji. Koncowym efektem dziatania jest hamowanie

syntezy biatka [119, 120, 121]. W pewnych przypadkach istnieje mozliwos¢
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wzmocnienia przez miRNA ekspresji genu przez przytaczenie si¢ do konca 5°, jak np.
wzmocnienie translacji wirusa HCV przez miRNA-122 opisywane przez Robertsa i wsp.
[122, 123]. Jeden typ miRNA ma zdolno$¢ ekspresji wielu genéw [124]. JednoczesSnie
jeden informacyjny RNA moze by¢ regulowany przez wiele typéw miRNA, w zalezno$ci

od liczby komplementarnych miejsc we fragmencie 3’UTR [119, 125].

Profil uwalniania miRNA $wiadczy, ze nie tylko sa uwalniane biernie z
uszkodzonych lub nekrotycznych komorek, lecz takze biora w tym udzial procesy czynne
bedace pod kontrola komoérkowych drog sygnatowych. Wydzielane poza komorke
miRNA zachowuja duza stabilno$¢ mimo aktywnosci osoczowych RNaz. Decyduja o
tym mechanizmy ochronne, takie jak wydzielanie w postaci pecherzykow, egzosomow,
cialek apoptycznych oraz tworzenie komplekséw z biatkami (nukleofosfina 1, biatko
AGO2). Biatka te pelnia funkcj¢ transportowa migdzy jadrem komoérkowym a
cytoplazma, ale sa takze obecne w przestrzeni pozakomorkowej [126, 127]. Alternatywna
droga transportu jest mozliwo$¢ wchodzenia w sktad komplekséw z frakcja HDL
lipoprotein [128]. Przeprowadzone wcze$niej obserwacje potwierdzity mozliwosé
oznaczania réznych izoform miRNA w ptynach ustrojowych, w tym we krwi
oraz bioptatach tkankowych [116, 129, 130]. Znaczna czg§¢ miRNA jest swoista
tkankowo i komorkowo [129, 130].

W ostatnich latach postgp genetyki i poznanie molekularnych podstaw rozwoju
chorob uktadu krazenia otworzyt nowe mozliwosci diagnostyczne oznaczania ekspresji
swoistych dla mig§nia sercowego miRNA w zaleznosci od kondycji mig$nia sercowego
[129, 130, 131, 132]. Z uwagi na rol¢ jaka odgrywaja w procesach protekcji i remodelingu
migsnia sercowego, angiogenezy, wioknienia przedsionkow, urazu niedokrwienno-
reperfuzyjnego, sepsy, ostrej niewydolnosci narzadowej, patofizjologii boélu, duzym
zainteresowaniem w kardiochirurgii cieszg si¢ miRNA: miRNA-1, miRNA-21, miRNA-
29, miRNA-133a, miRNA-145, miRNA-208a i b, miRNA-223, miRNA-483-5p,
miRNA-126, miRNA-499, jako potencjalne predyktory ryzyka oraz biomarkery
powiktan po zabiegach na otwartym sercu, a w szczegdlnosci zawatu okotooperacyjnego
lub migotania przedsionkow. Sposrdd tej grupy miRNA interesujacymi ze wzgledu na
najwigksza swoisto§¢ dla migénia sercowego izrdznicowana rol¢ jaka pelnia w
odpowiedzi na uraz operacyjny izwigzane z nim procesy niedotlenienia, urazu

niedokrwienno-reperfuzyjnego, uogolnionej odpowiedzi zapalnej wydaja si¢ byc
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miRNA-499, miRNA-133a, miRNA-1, miRNA-21. Opisywany w doniesieniach
naukowych profil uwalniania, swoisto$¢ i czuto$¢ pozwalaja takze na poddanie ich probie
wykorzystania jako biomarkerow monitorowania skuteczno$ci zapobiegania skutkom
urazu niedokrwienno-reperfuzyjnego poprzez farmakologiczne hartowanie mig$nia
sercowego za pomocg srodkow anestetycznych wykorzystywanych w trakcie znieczulen

do zabiegdéw kardiochirurgicznych [129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138].

1.6.2 MIRNA-499

MiRNA-499 wystepuje glownie kardiomiocytach, ale takze w niewielkim stopniu
w migsniach szkieletowych. Wraz z miRNA-208a i miRN-208b nalezy do grupy tzw.
myomiRS kodowanych w intronach: Myh 6 (cigzki tancuch alfa - miozyny), Myh 7
(cigzki tancuch beta-miozyny) oraz Myh 7b. Grupa ,,myomiRS” odpowiada za ekspresj¢
fancuchow cigzkich miozyny w sercu. Ten typ regulacji odpowiedzialny jest za
przebudowe serca, czynnos¢ skurczowo-rozkurczowa migénia serca. Ponadto miRNA-
499, majac wptyw na ekspresj¢ biatek bioracych udziat w réznych szlakach sygnatowych,
odgrywa bardzo wazna i zréznicowana role w rozwoju i patofizjologii uktadu sercowo-
naczyniowego. Jego wzmozona ekspresja indukuje réznicowanie mezenchymalnych
komorek macierzystych szpiku do kardiomiocytow przez szlak sygnalowy Wnt/B-
katenina. Z kolei, wptywajac na szlak sygnatowy, kalcyneuryna/Wnt stymuluje rozwdj
angiogenezy, pobudza ekspresj¢ izoformy podjednostki katalitycznej kalcyneuryny alfa,
a ta z kolei dziala na czynnik jadrowy aktywowanych komoérek T (NFAT). Czynnik ten
(NFAT) reguluje aktywacj¢ czynnika indukowanego niedotlenieniem 1-a (HIF la), co
pobudza wydzielanie czynnika wzrostu $rodbtonka naczyniowego (VFGF). MiRNA-499
zapobiega apoptozie przez szlak kalcyneuryny i biatka zwigzanego z dynaming 1 (Drp

1), ktore biora udzial w procesie rozszczepienia mitochondrialnego.

Zgodnie z doniesieniami naukowymi wzrost ekspresji miRNA-499 zmniejsza
apoptoze¢ kardiomiocytow i rozmiar zawalu, podczas gdy blokowanie dziatania miRNA-
499 powoduje przeciwne zmiany [139]. Istnieje szereg doniesien wskazujacych, ze
nadekspresja miRNA- 499 w sercu moze prowadzi¢ do przerostu kardiomiocytow i
rozwoju kardiomiopatii. Ten pozornie sprzeczny efekt ekspresji miRNA-499 moze
zaleze¢ od czasu trwania jego modulacji, na przyktad, czy mamy do czynienia z jej faza

ostrg lub przewlekta [139].
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MiRNA-499 odgrywa potencjalna role w patofizjologii zaburzen rytmu serca, w
tym migotania przedsionkéw. Nadekspresja miRNA-499 wptywa hamujaco na gen
kodujacy aktywowany wapnem kanal potasowy 3 o matym przewodnictwie (SK3),
powodujac przebudowe elektryczng w trakcie migotania przedsionkoéw [140]. Liczne
doniesienia naukowe wykazywaty przydatnos¢ miRNA-499 jako biomarkera w
diagnostyce oraz ocenie stopnia zaawansowania choroby wiencowej [141], wirusowego
zapalenia migénia serca, czy tez niewydolnosci krazenia [142]. Wykazano réwniez, ze
miRNA-499 moze by¢ bardziej czutym i swoistym markerem w diagnozowaniu zawatu

okotooperacyjnego niz tropnina I [136].

1.6.3 MIRNA-133

MiRNA-133 jest transkrybowany z tych samych loci chromosoméw co miRNA-
1, kontrolujac ekspresje substratow roznych szlakow sygnatowych wplywa na wiele
procesOw zachodzacych w organizmie cztowieka. Przez wptyw na substrat DLL1 (delta
like protein 1) — mediator komoérki w hematopoezie reguluje roznicowanie si¢ komorek
macierzystych serca. Korzystajac z innego szlaku sygnalowego przez substrat RhoA —
bialko wymiany GDP/GTP i cdc42 — kinazg transdukcji sygnatu hamuje przerost mig¢snia
serca. Z kolei przez substrat KLF (Kriipper-like factor) kontroluje procesy metaboliczne,
a przez substrat CTGF (Connective tissue growth factor) odpowiada za procesy
wtoknienia. Odgrywa przeciwstawng rol¢ w stosunku do mirRNA-1 w regulacji
przezycia miocytdow w odpowiedzi na niedokrwienie. Poprzez hamowanie ekspresji genu
kodujacego kaspaze 9, gldwnego efektora procesu apoptozy hamuje ten proces. W
badaniach dotyczacych jego przydatnosci w ocenie urazu niedokrwienno-reperfuzyjnego
miRNA-133 wykazat si¢ wigksza czutos$cia i swoisto§cia w pordwnaniu z troponing I
przede wszystkim w diagnozowaniu zawatu [ 143, 144], takze okolooperacyjnego [136].
Zmiany jego ekspresji w procesie adoptowania si¢ i remodelingu mig$nia serca
w odpowiedzi na niedokrwienie okazaty si¢ pomocne w monitorowaniu niewydolnosci

serca po zabiegach operacyjnych [145].

1.6.4 MIRNA-1

MiRNA-1 i miRNA-133 sa dwoma $cisle kooperujacymi ze soba czynnikami
regulujacymi, majacymi znaczenie w réznicowaniu kardiomiocytow, przeprogrmowaniu
funkcji komorek, przero$cie migsnia serca, rozwoju arytmii. Podobnie jak miRNA-133,

miRNA-1 charakteryzuje si¢ duza ekspresja zarowno w sercu jak i migéniach
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szkieletowych. Rodzina miRNA-1 obejmuje 3 podrodziny, do ktorych zaliczmy miRNA-
1-1, miRNA-1-2 i miRNA-206 Dwa z nich miRNA-1-1 i miRNA-1-2 maja identyczna
budowe, natomiast miRNA-206 rézni si¢ od nich w strukturze 4 nukleotydami. MiRNA-
206 ulega ekspresji tylko mig$niach szkieletowych, za§ miRNA-1 w obu postaciach 1-1

i 1-2 wystepuje zaréwno w miesniach szkieletowych jak i w mig$niu serca [146].

W poczatkowych etapach rozwoju serca miRNA-1 dziata synergistycznie z
miRNA- 133 Wspolnie odpowiadaja za powstawanie mezodermy w embrionalnych
komorkach macierzystych [147]. W kolejnych etapach rozwoju serca ich role zmieniaja
si¢ na przeciwstawne. MiRNA-1 indukuje réznicowanie kardiomiocytow, za§ miRNA-
133 hamuje je [148]. MiRNA-1 reguluje ekspresj¢ czynnikow transkrypcyjnych Irx5 i
Hand 2 [149]. Biatko Hand 2 bierze udziat w rozwoju droég odptywowych oraz prawej
komory. Biatko IrX5 (iroquois-class homeodomain protein) reguluje ekspresj¢ gendw
kanalu potasowego. W odpowiedzi na niedokrwienne uszkodzenie serca, np. w przebiegu
zawalu mig$nia serca, poprzez szlak sygnalowy - adrenoreceptora (BAR)/cyklicznego
adenozynomonofosforanu (cAMP)/kinazy biatkowej A (PKA), miRNA-1 (glownie w
postaci egzosomow) jak i miRNA-133 (zaréwno w postaci egzosomow jak i wolnej) sa
uwalniane do kwioobiegu i posrednicza w mobilizacji komorek progenitorowych
(swoiste tkankowo komorki macierzyste) ze szpiku kostnego do krazenia obwodowego.
Komorki te biora udziat w procesach naprawczych przywracajacych sprawnosé
uszkodzonego migénia serca [150, 151, 152]. Wykazano, ze dostarczenie miRNA-1, a
takze miRNA-133, miRNA-499 do strefy granicznej zawatu, np. za posrednictwem
lentiwirusa, pobudza przeprogramowanie fibroblastow do kardiomiocytow in situ. Te
stworzone w wyniku przeprogramowania kardiomiocyty wykazuja budowe sarkomerowa
oraz wlasciwoéci elektrofizjologiczne odpowiadajace dojrzalym miocytom serca [153,
154, 155]. Wzrost ekspresji MiRNA-1 za posrednictwem szlakoéw kalcyneuryny/czynnik
jadrowy aktywowanych szlakoéw komoérek T (NFAT) oraz zaleznej od biatka kalmoduliny
wiazacej wapn wplywa hamujaco na czynnik wzmacniajacy miocyty 2a (MEF 2a) i
biatko GAT A4 zapobiegajac wzrostowi kardiomiocytow. Przy spadku ekspresji miRNA-
1 dochodzi do wzrostu pozioméw biatka cytoszkieletu twinfilin 1, ktore z kolei jest
odpowiedzialne za przerost mig$nia serca [156]. Niedokrwienny stres oksydacyjny
wplywajac na miRNA-1 stymuluje jego wptyw na proliferacj¢ kardiomiocytow poprzez
czynnik transkrypcyjny Hand 2, ale jednocze$nie uwidacznia jego dziatanie

proapoptyczne przez hamowanie ekspresji genu bialek szoku cieplnego HSP 60 i HSP 70
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oraz potranskrypcyjnej supresji bialek przeciwdziatajacych apoptozie Bcl-2
(protoonkogen kodujacy biatko regulujace proces apoptozy — B-cell lymphoma 2) i IGF-
1 (insulinopodobny czynnik wzrostu — insulin-like growth factor) [157].

Nadekspresja miRNA-1 sprzyja wzrostowi czgsto$ci arytmii serca. Poprzez
represj¢ genu KCNJ2 (potassium channel, Inwardly Rectifying Subfamily J Member 2)
kodujacego gtéwna podjednostke kanatu potasowego (Kir 2.1.) oraz genu GJA1 (gap
junction alpha-1 protein) kodujacego biatko koneksyne 43 wchodzacego w sklad ztacza
szczelinowego odpowiedzialnego za przewodnictwo migdzy komoérkami wplywa na
spoczynkowy potencjat blonowy zakldcajac przeptyw pradu potasowego podczas
repolaryzacji [158]. Wykazano na zwierzgcych modelach niedokrwiennych serca, ze
wzrost ekspresji miRNA-1 i 133, wydtuzajac czas depolaryzacji i repolaryzacji, stwarza
wigksze ryzyko komorowych zaburzen rytmu serca [159]. Wzrost ekspresji miRNA-1
moze takze zwigksza¢ pobudliwos¢ skurczowg mig$nia serca prowadzac do
nadkomorowych zaburzen rytmu serca, w tym migotania przedsionkow. Gtéwna role w
tym wypadku przypisuje si¢ wzrostowi fosforylacji kanalow wapniowych typu L i
receptorow rianodyny (RyR2), co uniemozliwia przylaczenie biatek fosfatazy PP2A do
tych kanalow zaburzajac ich funkcjonowanie [160, 161]. Liczne doniesienia naukowe
potwierdzaja uzyteczno$¢ miRNA-1 w diagnostyce choroby niedokrwiennej i zawatu

migénia serca [162, 163, 164, 165].

1.6.5 MIRNA-21

MiRNA-21 odpowiedzialny jest za przebudowg mig$nia serca (remodeling
strukturalny i elektryczny) w odpowiedzi na uraz niedokrwienno-reperfuzyjny oraz w
pdzniejszych etapach niewydolnosci serca. Przez szlak sygnatowy kinazy ERK-MAP w
fibroblastach wplywa hamujaco na czynnik wzrostu blokujac proliferacje fibroblastow —
regulujac stopien zwitoknienia i przerostu migsénia serca [166]. Dziata antyapoptycznie
hamujac ekspresj¢ proapoptycznych bialek PTEN, PDCD4 oraz liganda Fas. Gtéwnym
aktywatorem syntezy miRNA-21 jest szlak sygnalowy AKT. Negatywnym regulatorem
tego szlaku jest biatko PTEN, ktorego poziom wzrasta w warunkach hipoksji wskutek
obnizenia poziomu miRNA-21. Ponadto zaobserwowano dodatni zwiazek migdzy
stopniem zwloknienia a poziomem ekspresji miRNA-21 w tkance przedsionkowe;.
Przeciwnie, w przypadku wzmozonych procesow zwtoknienia, poziomy miRNA-21 w

osoczu byly zmniejszone w poréwnaniu ze zdrowymi ochotnikami. Wykryto odwrotna
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zalezno$¢ migdzy poziomem miRNA-21 w tkance przedsionkowej a poziomem w
osoczu. Nadmierna ekspresja miRNA-21 w ludzkiej tkance przedsionkowej jest
powiazana z wloknieniem przedsionkéw (przebudowa strukturalna), ale takze wptywa
hamujaco na ekspresje kanatlow wapniowych typu L i moze by¢ przyczyna zwolnienia
przewodnictwa przez nie, a w konsekwencji wzrostu odkomoérkowego pradu potasowego
(przebudowa elektryczna). Koncowym efektem tych zmian moze by¢ tworzenie si¢
patologicznych petli krazenia nawrotnego i sprzyjanie wystgpowaniu zaburzen rytmu

serca, w tym nawrotu migotania przedsionkow [135, 167, 168].
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2 CELE BADANIA

Opisywana w doniesieniach naukowych charakterystyka uwzgledniajaca profil

uwalniania, swoisto$¢ i czuto$¢ wybranych miRNA uzasadnia probg wykorzystania ich

jako biomarkerow monitorowania skuteczno$ci zapobiegania efektom urazu

niedokrwienno-reperfuzyjnego w operacjach chirurgicznego pomostowania naczyn

wiencowych przeprowadzanych z zastosowaniem dwoch réznych metod znieczulenia.

Celem badania byta:

1.

Ocena kinetyki i profilu okotooperacyjnego wybranych miRNA: miRNA-499,
miRNA-133a, miRNA-1, miRNA-21 monitorowanych we krwi obwodowej
u pacjentéw poddawanych chirurgicznej rewaskularyzacji wieficowej dwoma
metodami znieczulenia, jednego na bazie inhalacyjnego zastosowania
sewofluranu przez caly okres zabiegu lub dozylnej podazy propofolu
zastosowanego metoda TCI.

Ocena profilu wybranych miRNA: miRNA-499, miRNA-133a, miRNA-1,
miRNA-21, w $rédoperacyjnie pobieranych bioptatach migénia prawego
przedsionka serca u pacjentdow poddawanych rewaskularyzacji wiencowej
wymienionymi metodami znieczulenia.

Ocena przydatnosci wybranych miRNA jako biomarkeréw urazu migénia
sercowego w relacji do standardowo oznaczanych markeréw CKMB i troponiny

I we wezesnym okresie pooperacyjnym.
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3 MATERIAL I METODYKA BADANIA

Badanie uzyskalo pozytywna opini¢ Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Medycznym im. Piastow Slaskich we Wroctawiu w dniu 2.06.2016 (opinia Nr. KB —
280/2016). Zostato ono przeprowadzone zgodnie z wymogami Deklaracji Helsinskiej

(2000) Swiatowego Stowarzyszenia Medykow.

3.1 GRUPA BADANA 1 KRYTERIA KWALIFIKACJI DO
BADANIA

Prospektywne, obserwacyjne, randomizowane badanie kliniczne obejmowalo
40 chorych hospitalizowanych w okresie od grudnia 2016 do kwietnia 2019 w Klinice
Chirurgii Serca i Klinice Anestezjologii i Intensywnej Terapii Uniwersyteckiego Szpitala

Klinicznego we Wroctawiu.

3.1.1 KRYTERIA WLACZENIA

Badanie przeprowadzono u chorych poddawanych pierwszorazowym planowym
operacjom pomostowania aortalno-wienicowego (CABG), przeprowadzanych w krazeniu

pozaustrojowym, w normotermii, przy uzyciu krwistej kardioplegii dowiencowe;j.

3.1.2 KRYTERIA WYLACZENIA

Z badania wykluczono pacjentow, ktorzy nie wyrazili na nie zgody. Kryteriami
klinicznymi wykluczenia byly: cukrzyca, $wiezy udar mozgu lub TIA w wywiadzie,
zaawansowana wada zastawkowa serca, kardiomiopatia przerostowa, zatorowos$¢ ptucna,
podwyzszone st¢zenia troponin i CKMB w kontrolnych badaniach przed operacja,
powazne zaburzenia kurczliwo$ci migsnia sercowego w przedoperacyjnej ocenie
echokardiograficznej (frakcja wyrzutowa ponizej 40%), niewydolno$¢ nerek i watroby,
krytyczne zwezenie t¢tnic dogtowowych. Wykluczono takze pacjentow reoperowanych

lub z obecnoscia wszczepionych stentdw do naczyn wiencowych.
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3.1.3 POSTEPOWANIE PRZEDOPERACYJNE

W przeddzien planowanej operacji, po przeanalizowaniu historii choroby pacjenta
i wynikow badan (laboratoryjnych, obrazowych) oraz po potwierdzeniu spetnienia

kryteriow wlaczenia do badania, przeprowadzano z pacjentem rozmowe kwalifikacyjna.

Pacjenci po zapoznaniu si¢ z zasadami i celami badania oraz wyjasnieniu
wszystkich watpliwosci z nim zwiazanych pisemnie wyrazali dobrowolna i $wiadoma
zgod¢ na uczestnictwo w badaniu na formularzu wchodzacym w sklad protokolu
badawczego zatwierdzonego przez Komisj¢ Bioetyki przy Uniwersytecie Medycznym
we Wroctawiu. Dodatkowo w obecno$ci anestezjologa wypelniana byta
anestezjologiczna ankieta przedoperacyjna wraz z pisemnym potwierdzeniem zgody na

znieczulenie i leczenie w ramach OIT.

Dotychczas stosowane leki nasercowe podawane byly do dnia poprzedzajacego
zabieg operacyjny. W premedykacji, wszyscy pacjenci, niezaleznie od badanej grupy,
otrzymali doustnie midazolam (Dormicum Roche) w dawce 7,5 mg oraz w domigsniowej
iniekcji 0,1 mg/kg siarczanu morfiny (Morphini sulfas Polfa Warszawa) podawane na

godzing przed planowanym znieczuleniem.

3.1.4 POSTEPOWANIE ANESTEZJOLOGICZNE

Wszystkie znieczulenia przeprowadzono przy pomocy aparatu GE Datex Ohmeda
AISYS wyposazonego w parownik do podawania anestetyku wziewnego typu Aladin i
systemu monitorowania GE Datex Ohmeda S/5. Glgboko$¢ znieczulenia oceniano analiza
bispektralna zapisu EEG (BIS) przez czujniki BIS podiaczone do modutu wchodzacego

w sktad sytemu monitorowania GE Datex Ohmeda S/5.

Na sali operacyjnej, przed indukcja znieczulenia, u pacjentdéw stosowano
tlenoterapi¢ bierng przez maske tlenowa. Podtaczano standardowe monitorowanie, ktore
obejmowato: saturacj¢ krwi tetniczej (SpO2) — pulsoksymetria, zapis EKG z
odprowadzen 11 i V5 z analiza odcinka ST, monitorowanie BIS. Ponadto zaktadano dwa
dostepy naczyniowe do zyt obwodowych oraz w znieczuleniu miejscowym kaniul¢ (BD
Arterial Cannula 20 G) do tetnicy promieniowej dla bezposredniego pomiaru ci$nienia

tetniczego krwi.
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Jako profilaktyke zakazen pacjenci otrzymywali dozylnie cefuroksym
(Biofuroksym, Polpharma, Polska) w dawce 1,5 g na 30 min. przed indukcja znieczulenia,

a nastgpnie druga dawke po zakonczeniu krazenia pozaustrojowego.

W profilaktyce wzrostu fibrynolitycznej aktywno$ci plazminy, jako mozliwej
przyczyny krwawienia pooperacyjnego, pacjentom podawano dozylnie kwas
tranecksamowy (Exacyl, Polfa Warszawa S.A., Polska) w dawce 1 g. Dawke leku

powtarzano po zakonczeniu krazenia pozaustrojowego.

3.1.5 RANDOMIZACJA I METODY ZNIECZULENIA

Randomizacj¢ do grup badanych przeprowadzano w sposéb losowy
wykorzystujac Randomizer badawczy pobrany w dniu 17.10.2016 (Research Randomizer
w wersji 40 — oprogramowanie komputerowe) [169]. Pacjenci zostali losowo przydzieleni

do jednej z dwoch 20 osobowych grup roéznigcych si¢ zastosowang metoda znieczulenia:

Grupa 1 — Sewofluran: znieczulenie zlozone z uzyciem anestetycznego S$rodka

wziewnego sewofluranu przez caly okres trwania operacji.

Grupa 2 — Propofol: znieczulenie catkowicie dozylne z uzyciem propofolu metodg TCI

przez caly okres trwania operacji.

Grupa 1 — Sewofluran: w indukcji znieczulenia stosowano wprowadzenie dozylne
propofolem (Propofol 1 % MCT/LCT, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Niemcy) w dawce
1 mg/kg m.c., Sufentanylem (Sufentanil Chiesi, Chiesi Pharmaceuticals GmbH, Wieden,
Austria) w dawce 0,5pg/kg m.c. oraz rokuronium (Rokuronium Kabi, Fresenius Kabi,
Warszawa, Polska) w dawce 0,5 mg/kg m.c. Znieczulenie podtrzymywano wlewami
dozylnymi sufentanylu (Sufentanil Chiesi, Chiesi Pharmaceuticals GmbH, Wieden,
Austria) w dawce 0,001 pg/kg/min. i rokuronium (Rokuronium Kabi, Fresenius Kabi,
Warszawa, Polska) w dawce 0,6 mg/kg m.c./h oraz sewofluranem (Sevoflurane Baxter,
Polska) podawanym inhalacyjnie z parownika Aladin ze st¢zeniem w mieszaninie gazéw
wdechowych 0,5 — 2 vol%, a w trakcie CPB z parownika Dridger Vapor 2000
zainstalowanego na aparacie ptuco-serce. Po zakonczeniu krazenia pozaustrojowego
znieczulenie inhalacyjne wraz z wlewem ciaglym sufentanylu irokuronium

kontynuowano do konca operacji.
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Grupa 2 — Propofol: w indukcji znieczulenia stosowano wprowadzenie dozylne
propofolem (Propofol 1 % MCT/LCT, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Niemcy) metoda
TCI (Target Controlled Infusions) z wykorzystaniem pompy infuzyjnej (B BRAUN
Perfusor Space, B. Braun Melsungen AG, Niemcy), z docelowym stezeniem propofolu
w surowicy krwi: 1,5 — 4 pg/ml, sufentanylem (Sufentanil Chiesi, Chiesi Pharmaceuticals
GmbH, Wieden, Austria) w dawce 0,5ug/ kg m.c. oraz rokuronium (Rokuronium Kabi,
Fresenius Kabi, Warszawa, Polska) w dawce 0,5 mg/kg m.c. Znieczulenie
podtrzymywano wlewem dozylnym propofolu (Propofol 1 % MCT/LCT, Fresenius Kabi,
Bad Homburg, Niemcy) TCI z docelowym stgzeniem surowicy krwi 2 — 4 ug/ml w
suplementacji z dozylnymi wlewami sufentanylu (Sufentanil Chiesi, Chiesi
Pharmaceuticals GmbH, Wieden, Austria) w dawce 0,001 pg/kg/min. i rokuronium
(Rokuronium Kabi, Fresenius Kabi, Warszawa, Polska) w dawce 0,6 mg/kg m.c./h, do

konca operacji.

Glegbokos¢ znieczulenia oceniano za pomoca indeksu bispektralnego BIS, tak aby

jego warto$ci utrzymywaly si¢ w granicach 40 — 50.

3.1.6 DALSZE POSTEPOWANIE ANESTEZJOLOGICZNE

W obu badanych grupach, po indukcji znieczulenia, pacjentéw intubowano przez
usta, a nastgpnie podigczano do uktadu oddechowego poétzamknigtego aparatu do
znieczulenia. Monitorowanie uktadu oddechowego obejmowato: wentylacje minutowa,
objetos¢ pojedynczego wdechu 1 wydechu, przeciek w uktadzie oddechowym, ci$nienie
w drogach oddechowych (szczytowe, $rednie, koncowo-wydechowe), wdechowe i
koncowo-wydechowe st¢zenie dwutlenku wegla oraz tlenu, a w przypadku stosowania
inhalacyjnego anestetyku jego MAC wdechowy i wydechowy. Pacjentow wentylowano
mechanicznie (tryb VCV—objgtosciowo zmienny, alternatywnie tryb PCV — ci$nieniowo
zmienny) mieszaning tlenu z powietrzem (ze t¢zeniem tlenu w gazach wdechowych 60
%), przy przeplywie gazow 1 litr, tak, aby stgzenie CO» w powietrzu wydychanym
utrzymywato si¢ w granicach 4,7 — 6 kPa (35 — 45 mmHg), a saturacja krwi tgtniczej
(SpO2) w zakresie 94 — 99 %.

Prawidlowo$¢ ustawien parametréw wentylacji 1 wymiany gazowej w trakcie
krazenia pozaustrojowego potwierdzano przez wykonywanie kontrolnych badan

gazometrycznych krwi tgtniczej (aparat do gazometrii RAPIDLAB 1265 firmy Siemens).
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Po indukcji znieczulenia pacjentom zakladano dwa dostgpy naczyniowe przez
prawa zyle szyjna wewnetrzng: cewnik centralny 3-$wiattowy (Three-Lumen CVC, 7 F,
ARROW) oraz §luz¢ naczyniowa (Exacta ™, 8 F, Merit Medical™), przez ktora
wprowadzano pod kontrola zapiséw krzywych cisnien z monitora pacjenta cewnik do
tetnicy ptucnej (Criticath™, 7 F, Merit Medical™). Ciénienia rejestrowane byly za
pomoca przetwornikow (Meritrans DTXPlus, Merit Medical™, Singapur) umieszonych

i wyzerowanych na wysokosci prawego przedsionka.

Monitorowanie hemodynamiczne, prowadzone zaréwno podczas zabiegu
operacyjnego jak w okresie pooperacyjnym, obejmowato 5 punktéw czasowych
zbieznych z czasem pobierania krwi na oznaczenia ekspresji miRNA. Monitorowane
wskazniki hemodynamiczne obejmowaly: czgsto$¢ akcji serca (HR), ci$nienie t¢tnicze
(SAP, MAP, DAP), centralne ci$nienie zylne (CVP), cisnienia w t¢tnicy ptucnej (PASP,
MPAP, PADP), ci$nienie zaklinowania t¢tnicy plucnej (PCWP), rzut serca mierzony
metoda termodylucji oraz saturacj¢ krwi zylnej mieszanej (ScvO2). Na podstawie
dokonywanych pomiaréw wyliczano: wskaznik sercowy (CI), wskaznik naczyniowego
oporu obwodowego (SVRI), wskaznik naczyniowego oporu ptucnego (PVRI), wskaznik
objetosci wyrzutowej (SVI), wskaznik pracy wyrzutowej lewej komory serca (LVSWI),
wskaznik pracy wyrzutowej prawej komory serca (RVSWI). Na podstawie
dokonywanych pomiaréw wyliczano: wskaznik sercowy (CI), wskaznik naczyniowego
oporu obwodowego (SVRI), wskaznik naczyniowego oporu ptucnego (PVRI), wskaznik
objetosci wyrzutowej (SVI), wskaznik pracy wyrzutowej lewej komory serca (LVSWI),

wskaznik pracy wyrzutowej prawej komory serca (RVSWI).

Cisnienie perfuzyjne w czasie operacji utrzymywano na poziomie MAP 60 — 90
mmHg i korygowano, w oparciu o monitorowane wskazniki hemodynamiczne, a w razie

potrzeby zmiana glgbokosci znieczulenia oraz ptynoterapia lub farmakologicznie:

e przy spadku MAP - podaza dozylng efedryny i/lub fenylefryny, a przy braku
skutecznego dziatania wlewem ciagltym noradrenaliny,
e przy wzroscie MAP dozylnym wlewem nitrogliceryny.
W przypadku stwierdzenia zaburzen kurczliwo$ci migsnia sercowego po odtaczeniu CPB
wyrazonego spadkiem CI ponizej 2,4 /min./m? stosowano wlew milirynonu, a przy braku

skutecznos$ci dotaczano adrenaling.
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Zaburzenia rytmu serca: tachyarytmie komorowe i nadkomorowe z niestabilnym
ci$nieniem t¢tniczym leczono kardiowersja elektryczng lub farmakologiczna (amiodaron,
lignocaina, jony magnezu i potasu). Bradykardig, bloki przewodzenia przedsionkowo-
komorowego po zwolnieniu klemy aortalnej i w okresie reperfuzji, a takze w razie
potrzeby we wczesnym okresie pooperacyjnym korygowano stymulacja w trybie AAI lub
DDD za pomoca zewngtrznego stymulatora serca i naszytych srodoperacyjnie elektrod

nasierdziowych przedsionkowych i/lub komorowych.

Diurez¢ godzinowa monitorowano za pomoca cewnika Foleya wprowadzonego
do pgcherza moczowego po indukcji znieczulenia. Za wystarczajaca definiowano
objetos¢ moczu réwng lub wyzsza od 0,5 ml/kg m.c./h. Niewystarczajaca diurezg
godzinowg korygowano ptynoterapia, utrzymywaniem odpowiednich cisnien perfuzji, a

w ostateczno$ci bolusami furosemidu.

Temperaturg¢ pacjenta oceniano za pomoca czujnika umiejscowionego w

nosogardzieli.

3.1.7 TECHNIKI OPERACYJNE

Zabieg CABG przeprowadzano z dostgpu przez sternotomi¢ posrodkowa,
w normotermii z zastosowaniem tej samej techniki operacyjnej u wszystkich badanych,
z uzyciem standardowej protekcji migénia sercowego za pomoca kardioplegii krwistej
w krazeniu pozaustrojowym. Przed podiaczaniem CPB podawano heparyng
niefrakcjonowana (Heparinum, WZF Polfa S.A., Warszawa) w dawce 3 mg/kg dozylnie
pod kontrola skutecznosci dziatania pomiarem ACT (aktywowany czas krzepnigcia), przy
pomocy aparatu Hemochron Response (ITC, Edison, New Jersey, USA). Docelowy czas
ACT powyzej 480 sekund utrzymywano podczas calego krazenia pozaustrojowego, w
razie konieczno$ci powtarzajac kolejne dawki heparyny. Dziatanie heparyny po
zakonczonym krazeniu pozaustrojowym odwracano siarczanem protaminy (Siarczan
Protaminy 1 %, BIOMED®Sp. z o0.0., Warszawa) w dawce 1mg na 100 jednostek
heparyny. Potwierdzeniem skutecznego dziatania protaminy byla wartos¢ ACT w

granicach 120 sekund.

Krazenie pozaustrojowe podiaczano z uzyciem kaniuli aortalnej (Medtronic)

i dwustopniowe] kaniuli zylnej (Medtronic), wprowadzanej przez prawy przedsionek.
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Standardowo w aorcie umieszczano kaniulg do podazy kardioplegii i w razie potrzeby

wentowania oraz odpowietrzania opuszki aorty.

Krazenie pozaustrojowe prowadzono z zastosowaniem aparatu pluco-serce
STOCKETS 5 z ukladem do CPB i oksygenatorem Medtronic ANFINITY
(przepuszczalnym dla anestetykéw wziewnych) oraz pompy rolkowej z pulsacyjnym
przeptywem krwi 2,2 — 24 1/m2/min. Podaz sewofluranu w trakcie krazenia
pozaustrojowego u pacjentdow z grupy 1 prowadzono przy uzyciu parownika (Drager

Vapor 2000 SEVO sewofluran) dotaczonego do uktadu maszyny ptuco-serce.

Podczas krazenia pozaustrojowego ci$nienie perfuzyjne utrzymywano na
poziomie okoto 60 — 90 mmHg i korygowano w razie potrzeby zmiana glgbokosci
znieczulenia, wypehieniem tozyska naczyniowego, regulacja przeptywu w aparacie do
krazenia pozaustrojowego (do 20 % warto$ci wyj$ciowych), podaza dozylng fenylefryny,
a przy braku efektu, wlewem ciaglym noradrenaliny. Wzrosty ci$nienie t¢tniczego

stabilizowano pogl¢bieniem znieczulenia lub dozylnym wlewem nitrogliceryny.

Wartosci hematokrytu Podczas krazenia pozaustrojowego korygowano od

wartosci ponizej 27%.

Po zaklemowaniu aorty podawano do jej opuszki krwista kardioplegie, w
temperaturze perfuzatu, przy pomocy zestawu EUROSETS procedur¢ powtarzano po

wykonaniu kazdego zespolenia, ale nie rzadziej niz co 15-20 minut.

Dystalne zespolenia tg¢tnicze i zylne wykonywane byly na zatrzymanym sercu,
za$ zespolenia centralne na aorcie wykonywano po przywrdceniu czynnoSci serca
z zastosowaniem bocznego zakleszczenia aorty. Po odklemowaniu aorty stosowana byta
standardowa procedura reperfuzji migsnia sercowego w trakcie CPB trwajaca minimum

30 % czasu trwania zaklemowaniu aorty.

3.1.8 POSTEPOWANIE POOPERACYJNE

Po zakonczonym zabiegu operacyjnym pacjenci przekazywani byli z utrzymanym
lub wlaczonym zaleznie od grupy, znieczulenia wlewem propofolu w dawce 0,5 — 1
mg/kg/h do Oddziatu Intensywnej Terapii. Sedacj¢ oraz wentylacj¢ mechaniczng
kontynuowano do czasu stabilizacji stanu klinicznego pacjenta i spelienia kryteriow

ekstubacji. Wczesny przebieg pooperacyjny monitorowano zgodnie z obowigzujacym

34|Strona



protokolem postgpowania na OIT. W okresie pooperacyjnym kontynuowano
antybiotykoterapi¢ okotooperacyjng (cefuroksym do 2 doby, alternatywnie i w razie
potrzeby zamieniano na piperacyling z tazobaktamem). W terapii przeciwbdlowej
stosowano: paracetamol, metamizol, oxycodon. Standardowo wprowadzano profilaktyke
krwawienia z przewodu pokarmowego (pantoprazol) oraz  profilaktyke
przeciwzakrzepowa (kwas acetylosalicylowy, heparyny niskoczasteczkowe, a w razie
wskazan  klopidogrel). Plynoterapi¢ prowadzono w oparciu o wskazniki
hemodynamiczne, pomiary diurezy godzinowej, badania gazometryczne, utratg¢ z drenazu

pooperacyjnego.

3.2 METODYKA BADAN LABORATORYJNYCH

3.2.1 POBIERANY MATERIAL BIOLOGICZNY

Probki krwi dla oznaczenia ekspresji miRNA (miRNA-133a—5p, miRNA-499—
5p, miRNA-1-3p, miRNA-21-5p), aktywnosci CKMB i stgzenia troponiny I (hs-Tnl)
pobierano z cewnika centralnego wprowadzonego do zyly szyjnej wewnetrznej prawej w

5 punktach czasowych:

TO — po indukcji znieczulenia, ale 30 min. przed rozpoczgciem zabiegu,
T3 —w 3 godzinie reperfuzji po przywrédceniu krazenia wiencowego,
T6 — w 6 godzinie reperfuzji po przywrédceniu krazenia wiencowego,
T12 — w 12 godzinie reperfuzji po przywrdceniu krazenia wiencowego,
T24 — w 24 godzinie reperfuzji po przywroceniu krazenia wiencowego.

Dodatkowo celem oznaczenia ekspresji miRNA (miRNA-133a—5p, miRNA-499-5p,
miRNA-1-3p, miRNA-21-5p) w tkance mig§niowej pobierano dwukrotnie bioptaty 5 x

5 mm z mig$nia prawego przedsionka:

e przed podlaczeniem krazenia pozaustrojowego, w trakcie zakltadania kaniuli
zylnej do prawego przedsionka,
e po zakonczeniu krazenia pozaustrojowego, w trakcie usuwania kaniuli zylnej do

CPB z prawego przedsionka.
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3.2.2 KODOWANIE I ZABEZPIECZANIE PROBEK KRWI ORAZ BIOPTATOW

TKANKOWYCH

Probki krwi o objgtosci 2,5 ml pobierano do probdéwki Pax Gene RNA tube
ze stabilizatorem RNA, inkubowano je przez 2 godziny w temperaturze pokojowej, a
nastgpnie zamrazano i przechowywano w temperaturze -20°C. do czasu ekstrakcji i

oznaczenia ekspresji miRNA.

Bioptat tkankowy pobierano bezposrednio do proboéwki ze stabilizatorem RNA-
Later, nastgpnie po wstepnej inkubacji w temperaturze pokojowej, zamrazano i
przechowywano w temperaturze -20°C. do czasu ekstrakcji i oznaczenia ekspresji
badanych miRNA.

Po zebraniu calosci planowanego materiatu, zamrozone i zakodowane probki krwi
i bioptaty tkankowe przestane zostaly do laboratorium Katedry i Zaktadu Histopatologii
i Embriologii Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu celem izolacji i selektywnego

oznaczenia ekspresji poszczegdlnych miRNA.

3.2.3 BADANIE EKSPRESJI MIRNA

W laboratorium Katedry i Zakladu Histopatologii i Embriologii UMED we
Wroctawiu przestany materiat biologiczny (krew w probéwkach Pax Gene RNA tube ze
stabilizatorem RNA oraz bioptaty tkankowe migénia prawego przedsionka serca w
probowkach ze stabilizatorem RNA-Later) rozmrazano i inkubowano temperaturze
pokojowej wediug zalecen producenta. Nastgpnie przeprowadzano proces izolowania
miRNA, w przypadku probek z krwia przy pomocy PAXgene Blood miRNA Kit, firmy
Qiagen, a w przypadku bioptatow tkankowych cato§¢ materialu wyizolowana zostata z
uzyciem kitu RNeasy Micro Kit firmy Qiagen (74004). W obu przypadkach wedtug
protokotow producentow. Dalsza obrobka zarowno materiatu biologicznego uzyskanego
z krwi jak i z bioptatow przedsionkow przebiegata tak samo. Ekspresje poszczegdlnych
miRNA analizowano za pomoca metody RT — qPCR). W pierwszej kolejnosci RNA
poddano reakcji odwrotnej transkrypcji zestawem High Capacity Reverse Transcriptase
Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) zgodnie z zaleceniami producenta. W
kolejnym etapie uzyskane cDNA amplifikowano z uzyciem starteréw (TagMan primerow
firmy Applied Biosytem), swoistych dla badanych markerow (miRNA TagMan Probe
133a hsa-miR-133a-5p 464986, miRNA TagMan Probe 1 hsa-miR-1-3p 002222, miRNA
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TagMan Probe 499 hsa-miR-499-5p 001352, miRNA TagMan Probe 21 hsa-miR-21-5p
467291). Reakcje powtarzano trzykrotnie w kolejno postgpujacych po sobie etapach:
aktywacji polimerazy w 50 °C przez 2 minuty, inicjujacej denaturacji w temp. 94 °C przez
10 minut, 40 cykléw denaturacji w 94 °C przez 15 sekund, a nastgpnie przytaczania
i wydhuzania w temp. 60 °C przez 1 minut¢. Ekspresj¢ poszczegolnych miRNA mierzono

metoda wzglednie ilo§ciowa, porownawcza Ct (A ACt).

3.2.4 BADANIE TROPONINY I 1 CKMB kr.

Probki krwi do oznaczen biochemicznych dla oznaczen troponiny I (hs-Tnl) i
CKMBAak:. pobierane byly w tych samych przedziatach czasowych i analizowane wedtug
ustalonych procedur i standardoéw postgpowania anestezjologicznego w opiece
okotooperacyjnej chorych poddawanych procedurom chirurgicznej rewaskularyzacji
wiencowej, obowigzujacych w Klinice Anestezjologii i Intensywnej Terapii oraz
procedur i standardow obowiazujacych w laboratorium Uniwersyteckiego Szpitala
Klinicznego. Aktywnos¢ izoenzymu MB kinazy kreatynowej w pobranych probkach
oznaczano za pomoca analizatora Beckman Coulter enzymatyczna metoda
immunoinhibicyjna (warto$¢ referencyjna: 0 — 25 U/l), za$§ st¢zenie troponiny I za
pomoca Analizatora Alinity testem immunochemicznym z uzyciem mikroczastek oraz

znacznika chemiluminescencyjnego (warto$¢ referencyjna: 0 — 34,2 pg/ml).
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4 ANALIZA STATYSTYCZNA

Otrzymane w wyniku przeprowadzonych badan dane zostaly zebrane
i usystematyzowane przy pomocy arkusza kalkulacyjnego Excel 2016. Dane jako$ciowe
przedstawiono jako liczebno§¢ (N) i odsetki (%). Dla analizowanych zmiennych
wyliczono podstawowe statystyki opisowe ($rednia arytmetyczna, mediana, odchylenie
standardowe i kwartylowe). Do przedstawienia zmiennych o rozkladzie normalnym
zastosowano $rednia arytmetyczng i odchylenie standardowe. Zmienne o rozkladzie
odbiegajacym od normalnego przedstawiono jako mediang oraz dolny i gorny kwartyl.
W zwiazku z brakiem normalnosci rozkladu zastosowano testy nieparametryczne. I tak,
dla prob powiazanych i niepowigzanych wykorzystano test Wilcoxona. Dla zmiennych
niezaleznych uzyto testu Mann-Whitneya wykorzystujac program komputerowy
Statistica. Celem normalizacji rozkladéw analizowane zmienne poddano transformacji
Boxa-Coxa. Uzyskane zmienne trasformowane analizowano stosujac test ANOVA dla
uktadéw z powtarzanymi pomiarami oraz test post hoc — test Bonferroniego. Korelacje
mierzono testem porzadku rang Spearmana. Za istotne statystycznie uznawano wartosci
na poziomie p < 0,05. Dla parametréw jakosciowych wyliczono czgsto§¢ wystgpowania
poszczegdlnych wariantdw z wykorzystanie tabel wielodzielczych (kontyngencji). W
ocenie istotnosci réznic w rozktadach pomiedzy grupami stosowano test chi2 Pearsona
Najwigkszej Wiarygodnosci i test chi2 z poprawka Yatesa. Do oceny sity zaleznosci
zmiennych dychotomicznych od poszczegélnych parametrow zastosowano analizg
krzywej ROC. Oceng wartosci prognostycznej wykonano za pomoca pola powierzchni

pod krzywa ROC (AUROC).
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5 WYNIKI

5.1 CHARAKTERYSTYKA BADANEJ GRUPY

Do badania zakwalifikowano 40 pacjentow, ktorych losowo podzielono na 2
grupy po 20 pacjentow w kazdej: Grupa 1 — Sewofluran - pacjenci operowani w
znieczuleniu ogdlnym z zastosowaniem sewofluranu przez caty okres operacji. Grupa 2
— Propofol - pacjenci operowani w znieczuleniu catkowicie dozylnym (TCI) z uzyciem
propofolu. W zwiazku z utrata wynikéw badan, jedna osoba z grupy 2 zostata wylaczona

z protokotu badawczego w toku dalszego postgpowania.

Przeprowadzona charakterystyka badanych grup (dane demograficzne, wywiad
chorobowy, stopien wydolno$ci migénia serca, farmakoterapia przedoperacyjna, leki w
trakcie zabiegu i w okresie pooperacyjnym) nie wykazata réznic istotnych statystycznie

migdzy badanymi grupami.

Tabela 1. Dane demograficzne badanych grup.

Zmienna Gr.1 Gr.2 Wartos$¢ p
(n=20) (n=19)
Ple¢ meska 16 (80 %) 13 (68,42 %) 0,407
Wiek [lata] 63,55 [+ 5,58] 63,42 [£9,67] 0,603
Wzrost [cm] 170,7 [+ 9,81] 168,52 [+ 7,32] 0,298
Waga [kg] 79,33 [£16,03] 75,47 [+ 14,80] 0,305
BSA [m?] 1,90 [+ 0,23] 1,84 [+ 0,20] 0,298

Przedstawiono jako s$rednia i odchylenie standardowe (+SD), gr. 1 — Sewofluran, gr. 2 — Propofol, BSA
index — (Body Surface Area) wskaznik powierzchni ciala pacjenta. Poréwnanie obu grup — réznice
nieistotne statystycznie grup p > 0,05
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Tabela 2. Wywiad chorobowy — schorzenia towarzyszace.

Schorzenia [n (%)] Gr. 1 Gr. 2 Warto$¢é p
(N=20) N=19)

NYHA II 20 (100%) 19 (100%) 1,000
CAD/CCS 11 13 (65%) 15 (78,95%) 0,333
CAD/CCS II/III 4 (20%) 3 (15,79%) 0,731
CAD/CCS III 3 (15%) 0(0,00%) 0,078
CAD/CCS IV 0 (0,00%) 1 (5,26%) 0,299
Zawal miesnia serca 5 (25%) 3 (15,79%) 0,476
FAP 1 (5%) 0 (0,0%) 0,323
Nadcis$nienie tetnicze 17 (85%) 13 (68,42%) 0,219
Udar mézgu 1 (5%) 0 (0,00%) 0,323
Hipercholesterolemia 14 (70%) 12 (63,16%) 0,648
POCHP 1 (5%) 2 (10,53%) 0,517
Nikotynizm 5(25%) 6 (31,58%) 0,648
Frakcja wyrzutowa 61,75 [+4,37] 59,73 [+4,24] 0,126
lewej komory (%)
Regionalne 3 (15%) 2 (10,53%) 0,677
zaburzenia
kurczliwosci miesnia
serca

Przedstawiono jako liczba (N) i udziat procentowy (%) w kazdej z badanych grup, gr. 1 — Sewofluran, gr.
2 — Propofol, NYHA — (New York Heart Association Functional Classification) — skala niewydolnosci
serca zaproponowana przez Nowojorskie Stowarzyszenie Kardiologow, CCS klasyfikacja dtawicy
piersiowej na podstawie jej nasilenia wg. (Canadian Cardiovascular Society) Kanadyjskiego
Stowarzyszenia Kardiologéw, FAP — (paroxysmal atrial fibrillation- napadowe migotanie przedsionkow;
POCHP - przewlekta obturacyjna choroba ptuc. Poréwnanie obu grup — réznice nieistotne statystycznie (p
>0,05).

Dane operacyjne, takie jak: ocena pacjentow w skali ryzyka znieczulenia (ASA),
ocena pacjentow w skali ryzyka operacyjnego (EuroScore II), czas trwania krazenia
pozaustrojowego (CBP), czas trwania zaklemowania aorty (ACC), ilo§¢ wykonywanych
zespolen naczyniowych, ilo$¢ podanego roztworu kardioplegii, ilo$¢ przetoczen krwi i

preparatow krwiopochodnych oraz czas wentylacji zastgpczej do momentu ekstubacji,
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powiklania pooperacyjne, czas leczenia w ramach oddziatu intensywnej terapii, czas

hospitalizacji takze nie wykazaly réznic istotnie statystycznie migdzy grupami.

Tabela 3 Farmakoterapia przedoperacyjna u pacjentow badanych grup

Stosowane leki Gr.1 Gr.2 Wartos$¢ p
N (%)] N=20) N=19)
p - blokery 19 (95%) 17 (89,47%) 0,517
Blokery kanalu wapniowego 1 (5%) 3 (15,79%) 0,267
ACE - inhibitory 12 (60%) 8 (42,11%) 0,263
Nitraty 1 (5%) 2(10,53%) 0,517
Statyny 17 (85%) 17 (89,47%) 0,676
Diuretyki 4 (20%)) 6 (31,58%) 0,408
Inhibitory plytek krwi 20 (100%) 19 (100%) 1,00

Przedstawiono jako liczba pacjentow (N) oraz udziat procentowy (%) w badanej grupie, gr. 1 — Sewofluran,
gr. 2 — Propofol, ACE inhibitory — (inhibitors angiotensin-converting enzyme) — inhibitory konwertazy
angiotensyny. Poréwnanie obu grup — rdznice nieistotne statystycznie (p > 0,05)

W okresie reperfuzji na CPB, jeden pacjent z grupy 1 — Sewofluran i trzech
pacjentow z grupy 2 — Propofol wymagato zastosowania defibrylacji elektrycznej z

powodu zaburzen rytmu serca w postaci migotania komor.

Tabela 4 Dane operacyjne badanych grup.

Zmienna Gr.1 Gr. Wartos¢ p
(N=20) N=19)

ASA 3 [£0] 3 [+0] 1,000

EuroScore I1 1,11 [+£0,54] 1,22 [+0,48] 0,267

Czas CBP [min.] 79,85 [£20,82] 77,68 [£17,73] 0,899

Czas zaklemowania aorty [min.] 41,05 [+10,18] 38,36 [£10,16] 0,368

Spontaniczny powrot rytmu 18 (90%) 16 (84,21%) 0,588

zatokowego podczas reperfuzji

Liczba zespolen x 2 12 (60%) 11 (57,89%) 0,489
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Liczba zespolen x 3 8 (40%) 7 (36,84%) 0,581

Liczba zespolen x 4 0 (0,00%) 1(5,26%) 0,298
Czas znieczulenia [min.] 4,19 [£38] 4,24 [£36] 0,613
Czas do ekstubacji [min.] 5,36 [+2:46] 5,57 [£2:33] 0,332
Czas leczenia OIT [dni] 2,90 [+0,85] 2,73 [£1,32] 0,757
Czas hospitalizacji [dni] 9,15 [+£2,68] 9,57 [+£1,83] 0,109

Przedstawiono jako $rednia i odchylenie standardowe (+SD), ASA - skala oceny ryzyka wystapienia
powiklan lub zgonu podczas znieczulenia opracowana przez Amerykanskie Stowarzyszenie
Anestezjologéw, Euroscore II — (The European System for Operative Risk Evaluation) skala oceny ryzyka
operacyjnego chorych poddanych zabiegom kardiochirurgicznym, liczba wykonanych zespolen
naczyniowych i odsetek procentowy (%) w grupie, CBP — (Cardiopulmonary Bypass) krazenie
pozaustrojowe, gr. 1 — Sewofluran, gr. 2 — Propofol. Poréwnanie obu grup — réznice nieistotne statystycznie
(p>0,05).

Wskazniki hemodynamiczne rejestrowano w badanych punktach czasowych.
Profil hemodynamiczny badanych grup byl zblizony w odniesieniu do mierzonych i
wyliczalnych wskaznikow hemodynamicznych. Jedynie warto$ci wskaznika sercowego
(CD) 1 centralnego cisnienia zylnego (CVP) wykazywatly istotng statystycznie rdznicg

migdzy badanymi grupami w punkcje czasowym TO.

Tabela 5. Inwazyjny profil hemodynamiczny

Parametr Grupa TO T3 T6 T12 T24
HR Gr. 1 62,25 83,25 91,05 85,25 85,15
[1/min] N 20 (=11,91) (£10,77) (£17,29) (£7,94) (£16,38)
Gr. 2 62,31 81,05 83,73 80,63 83,21
N 19 (+14,40) (+4,92) (£10,97) (£16,60) (£12,39)
MAP Gr. 1 84,85 82,10 80,75 81,85 76,05
[mmHg] N20 (£17,83) (+10,27) (+10,28) (£10,85) (#£9,24)
Gr.2 81,52 83,68 83,05 81,94 81,00
N 19 (£20,14) (£12,53) (£13,51) (£6,06) (£8,06)
MPAP Gr. 1 17,50 16,05 16,50 16,50 16,65
[mmHg] N20 (£6,03) (+4,66) (£5,49) (+4,53) (#4,61)
Gr. 2 14,84 17,10 14,84 15,57 16,63
N 19 (+£5,05) (#5,62) (+4,48) (+4,32) (#4,16)
CVP{ Gr. 1 10,15 7,65 7,05 6,55 7,70
[mmHg] N 20 (+4,25) (#2,83) (£2,62) (+3,06) (£2,65)
Gr. 2 7,21% 5,94 5,89 9,36 10,94
N 19 (+3,59) (£3,006) (£2,88) (£15,12) (£16,14)
PCWP Gr. 1 12,10 8,05 7,95 8,70 8,70
[mmHg] N20 (£5,50) (#£3,25) (4,19) (£4,00) (£3,40)
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Gr. 2 9,0 9,68 7,21 7,57 8,68

N19  (+3,59) (+4,65) (+3,53) (#3,50) (+2,62)
cI Gr. 1 2,13 232 2,72 2,60 2,66
[Vmin/m?] N20  (20,45) (£0.50) (£0,65) (£0,47) (£0,42)
Gr.2 1,80% 2,17 2,52 2,66 2,81
N19  (x0,40) (0,61) (+0,54) (+0,50) (0,61
SVRI Gr. 1 2856,1 2661,9 2235,5 23192 2102,8
[dyna x N20  (£613,79)  (:60502)  (2440,63)  (x487,52) (440,70
5 2
s/em/m’] Gr.2 34427 3074,3 2496,46 2344,91 2165,97
N19 (123312 (295025)  (585.71)  (x452.56)  (x415.61)
PVRI Gr. 1 205,95 2883 2288 274,45 262,80
[dyna N20  (£9859)  (210679)  (£97.25)  (£212,62)  (£15039)
5 2
xs/em®/m’] Gr.2 264,2 277,72 246,77 247,47 227,18
N19  (£131,89)  (+187,12)  (£127,82)  (+92.70) (+74.03)
SVI Gr. 1 3433 29,07 31,52 30,99 32,10
[mlskurcz/m?] N20  (£5,95) (+7,94) 11,11) (6,56) (£6,55)
Gr.2 20,67 26,84 30,4 32,24 34,44
N19  (+8.94) (£6,8) (+6,42) (+7.32) (+7.89)
LVSWI Gr. 1 3538 28,93 32,23 31,21 30,17
g x m/m?] N20  (£10,03) (+8,10) (+12,72) +7.8) (+7,92)
Gr.2 30,16 27,22 31,58 32,93 33,87
NI19 (1191 (+8,84) (£9,6) (+8,55) (+8,57)
RVSWI Gr. 1 3,68 3,85 3,95 4,49 4,13
lg x m/m?] N20  (=1,99) (1,81) (+2,54) (+1,82) (£1,49)
Gr.2 3,67 442 3,85 453 4,90
N19 (22,31 (+2,20) (+1,83) (£2,46) (+2,99)

Przedstawiono jako warto$¢ $rednia, odchylenie standardowe (£SD), TO — punkt czasowy 30’ przed
rozpoczgciem zabiegu, T3, T6, T12, T24 — punkty czasowe odpowiednio: 3 h, 6 h, 12 h, 24 h od puszczenia
klemy aortalnej, (N) — liczba badanych pacjentow, gr. 1 — Sewofluran, gr. 2 — Propofol. Poréwnanie grup
— (*) réznice istotne statystycznie (p < 0,05).

Wspomagania wazopresyjnego wymagato 17 pacjentdw z grupy 1 — Sewofluran
i 15 pacjentdow z grupy 2 — Propofol. Istotnie statystycznie czg¢éciej stosowano
fenylefryng w grupie 1 — Sewofluran (p < 0,05). Czgstos¢ stosowania pozostatych lekow
wazopresyjnych nie roznita si¢ migdzy grupami. Wspomagania farmakologicznego
lekami inotropowymi w okresie odlaczania od krazenia pozaustrojowego wymagato
dwoch pacjentow z grupy 2 — Propofol. Zastosowania nitrogliceryny we wlewie
dozylnym podczas znieczulenia do zabiegdéw wymagato dwoch pacjentow z grupy 1 —

Sewofluran.
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Tabela 6 Leki wazoaktywne i inotropowe stosowane w trakcie znieczulenia.

Lek Gr. 1 Gr. 2 Wartosé p
(N=20) N=19)

Leki wazopresyjne 17 (85%) 15 (78,95%) 0,622
Fenylefryna 17 (85%)* 9 (47,37%) 0,013
Noradrenalina 4 (20%) 8 (42,11%) 0,134
Efedryna 15 (75%) 12 (63,16%) 0,423

Leki inotropowe

Milrynon 0 (0%) 1(5,26%) 0,299
Adrenalina 0 (0%) 1 (5,26%) 0,298
Leki wazodylatacyjne

Nitrogliceryna 2 (10 %) 0 (0%) 0,157

Przedstawiono jako liczba przypadkow (N) i odsetek procentowy pacjentow (%) w badanej grupie, gr. 1 —
Sewofluran, gr. 2 — Propofol. Porownanie grup — (*) réznice istotne statystycznie (p < 0,05).

W pierwszej dobie pobytu na oddziale pooperacyjnym u trzech pacjentow z
kazdej z badanych grup wystapily zaburzenia rytmu serca o charakterze napadowego
migotania przedsionkéw. W czterech przypadkach leczono je skutecznie kardiowersja

farmakologiczna, a w jednym przypadku konieczna byta kardiowersja elektryczna.

U dwoch pacjentow z grupy 1 — Sewofluran, w analizowanym badaniem okresie,
pojawity si¢ nowe regionalne zaburzenia kurczliwo$ci migénia lewej komory z
towarzyszacym wzrostem ekspresji markerow (hs-troponina I) spelniajace kryteria
definicji zawatu typu 5. Z uwagi na zachowana globalna kurczliwo$¢ migsnia serca,
stabilny stan ukladu krazenia oraz stopien zaawansowania zmian miazdzycowych w
naczyniach dystalnych krazenia wiencowego nie rokujacy poprawy przy dalszym
postgpowaniu inwazyjnym pacjenci ci byli leczeni zachowawczo. W zadnej z grup nie

zanotowano zgonu.
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5.2 BIOMARKERY BIOCHEMICZNE - DYNAMIKA ICH ZMIAN
W CZASIE WE KRWL

Poréwnanie badanych grup: gr. 1 — Sewofluran i gr. 2 — Propofol w zakresie
ekspresji biomarkerow oznaczanych zaréwno standardowo (hsc -troponina I - st¢zenie,
CKMB -aktywnos$¢) jak i ekspresji (Ct [A ACt]) badanych miRNA nie wykazalo
pomiedzy nimi réznic istotnych statystycznie (p > 0,05) w catym okresie obserwacji. W
obu badanych grupach dynamika zmian badanych wskaznikow w czasie przebiegata

podobnie.

5.2.1 CKMBakr.

Obserwowano stopniowy, istotny statystycznie (p < 0,05) wzrost aktywnosci
w stosunku do warto$ci wyjsciowych (TO) od 3 godziny reperfuzji (T3), ze szczytem
w 6 godzinie (T6) i utrzymujacym si¢ plateau w 12 godzinie (T12), a nast¢pnie spadkiem
po 24 godzinach (T24) od poczatku reperfuzji.

Tabela 7. Dynamika zmian aktywno$ci CKMB w czasie, we krwi, porownanie badanych
grup.

Punkt czasowy T0 T3 T6 T12 T24
CKMB,:. Gr. 1 12,0 42,5* 52,0* 50,0* 27,5*
[um (7,0-34,0)  (24,0-61,0) (20,0-107,0) (28,0-212,0) (8,0-176,0)
N=20 N=19 N=20 N=20 N=20
Gr.2 14,0 43,0* 53,0* 46,0* 27,0%
(6,0-39,0)  (26,0-104,0) (36,0-80,0) (24,0-100,0)  (13,0-65,0)
N=19 N=19 N=19 N=19 N=19
Poréwnanie grup p 0,583 0,798 0,565 0,4912 0,776

Przedstawiono jako mediana (dolny kwartyl — gorny kwartyl), punkty czasowe: TO - 30’ przed
rozpoczgciem zabiegu, T3, T6, T12, T24 — odpowiednio: 3 h, 6 h, 12 h, 24 h od puszczenia klemy aortalnej,
gr. 1 — Sewofluran, gr. 2 — Propofol, N —liczba analizowanych przypadkow. Poréwnanie grup — brak réznic
istotnych statystycznie (p > 0,05). (*) — istotne statystycznie (p < 0,05) zmiany w czasie obserwacji w
grupach w stosunku do warto$ci wyjsciowych.
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Rycina 3 Dynamika zmian aktywno$ci CKMB w czasie, we krwi, pordwnanie badanych
grup.
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Przedstawiono jako mediana (min. — max.), punkty czasowe obserwacji: CKMB — 0 przed zabiegiem,
CKMB - 3, CKMB - 6, CKMB - 12, CKMB - 24 — wyniki uzyskane w 3-, 6-, 12-, 24 h od poczatku
reperfuzji, porownanie badanych grup: gr. 1 — Sewofluran, gr. 2 — Propofol, (*) — istotne statystycznie (p <
0,05) zmiany w czasie obserwacji w grupach w stosunku do wartosci wyjsciowych

5.2.2 TROPONINA I (HS-TNI)

Wzrost stezen troponiny I w stosunku do wartoéci wyjsciowych (T0) wystgpowat
juz w 3 godzinie (T3) i osiagal szczyt w 6 godzinie (T6), a nastgpnie obserwowano
tendencje spadkowa w 12 godzinie (T12) i 24 godzinie (T24) od poczatku reperfuzji.
Zmiany stgzen byly istotne statystycznie we wszystkich punktach czasowych w obu
grupach. Nie zanotowano istotnie statystycznych réznic w stezeniach pomigdzy grupami

w badanych punktach czasowych.
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Tabela 8. Dynamika zmian stgzenia troponiny I (hs-Tnl) w czasie, we krwi, poréwnanie
badanych grup.

Punkt czasowy TO T3 T6 T12 T24
Troponina  Gr. 45 1293,45% 2470,9%* 1404,35* 691,6*
[pg/ml] 1 (1,9 -18,70) (242,2- (745,1- (693.8- (299,8-
N 20 5905,6) 5353,3) 20906) 16425)

N 20 N 20 N 20 N 20

Gr. 34 1704,8%* 2480,85%* 1607,5* 846,1*
2 (1,9-28,07)  (342,1- (596,2- (586,9- (251,1-
12865,6) 19713.6) 16000,7) 7353,1)

N 19 N 19 N 18 N 19 N 19

Poréwnanie p 0,683 0,465 0,895 0,944 0,944

grup

Przedstawiono jako mediana (dolny kwartyl — gomy kwartyl), punkty czasowe:TO - 30’ przed
rozpoczgciem zabiegu, T3, T6, T12, T24 — odpowiednio: 3 h, 6 h, 12 h, 24 h od puszczenia klemy aortalnej,
gr. 1 — Sewofluran, gr. 2 — Propofol, N — liczba analizowanych przypadkow. Poréwnanie grup — brak réznic
istotnych statystycznie (p > 0,05), (*) — istotne statystycznie (p < 0,05) zmiany stg¢zen w stosunku do
warto$ci wyjSciowych w czasie obserwacji w grupach.

Rycina 4 Dynamika zmian st¢zenia troponiny I (hs-Tnl) w czasie, we krwi, poréwnanie
badanych grup.
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Przedstawiono jako mediana (min. — max.) Punkty czasowe: Trop — 0 - 30 min. przed rozpoczg¢ciem
zabiegu, Trop — 3,Trop — 6, Trop — 12, Trop — 24 — wyniki uzyskane w 3 h, 6 h, 12 h, 24 h od poczatku
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reperfuzji, porownanie badanych grup: gr. 1 — Sewofluran, gr. 2 — Propofol. (*) — istotne statystycznie (p <
0,05) zmiany stgzen, w stosunku do wartosci wyjsciowych, w czasie obserwacji w grupach.

5.3 MIRNA

Przeanalizowano dynamike¢ zmian ekspresji we krwi wybranych miRNA
w poszczegdlnych punktach czasowych. Nie zanotowano réznic istotnych statystycznie

migdzy badanymi grupami w ekspresji miRNA w poddanych analizie punktach

czasowych.

Z uwagi na ztozong metod¢ utrwalania i przechowywania probek do analiz
ekspresji miRNA cze¢$¢ z nich nie nadawata si¢ do oceny i konieczne bylo zawgzenie

ilosci probek poddanych badaniu ekspresji miRNA.

Tabela 9. Ilo§¢ poddanych analizie probek w kazdej z grup: gr. 1 — Sewofluran ; gr. 2 —
Propofol w poszczegdlnych punktach czasowych (TO, T3, T6, T12, T24). Badanie
poziomu ekspresji miRNA we krwi.

Zmienna Grupa 1 Grupa 2
(N 20/ analizowane przypadki) (N 19/ analizowane przypadki)

Punkt
CZasowy

miRNA- 20 19 20 19 19 17 19 17 19 19
499-5p

miRNA- 19 17 18 19 11 18 15 14 17 13
133a—5p

miRNA- 13 17 18 18 18 10 16 16 15 24
21-5p

miRNA- 19 14 15 16 11 12 18 15 15 13
1-3p

TO T3 T6 TI12 T24 TO T3 T6 T12  T24

5.3.1 MIRNA-499-5p

W analizie catej badanej populacji pacjentow, bez podziatu na grupy (brak roznic
istotnych statystycznie, p > 0,05 migdzy grupami), obserwowano niewielka dynamike
zmian ekspresji miRNA-499—5p w czasie obserwacji, z jej wzrostem w relacji do czasu

TO w punkcie czasowym T3, szczytem w T6 1 niewielkim spadkiem w T12
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Obserwacje takie odnotowano w obu grupach badanych z trendem
wyrazniejszego wzrostu ekspresji w grupie 2 — Propofol. Po 24 godzinach (T24)
obserwowano spadek ponizej warto$ci wyjsciowych w grupie 2 — Propofol, w
przeciwienstwie do utrzymujacych si¢ na tym samym poziomie warto§ci w grupie 1 —
Sewofluran. W kazdym z badanych punktow czasowych nie wykazano jednak roznic

istotnych statystycznie w poziomie ekspresji miRNA-499-5p (p > 0,05).

Tabela 10. Dynamika zmian ekspresji miRNA-499-5p w czasie, we krwi, pordwnanie
badanych grup.

Punkt czasowy TO T3 Té6 T12 T24
Gr. 1 2,6 3,10 3,25 3,1 33
miRNA-499-5p (0,22- (0,40-9,5) (0,6-10,2)  (0,7-6,9)  (0,4-5,30)
[Ilos¢ Kopii/pl] 7,60)
N=20 N=19 N=20 N=19 N=19
Gr.2 2,5 2,9 3,8 2,7 1,6
(0,22- (0,8-6,7) (0,4-6,3) (0,4-9,8)  (0,36-7,0)
7,60)
N=17 N=19 N=17 N=19 N=19
Porownanie grup p 0,652 0,705 0,782 0,823 0,233

Przedstawiono jako mediana (dolny kwartyl — gorny kwartyl), punkty czasowe: TO - 30’ przed
rozpoczgciem zabiegu, T3, T6, T12, T24 — odpowiednio: 3 h, 6 h, 12 h, 24 h od puszczenia klemy aortalnej
grupa 1 — Sewofluran, grupa 2 — Propofol, N — liczba analizowanych przypadkow. Poréwnanie grup — brak
roznic istotnych statystycznie (p > 0,05). Brak roéznic istotnych statystycznie (p > 0.05) w ekspresji, w
stosunku do warto$ci wyjsciowych, w czasie obserwacji.
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Rycina 5. Dynamika zmian ekspresji miRNA-499-5p we krwi, w czasie, porownanie
badanych grup.
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Przedstawiono jako mediana (min. — max.). Punkty czasowe: miRNA-499-5p — 0 przed zabiegiem,
miRNA-499-5p — 3, miRNA-499-5p — 6, miRNA 499-5p — 12, miRNA-499-5p — 24 — wyniki uzyskane
w 3 h, 6 h, 12 h, 24 h od poczatku reperfuzji, pordwnanie badanych grup: gr. 1 — Sewofluran, gr. 2 —
Propofol. Nieistotne statystycznie (p > 0,05) zmiany w czasie obserwacji w grupach.

5.3.2 MIRNA-1-3p

W analizie calej badanej populacji pacjentéw, bez podziatu na grupy (brak réznic
istotnych statystycznie (p > 0,05) migdzy grupami) ekspresja miRNA-1-3p obnizyla si¢
w stosunku do wartoéci wyjsciowych (TO) w godzinie (T3) od puszczenia klemy
aortalnej, a nastgpnie nieznacznie wzrosta w 6 godzinie (T6), zmiany te jednak nie
osiggnely poziomu istotnosci statystycznej (p > 0,05). Dopiero w kolejnych punktach
czasowych T12 (p = 0,004) 1 T24 (p = 0,032) ulegly istotnemu zmniejszaniu w stosunku
do wartosci wyjsciowych (T0). Nie zanotowano rdznic istotnie statystycznych w
ekspresji miRNA pomigdzy badanymi grupami w odpowiadajacych sobie punktach
czasowych (p > 0,05).

50|Strona



Tabela 11. Dynamika zmian ekspresji miRNA-1-3p w czasie, we krwi, porownanie
badanych grup.

Punkt czasowy TO T3 T6 T12 T24
Gr.1 2,4 1325 13 0,8% 11
miRNA-1-3p 028-237) (021-211) (0,6-47.8) (02-152)  (03-2.3)
N 19 N 14 N 15 N 16 N1l
Hskapni iy 49 1,005 1,45 0.9% 1,25+
(0,5-80)  (04-132) (017-127) (0,19-74)  (0.2-1,9)
N 17 N 14 N 16 N 15 N 12
Mmife . 0,779 0,985 0,251 0,529 0,812
grup

Przedstawiono jako mediana (dolny kwartyl — gorny kwartyl), punkty czasowe: TO - 30’ przed
rozpoczgciem zabiegu, T3, T6, T12, T24 — odpowiednio: 3 h, 6 h, 12 h, 24 h od puszczenia klemy aortalnej,
grupa 1 — Sewofluran, grupa 2 — Propofol, N — liczba analizowanych przypadkow. Porownanie grup — brak
roznic istotnych statystycznie (p > 0.05). (¥) roznica istotna statystycznie w stosunku do wartosci
wyjsciowych w czasie obserwacji w badanych grupach (p <0,05).

Rycina 6 Dynamika zmian ekspresji miRNA-1-3p w czasie we krwi, poréwnanie
badanych grup: gr. 1 — Sewofluran, gr. 2 — Propofol.
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Przedstawiono jako mediana (min. — max.) Punkty czasowe: miRNA-1-3p — 0 przed zabiegiem, miRNA-
1-3p — 3, miRNA-1-3p — 6, miRNA-1-3p — 12, miRNA-1-3p — 24 — wyniki uzyskane w 3 h, 6 h, 12 h, 24
h od poczatku reperfuzji, porownanie badanych grup: grupa 1 — Sewofluran, grupa 2 — Propofol, (*) —
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roznice istotne statystycznie (p < 0,05) w stosunku do warto$ci wyjsciowych w czasie obserwacji w
badanych grupach.

5.3.3 MIRNA-133A-5pP

W analizie calej badanej populacji pacjentéw, bez podziatu na grupy (brak réznic
istotnych statystycznie (p > 0,05) migdzy grupami), w przedziatach czasowych TO i T3,
miRNA-133a—5p wykazywal podwyzszony poziom ekspresji ze spadkiem w T6, ale
roéznice w tych przedziatach czasowych nie byly istotne statystycznie (p > 0.05) w
poréwnaniu z wartosciami wyjsciowymi TO. Dopiero istotny spadek ekspresji w stosunku
do warto$ci wyjsciowych wystgpowat w 12 i1 24 godzinie reperfuzji (T12 —p = 0,017,
T24 — p = 0,005). Takze istotnie statystycznie réznice w ekspresji miRNA-133a—5p
wystepowaty pomiedzy pomiarami w punktach czasowych T3 1 T12 (p=0,002), T3 1T24
(p=0,0006) oraz T6 i T24 (p = 0,023).

Tabela 12 Dynamika zmian ekspresji miRNA-133a-5p w czasie, we krwi, porownanie
badanych grup.

Punkt czasowy TO T3 T6 T12 T24
Gr. 1 3,8 3,7 1,75 0,8* 0,9%*
miRNA-133a- (0,6-14,3)  (0,6-8,7) (0,3-15) (0,2-8,6)  (0,3-11,90)
Sp N 19 N 17 N 18 N 19 N11
[ilo$é Kopii/ul] Gr.2 2,3 1,8 0,8 0,5% 0,7*
pip (0,21-9,6) (0,3-12,20) (0,2-17,00) (0,21-15,0)  (0,3-5,5)
N 18 N 15 N 14 N 17
N 13
Poréwnanie p 0,259 0,196 0,452 0,847 0,630
grup

Przedstawiono jako mediana (dolny kwartyl — gomy kwartyl), punkty czasowe:TO - 30’ przed
rozpoczgciem zabiegu, T3, T6, T12, T24 — odpowiednio: 3 h, 6 h, 12 h, 24 h od puszczenia klemy aortalnej,
gr. 1 — Sewofluran, gr. 2 — Propofol, N — liczba analizowanych przypadkow. Poréwnanie grup — brak réznic
istotnych statystycznie (p > 0.05). (*) rdznica istotna statystycznie w stosunku do wartosci wyjsciowych (p
< 0,05) w czasie obserwacji w grupach.
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Rycina 7. Dynamika zmian ekspresji miRNA-133a—5p w czasie, we krwi, poréwnanie
badanych grup.
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Przedstawiono jako mediana (min. — max.) Punkty czasowe: miRNA-133a—5p — 0 przed zabiegiem,
miRNA-133a-5p — 3, miRNA-133a-5p — 6, miRNA-133a-5p — 12, miRNA-133a-5p — 24 — wyniki
uzyskane w 3-, 6-, 12-, 24 h od poczatku reperfuzji, poréwnanie badanych grup: gr. 1 — Sewofluran, gr. 2
— Propofol, (*) réznice istotne statystycznie (p < 0,05) w poréwnaniu do warto$ci wyjsciowych w czasie
obserwacji w grupach.

5.3.4 MIRNA-21-5p

Takze w przypadku miRNA-21-5p analizowano cala bioraca udziat w badaniu
populacj¢ pacjentow bez podziatu na grupy. Odmiennie od powyzej przedstawianych
trendow ekspresji miRNA prezentuja si¢ zmiany ekspresji miRNA-21-5p w czasie, we
krwi obwodowej. W tym przypadku obserwowano istotny statystycznie (p < 0,05) wzrost
ekspresji juz w 3 godzinie reperfuzji, ze szczytowym wzrostem w 6 godzinie (p = 0,002),
a nastgpnie istotnym spadkiem warto$ci miedzy 6 a 12 godzina obserwacji (p < 0,05). W
obserwacji trendu kinetyki miRNA-21-5p mozna zauwazy¢ roéwniez pewna
dwufazowo$¢ jego aktywnosci z ponownym istotnym wzrostem wartosci, ktory
obserwuje si¢ po 24 godzinach (p = 0,014). Na zadnym etapie obserwacji nie odnotowano

istotnych statystycznie roznic migdzy badanymi grupami.
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Tabela 13 Dynamika zmian ekspresji miRNA-21-5p w czasie, we krwi, pordwnanie
badanych grup.

Punkt czasowy TO T3 T6 T12 T24
Gr. 1 15,9 27,3% 24,2% 234 16,25*
miRNA-21-5p (5,2-101) (2,6-88.,4) (2,6-70)  (1,2-104,1) (5,2-56,20)
N 13 N 17 N 18 N 18 N 18
[ToS€ kopii/ull 5 » 1745 19* 33,8* 195 23,4%
(2,6-65,8) (3,9-81,9) (2,08-105) (6,5-80,6) (1,9-94,9)
N 10 N 16 N 16
N 15 N11
Poréwnanie grup p 0,749 0,560 0,322 0,940 0,481

Przedstawiono jako mediana (dolny kwartyl — gorny kwartyl), punkty czasowe: TO - 30’ przed
rozpoczgciem zabiegu, T3, T6, T12, T24 — odpowiednio: 3 h, 6 h, 12 h, 24 h od puszczenia klema
aortalnego, N — liczba analizowanych przypadkow,: grupa. 1 — Sewofluran, grupa 2 — Propofol, Porownanie
grup — brak roznic istotnych statystycznie (p > 0.05). (*) rdznice istotne statystycznie (p <0,05) w stosunku
do warto$ci wyj$ciowych w czasie obserwacji w grupach.

Rycina 8. Dynamika zmian poziomu ekspresji miRNA-21-5p w czasie we krwi,
poréwnanie badanych grup: gr. 1 — Sewofluran, gr. 2 — Propofol
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Przedstawiono jako mediana (min. — max.) Punkty czasowe: miRNA-21-5p — 0 przed zabiegiem, miRNA-
21-5p — 3, miRNA-21-5p — 6, miRNA-21-5p — 12, miRNA-21-5p — 24 — wyniki uzyskane w 3-, 6-, 12-,
24 h od poczatku reperfuzji, poréwnanie badanych grup: Gr. 1 — Sewofluran, Gr. 2 — Propofol, (*) r6znice
istotne statystycznie (p < 0,05) w czasie obserwacji w grupach.
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54 OCENA WZAJEMNYCH KORELACJI BIOMARKEROW
USZKODZENIA MIESNIA SERCOWEGO
I ANALIZOWANYCH MIRNA WE KRWI

Na dalszym etapie analizy uzyskanych wynikéw badano wzajemne korelacje
wybranych miRNA 1 biomarkeréw uszkodzenia migénia sercowego (troponina I,
CKMBukt) w poszczegdlnych punktach czasowych. Uzyskane wyniki wykazaty staba
korelacje¢ analizowanych wskaznikow. Tylko w kilku punktach czasowych stezenia

troponin i CKMBux:. istotnie statystycznie korelowaty z badanymi miRNA.

5.4.1 MIRNA-133A-5P / TROPONINA I

Stezenie hsc-troponiny I w 3 godzinie (T3) od przywrdcenia krazenia wiencowego
korelowato ujemnie z poziomem ekspresji miRNA-133a—5p, (r = - 0, 415, p = 0,017),
przy czym korelacja ta byla silniejsza w grupie 1 — Sewofluran (r = - 0,602, p = 0,01)
w poréwnaniu z grupa 2 — Propofol.

Rycina 9. Korelacja migdzy ekspresja miRNA-133a—5p, a stgzeniem hsc -troponiny I w
punkcie czasowym T3, gr. 1 — Sewofluran.
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5.4.2 MIRNA-499-5P / CKMBr.

W calej grupie badanych pacjentow obserwowano staba dodatnig korelacje
migdzy CKMBak. w surowicy a stopniem ekspresji miRNA-499-5p (r=0,343, p=0,034)
w 12 godzinie (T12) od przywrocenia krazenia wieicowego. Zaznaczyla si¢ roznica w
sile korelacji pomigdzy grupa 1 a grupa 2. W grupie 2 — Propofol byta ona wyrazniej

zaznaczona {r = 0,663, p = 0,002) w poréwnaniu z grupa 1 — Sewofluran.

Rycina 10. Korelacja miedzy ekspresja miRNA-499-5p, a CKMBa. w punkcie
czasowym T12, gr. 2 Propofol
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5.5 EKSPRESJA MIRNA W BIOPTATACH PRAWEGO
PRZEDSIONKA SERCA

Ekspresje miRNA w mig$niu prawego przedsionka podczas zabiegu operacyjnego
analizowano u wszystkich uczestniczagcych w badaniu pacjentow. Material do badan

pobierano w dwoch punktach czasowych: przed podtaczeniem krazenia pozaustrojowego
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(w trakcie kaniulacji) oraz ok. 30 minut po puszczeniu klemy aortalnej w trakcie
reperfuzji (w czasie dekaniulacji przedsionka). We wszystkich przypadkach nie
stwierdzono wplywu rodzaju znieczulenia na poziom ekspresji badanych miRNA w
migsniu przedsionka (p > 0.05). Takze stopien ekspresji kazdego z analizowanych
miRNA: miRNA-1-3p (p = 0,66), miRNA- 499-5p (p = 0,50) oraz miRNA-133a—5p (p
= 0,43) w badanych punktach czasowych nie zmienil si¢ istotnie statystycznie. Tylko w
przypadku miRNA-21-5p wykazano istotny statystycznie spadek ekspresji w stosunku
do warto$ci wyjsciowych (p=0,00).

Tabela 14 Dynamika zmian ekspresji miRNA-1-3p w czasie, w mig¢$niu prawego
przedsionka, por6wnanie grup.

Przed CBP Po CBP
miRNA-1-3p Gr. 1 49,50 51,50
N =20 19,35 - 91,50 21,75 - 148,50
[l Gr.2 50,00 67,00
N=19 27,20 - 184,00 16,60 - 184,00
Porownanie grup p 0,622 0,593

Przedstawiono jako mediana (dolny kwartyl — gorny kwartyl), punkty czasowe: przed CBP — w trakcie
kaniulacji przedsionkoéw przed podiaczeniem krazenia pozaustrojowego, po CBP — 30 min. po puszczeniu
klemy aortalnej, w trakcie reperfuzji w trakcie dekaniulacji przedsionkéw, N — liczba analizowanych
przypadkoéw,: grupa. 1 — Sewofluran, grupa 2 — Propofol. Brak réznic istotnych statystycznie (p > 0,05)

miedzy grupami oraz w czasie obserwacji.

Tabela 15. Dynamika zmian ekspresji miRNA-499-5p w czasie, w migéniu prawego
przedsionka, por6wnanie grup.

Przed CBP Po CBP
miRNA-499-5p Gr. 1 13,30 19,90
N =20 10,15 - 34,50 9,50 — 30,00
Dol Gr.2 22,80 23,40
N=19 10,70 - 57,00 5,40 - 44,00
Poréwnanie grup p 0,368 0,921

Przedstawiono jako mediana (dolny kwartyl — gérny kwartyl), punkty czasowe: przed CBP — w trakcie
kaniulacji przedsionkow przed podiaczeniem krazenia pozaustrojowego, po CBP — 30 min. po puszczeniu
klemy aortalnej w trakcie reperfuzji, w trakcie dekaniulacji przedsionkdéw, N — liczba analizowanych
przypadkéw,: grupa. 1 — Sewofluran, grupa 2 — Propofol, brak réznic istotnych statystycznie (p > 0,05)

miedzy grupami oraz w czasie obserwacji.
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Tabela 16 Dynamika zmian ekspresji miRNA-133a—5p w czasie, w mig$niu prawego

przedsionka, porownanie grup.

Przed ECC Po ECC
miRNA-133a-5p Gr. 1 2,75 3,95
N=20 1,75 - 6,25 1,35-7,75
[Ilos¢ Kopii/pl] Gr. 2 3.60 3.80
N=19 2,00 — 8,60 1,50 - 20,90
Poréwnanie grup p 0,456 0,910

Przedstawiono jako mediana (dolny kwartyl — gérny kwartyl), punkty czasowe: przed CBP — w trakcie
kaniulacji przedsionkow przed podiaczeniem krazenia pozaustrojowego, po CBP — 30 min. po puszczeniu
klemy aortalnej w trakcie reperfuzji, w trakcie dekaniulacji przedsionkéw, N — liczba analizowanych
przypadkéw,: grupa. 1 — Sewofluran, grupa 2 — Propofol, brak réznic istotnych statystycznie (p > 0,05)

miedzy grupami oraz w czasie obserwacji.

Tabela 17. Dynamika zmian ekspresji miRNA-21-5p w czasie, w migéniu prawego

przedsionka, por6wnanie grup.

Przed CBP Po CBP
miRNA-21-5p Gr. 1 0,85 0,00*
N =20 0,35-1,45 0,00 - 0,30
[l Gr.2 0,60 0,00%
N=19 0,30 - 0,80 0,00-0,30
Poréwnanie grup p 0,140 0,855

Przedstawiono jako mediana (dolny kwartyl — gorny kwartyl), punkty czasowe: przed CBP — w trakcie
kaniulacji przedsionkow przed podiaczeniem krazenia pozaustrojowego, po CBP — 30 min. po puszczeniu
klemy aortalnej w trakcie reperfuzji, w trakcie dekaniulacji przedsionkow, N — liczba analizowanych
przypadkéw, grupa. 1 — Sewofluran, grupa 2 — Propofol. Poréwnanie grup - brak roznicy istotnej
statystycznie (p < 0,05). (*) roznica istotna statystycznie (p < 0,05) w poréwnaniu z ekspresja wyjsciowa

przed CBP.

5.6 WPLYW STOPNIA EKSPRESJI MIRNA NA RYZYKO
WYSTAPIENIA MIGOTANIA PRZEDSIONKOW

W przeprowadzonej analizie ROC Zaden z badanych miRNA nie okazat si¢ by¢

istotnym predyktorem wystgpienia migotania przedsionkow.
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5.7 PROFIL KINETYKI MIRNA WE KRWI PELNEJ, W ZAWALE
OKOLOOPERACYJNYM

U dwoch pacjentéw z grupy 1 — Sewofluran w analizowanym badaniem okresie
pojawily si¢ nowe regionalne zaburzenia kurczliwo$ci mig$nia lewej komory z
towarzyszacym wzrostem ekspresji markeréw (hs-troponina I, CKMBakt.) spetniajace
kryteria definicji zawalu typu 5. Zmiany stezen troponiny I i CKMBak. W czasie nie
odbiegaty od profilu opisywanego w literaturze. ObserwowaliSmy w obu przypadkach
tendencj¢ wzrostowa zaczynajaca si¢ w 3 godzinie (T3) od poczatku reperfuzji, z dalej
narastajacymi st¢zeniami badanych markerow w 6 godzinie (T6), z gwattownym
wzrostem — szczytem w 12 godzinie (T12) 1 niewielka tendencja spadkowa w 24 godzinie
(T24) reperfuzji.

Kinetyka zmian miRNA w czasie byla zalezna od zalezala od rodzaju
analizowanego miRNA. Dynamika zmian miRNA-499-5p i miRNA-133a-5p
charakteryzowata si¢ dwufazowym wzrostem ich aktywnosci. Zanotowano niewielkie
zmiany ekspresji w czasie ze szczytem 3 godzinie (T3) od poczatku reperfuzji, tendencja
spadkowa w 6 godzinie (T6) i ponownym wzrostem w 12 godzinie (T12) reperfuzji oraz
ponownym spadkiem ekspresji ponizej wartosci wyjsciowych w 24 godzinie od

reperfuzji.

Natomiast kinetyka zmian w czasie miRNA-1-3p 1 miRNA-21-5p
charakteryzowata si¢ jednofazowym silnym wzrostem ekspresji ze szczytem w 3 godzinie

(T3) i stopniowym spadkiem w kolejnych punktach czasowych T6, T12, T24

Pojawiajacy si¢ w 3 godzinie reperfuzji szczyt ekspresji u wszystkich badanych
miRNA wyprzedzal znacznie szczyt zmian tradycyjnych markerow (hs-troponina I
i CKMBuxkt), ktory pojawial si¢ dopiero w 12 godzinie (T12) od poczatku reperfuzji
z utrzymujaca si¢ tendencja spadkowa w 24 godzinie (T24) reperfuzji.

5.8 WZAJEMNE KORELACJE BADANYCH MIRNA WE KRWI
PELNEJ W POSZCZEGOLNYCH PUNKTACH CZASOWYCH.

5.8.1 MIRNA-499-5p

We krwi pelnej, za wyjatkiem punktu czasowego T12, miRNA-499-5p
wykazywat wzajemna istotng statystycznie (p < 0,05), dodatnig korelacj¢ z miRNA-21—
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5p we wszystkich pozostatych punktach czasowych (T0, T3, T6, T24). Nalezy zaznaczy¢,
ze notowano roznice w sile korelacji w zaleznoséci od badanej grupy: w grupie 1 -
Sewofluran silna dodatnia korelacja wystgpowata w punktach czasowych: T3 (r = 0,699,
p =0,001) i T24 (r = 0,653, p = 0,004), przy jednoczesnym jej braku (p > 0.05) w tych
punktach czasowych w grupie 2 — Propofol. Z kolei w grupie 2 — Propofol obserwowano
silne korelacje w punktach czasowych TO (r = 0,933, p = 0,0002) i T6 (r = 0,619, p =
0,018). W przypadku zarowno miRNA-1-3p, jak i miRNA-133a—-5p zaznaczala si¢ staba
ujemna korelacja w punkcie czasowym TO w analizie wszystkich przypadkéw bez

podziatu na grupy.

Tabela 18. Wzajemne korelacje ekspresji we krwi, w czasie, migdzy miRNA-499-5p a:
miRNA-133a—5p, miRNA-1-3p, miRNA-21-5p. Poréwnanie grup w zaleznosci od

metody znieczulenia.

Punkt miRNA-133a-5p miRNA-1-3p miRNA-21-5p
CZasowy
Grl Gr2 Grl Gr2 Grl Gr2
miRNA- 0 r=-0414 r=-0262 r=-0418 r=-0,29 r=0.277 r=0,933
499-5p p=0077 p=0326 p=0,074 p=0265 p=0359 p=0,0002*
N=19 N=16 N=19 N=16 N=13 N=9
3 r=0,135 r=-0,046 r=0,066 1r=-0,284 1=0,699 r=0,259

p=0617 p=0870 p=0829 p=0324 p=0,001* p=0331
N=16 N=15 N=13 N=14 N=17 N=16

6 r=-0,053 r=0138 =088 r=-0203 r=0325 r=0,619
p=0832 p=0651 p=0502 p=0485 p=0,188 p=0,018*
N=18 N=13 N=15 N=14 N=1I8 N=14

12 r=0343  r=0086 r=-0226 r=-002 r=0391 r=0,042
p=0,149 p=0741 p=0416 p=0924 p=0,107 p=0,879

N=19 N=17 N=15 N=15 N=18 N=15
24 r=-0438 =065 r=0289 r=0432 r=0653 r=0,113

p=0,177 p=0589 p=0387 p=0,160 p=0004* p=0,738
N=11 N=13 N=11 N=12 N=17 N=11

Grupa. 1 — Sewofluran, grupa 2 — Propofol, punkty czasowe:TO - 30° przed rozpoczgciem zabiegu, T3, T6,
T12, T24 — odpowiednio: 3 h, 6 h, 12 h, 24 h od puszczenia klemy aortalnej; N — liczba analizowanych

przypadkéw, r - wspotezynnik korelacji, (*) roznica istotna statystycznie (p < 0,05).
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Tabela 19. Wzajemne korelacje ekspresji we krwi, w czasie, migdzy miRNA-499-5p a:
miRNA-133a-5p, miRNA-1-3p, miRNA-21-5p. Przedstawione dla catej badanej

populacji bez podziatu na grupy w zaleznosci od metody znieczulenia.

Punkt miRNA-133-5p miRNA-1-3p miRNA-21-5p
CZasowy
miRNA- 0 r=-0335 r=-0,369 r=0,563
499-5p p=0,048% p=0,028* p=0,006*
N=35 N=35 N=22
3 r=0,009 1 =-0,066 r=0,518
p=0,961 p=0,741 p=0,002*
N=31 N=27 N=33
6 r=0,031 r=-0,032 r= 0,389
p=0,868 p=0,866 p=0,027*
N=31 N=29 N=32
12 r=0,221 r=-0,154 r=0,277
p=0,193 p=0416 p=0,117
N=36 N=30 N=33
24 r=-0,056 r=0,350 r=0,377
p=0,793 p=0,101 p=0,047*
N=24 N=23 N=28

Grupa. 1 — Sewofluran, grupa 2 — Propofol, punkty czasowe:TO - 30° przed rozpoczgciem zabiegu, T3, T6,
T12, T24 — odpowiednio: 3 h, 6 h, 12 h, 24 h od puszczenia klemy aortalnej, N — liczba analizowanych

przypadkéw, r - wspotezynnik korelacji, (*) roznica istotna statystycznie (p < 0,05).

5.8.2 MIRNA-133A-5pP

W analizie calej badanej populacji, w punkcie czasowym TO, aktywnosc¢
miRNA- 133a— 5p stabo dodatnio korelowata (r = 0,391, p = 0,021) z miRNA-1-3p.
Korelacja ta zaznaczyla si¢ wyrazniej w grupie 1 — Sewofluran (r= 0,59, p = 0,009), przy
jej braku w grupie 2 — Propofol. W tym punkcie czasowym (T0), w podobnym zakresie,
ale ujemnie (r = - 0,035, p = 0,048), aktywno$¢ miRNA-133a—5p korelowata z miRNA-
499-5p. W 6 godzinie reperfuzji (T6) wystgpowala slaba ujemna korelacja migdzy
miRNA-133a—5p i miRNA-1-3p (r =- 0,382, p =0,044). Réwniez w punkcie czasowym
(T6) aktywnos¢ miRNA-133a—5p korelowata dodatnio z miRNA-21-5p (r = 0,50, p =
0,005), przy czym korelacja ta byta istotna statystycznie wylacznie w grupie 2 — Propofol
(r=0,774, p = 0,005).
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Tabela 20. Wzajemne korelacje ekspresji we krwi, w czasie, migdzy miRNA-133a—5p a:

miRNA-499-5p, miRNA-1-3p, miRNA-21-5p: Poréwnanie grup w zaleznosci od

metody znieczulenia.

Punkt miRNA-499-5p miRNA-1-3p miRNA-21-5p
CZASOWY
Grl Gr2 Grl Gr2 Grl Gr2
miRNA 0 r=-0414 r=-0262 1r=0,590 r=0,160 r=0,035 r=0225
133a- 5p p=0,077 p=0326 p=0009* p=0,551 p=0907 p=0,530
N=19 N=16 N=18 N=16 N=13 N=10
3 r=0,135 r=-0,046 r=0272 r=0382 r=-0,118 r=0,268
p=0617 p=0870 p=0367 p=0219 p=0,675 p=0374
N=16 N=15 N=13 N=12 N=15 N=13
6 r=-0,083 r=0,138 r=0,005 r=-0,640 r=0235 r=0,774
p=0832 p=0,651 p=098 p=0013* p=0362 p=0,005*
N=18 N=13 N=14 N=14 N=17 N=11
12 r=0343 r=0,08 r=-0,147 r=0230 r=-0,014 r=0,176
p=0,149 p=0,741 p=0598 p=0428 p=0954 p=0,546
N=19 N=17 N=15 N=14 N=18 N=14
24 r=-0438 r=0,165 r=-0468 1r=0,594 r=0,184 1=-0,406
p=0,177 p=0,589 p=028 p=0,091 p=0,586 p=0,244
N=11 N=13 N=7 N=9 N=11 N=10

Grupa. 1 — Sewofluran, grupa 2 — Propofol, punkty czasowe:TO - 30’ przed rozpoczgciem zabiegu, T3, T6,
T12, T24 — odpowiednio: 3 h, 6 h, 12 h, 24 h od puszczenia klemy aortalnej; N — liczba analizowanych
przypadkéw, r - wspotezynnik korelacji, (*) roznica istotna statystycznie (p < 0,05).

Tabela 21. Wzajemne korelacje ekspresji we krwi, w czasie, migdzy miRNA-133a—5p a:

miRNA-499— 5 p, miRNA-1-3p, miRNA-21-5p. Przedstawione dla calej badanej

populacji bez podziatu na grupy znieczulenia.

Punkt miRNA-499-5p miRNA-1-3p miRNA-21-5p
CZasowy
miRNA 0 r=-0,335 r=0,391 r=0,115
133a -5p p=0,048% p=0,021* p=0,598
N=35 N =34 N=23
3 r=0,009 r=0,296 r=0,038
p=0961 p=0,150 p=0,845
N=31 N=25 N=28
6 r=0,031 r=-0,382 r=0,509
p=0.868 p=0,044* p=0,005*
N=31 N=28 N=28
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12 r=0,221 r=-0,025 r=0,074

p=0,193 p=0,897 p=0,684
N =36 N=29 N=32
24 r=-0,056 r=0,180 r=-0,089
p=0,793 p=0,502 p=0,698
N =24 N=16 N=21

Grupa. 1 — Sewofluran, grupa 2 — Propofol, punkty czasowe:TO - 30’ przed rozpoczgciem zabiegu, T3, T6,
T12, T24 — odpowiednio: 3 h, 6 h, 12 h, 24 h od puszczenia klemy aortalnej; N — liczba analizowanych

przypadkoéw, r - wspotezynnik korelacji, (*) roznica istotna statystycznie (p < 0,05).

5.8.3 MIRNA-1-3p

Tabela 22. Wzajemne korelacje ekspresji we krwi, w czasie, migdzy miRNA-1-3p a:
miRNA-499-5p, miRNA-133a-5p, miRNA-21-5p. Pordwnanie grup w zalezno$ci od

metody znieczulenia.

Punkt miRNA-499-5p miRNA-133a-5p miRNA-21-5p
CZasoOwy
Grl Gr2 Grl Gr2 Grl Gr2
miRNA- 0 r=-0418 r=-0296 r=0,590 r=0,160 r=-0,231 r=-0,018
1-3p p=0,074 p=0265 p=0,009* p=0551 p=0446 p=0,96
N=19 N=16 N=18 N=16 N=13 N=10
3 r=0,006 r=-0284 r=0,272 r=0,382 r=-0203 r=-0,184
p=0829 p=0324 p=0,367 p=0219 p=0,505 p=0,545
N=13 N=14 N=13 N=12 N=13 N=13
6 r=0,188 r=-0203 r=0,005 r=-0,640 r=-0,136 r=-0,448
p=0502 p=048 p=098 p=0,013* p=0,641 p=0,124
N=15 N=14 N=14 N=14 N=14 N=13
12 r=-0,226 r=-0,026 r=-0,147 r=0,230 r=-0,158 r=-0,547
p=0416 p=0924 p=0,598 p=0428 p=0,588 p=0,052
N=15 N=15 N=15 N=14 N=14 N=13
24 r=0289 r=0432 r=-0,468 r=10,594 r=0,077 r=-0,437
p=0387 p=0,160 p=0,288 p=0,091 p=0,820 p=0,205
N=11 N=12 N=7 N=9 N=11 N=10

Grupa. 1 — Sewofluran, grupa 2 — Propofol, punkty czasowe:TO - 30’ przed rozpoczgciem zabiegu, T3, T6,
T12, T24 — odpowiednio: 3 h, 6 h, 12 h, 24 h od puszczenia klemy aortalnej; N — liczba analizowanych
przypadkoéw, r - wspotezynnik korelacji, (*) roznica istotna statystycznie (p < 0,05)
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Tabela 23 Wzajemne korelacje ekspresji we krwi, w czasie, migdzy miRNA-1-3p a:
miRNA-499-5p, miRNA-133a—5p, miRNA-21-5p. Przedstawione dla calej badanej

populacji bez podziatu na grupy znieczulenia.

Punkt miRNA-499-5p miRNA-133a-5p miRNA-21-5p
CZASOWY
miRNA 0 r=-0,369 r=0,391 r=-0,179
1-3p p=0,028* p=0,021* p=0412
N=35 N =34 N=23
3 r=-0,066 r=0,296 r=-0,229
p=0,741 p=0,15 p=0259
N=27 N=25 N=26
6 r=-0,032 r=-0,382 r=-0,353
p=0,866 p = 0,044* p=0,070
N=29 N=28 N=27
12 r=-0,154 r=-0,025 r=-0,265
p=0416 p=0,897 p=0,179
N=30 N=29 N=27
24 r=0,350 r=0,180 r=-0,106
p=0,101 p=0,502 p=0,646
N=23 N=16 N=21

Grupa. 1 — Sewofluran, grupa 2 — Propofol, punkty czasowe:TO - 30° przed rozpoczgciem zabiegu, T3, T6,
T12, T24 — odpowiednio: 3 h, 6 h, 12 h, 24 h od puszczenia klemy aortalnej; N — liczba analizowanych
przypadkow, r - wspotezynnik korelacji, (*) roznica istotna statystycznie (p < 0,05).

Analiza wzajemnej korelacji w miRNA-1-3p z miRNA-499-5p oraz miRNA-
133a—5p zostaly opisane powyzej (5.8.1 i 5.8.2). Nie wykazano zadnych korelacji
miRNA-1-3p z miRNA-21 w catym czasie obserwacji.

5.84 MIRNA-21-5p
Tabela 24 Wzajemne korelacje ekspresji we krwi, w czasie, migdzy miRNA-21-5p a:
miRNA-499-5p, miRNA-133a—5p, miRNA-1-3p. Pordwnanie grup w zalezno$ci od

metody znieczulenia.

Punkt miRNA-499-5p miRNA-133a-5p miRNA-1-3p
CZasowy
Grl Gr2 Grl Gr2 Grl Gr2
miRNA 0 r=0,277 r=0,933 r=0,035 r=0,225 r=-0231 r=-0,018
21-5p p=0359 p=0,000* p=0907 p=0,530 p=0,446 p=0,960
N=13 N=9 N=13 N=10 N=13 N=10
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3 r=0699 =025 r=-0,118 r=0268 r=-0203 r=-0,184
p=0001* p=0331 p=0675 p=0374 p=0505 p=0,545

N=17 N=16 N=15 N=13 N=13 N=13
6 r=0325 r=0619 r=0235 r=0268 r=-0,136 r=-0448
p=0,18 p=0018 p=0362 p=0374 p=0641 p=0,124

N=18 N=14 N=17 N=13 N=14 N=13
12 r=0391 =004 r=0014 =076 r=-0,158 r=-0,547
p=0,107 p=0879 p=0954 p=0546 p=0588  p=0,052

N=18 N=15 N=18 N=14 N=14 N=13
24 r=0,653 r=0113 r=0184 r=-0406 r=0077 r=-0437
p=0004* p=0738 p=058 p=0244 p=0820 p=0,205

N=17  N=11 N=11 N=10  N=11 N=10

Grupa. 1 — Sewofluran, grupa 2 — Propofol, punkty czasowe: TO - 30° przed rozpoczgciem zabiegu, T3, T6,
T12, T24 — odpowiednio: 3 h, 6 h, 12 h, 24 h od puszczenia klemy aortalnej; N — liczba analizowanych
przypadkoéw, r - wspotezynnik korelacji, (*) roznica istotna statystycznie (p < 0,05)

Tabela 25. Wzajemne korelacje ekspresji we krwi, w czasie, migdzy miRNA-21-5p a:
miRNA-499-5p, miRNA-133a—5p, miRNA-1-3p. Przedstawione dla catej badanej

populacji bez podziatu na grupy znieczulenia.

Punkt miRNA-499-5p miRNA-133a-5p miRNA-1-3p
CZasowy
miRNA 0 r=0,563 r=0,115 r=-0,179
-21-5p p=0,006* p=0,598 p=0412
N=22 N=23 N=23
3 r=0,518 r=0,038 r=-0,229
p=0,002* p=0,845 p=0259
N=33 N=28 N=26
6 r=0,389 r=0,509 r=-0,353
p=0,027% p=0,005% p=0,070
N=32 N=28 N=27
12 r=0,277 r=0,074 r=-0265
p=0,117 p=0,684 p=0,179
N=33 N=32 N=27
24 r=0377 r=-0,089 r=-0,106
p=0,047% p=0,698 p = 0,646
N=28 N=21 N=21

Grupa. 1 — Sewofluran, grupa 2 — Propofol, punkty czasowe:TO0 - 30° przed rozpoczgciem zabiegu, T3, T6,
T12, T24 — odpowiednio: 3 h, 6 h, 12 h, 24 h od puszczenia klemy aortalnej; N — liczba analizowanych
przypadkéw, r - wspotezynnik korelacji, (*) roznica istotna statystycznie (p < 0,05)
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Analiza, poziomu ekspresji miRNA-21we krwi pelnej, w relacji do pozostatych

miRNA, zostata opisana powyzej (5.8.1, 58.2, 5.8.3).

5.9 WZAJEMNE KORELACJE BADANYCH MIRNA W
BIOPTATACH MIESNIA PRAWEGO PRZEDSIONKA PRZED
I PO ZAKONCZENIU KRAZENIA POZAUSTROJOWEGO

5.9.1 MIRNA-499-5p

Tabela 26 Korelacja migdzy ekspresja miRNA-499—5p a: miRNA-133a—5p, miRNA-1-

3p, miRNA-21-5p w migéniu prawego przedsionka przed i po zakonczeniu krazenia

pozaustrojowego.
Punkt miRNA-133a-5p miRNA-1-3p miRNA-21-5p
CZasowy
Grl Gr2 Grl Gr2 Grl Gr2
miRNA- Przed r=0,802 r=0,458 r=0,894 r=0,599 r=0,174 r=0,161
499-5p CBP p=0,000¥  p=0,048* p=0,000* p=0,0064 p=0460 p=0,507
N=20 N=19 N=20 N=19 N=20 N=19
Po r=0,795 r=0,701 r=0,897 r=0,515 r=0,746 r=0,117
CBP p=0,000¥  p=0,000¥ p=0,000* p=0,023* p=0,000* p=0,632
N=20 N=19 N=20 N=19 N=20 N=19

Grupa. 1 — Sevofluran, grupa 2 — Propofol, punkty czasowe: przed CBP - przed podiaczeniem krazenia
pozaustrojowego, w trakcie kaniulacji przedsionka; po CBP - po zakonczeniu krazenia pozaustrojowego,
w trakcie dekaniulacji przedsionka; N — liczba analizowanych przypadkow, (*) roznica istotna statystycznie

(p <0,05).

Aktywno$¢ miRNA-499-5p wykazywata silng dodatnia korelacje (p < 0,05)
z miRNA- 133a—5p oraz miRNA-1-3p zaréwno przed, jak i po zakonczeniu krazenia
pozaustrojowego, niezaleznie od metody znieczulenia. Nie odnotowano istotnych
korelacji z miRNA-21-5p przed podtaczeniem krazenia pozaustrojowego, natomiast po
zakonczeniu krazenia pozaustrojowego, istotna statystycznie dodatnia korelacja z

miRNA-21-5p wystgpowata tylko w grupie 1 — Sewofluran.
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5.9.2 MIRNA-133A-5pP

Tabela 27. Korelacja migdzy ekspresja miRNA-133a—5p a: miRNA-499-5p, miRNA-1-
3p, miRNA-21-5p w bioptatach migénia prawego przedsionka przed i po zakonczeniu

krazenia pozaustrojowego.

Punkt miRNA 499-5p miRNA-1-3p miRNA-21-5p
CZasowy
Grl Gr2 Grl Gr2 Grl Gr2
miRNA  Przed r=0,802 r=0,458 r=0,751 r=0,349 r=0226 r=-0,172
133a- CBP p=0,000¥  p=0048* p=0,000+ p=0,143 p=0336 p=0481
5p N=20 N=19 N=20 N=19 N=20 N=19

Po r=10,795 r=0,701 r=0,867 r=0,697 r=0,510 r=0,315
CBP p=0,000* p=0,000% p=0,000* p=0000%* p=0,021* p=0,188
N=20 N=19 N=20 N=19 N=20 N=19

Grupa. 1 — Sevofluran, grupa 2 — Propofol, punkty czasowe: przed CBP - przed podtaczeniem krazenia
pozaustrojowego, w trakcie kaniulacji przedsionka; po CBP - po zakonczeniu krazenia pozaustrojowego,
w trakcie dekaniulacji przedsionka; N — liczba analizowanych przypadkow, (*) roznica istotna statystycznie

(p <0,05).

MiRNA-133a—5p przed podlaczeniem krazenia pozaustrojowego wykazywal
dodatnia, istotng statystycznie korelacj¢ z miRNA-499-5p a z miRNA-1-3p tylko w
grupie 1 — Sewofluran. Nie stwierdzono istototnych korelacji z miRNA-21-5p. Po
odlaczeniu krazenia pozaustrojowego miRNA-133a—5p istotnie korelowal dodatnio z
pozostatymi badanymi miRNA,z tym ze w relacji do miRNA-21-5p obserwowano to

tylko w grupie 1 — Sewofluran.

5.9.3 MIRNA-1-3p

Wzajemne korelacje MiRNA-1-3p z miRNA-499-5p 1 miRNA-133a—5p opisano
powyzej (5.9.1, 5.9.2) Nie odnotowano korelacji MiRNA-1-3p z miRNA-21-5p
przed podiaczeniem CPB. Po zakonczeniu krazenia pozaustrojowego miRNA-1-3p

istotnie dodatnio korelowat z miRNA-21-5p w grupie 1 — Sewofluran.
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Tabela 28. Korelacja migdzy ekspresja miRNA-1-3p a: miRNA-499-5p, miRNA-133a—
5p, miRNA-21-5p w bioptatach migénia prawego przedsionka przed i po zakonczeniu

krazenia pozaustrojowego.

Punkt miRNA-499-5p miRNA-133a-5p miRNA-21-5p
€Zaso-
wy
Grl Gr2 Grl Gr2 Grl Gr2
miRNA- Przed r=0,8%4 r=0,599 r=0751  r=0349 r=0222 r=0,274
1-5p CBP p=0,000¥ p=0,006¥ p=0000* p=0,143 p=0346 p=0,255
N=20 N=19 N=20 N=19 N=20 N=19
Po r=0,897 r=0,515 r=0,867 r=0,697 r=0,578 r=0,380
CBP p=0,000¥ p=0,023*  p=0,000¥ p=0,000* p=0007* p=0,108
N=20 N=19 N=20 N=19 N=20 N=19

Grupa. 1 — Sewofluran, grupa 2 — Propofol, punkty czasowe: przed CBP - przed podlaczeniem krazenia
pozaustrojowego, w trakcie kaniulacji przedsionka; po CBP - po zakonczeniu krazenia pozaustrojowego,
w trakcie dekaniulacji przedsionka; N — liczba analizowanych przypadkow, (¥) roznica istotna statystycznie
(p <0,05).

5.9.4 MIRNA-21-5p

Tabela 29. Korelacja migdzy ekspresja miRNA-21-5p a: miRNA-499-5p, miRNA-
133a—5p, miRNA-1-3p w bipotatach migénia prawego przedsionka przed i po

zakonczeniu krazenia pozaustrojowego.

Punkt miRNA 499-5p miRNA-133a-5p miRNA-1-3p
czaso-
wy
Grl Gr2 Grl Gr2 Grl Gr2
miRNA- Przed r=0,174 r=0,161 r=0,227 r=-0,172 r=0,222 r=0,274
21-5p CBP p=0460 p=0507 p=0336 p=0481 p=0346 p=0255
N=20 N=19 N=20 N=19 N=20 N=19
Po r=0,746 r=0,117 r=0,510 r=0,315 r=0,578 r=0,380
CBP p=0,000* p=0,632 p=0,021* p=0,188 p=0,007* p=0,108
N=20 N=19 N=20 N=19 N=20 N=19

Grupa. 1 — Sewofluran, grupa 2 — Propofol, punkty czasowe: przed CBP - przed podtaczeniem krazenia
pozaustrojowego, w trakcie kaniulacji przedsionka; po CBP - po zakonczeniu krazenia pozaustrojowego,
w trakcie dekaniulacji przedsionka; N — liczba analizowanych przypadkow, (*) roznica istotna statystycznie

(p <0,05).
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Analiza korelacji ekspresji miRNA-21 w biopatach prawego przedsionka serca, w

relacji do pozostalych miRNA, zostata opisana powyzej (5.9.1, 5.9.2, 5.9.3).

5.10 WPLYW CZASU TRWANIA KRAZENIA
POZAUSTROJOWEGO (CBP), CZASU TRWANIA
ZAKLEMOWANIA AORTY (ACC), CZASU REPERFUZJI NA
POZIOM EKSPRESJI BADANYCH MIRNA ORAZ STEZENIA
TROPONINY I WE KRWL

5.10.1 TROPONINA I

Tabela 30. Korelacja migdzy stezeniami troponiny I we krwi a: czasem trwania krazenia

pozaustrojowego (CBP), czasem zaklemowania aorty (ACC), czasem reperfuz;ji.

Punkt Czas CBP Czas ACC Czas reperfuzji
CZasSOWY
Grl Gr2 Grl Gr2 Grl Gr2
hs-Tnl 3 r=0,719  r=0561 r=0542 r=0,5499 r=0,654 1r=0,376
p=0,0003* p=0,012* p=0,013* p=0,014* p=0,001* p=0,112
N=20 N=19 N=20 N=19 N=20 N=19
6 r=0458 r=048 r=0235 =038 r=0,527 1r=0,390
p=0,042* p=0,039* p=0317 p=0,116 p=0,016* p=0,109
N=20 N=18 N=20 N=18 N=20 N=18
12 r=0,538 r=0565 r=0350 r=0506 r=0,552 r=0363
p=0,014*  p=0,011* p=0,129 p=0,026* p=0,011* p=0,126
N=20 N=19 N=20 N=19 N=20 N=19
24 r=0488 r=0439 =038 r=0344 r=0,548 r=0,312
p=0,028* p=0,059 p=0,09 p=0,148 p=0,012* p=0,193
N=20 N=19 N=20 N=19 N=20 N=19

Grupa. 1 — Sewofluran, grupa 2 — Propofol, punkty czasowe: T3, T6, T12, T24 — odpowiednio: 3 h, 6 h, 12
h, 24 h od puszczenia klemy aortalnej; N — liczba analizowanych przypadkéw, r - wspotczynnik korelacji,

(*) roznica istotna statystycznie (p < 0,05).

Ste¢zenia troponiny I istotnie statystycznie dodatnio korelowaly z czasem trwania
krazenia pozaustrojowego (CBP) prawie we wszystkich badanych przedziatach
czasowych, niezaleznie od badanej grupy. Tylko w punkcie czasowym T24 w grupie 2 —
Propofol ta korelacja nie osiagne¢ta poziomu istotnosci statystycznej (p > 0,05). W ocenie

wplywu czasu zaklemowania aorty (ACC) na st¢zenia troponin I istotna statystycznie
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korelacja wystgpowata w obu grupach w 3 godzinie (T3) reperfuzji. W 12 godzinie (T12)
od rozpoczgcia reperfuzji istotna statystycznie korelacja z czasem zaklemowania aorty

wystepowata tylko w grupie 2 — Propofol.

Czas trwania reperfuzji istotnie statystycznie, korelowat dodatnio ze st¢zeniami
troponin we wszystkich badanych przedziatach czasowych, ale tylko w grupie 1 —

Sewofluran.

5.10.2 MIRNA-499-5p

Tabela 31. Korelacja migdzy ekspresja miRNA-499-5p we krwi, a: czasem trwania

krazenia pozaustrojowego (CBP), czasem zaklemowania aorty (ACC), czasem reperfuzji.

Punkt Czas CBP Czas ACC Czas reperfuzji
CZasoOWy
Grl Gr2 Grl Gr2 Grl Gr2
miRNA- 3 r=0,014 r=0075 r=-0,112 r=0038 r=-0,114 1r=0,018
499- 5p p=0951 p=0759 p=0647 p=0876 p=0,640 p=0938
N=19 N=19 N=19 N=19 N=19 N=19
6 r=0483 1r=0230 r=0225 r=0439 =018 r=-0,167

p=0,030* p=0373 p=0338 p=0077 p=0425 p=0,520
N=20 N=17 N=20 N=17 N=20 N=17

12 =0047 r=0215 r=0163 r=0379 r=-0174 r=0,106
p=0845 p=0374 p=0502 p=0108 p=0475 p=0662
N=19 N=19 N=19 N=19 N=19 N=19

24 =033  r=-0055 r=0246 r=0067 r=0091 r=-0040
p=0,161 p=082 p=0309 p=0782 p=0,709 p=0,870
N=19 N=19 N=19 N=19 N=19 N=19

Grupa. 1 — Sewofluran, grupa 2 — Propofol, punkty czasowe: T3, T6, T12, T24 — odpowiednio: 3 h, 6 h, 12
h, 24 h od puszczenia klemy aortalnej; N — liczba analizowanych przypadkow, r - wspotczynnik korelacji,

(*) roznica istotna statystycznie (p < 0,05)

MiRNA-499-5p korelowat dodatnio (p < 0,05) z czasem trwania krazenia
pozaustrojowego (CBP) tylko w 6 godzinie (T6) od poczatku reperfuzji
w grupie 1 — Sewoluran. Czasy trwania zaklemowania aorty (ACC) i czas trwania

reperfuzji nie miaty wplywu na poziom ekspresji miRNA-499—-5p.
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5.10.3 MIRNA-133A-5p

Tabela 32. Korelacja migdzy ekspresja miRNA-133a—5p we krwi, a: czasem trwania

krazenia pozaustrojowego (CBP), czasem zaklemowania aorty (ACC), czasem reperfuzji.

Punkt Czas CBP Czas ACC Czas reperfuzji
CZASOWy
Grl Gr2 Grl Gr2 Grl Gr2
miRNA- 3 r=-0,430 r=0,076 r=0,054 r=0,076 r=-0,514 r=-0,348
133a-5p p=0,084 p=0,787 p=00834 p=0,787 p=0,034* p=0,143
N=17 N=15 N=17 N=15 N=17 N=15
6 r=-0387 r=-0310 r=-0,313 r=-0310 r=-0476 r=-0,194

p=0,112 p=0279 p=0205 p=0279 p=0,045* p=0426
N=18 N=14 N=18 N=14 N=18 N=14

12 r=0037 r=-0012 r=-0019 r=-0012 r=0076 r=-0,182
p=0877 p=0962 p=0938 p=0962 p=0754 p=0454
N=19 N=17 N=19 N=17 N=19 N=17

24 r=-075 r=-0408 r=-0336 r=-0408 r=-0478 r=-0421
p=0,007* p=0166 p=0311 p=0166 p=0,136 p=0072
N=11 N=13 N=11 N=13 N=11 N=13

grupa. 1 — Sewofluran, grupa 2 — Propofol, punkty czasowe:T3, T6, T12, T24 — odpowiednio 3 h, 6 h, 12
h, 24 h od puszczenia klemy aortalnej; N — liczba analizowanych przypadkow, r - wspotczynnik korelacji,
(*) roznica istotna statystycznie (p < 0,05)

MiRNA-133a—5p silnie ujemnie korelowat (p < 0,05) z czasem trwania krazenia
pozaustrojowego (CBP) w 24 godzinie reperfuzji, ale wylacznie w grupie 1 — Sewofluran.
Czas zaklemowania aorty (ACC) nie miat istotnego wptywu (p > 0,05) na poziomy
ekspresji miRNA-133a—5p w obu badanych grupach. Ekspresja miRNA-133a—5p istotnie
statystycznie ujemnie korelowata z czasem reperfuzji tylko w grupie 1 — Sewofluran w 3
godzinie (T3) i 6 godzinie (T6) od jej poczatku. Czas trwania reperfuzji nie miat istotnego

wptywu (p > 0,05) na poziomy ekspresji miRNA-133a—5p w grupie 2 — Propofol.
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5.10.4 MIRNA-1-3p

Tabela 33 Korelacja migdzy ekspresja miRNA-1-3p we krwi a: czasem trwania krazenia

pozaustrojowego (CBP), czasem zaklemowania aorty (ACC), czasem reperfuz;ji.

Punkt Czas CBP Czas ACC Czas reperfuzji
CZasowy
Grl Gr2 Grl Gr2 Grl Gr2
miRNA 3 r=-0,037 r=-0,374 r=-0,039 r=-0266 r=-0,088 r=-0,303
-1-3p p=0898 p=0,18 p=0892 p=0356 p=0,763 p=0,292
N=14 N=14 N=14 N=14 N=14 N=14
6 r=-0,111 r=-0206 r=-0,070 r=-0,072 1r=-0270 r=0,051

p=0,691 p=0442 p=0802 p=0788 p=0329 p=0,849
N=15 N=16 N=15 N=16 N=15 N=16

12 r=-0,081 r=0206 r=-0296 r=0051 r=-0230 r=0,200
p=0765 p=0459 p=0265 p=0856 p=0390 p=0474

N=16 N=15 N=16 N=15 N=16 N=15
24 r=-0236 r=0312 r=-0236 1=0465 1=-0363 r=-0077
p=0483 p=0322 p=0483 p=0,126 p=0272 p=08I1

N=11 N=12 N=11 N=12 N=I11 N=12

Grupa. 1 — Sevofluranowa, grupa 2 — Propofolowa, punkty czasowe: T3, T6, T12, T24 — odpowiednio: 3
h, 6 h, 12 h, 24 h od puszczenia klemy aortalnej; N — liczba analizowanych przypadkow, r - wspotczynnik

korelacji, brak roznic istotnych statystycznie (p > 0,05).

MiRNA-1-3p zar6wno w grupie 1 — Sewofluran jak i grupie 2—Propofol
nie wykazywat istotnych statystycznie korelacji (p > 0,05) z analizowanymi parametrami
czasu trwania krazenia pozaustrojowego (CBP), czasu zaklemowania aorty (ACC), czasu

reperfuzji w badanych przedziatach czasowych.

5.10.5 MIRNA-21-5p

MiRNA-21-5p nie korelowat istotnie statystycznie (p > 0,05) z czasem trwania
krazenia pozaustrojowego (CBP) i czasem reperfuzji w badanych przedziatach
czasowych zarowno w grupie 1 — Sewofluran jak grupie 2 — Propofol. Z czasem trwania
zaklemowania aorty miRNA-21-5p istotnie statystycznie korelowal dodatnio tylko w
grupie 1 — Sewofluran w 6 godzinie reperfuzji. Czas trwania zaklemowania aorty (ACC)
nie korelowat istotnie z ekspresja miRNA-21-5p u populacji chorych z grupy 2 —
Propofol.
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Tabela 34 Korelacja migdzy ekspresja miRNA-21-5p we krwi a: czasem trwania krazenia

pozaustrojowego (CBP), czasem zaklemowania aorty (ACC), czasem reperfuzji.

Punkt Czas CBP Czas ACC Czas reperfuzji
CZasowy
Grl Gr2 Grl Gr2 Grl Gr2
miRNA 3 r=0,077 r=035 r=0,030 r=0336 r=0,022 r=0,032
-21-5p p=0768 p=0,18 p=0906 p=0202 p=0932 p=0,905
N=17 N=16 N=17 N=16 N=17 N=16
6 r=03%9%4 r=0,132 r=0490 r=0,164 1=0118 1r=0,036

p=0,105 p=0623 p=0038* p=0543 p=0,0640 p=0,892
N=18 N=16 N=18 N=16 N=18 N=16

12 r=0048 r=0464 r=0338 r=0290 r=-0,196 r=0413
p=0849 p=0080 p=0,170 p=0292 p=0433 p=0,125
N=18 N=15 N=18 N=15 N=18 N=15

24 r=0020 =032 r=0095 r=0086 r=-0006 r=-0,004
p=0935 p=0698 p=0706 p=0800 p=0980 p=0989
N=18 N=11 N=18 N=11 N=18 N=1I

Grupa. 1 — Sewofluran, grupa 2 — Propofol, punkty czasowe: T3, T6, T12, T24 — odpowiednio: 3 h, 6 h, 12
h, 24 h od puszczenia klemy aortalnej; N — liczba analizowanych przypadkow, r - wspotczynnik korelacji,

(*) roznica istotna statystycznie (p < 0,05)

5.11 KORELACJA CZASU TRWANIA ZAKLEMOWANIA AORTY
(ACC) Z EKSPRESJA MIRNA W BIOPTATACH MIESNIA
PRAWEGO PRZEDSIONKA PO ZAKONCZENIU KRAZENIA
POZAUSTROJOWEGO (CBP)

Ekspresja miRNA-499-5p zawartego w bioptatach pobranych z mig¢énia prawego
przedsionka w 30’po zakonczeniu krazenia pozaustrojowego wykazywata dodatnia
korelacje z czasem ACC w calej badanej populacji pacjentéw (r = 0,35, p = 0,027). Przy
analizie porownawczej zarysowala si¢ wyrazna roznica migdzy grupami. W grupie 2 —
Propofol zanotowano silng dodatnig korelacj¢ (r = 0,637, p = 0,003) przy braku istotnej
statystycznie korelacji w grupie 1 — Sewofluran (p > 0,05). W ocenie miRNA-1-3p w
mig$niu prawego przedsionka odnotowano podobne zalezno$ci. Do$§¢ silna istotna
korelacja z czasem zaklemowania aorty wystgpowata w grupie 2 — Propofol (r = 0,50, p
=0,029) przy braku istotnej statystycznie zalezno$ci w grupie 1 — Sewofluran (p > 0,05).
Brak istotnosci statystycznej (r=0,306, p = 0,058) wystgpowal takze przy analizie
wszystkich badanych bez podziatu na grupy.
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Ekspresje miRNA-133a—5p i miRNA-21-5p w mig$niu prawego przedsionka
w 30’ po zakonczeniu krazenia pozaustrojowego nie korelowaly istotnie statystycznie

(p > 0,05) z czasem zaklemowania aorty (ACC) w obu badanych grupach.
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6 DYSKUSJA

W  prezentowanym badaniu poddano analizie okolooperacyjna kinetyke
wybranych miRNA: miRNA-499-5p, miRNA-1-3p, miRNA-133a-5p, miRNA-21-5p
uwzgledniajac ich duza swoisto$¢ dla migs$nia sercowego opisywana w doniesieniach
naukowych. Podj¢to probe oceny zmian w profilu ich ekspresji we krwi pelnej i
bioptatach migénia prawego przedsionka podczas znieczulenia do operacji na otwartym
sercu, przy uzyciu krazenia pozaustrojowego, w zalezno$ci od zastosowanych dwoch

réznych metod znieczulenia ogdlnego.

Badania na zwierzgtach wykazaly, ze ekspresja miRNA-1, miRNA-133a,
miRNA-499 w migéniu sercowym zmniejsza si¢ po AMI w obszarze zawatu i jego strefie
granicznej, co sugeruje, ze wzrost ekspresji miRNA-1 i miRNA-133a w ludzkiej
surowicy wynika z uwalniania miRNA z komorek, ktore ulegly martwicy [170, 171].
Uzyskiwane dane analizowano w relacji do standardowych markeréw uszkodzenia
mig$nia serca troponiny 11 CKMBuk:.. Obecnie, zgodnie z wytycznymi, sercowe izoformy
troponin nadal uznawane s za zloty standard diagnostyki zawatu serca. Dodatkowo
wprowadzone do praktyki klinicznej i laboratoryjnej testy troponinowe o wysokiej
czuto$ci daty mozliwo$¢ zdiagnozowania nawet niewielkiego uszkodzenia miokardium,
jak rowniez wychwycenia fizjologicznych wahan zwiazanych z obrotem komérkowym.
Nalezy jednak zauwazy¢, ze ich stg¢zenia, jako zmienna ciggla, wymagaja bardzo
ostroznej interpretacji z uwzglednieniem obrazu klinicznego i badan obrazowych oraz
zmian w zapisach elektrokardiograficznych pacjenta, szczegdlnie w przypadku procedur
wykonywanych na sercu. Innym problemem jest wybranie optymalnego momentu
oznaczania st¢zen troponin i wlasciwej interpretacji uzyskiwanych wynikow. Wzrost
troponin mozemy obserwowaé¢ juz od 2 do 4 godziny po zadziataniu czynnika
uszkadzajacego migsien serca. Szczyt ktory obserwujemy migdzy 6 a 12 godzing przy
monitorowaniu pacjentéw po zabiegach kardiochirurgicznych, z reguty zwiazany jest z
urazem chirurgicznym. Przedluzajace si¢ wysokie wartosci, a szczegélnie ciagly ich
wzrost po 24 godzinach powinien kierowa¢ uwage na mozliwo$¢ wystapienia zawatu

typu 5 [172].
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Biorac pod uwagg opisywane okna czasowe w ktorych dochodzi do zmian stgzen
troponin i CKMB, pozwalajacych na potwierdzenie lub wykluczenie powiktan okresu
pooperacyjnego, w przedstawionym badaniu przeanalizowano kinetyke zmian ekspresji
miRNA w tych wiasnie przedziatach czasowych, a wigc: przed rozpoczgciem krazenia
pozaustrojowego (T0) — warto$¢ wyjsciowa oraz w godzinach: 3 (T3), 6 (T6), 12 (T12),
24 (T24) od poczatku reperfuzji. Taki wybor przedzialdow czasowych pozwalatl na
poréwnanie czutosci badanych miRNA (wczesniejszy wzrost ekspresji w odpowiedzi na
uraz niedokrwienny i szybszy powrdt do wartosci wyjsciowych przy uzyskaniu
skutecznej reperfuzji) w odniesieniu do standardowych markeréw uszkodzenia mig$nia

serca.

6.1 MIRNA-499-5P

W badaniu obserwowano niewielka dynamik¢ zmian ekspresji miRNA-499-5p
w catym okresie obserwacji. Charakteryzowata si¢ ona poczatkowym wzrostem ekspresji
w 3 godzinie reperfuzji, ze szczytem w godzinie 6, a nast¢pnie tendencja spadkowa w 12
godzinie, wyraznie potwierdzona w 24 godzinie w grupie 2 — Propofol, w
przeciwienstwie do utrzymujacych si¢ na zblizonym poziomie warto$ci w grupie 1 —
Sewofluran (Tabela 10). W kazdym z badanych punktow czasowych zmiany te jednak
nie osiagngly poziomu istotno$ci statystycznej w poziomie ekspresji miRNA-499—5p,
zaré6wno w grupach badanych, jak i miedzy grupami (Tabela 10). Nie obserwowano
rowniez istotnej wzajemnej korelacji ze stezeniami troponin I w Zzadnym z badanych
punktéw czasowych. Stwierdzono natomiast staba dodatnig korelacje (r = 0,343, p =
0,034) z CKMB w 12 godzinie od poczatku reperfuzji, uwzgledniajac cata badana
populacj¢ chorych bez podzialu na grupy. Nalezy jednak zwroci¢ uwage na roznice w
istotnosci statystycznej jakie wystapity miedzy grupami. Grupa 2 — Propofol wykazywala
silny poziom korelacji (r= 0,663, p = 0,002) w przeciwienstwie do grupy 1 — Sewofluran,
w ktorej nie zanotowano istotnosci statystycznej w korelacjach z CKMB. Zblizony profil
zmian ekspresji miRNA-499 z tendencja spadkowa pod koniec obserwacji, opisywali
Yang i wsp. w operacjach wymiany zastawek aortalnej i mitralnej [137]. W badaniu tym
najwyzszy poziom miRNA-499 byl stwierdzany przed zabiegiem, nie zmienial si¢
istotnie statystycznie podczas okresu niedokrwienia zwigzanego z klemowaniem aorty,
a nastgpnie wykazywal opisywana wczesniej tendencj¢ spadkowa do pozioméw ponizej

warto$ci wyj$ciowej w 24 godzinie po zabiegu. Autorzy sugerowali, ze zmiany ekspresji
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miRNA-499 sa zwigzane bardziej z reperfuzja niz z samym urazem niedokrwiennym.
Podobnie jak w naszym badaniu nie odnotowano korelacji miRNA-499 ze st¢zeniami
troponin w badanych punktach czasowych. W badaniu Zi Wanga i wsp. [173], podobnie
jak w naszych obserwacjach, poziom ekspresji miRNA-499 u pacjentéw poddanych
CABG nie ulegat istotnym zmianom, z t3 roéznica, ze te niewielkie zmiany korelowaty
istotnie ze zmianami stgzen badanej troponiny T. W ocenie autorow moglo to by¢
zwigzane z bardziej zaawansowanym stadium choroby niedokrwiennej serca u
poddanych badaniu pacjentow, a wigc ze zmianami odzwierciedlajacymi gorsza kondycje
migsnia w postaci podwyzszenia wyjsciowego poziomu miRNA-499 u pacjentow przed
operacja. Zblizone obserwacje kinetyki zmian miRNA-499 opisali Pourrajab i wsp. oraz
Khanaghaei i wsp. potwierdzajac nizsza ekspresj¢ miRNA-499 w pordwnaniu z
warto$ciami wyjsciowymi w 4 dobie po zbiegach OPCAB, co interpretowano jako wynik
skutecznej reperfuzji [174, 175]. Pomimo braku istotnosci statystycznej w naszym
badaniu podobne trendy w postaci nizszego poziomu ekspresji miRNA-499-5p w
stosunku do warto$ci wyjsciowych obserwowaliSmy w przypadku analizy ekspresji w
grupie 2 — Propofol znacznie wczesniej bo juz po 24 godzinach (Tabela 10). W
cytowanych badaniach st¢zenia miRNA-499 korelowaly ze zmianami stgzen troponiny I

przed i po zabiegu.

Z kolei odmienne rezultaty analizy ekspresji miRNA-499 u pacjentéw poddanych
zabiegom CABG zaréwno z uzyciem jak i bez krazenia pozaustrojowego przedstawili
Yaoiwsp. Zwrécili oni uwage na mozliwo§¢ wykorzystania miRNA-499 jako
wczesnego wskaznika prognozujacego zawal okotooperacyjny [136]. MiRNA-499
okazat si¢ w tych badaniach czulszym i bardziej swoistym markerem od troponiny I, a
zmiany ekspresji miRNA-499 wyprzedzaty wzrost st¢zenia troponin. Gwaltowny wzrost
ekspresji miRNA-499 obserwowano migdzy pierwsza a trzecig godzing reperfuzji (w
analizie stezen troponiny I szczyt ten wystgpowat w 6 godzinie), z gwattownym spadkiem
w 6 godzinie i powrotem do warto$ci wyjsciowych po 48 godzinach. Ponadto
zaobserwowano silng korelacj¢ migdzy wartoSciami szczytowymi miRNA-499 i
troponiny I. Zmiany ekspresji miRNA-499 w czasie pozwalaty na niezalezne rozpoznanie
pooperacyjnego zawatlu migénia serca z czulo$cia 85,7% i swoistoscia 93,3%. Dla
poréwnania troponina I, dla wartosci odcigeia 2,98 ng/ml, miata czuto$¢ identyfikacji
PMI tylko 64,3%, a swoistos¢ 86,5%. Wyniki te wskazuja, ze we wezesnym okresie

pooperacyjnym miRNA-499 moze by¢ potencjalnie bardziej czulym biomarkerem niz
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troponina I w przewidywaniu wystapienia PMI. Warto§ci miRNA-499 przed operacja w
opisywanym badaniu istotnie dodatnio korelowaty z frakcja wyrzutowa serca badanych
chorych. W badaniu tym zanotowano réwniez istotnie mniejszg ekspresj¢ miRNA- 499 u
pacjentow poddanych zabiegom OPCAB w poréwnaniu z grupa operowang z uzyciem
CPB. Ten odmienny profil ekspresji miRNA-499, opisywany przez Yao i wsp.
u pacjentdow z rozpoznanym PMI, odpowiadal obserwacjom zmian ekspresji u dwoch

naszych pacjentéw po zabiegach CABG wiktanych zawatem typu 5 [136].

Badajac wzajemne zaleznosci opisywanych miRNA we krwi zanotowali$my
istotng wzajemng dodatnig korelacje poziomow ekspresji miRNA-499-5p oraz miRNA-
21-5p w wigkszosci analizowanych punktéw czasowych (T0, T3, T6, T24), przy czym
zwracaly uwage réznice w sile korelacji pomi¢dzy badanymi grupami pacjentow w
poszczegoélnych punktach czasowych (Tabela 18, Tabela 19). W Grupie 1 — Sewofluran
silna dodatnia korelacja wystegpowata w punktach czasowych: T3 i T24, przy
jednoczesnym jej braku w tych punktach czasowych w grupie 2 — Propofol (Tabela 18).

Odmiennie prezentuja si¢ wzajemne korelacje w migsniu prawego przedsionka.
Poziomy ekspresji miRNA-499-5p przed i po zakonczeniu krazenia pozaustrojowego
nie roznia si¢ istotnie statystycznie (Tabela 15). W bioptatach prawego przedsionka
pobranych przed podiaczeniem krazenia pozaustrojowego miRNA-499-5p nie wykazuje
korelacji z miRNA-21-5p, ale za to silna dodatnia korelacj¢ z miRNA-1-3p i nieco
stabsza z miRNA- 133a—5p (Tabela 26). Po zakonczeniu krazenia pozaustrojowego w
trzeciej godzinie od poczatku reperfuzji miRNA-499-5p wykazuje dodatnia korelacj¢ z
miRNA-1-3p i miRNA133a — 5p oraz pojawia si¢ staba wzajemna korelacja z miRNA-
21-5p (Tabela 26).

Krazenie pozaustrojowe moze wywolywac apoptoz¢ kardiomiocytow w czasie
operacji kardiochirurgicznych poprzez szereg mechanizméw, takich jak niedokrwienie,
stres oksydacyjny po reperfuzji, kontakt krwi ze sztucznym materiatem kaniul i
oksygenatora obwodu krazenia pozaustrojowego oraz zwigzana z tym aktywacja cytokin

prozapalnych [176].

MiRNA-499 kodowany przez gen tancucha cigzkiego f-miozyny (Myh7b) nalezy
do bardzo swoistych miRNA wystepujacych w kardiomiocytach [177, 178]. Odgrywa on
jedng z kluczowych r6l w hamowaniu apoptozy kardiomiocytéw. Liczne doniesienia

wskazuja raczej na jego zwiazek z uszkodzeniem reperfuzyjnym migsnia sercowego, a
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nie z uszkodzeniem niedokrwiennym. MiRNA-499 hamuje apoptoz¢ kardiomiocytow
poprzez tlumienie defosforylacji bialka zwigzanego z dynamina-1 (Drpl) za
posrednictwem kalcyneuryny, zmniejszajac w ten sposob akumulacje Drpl w
mitochondriach i aktywacje programu rozszczepienia mitochondriow za posrednictwem
Drpl [179,180]. Brak zmian ekspresji miRNA-499 w kardiomiocytach, przy
jednoczesnie wzmozonej ekspresji we krwi, moze sugerowaé raczej jego czynne
wydzielanie w formie egzosomow lub frakcji wolnej, niz bierne uwalnianie z martwych
miocytow (jak to ma miejsce w zawale migsnia serca) [180]. Nalezy rowniez uwzglednié
pozasercowe zrodta uwalniania miRNA-499, np. mie$nie szkieletowe. Dotychczasowe
doniesienia naukowe w tym zakresie nie s3 jednoznaczne. Nadal nie jest jasne, czy
obnizony poziom ekspresji miRNA-499 po reperfuzji jest przyczyna czy konsekwencja

uszkodzenia migénia sercowego.

6.2 MIRNA-133A-5P

Wyniki obserwacji kinetyki zmian ekspresji miRNA-133a—5p nie w pehi
pokrywaja si¢ z wczesniejszymi doniesieniami naukowymi z uwagi na mniej wyrazone
zmiany w profilu jego ekspresji. Wyraznie i istotne spadki ekspresji w stosunku do
warto$ci wyjsciowych odnotowano w 12 i 24 godzinie obserwacji (Tabela 12). Kinetyka
zmian ekspresji w czasie w obu badanych grupach (grupa 1 — Sewofluran, grupa 2 —
Propofol) byta bardzo zblizona (Tabela 12). W poszczegdlnych punktach czasowych nie
wystgpowaly rdznice istotne statystycznie w nasileniu ich ekspresji. W poddanych
analizie wszystkich przypadkach (bez podziatu na grupy) w przedziatach czasowych TO
i T3, miRNA-133a—5p wykazywat staty poziom ekspresji ze spadkiem w T6, ale roéznice
w tych przedziatach czasowych nie byly istotne statystycznie (p > 0.05) w poréwnaniu
z warto§ciami wyjsciowymi (TO). Istotny spadek ekspresji w stosunku do wartosci
wyjsciowych notowalismy w 12 i 24 godzinie reperfuzji (T12 - p = 0,017,
T24 — p = 0,005). Takze istotne statystycznie roznice w spadku ekspresji wystgpowaty
pomiedzy pomiarami w punktach czasowych T3 a T12 (p = 0,002) oraz T3 a T24 (p =
0,000) oraz T6 a T24 (p = 0,023). Analizujac zalezno$¢ migdzy zmianami ekspresji
miRNA-133a-5p, a stgzeniem troponin w 3 godzinie (T3) od przywrdcenia krazenia
zanotowali$my ich wzajemna ujemna korelacj¢ w ocenie calej badanej populacji
(r=-0,415, p=0,018). Korelacja ta jest wyrazniej zaznaczona w grupie 1 — Sewofluran

(r =- 0,602, p = 0,01) w odroznieniu od grupy 2 — Propofol, w ktorej istotnosci
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statystycznej nie obserwowano. Ta ujemna korelacja, zgodnie z doniesieniami czg$ci
osrodkéw badawczych, moze by¢ wynikiem wczesniejszego uwalniania miRNA-133 z
osiggnieciem maksymalnych wartosci ekspresji we wczesnym okresie reperfuzji i
rozpoczynajacym si¢ spadkiem w 3 godzinie i jeszcze wyrazniej obserwowanym w
kolejnych godzinach jej trwania. W przypadku troponiny I w tym punkcie czasowym
obserwujemy narastanie st¢zen ze szczytem osiaganym dopiero w 6 godzinie reperfuz;i.
Potwierdza to po czgsci badanie przeprowadzone przez Yao ze wsp. [136]. U pacjentow
poddanych zabiegom CABG i OPCAB wzrost miRNA-133a nastgpowat juz w 1 godzinie
od poczatku reperfuzji ze szczytem w 3 godzinie (wyprzedzajacy szczyt wzrostu
poziomu troponiny I), z gwattowna tendencja spadkowa w 6 godzinie, co jest po czg¢sci
zgodne z naszymi obserwacjami. Ekspresja miRNA-133a byla podwyzszona w
mniejszym stopniu niz miRNA-499. Ponadto stwierdzono, ze miRNA-133a wykazywat
89,3% czutos¢ i 67,4% swoistos¢ w identyfikacji PMI, w poréwnaniu z cTnl, ktore miato
czulos¢ 64,3% i swoistos¢ 86,5% dla wartosci odcigcia 2,98 ng./ml. Obydwa markery
wykazywaty takze pozytywna wzajemna korelacj¢ w badanych punktach czasowych.
Mogloby to sugerowa¢, ze miRNA-133a potencjalnie lepiej odzwierciedla rozlegtosé
uszkodzenia mig¢énia sercowego w poréwnaniu z troponing I. Autorzy wykazali, podobnie
jak w przypadku miRNA -499, dodatnia korelacj¢ miedzy poziomem ekspresji miRNA-
133a przed zabiegiem a frakcja wyrzutowa lewej komory. W innym badaniu Zi Wanga i
wsp. réwniez wykazano, ze po operacji CABG u 27 pacjentéw z ostrym zespotem
wiencowym poziom miRNA-133a istotnie wzrést i byt zwigzany ze zmianami stgzen
cTnT, dodatkowo pozytywnie korelowal ze st¢zeniem IL 6 Badane miRNA nie wykazalo
jednak zwiazku z LVEF, bedacym czynnikiem prognostycznym ewentualnej

niewydolnosci serca [173].

Interesujace wnioski, na podstawie oceny potencjatu krazacych egzosoméw i
krazacego wolnego miRNA-133 jako biomarkerow uszkodzenia serca u pacjentow
poddawanych operacji CABG, wyciagneli Emanueli i wsp. [181]. Krazace egzosomy i
zawarty w nich tadunek miRNA oraz wolne miRNA krazace w catym osoczu zostaty
poréwnane ze ztotym standardem, jakim jest troponina I. Wyniki pracy wykazaty wzrost
miRNA-133a w 24 godziny po operacji CABG. Stgzenie egzosomalnego miRNA-133a
wzrastalo zarowno w 24 jak i 48 godzinie po operacji CABG. W badaniu tym wolny
miRNA-133a w pelnej krwi nie korelowal jednak istotnie ze stgzeniami cTnl. Natomiast

dodatnig korelacj¢ odnotowano z poziomami egzosomow w osoczu i zawartych w nich
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egzosomalnych miRNA-133a. Wolne miRNA, podobnie jak w naszym badaniu, po 24
godzinach od poczatku reperfuzji nie korelowato ze st¢zeniami troponiny I. Wspomniani
autorzy podkreslaja, ze wlasnie krazace egzosomy i zawarte w nich miRNA, a nie wolne
miRNA krazace w osoczu, moga by¢ przydatne jako biomarkery kliniczne u pacjentow
poddawanych procedurze CABG [181]. Obserwacje ekspresji miRNA-133a u pacjentow
po przeszczepie serca przeprowadzili Wang i wsp. W czternastodniowej obserwacji
siedmiu pacjentow po HTX oceniali oni wydolno$¢ wszczepionych graftow, migdzy
innymi poprzez analiz¢ ekspresji miRNA-133a. Potwierdzono jego istotng korelacj¢ z
troponing I oraz z klinicznymi wskaznikami oceny hemodynamicznej (CVP, PCWP,
CO), konieczno$cia wspomagania inotropowego 1 wazopresyjnego, potrzeba
przedtuzonej wentylacji i hospitalizacji w OIT. W badaniu tym wszystkie oceniane
miRNA, w tym miRNA-133a okazaly si¢ uzyteczne jako wskazniki o wysokiej czutosci
i swoisto§ci w prognozowaniu zaburzen w funkcjonowaniu wszczepionych graftow,
bedacych wynikiem zaréwno urazéw zimno-niedokrwiennego i1 niedokrwienno—

reperfuzyjnego towarzyszacych procedurom HTX [182].

Istnieje réwniez szereg doniesien wskazujacych na mozliwo$¢ wykorzystania
miRNA-133a w monitorowaniu nasilenia reakcji zapalnej. Wyniki tych badan
wykazywaty dodatnia korelacje miRNA-133 przede wszystkim z IL-6, ale takze innymi
markerami zapalenia, takimi jak IL-8, CRP 1 TNF-a [173, 183].

W naszym badaniu podjelismy probe oceny zaleznosci badanych miRNA od
jednego z markerow stanu zapalnego — prokalcytoniny. Z analizowanych przez nas
miRNA tylko miRNA-133a wykazywal ujemng istotng statystycznie korelacj¢ ze
stezeniami prokalcytoniny po 24 godzinach od poczatku reperfuzji. (r = - 0,499, p =
0,003) w calej poddanej badaniu populacji bez podziatu na grupy.

Analiza wzajemnych korelacji miRNA-133a—5p z pozostatymi badanymi miRNA
wykazata staba ujemna korelacjg w krwi pelnej w punkcie czasowym TO z miRNA-499—
S5p (w analizie calej badanej populacji pacjentéw) oraz staba dodatnig korelacj¢ z
miRNA-1-3p (Tabela 21). W szdstej godzinie reperfuzji nastapito odwrocenie tego
trendu — wystapita ujemna korelacja z miRNA-1-3p (Tabela 20, Tabela 21) oraz pojawita
si¢ dodatnia korelacja z miRNA- 21-5p (Tabela 20, Tabela 21) z zaznaczong réznica
migdzy badanymi grupami znieczulenia — silna w grupie 2 — Propofol, przy braku

istotnosci statystycznej w grupie 1 — Sewofluran (Tabela 20). W migéniu prawego
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przedsionka poziomy ekspresji przed i po zakonczeniu krazenia pozaustrojowego nie
wykazywaly roznic istotnych statystycznie (Tabela 16). MiRNA-133a-5p przed
podiaczeniem krazenia pozaustrojowego wykazywal dodatnia istotna statystycznie
korelacj¢ z miRNA-499—5p i miRNA-1-3p (ograniczona do grupy 1 — Sewofluran) oraz
nie korelowal istotnie statystycznie z miRNA-21-5p. Po odiaczeniu krazenia
pozaustrojowego miRNA-133a—5p korelowat dodatnio z pozostatymi badanymi miRNA,
z tym ze korelacja z miRNA-21-5p takze ograniczala si¢ do grupy 1 — Sewofluran
(Tabela 27).

6.3 MIRNA-1-3P

Profil i dynamika zmian ekspresji miRNA-1-3p nie odbiegata od opisywanych
w literaturze. Ekspresja miRNA-1-3p obnizyla si¢ w stosunku do wartos$ci wyjsciowych
(TO) w 3 godzinie (T3), a nastegpnie nieznacznie wzrosta w 6 godzinie (T6) od poczatku
reperfuzji. Zmiany te jednak nie byly istotne statystycznie (p > 0,05). Dopiero w
kolejnych punktach czasowych T12 (p = 0,004) 1 T24 (p = 0,032) ulegala ona obnizeniu
istotnemu statystycznie w stosunku do wartosci wyjsciowych (T0). Nie zanotowano
istotnych statystycznie roéznic w ekspresji miRNA pomigdzy badanymi grupami w
porownywanych punktach czasowych (Tabela 11). Nie stwierdzono korelacji ze
stezeniami troponiny I i CKMB w zadnym punkcie czasowym. MiRNA-1-3p wykazywat
staba dodatnia korelacje z miRNA-133a—5p przed zabiegiem operacyjnym (Tabela 22,
Tabela 23).

Ekspresja miRNA-1-3p nie rdéznila si¢ istotnie statystycznie przed i po
zakonczeniu krazenia pozaustrojowego w ocenie aktywacji w mig$niach przedsionkow
(Tabela 14). W migéniu prawego przedsionka ekspresja miRNA-1-3p przed
podiaczeniem krazenia pozaustrojowego dodatnio korelowata z miRNA-499-5p i
miRNA-133a—5p oraz nie korelowala istotnie statystycznie z aktywno$cia miRNA-21-
5p. Po zakonczeniu krazenia pozaustrojowego miRNA-1-3p dodatnio korelowal ze

wszystkimi badanymi miRNA (Tabela 28).

Obserwowany profil kinetyki miRNA-1 jest zbiezny z doniesieniem Yanga i wsp.
[137]. W grupie 15 pacjentdow poddanych operacjom zastawkowym obserwowano
wezesny wzrost miRNA-1 juz po 45 min od zaklemowania aorty, a wigc jeszcze w okresie

niedokrwienia, a nastgpnie szczyt ekspresji po godzinie reperfuzji i spadek w ciagu 24

82|Strona



godzin. W badaniu naszym kolejna analiza dokonywana byta w 3 godzinie reperfuzji, a
wigc teoretycznie juz po zakladanym szczycie ekspresji opisywanym przez Yanga i wsp.
W badaniu tym poziomy ekspresji miRNA-1-3p pozytywnie korelowaty ze stgzeniami
CKMB i troponiny I we wszystkich przedziatach czasowych. Zi Wang i wsp. takze
potwierdzili wzrost miRNA-1 u pacjentéw z ACS po zabiegu CABG, nie korelowat on
jednak z stezeniami troponin, podobnie jak w naszym badaniu [173]. Emanueli i wsp.
wykazali wzrost miRNA-1 po operacji, i to zaréwno catkowitego jak i egzosomalnego.
Jednak tylko ten ostatni korelowal pozytywnie ze stgzeniami troponiny I [183].
Przedstawione doniesienia, podobnie jak wyniki naszych badan, mogg sugerowaé, ze
kinetyka zmian ekspresji miRNA-1 i jego wczesne uwalnianie ma raczej zwiazek z

urazem niedokrwiennym niz procesami zachodzacymi w trakcie reperfuzji.

6.4 MIRNA-21-5P

Badania przydatnosci miRNA-21-5p w ocenie urazu niedokrwienno-
reperfuzyjnego po zabiegach na otwartym sercu podjeto si¢ niewiele o$rodkow.
Pojawiajace si¢ dane wskazuja na potencjalna rolg miRNA-21-5p w procesie
przebudowy migé$nia serca (remodeling elektryczny i strukturalny) w przebiegu
niewydolnosci serca o etiologii niedokrwienno-reperfuzyjnej oraz na mozliwos¢
wykorzystania miRNA-21-5p jako predyktora wystapienia pooperacyjnego migotania
przedsionkow. Pooperacyjne migotanie przedsionkow jest bardzo czgstym rodzajem
arytmii dotykajacym pacjentow poddawanych zabiegom na sercu. Wiaze si¢ ono czgsto
z koniecznoscig przedluzonej hospitalizacji pacjentdow, podwyzszonym wskaznikiem

zachorowalnosci i $miertelnosci w okresie obserwacji dziesigcioletniej [184, 185, 186].

Remodeling strukturalny mogacy sprzyja¢ wystapieniu migotania przedsionkow,
(w ktorym jedna z wazniejszych rol odgrywa migdzy innymi miRNA-21) polega
na niekorzystnej regulacji genow, ktére koduja biatka odpowiedzialne za tworzenie i
struktur¢ macierzy zewnatrzkomorkowej (szlak kinaz bialkowych aktywowanych
mitogenami), co sprzyja procesowi zwldknienia przedsionkéw. Dodatkowo w skutek
hamujacego wptywu miRNA-21 na ekspresje kanatéw wapniowych typu L dochodzi do
zwolnienia w nich przewodnictwa i wzrostu odkomoérkowego pradu potasowego. Wtdrnie
prowadzi to do zmniejszenia predkosci przewodzenia w przedsionkach oraz utrwalenia

utworzonych patologicznych petli krazenia nawrotnego [167, 168].
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Badajac cala populacj¢ bioraca udzial w badaniu nie wykazalismy istotnych
statystycznie roéznic migdzy grupami w ekspresji miRNA-21-5p w poszczegdlnych
punktach czasowych (Tabela 13). Istotny statystycznie wzrost ekspresji miRNA-21-5p
(p = 0,000), dlaobu badanych grup, wyprzedzajacy wzrost stgzenia troponin I
obserwowalisSmy juz w 3 godzinie (TO — T3) reperfuzji, ze szczytem w godzinie szostej
(p = 0,002), a nastepnie istotna statystycznie tendencja spadkowa migdzy 6 a 12 godzing
(T6 — T12, p=0,000) i znacznie stabiej wyrazong miedzy 12 a 24 godzing (p > 0,05) od
przywrdcenia przeplywu wiencowego. W punkcie czasowym T24 ponownie uwidacznia
si¢ tendencja wzrostowa poziomu ekspresji w stosunku do wartosci wyjsciowych (p =
0,014). Tylko w badanej grupie 2 — Propofol ekspresja miRNA-21-5p w 12 godzinie od
poczatku reperfuzji istotnie dodatnio korelowata ze st¢zeniem troponiny I (r = 0,524, p =
0,045).

Analiza, we krwi pelnej poziomu ekspresji miRNA-21-5p, w stosunku do
pozostatych miRNA, wykazata jego istotna statystycznie dodatnia wzajemna korelacje z
miRNA-499-5p w punktach czasowych odpowiednio TO, T3, T6, T24 W 3 i 24 godzinie
reperfuzji obserwowana korelacja byta silna w grupie 1 — Sewofluran przy braku istotnej
statystycznie korelacji w tych punktach czasowych w grupie 2 — Propofol. MiRNA-21—
5p wykazywat takze dodatnia korelacj¢ z miRNA-133a—5p w 6 godzinie reperfuzji. W
zadnym z punktéw czasowych nie korelowal istotnie statystycznie z miRNA-1-3p
(Tabela 24, Tabela 25).

W materiale pobranym z bioptatdw migsénia przedsionkow nie stwierdzono zadnej
korelacji miRNA-21-5p przed rozpoczg¢ciem krazenia pozaustrojowego z pozostalymi
badanymi miRNA. Wzajemna dodatnig korelacj¢ ze wszystkimi pozostatymi miRNA
(miRNA- 1-3p, miRNA-499-5p, miRNA-133a-5p) stwierdzono natomiast po
zakonczeniu krazenia pozaustrojowego (Tabela 29). Uwage zwracaja roznice
wystepujace w grupach znieczulenia. Istotne statystycznie dodatnie korelacje,
z miRNA-499-5p, miRNA-133a-5p, miRNA-1-3p, po odlaczeniu krazenia
pozaustrojowego, wystgpowaly tylko w grupie 1 — Sewofluran (Tabela 29).

W analizie bioptatow migénia prawego przedsionka zanotowano istotny
statystycznie spadek ekspresji miRNA-21-5p po zakonczeniu krazenia pozaustrojowego
w stosunku do wartosci wyjsciowych (Tabela 17). Obserwowany spadek ekspresji w
migéniu przedsionka z jednoczesnym wzrostem ekspresji we krwi w krotkim okresie po

rozpoczgeiu reperfuzji mozna wigzaé raczej z urazem mig¢énia w wyniku manipulacji
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chirurgicznych, niz z samym wplywem urazu niedokrwienno-reperfuzyjnego.
Odmiennie od naszych obserwacji prezentowaly si¢ wyniki badan wspomnianej grupy
badawczej pod kierownictwem Yanga. Nie zanotowali oni zadnych zmian ekspresji
miRNA-21-5p istotnych statystycznie w badanych przedziatach czasowych [137]. Nishi
i wsp. przedstawili badanie, w ktéorym oceniano stopien ekspresji miRNA-21 w
bioptatach przedsionkdw u pacjentow z migotaniem przedsionkoéw poddawanych
operacjom na otwartym sercu. Najbardziej zaawansowany proces zwloknienia pojawiat
si¢ u pacjentow z przetrwatym migotaniem przedsionkow. Najwyzsza byta rowniez w tej
grupie ekspresja tkankowego miRNA-21. Natomiast osoczowa ekspresja miRNA-21 w
tej grupie pacjentdw byla znaczaco nizsza niz u 0s6b zdrowych w grupie kontrolnej [165].
Badania aktywacji miRNA u pacjentéw z migotaniem przedsionkéw obejmowaly nie
tylko miRNA-21. Tsoporsis i in. przeprowadzili male prospektywne badanie obejmujace
42 pacjentdw 1 oceniajace poziom ekspresji miRNA-1 i miRNA-133 w bioptatach
tkankowych z uszka prawego przedsionka oraz ich ekspresj¢ we krwi zylnej przed i po
CABG [187]. W bioptatach prawego przedsionka pacjentow, u ktérych wystapito
pooperacyjne migotanie przedsionkéw po CABG, w odrdznieniu od tych, ktorzy
utrzymywali rytm zatokowy po operacji, tkankowa ekspresja miRNA-1 zwigkszyla si¢
istotnie, podczas gdy ekspresja miRNA-133a ulegla istotnemu wyhamowaniu i
negatywnie korelowala ze wskaznikami apoptozy w migéniu prawego przedsionka. W
badaniu tym nie obserwowano natomiast zadnych statystycznie istotnych réznic w
ekspresji obu miRNA w probkach osocza pobranych przed i po CABG w zadnej z grup
badanych (POAF vs. bez POAF).

U 6 pacjentow badanej przez nas grupy wystapito, w pierwszej dobie po zabiegu
operacyjnym, napadowe migotanie przedsionkow (po 3 przypadki w kazdej z badanych
grup). Przeprowadzono subanaliz¢ ekspresji wszystkich badanych miRNA zaréwno w
pelnej krwi we wszystkich punktach czasowych, jak i w bioptatach mig$nia prawego
przedsionka pobranych przed i po zakonczeniu CBP w grupie pacjentéw z migotaniem
przedsionkéw (6 przypadkéw) oraz bez tego powiklania (33 przypadki). W
przeprowadzonych analizach statystycznych ROC, Zaden jednak z analizowanych
miRNA nie okazal si¢ by¢ istotnym predyktorem wystapienia pooperacyjnego migotania

przedsionkow.
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6.5 METODA ZNIECZULENIA A PROCES OCHRONY MIESNIA
SERCA PODCZAS OPERACJI REWASKULARYZACJI
WIENCOWEJ

Analiza wynikow nie wykazala réznic istotnych statycznie migdzy grupami w
poziomie ekspresji miRNA, jak rowniez tradycyjnych markerow uszkodzenia migsnia
sercowego we wszystkich mierzonych przedziatach czasowych. Pytanie, czy wybor
srodka znieczulajacego jest czynnikiem decydujacym o wyniku operacji
kardiochirurgicznej intrygowato kilka pokolen anestezjologow. Obie metody
znieczulenia sa powszechnie akceptowane w chirurgii serca, poniewaz zaré6wno
sewofluran jak i propofol w wyniku aktywacji roéznych, opisywanych na wstgpie
mechanizméw ochronnych, wykazuja dzialanie kardioprotekcyjne, potwierdzone
zardwno w badaniach eksperymentalnych jak i klinicznych [188, 189]. Szereg jednak
badan klinicznych oceniajacych wptyw metody znieczulenia na st¢zenia biomarkerow
sercowych wskazywato na korzystniejszy wptyw anestetykow wziewnych w poréwnaniu
z catkowitym znieczuleniem dozylnym [7, 190, 191, 192]. Sugerowano roéwniez
zmniejszenie $miertelnos$ci w grupie anestetykdw wziewnych [193, 194, 195, 196].
Najwigksze jednak ostatnio opublikowane badanie MYRIAD nie byto w stanie wykazaé
réznicy w $miertelnosci, ani w stezeniach biomarkeréw sercowych dla anestetykoéw
wziewnych w porownaniu z TIVA [196, 197]. Badania tego typu sa trudne
metodologicznie inapotykaja na wiele probleméw, ktore musza uwzgledniaé¢ rozne
uwarunkowania techniczne i farmakokinetyczne podczas krazenia pozaustrojowego,

zardwno przy uzyciu anestetykéw wziewnych lub TIVA [7, 192, 198, 199].

Podobnie niejednoznaczne sa wyniki badan uwzgledniajacych analize ekspresji
roznych miRNA w dwodch opisywanych metodach znieczulenia. Wyniki badan Liu i wsp.
u 36 pacjentow poddanych zabiegom OPCAB podzielonych na 2 grupy, w zaleznosci od
rodzaju znieczulenia (grupa TIVA z propofolem oraz znieczulenie wziewne z uzyciem
sewofluranu) w analizie standardowych markeréw troponin I, CKMB, LDH oraz
miRNA-499 i miRNA-208b wykazaty ochronny efekt sewofluranu, ktory manifestowat
si¢ nizszymi poziomami ekspresji badanych miRNA. Tradycyjnie natomiast oznaczane

markery uszkodzenia nie wykazaty r6znic migdzy grupami [200].
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6.6 WPLYWU CZYNNIKOW OPERACYJNYCH NA KINETYKE
STEZEN TROPONINY I ORAZ EKSPRESJE BADANYCH
MIRNA

Analiza zalezno$ci stezen troponiny I od czasu trwania krazenia pozaustrojowego
(CPB) wykazaty ich wzajemna dodatnig korelacj¢ prawie we wszystkich badanych
przedziatach czasowych niezaleznie od badanej grupy (Tabela 30). W ocenie wplywu
czasu zaklemowania aorty (ACC) na st¢zenia troponin I istotna statystycznie korelacja
wystepowata w 3 godzinie (T3) i 12 godzinie (T12) reperfuzji. W 12 godzinie (T12)
reperfuzji istotna statystycznie korelacja z czasem zaklemowania aorty wystepowata
tylko w grupie 2 — Propofol (Tabela 30). Czas trwania reperfuzji istotnie statystycznie
dodatnio korelowal ze st¢zeniami troponin we wszystkich badanych przedziatach

czasowych, ale tylko w badanej grupie 1 — Sewofluran (Tabela 30).

W analizie porownawczej wpltywu czynnikow operacyjnych na kinetyke miRNA
uzyskiwane wyniki wykazywaty istotne réznice migdzy grupami. Ekspresja miRNA-
499-5p zawartego w bioptatach pobranych z migsnia prawego przedsionka po
zakonczeniu krazenia pozaustrojowego wykazywata silna dodatnia korelacj¢ z czasem
zaklemowania aorty (ACC) w grupie 2 — Propofol (r = 0,637, p = 0,003), przy braku
istotnej statystycznie korelacji w grupie 1 — Sewofluran (p > 0,05). Podobne zaleznos$ci
stwierdzono w ocenie miRNA-1-3p w mig$niu prawego przedsionka. Do$¢ silna istotna
korelacja z czasem zaklemowania aorty wystgpowata w grupie 2 — Propofol (r = 0,50, p
= 0,029), przy braku istotnej statystycznie zaleznosci w grupie 1 — Sewofluran (p > 0,05).
Te opisane, zarysowujace si¢ korelacje w grupie 2 — Propofol i ich brak w grupie 1 —
Sewofluran moglyby wskazywa¢ na skuteczniejszy ochronny efekt dziatania
sewofluranu, manifestujacy si¢ brakiem istotnego wplywu czynnika uszkadzajacego
jakim jest wydluzenie czasu niedokrwienia, wyrazone poziomem ekspresji miRNA w
migsniu prawego przedsionka u pacjentéw z grupy 1 — Sewofluran, bezposrednio po
zakonczeniu krazenia pozaustrojowego. W grupie 2 — Propofol wplyw czasu
niedokrwienia na poziomy ekspresji miRNA-499-5p 1 miRNA- 1-3p wykazuja
wyrazng dodatnig korelacj¢ z czasem zaklemowania aorty, co moze sugerowaé brak tak
skutecznego mechanizmu ochronnego. Nie stwierdzono natomiast istotnych wzajemnych
korelacji ekspresji miRNA-133a—5p 1 miRNA-21-5p z czasem zaklemowania aorty

(ACC) w mig$niu prawego przedsionka.
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Analiza wzajemnych korelacji miRNA we krwi pelnej z czasem niedokrwienia
(ACC) wkolejnych punktach czasowych po odklemowaniu aorty przyniosta
niejednoznaczne rezultaty. Ze wszystkich poddanych obserwacji miRNA tylko w
przypadku miRNA-21-5p stwierdzono staba dodatnia korelacj¢ z czasem zaklemowania
aorty (ACC) w 6 godzinie od poczatku reperfuz;ji, ale wytacznie w grupie 1 — Sewofluran
(Tabela 34). Dodatkowo, w przypadku opisywanej kinetyki ekspresji miRNA-21-5p,
interesujacy jest fakt braku istotnego wpltywu czasu niedokrwienia (ACC) na ekspresje
tego miRNa w mig$niu prawego przedsionka bezposrednio po incydencie niedokrwienia.
Opisywany wczesniej spadek ekspresji w migéniu prawego przedsionka pomimo
incydentu niedokrwienia w postaci zaklemowania aorty (ACC), a jednocze$nie wzrost
ckspresji we krwi w kolejnych godzinach w okresie reperfuzji, moze dodatkowo
potwierdza¢ wysuni¢ta hipotez¢ wplywu manipulacji chirurgicznych (kaniulacja,
dekaniulacja prawego przedsionka) na opisywang kinetyke ekspresji miRNA-21-5p w

naszym badaniu.

Analiza wpltywu czasu reperfuzji na ekspresj¢ badanych miRNA, w kolejnych
punktach czasowych po zakonczeniu krazenia pozaustrojowego, takze wykazata
niejednoznaczne wyniki. Tylko w przypadku miRNA-133a—5p i to tylko w grupie 1 —
Sewofluran czas reperfuzji istotnie statystycznie korelowat ujemnie z miRNA-133a—5p
w punktach czasowych T3 i T6 W przypadku pozostalych miRNA czas reperfuzji nie
miat istotnego wptywu na ich ekspresje w okresie pooperacyjnym (Tabela 31, Tabela 32,
Tabela 33, Tabela 34).

Analiza zalezno$ci wplywu czasu trwania krazenia pozaustrojowego (CBP) na
ekspresj¢ badanych miRNA we krwi pelnej, potwierdzita jego istotng statystycznie
dodatnig korelacje z miRNA-499-5p w 6 godzinie od poczatku reperfuzji, ale wyrazona
tylko w grupie 1 — Sewofluran (Tabela 31) oraz istotng statystycznie ujemna korelacje
miRNA- 133a—5p w 24 godzinie reperfuzji, takze wystepujaca wylacznie
w grupie 1 — Sewofluran (Tabela 32). Czas trwania krazenia pozaustrojowego nie
wptywat istotnie (p > 0,05) na poziom ekspresji pozostatych obserwowanych miRNA
(miRNA-1-3p, miRNA-21-5p), niezaleznie od badanej grupy i punktu czasowego
(Tabela 33, Tabela 34).

Zmiany ekspresji miRNa wystepujace zarowno w okresie niedokrwienia jak i

reperfuzji wydaja si¢ by¢ zwigzane z ich czynnym uwalnianiem przez komorki struktur
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migsnia sercowego. W przypadku niepowiklanych zabiegéw na otwartym sercu, jakie
poddaliSmy analizie w naszym badaniu zmiany te nie byly mocno nasilone, o czym
$wiadczy¢ moga niewielkie zmiany ekspresji wybranych miRNA w mig$niu prawego
przedsionka przy niewielkich, jednak zauwazalnych zmianach profilu ekspresji we krwi
pelnej. Brak wyraznie, silnie zaznaczonych zmian w kinetyce ekspresji we krwi pelnej,
jak rowniez w bioptatach migénia prawego przedsionka moze by¢ wynikiem zaréwno
dos¢ stabilnego w wigkszoéci przypadkéw przebiegu okotooperacyjnego oraz
uzyskaniem skutecznej reperfuzji mig¢énia serca. Istotny wpltyw na wynik operacji maja
tez standardowo podejmowane dziatania prewencyjne w trakcie CABG z uzyciem CPB,
takie jak zastosowanie regularnych, powtarzalnych dawek roztworéw kardiopleginy,
utrzymywanie odpowiedniego ci$nienia perfuzji w trakcie catego zabiegu, odpowiednia
technika operacyjna, czy tez stosowanie kontrolowanej reperfuzji. Uraz niedokrwienno-
reperfuzyjny w kardiochirurgii jest zbyt ztozony, aby mozna byto go leczy¢ za pomoca

jednej interwencji, takiej jak wybdr schematu znieczulenia.

Wyniki postgpowania okolooperacyjnego u pacjentdow po operacjach
kardiochirurgicznych zaleza bardziej od tego, jak anestezjolog wykorzystuje dostgpne
narzedzia, $rodki znieczulajace, leki adiuwantowe i wazoaktywne do kontrolowania
homeostazy tych pacjentow. Na ostateczny wynik moga wptywaé takze inne czynniki,
takie jak wlasciwa kontrola temperatury, hemostazy, zmian sercowo-naczyniowych,
wentylacji mechanicznej znieczulanych pacjentow. Wybor schematu znieczulenia
powinien roéwniez uwzgledniaé wyzwania techniczne 1 farmakokinetyczne
ukierunkowane na profil pacjenta. Umiejgtnosci anestezjologa sa prawdopodobnie o

wiele wazniejsze niz stosowane leki.

6.7 OGRANICZENIA PRACY

Badanie i oznaczenie miRNA jest trudne technicznie. Nalezy uwzgledni¢ szereg
czynnikéw wplywajacych na jako$¢ uzyskiwanych analiz i mozliwosci diagnostyczne
miRNA. Nie tylko bierne uwalnianie wolnego miRNA z martwych lub uszkodzonych
komorek, ale przede wszystkim ich czynne uwalnianie w postaci zwiazanej z biatkami,
lipoproteinami oraz w egzosomach czy tez ciatkach apoptycznych, moze utrudniaé
wiarygodna oceng ich ekspresji w uktadzie krazenia. Szczegdlnie moze mie¢ to miejsce

gdy analizie podlegaja tylko wolne miRNA oznaczane w pelnej krwi. Pomimo, ze krazace
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miRNA wydaja si¢ by¢ stabilne, to ich powtarzalna izolacja do materialu genetycznego

o wysokiej czystosci jest trudnym przedsigwzigciem technicznym z wielu powodow.

Gléwnym problemem jest bardzo mata ilos¢ RNA znajdujaca si¢ w osoczu
lub surowicy. Wydajno§¢é RNA z matej objetosci osocza lub surowicy (zwykle ponizej 1
ml) spada ponizej granicy doktadnej kontroli jakosci zwyklymi metodami. Po drugie,
wysokie stezenie bialek w osoczu lub surowicy moze potencjalnie zaklocaé
przygotowanie probki i przeprowadzenie testow wykrywajacych. Po trzecie, wplyw na
uzyskiwane wyniki ma zjawisko hemolizy, ktore czgsto ma miejsce w trakcie zabiegow
z uzyciem krazenia pozaustrojowego, a wynika z kontaktu krwinek ze sztucznymi
materiatami drenow, oksygenatora, filtrow uktadu do krazenia pozaustrojowego, pracy
pomp rolkowych, stosowania podci$nienia w uktadzie i odzyskiwania wynaczynionej
krwi z pola operacyjnego. W przypadku tak wrazliwego materiatu jakim sa czasteczki
miRNA istotne znaczenie moze mie¢ takze niecodpowiednie pobieranie krwi do badania,
co podkreslaja producenci probowek ze stabilizatorami stuzacych do przechowywania
pobranego materialu genetycznego. W ten sposob uwolnione z rozpadajacych si¢
krwinek miRNA mogg falszowa¢ wyniki badania. W zwiazku z tym konieczna jest ocena
nasilenia hemolizy celem wykluczenia z badan zanieczyszczonych probek [201, 202].
Unikanie zanieczyszczenia biatkami i produktami lizy krwinek czerwonych w probkach
surowicy lub osocza jest bardzo waznym elementem w realizacji badania. Ponadto,
niektore z rodzajow RNA czgsto uzywanych jako geny referencyjne do normalizacji
danych qPCR sa takze obecne w bardzo niskich stgzeniach w badanej surowicy lub
osoczu, co moze wptywaé na wyniki oznaczen. Dlatego nalezy zachowac¢ duza ostroznos¢
przy ich wyborze do kontroli normalizacji [203]. Heparynizacja uktadu krazenia
wymagana podczas krazenia pozaustrojowego takze znacznie utrudnia badanie kinetyki
miRNA. Hamujacy wptyw heparyny na odwrotna transkrypcje i reakcje tancuchowa
polimerazy przypisuje si¢ bezposredniej interakcji heparyny i polimeraz. Konieczne
bywa ograniczenie pobierania badan do okresu pelnego odwrocenia dziatania heparyn,

co i tak nie gwarantuje zadawalajacego efektu [204, 205, 206, 207, 208].

Wymienione trudnoéci oznaczania miRNA pojawily si¢ rowniez w trakcie
prezentowanego badania. Spowodowato to, ze nie wszystkie pobrane probki krwi

nadawaty si¢ do obrobki i wiarygodnej analizy. Dokladne liczby probek poddanych

90 |Strona



analizie ekspresji miRNA w poszczegélnych grupach i w okreslonych przedziatach

czasowych przedstawiono szczegdtowo w kolejnych tabelach (Tabela 9).

Kinetyka uwalniania miRNA do uktadu krazenia moze mie¢ wazne implikacje
kliniczne. W zatozeniach przedstawionych doniesien naukowych miRNA pelnig rolg
wskaznikow, umozliwiaja oceng stopnia nasilenia urazu niedokrwienno-reperfuzyjnego
i zwiazanego z tym zespotu ogélnoustrojowej odpowiedzi zapalnej. Moga odgrywac one
kluczowa rol¢ w diagnostyce okotooperacyjnego zawalu migsnia serca, w stratyfikacji
ryzyka pooperacyjnych zaburzen rytmu (nieme AF) oraz niewydolnosci serca we
wczesnym okresie pooperacyjnym. Nasze badanie nie potwierdzito wczesniejszych
doniesien o przewadze badanych miRNA w poréwnaniu z dotychczas stosowanymi
markerami uszkodzenia serca w diagnostyce urazu niedokrwienno-reperfuzyjnego.
Wykazana dynamika zmian ekspresji badanych miRNA w poszczegdlnych punktach
czasowych we wczesnym okresie pooperacyjnym, potwierdza mozliwo$¢ ich
zastosowania jako markera. Nalezy jednak podkresli¢, ze zmiany w kinetyce uwalniania
miRNA czgsto nie osiagaly wartoéci istotnych statystycznie oraz nie korelowaly
jednoznacznie z tradycyjnie stosowanymi markerami, a przede wszystkim
charakterystyka kinetyki ich uwalniania nie ro6znila si¢ w zasadniczy sposob od kinetyki
troponin i CKMB. Brak réznic w ekspresji miRNA pomigdzy dwoma badanymi grupami
pacjentow (przy zatozeniu, ze mechanizm hartowania farmakologicznego w przypadku
grupy 1 — Sewofluran powinien zmniejszy¢ nasilenie urazu niedokrwienno—
reperfuzyjnego, a co za tym idzie, poziom markeré6w) moze przemawiac¢ za tym, ze takze

w aspekcie czuto$ci nie maja przewagi nad troponinami.

Oczywiscie nalezy takze podkresli¢ ograniczenia zwigzane z naszym badaniem,
takie jak liczba pacjentéw, zbyt jednolita grupa chorych niskiego ryzyka. Ponadto nalezy
zaznaczy¢ olbrzymi wptyw jaki moga mie¢ na wiarygodno$¢ otrzymanych wynikow
opisywane trudno$ci techniczne zwiazane z izolacjg i oznaczaniem ekspresji badanych

miRNA, sposob pobierania, przechowywania i analizowania pobranych probek krwi.

Badanie uzmyslawia rowniez, jak bardzo zlozona jest odpowiedz organizmu na
uraz chirurgiczny i CPB, co powoduje, ze analiza i interpretacja obserwowanych
wzajemnych zalezno$ci w tym doskonalym, lecz bardzo skomplikowanym systemie
immunologicznym jest trudna i u$wiadamia nam jak bardzo wiele jest jeszcze do

zrobienia. Zaréwno przedstawione wyniki badan, jak i analiza doniesien o$rodkéw
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naukowych daja pewna podstawe do kontynuowania prac nad zastosowaniem miRNA w
diagnostyce powiktan okotooperacyjnych po zabiegach kardiochirurgicznych. Niestety
skomplikowana i czasochtonna procedura izolacji i badania ekspresji miRNA, a przede
wszystkim wysokie koszty takiego sposobu monitorowania pooperacyjnego wymagaja

dalszych analiz.
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7 WNIOSKI

Przedstawiona ocena ekspresji wybranych czasteczek mikro-RNA w operacjach

chirurgicznej rewaskularyzacji naczyn wiencowych z zastosowaniem réznych metod

znieczulenia wykazata, ze:

1.

Dynamika zmian ekspresji badanych miRNA we krwi obwodowej przebiegata
podobnie w catym czasie obserwacji, niezaleznie od metody znieczulenia.
Dynamika zmian ekspresji miRNA-1-3p i miRNA-133a—5p monitorowana we
krwi obwodowej u pacjentdw badanej grupy ulegata istotnemu wyhamowaniu w
péznym okresie reperfuzji, niezaleznie od zastosowanej metody znieczulenia.
Krazenie pozaustrojowe powoduje wzrost ekspresji miRNA-21-5p
monitorowanej we krwi obwodowej u pacjentéw badanej grupy, z jej wezesnym
wzrostem od 3 godziny reperfuzji.

Poziom ekspresji miRNA-499-5p monitorowany we krwi obwodowej nie

zmienia si¢ pod wplywem krazenia pozaustrojowego.

. Profil ekspresji miRNA-499-5p , miRNA-133a—5p, miRNA-1-3p i miRNA-21-

5p w $rddoperacyjnie pobieranych bioptatach mig$nia prawego przedsionka serca
u pacjentdow poddawanych rewaskularyzacji wiencowej przebiegal podobnie,
niezaleznie od metody znieczulenia.

Krazenie pozaustrojowe powoduje istotny spadek ekspresji miRNA-21-5p w
mig$niu prawego przedsionka serca, u pacjentdéw poddawanych rewaskularyzacji
wiencowej, niezaleznie od metody znieczulenia.

Okotooperacyjne zmiany stgzen markerow uszkodzenia migénia sercowego Tnl
i CKMB w surowicy korelowaly w réznym czasie i z réznym nasileniem ze
zmianami ekspresji miRNA-499-5p, miRNA-133a—5p, miRNA-1-5p i miRNA-
21-5p w migéniu prawego przedsionka serca oraz ich stgzeniami we krwi

obwodowe;j.

. Uszkodzenie migénia sercowego monitorowane ekspresja wybranych miRNA, w

badanej grupie operowanych chorych, nie wykazato przewagi nad standardowo

oznaczonymi stgzeniami Tn I i CKMB w surowicy.
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9 SPIS TABEL

Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Tabela 8.

Tabela 9.

Tabela 10.

Tabela 11.

Tabela 12.

Tabela 13.

Tabela 14.

Dane demograficzne badanych grup.

Wywiad chorobowy — schorzenia towarzyszace.
Farmakoterapia przedoperacyjna u pacjentow badanych grup.
Dane operacyjne badanych grup.

Inwazyjny profil hemodynamiczny.

Leki wazoaktywne i inotropowe stosowane w trakcie znieczulenia.
Dynamika zmian aktywnosci CKMB w czasie, we krwi, poréwnanie
badanych grup.

Dynamika zmian st¢zenia troponiny I (hs-Tnl) w czasie, we krwi,

poréwnanie badanych grup.

Ilos¢ poddanych analizie probek w kazdej z grup: gr. 1 — Sewofluran ; gr.
2 — Propofol w poszczegdlnych punktach czasowych (TO0, T3, T6, T12,
T24 ). Badanie poziomu ekspresji miRNA we krwi.

Dynamika zmian ekspresji miRNA-499-5p w czasie, we krwi,

poréwnanie badanych grup.

Dynamika zmian ekspresji miRNA-1-3p w czasie, we krwi, pordwnanie

badanych grup.

Dynamika zmian ekspresji miRNA-133a-5p w czasie, we krwi,

poréwnanie badanych grup.

Dynamika zmian ekspresji miRNA-21-5p w czasie, we krwi, poréwnanie

badanych grup.

Dynamika zmian ekspresji miRNA-1-3p w czasie, w mig$niu prawego

przedsionka, poréwnanie badanych grup.
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Tabela 15.

Tabela 16.

Tabela 17.

Tabela 18.

Tabela 19.

Tabela 20.

Tabela 21.

Tabela 22.

Tabela 23.

Tabela 24.

Dynamika zmian ekspresji miRNA-499-5p w czasie, w mig$niu prawego

przedsionka, poréwnanie grup.

Dynamika zmian ekspresji miRNA-133a—5p w czasie, w mig$niu prawego

przedsionka, porownanie grup.

Dynamika zmian ekspresji miRNA-21-5p w czasie, w mig¢éniu prawego

przedsionka, por6wnanie grup.

Wzajemne korelacje ekspresji we krwi, w czasie, migdzy miRNA-499-5p
a: miRNA-133a-5p, miRNA-1-3p, miRNA-21-5p. Poréwnanie grup w

zaleznosci od metody znieczulenia.

Wzajemne korelacje ekspresji we krwi, w czasie, migdzy miRNA-499-5p
a: miRNA-133a-5p, miRNA-1-3p, miRNA-21-5p. Przedstawione dla
calej badanej populacji bez podziatu na grupy w zaleznosci od metody

znieczulenia.

Wzajemne korelacje ekspresji we krwi, w czasie, migdzy miRNA-133a—
5p a: miRNA-499-5 p, miRNA-1-3p, miRNA-21-5p. Pordwnanie grup w
zaleznosci od metody znieczulenia.

Wzajemne korelacje ekspresji we krwi, w czasie, migdzy miRNA-133a—
5p a: miRNA-499-5 p, miRNA-1-3p, miRNA-21-5p. Przedstawione dla
catej badanej populacji bez podziatu na grupy w zaleznosci od metody

znieczulenia.

Wzajemne korelacje ekspresji we krwi, w czasie, migdzy miRNA-1-3p a:
miRNA-499-5p, miRNA-133a—5p, miRNA-21-5p. Poréwnanie grup w
zaleznosci od metody znieczulenia.

Wzajemne korelacje ekspresji we krwi, w czasie, migdzy miRNA-1-3p a:
miRNA-499-5p, miRNA-133a—5p, miRNA-21-5p. Przedstawione dla

calej badanej populacji bez podziatu na grupy w zaleznosci od metody

znieczulenia.

Wzajemne korelacje ekspresji we krwi, w czasie, migdzy miRNA-21-5p
a: miRNA-499-5p, miRNA-133a—5p, miRNA-1-3p. Poréwnanie grup w

zaleznosci od metody znieczulenia.
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Tabela 25.

Tabela 26.

Tabela 27.

Tabela 28.

Tabela 29.

Tabela 30.

Tabela 31.

Tabela 32.

Tabela 33.

Wzajemne korelacje ekspresji we krwi, w czasie, migdzy miRNA-21-5p
a: miRNA-499-5p, miRNA-133a—5p, miRNA-1-3p. Przedstawione dla
catej badanej populacji, bez podziatu na grupy w zaleznosci od metody

znieczulenia.

Korelacja ekspresji miRNA-499—-5p a: miRNA-133a—5p, miRNA-1-3p,
miRNA-21-5p w mig$niu prawego przedsionka przed i po zakonczeniu

krazenia pozaustrojowego.

Korelacja ekspresji miRNA-133a—5p a: miRNA-499-5p, miRNA-1-3p,
miRNA-21-5p w migéniu prawego przedsionka przed i po zakonczeniu

krazenia pozaustrojowego.

Korelacja ekspresji miRNA-1-3p a: miRNA-499-5p, miRNA-133a—5p,
miRNA-21-5p w mig$niu prawego przedsionka przed i po zakonczeniu

krazenia pozaustrojowego.

Korelacja ekspresji miRNA-21-5p a: miRNA-499-5p, miRNA-133a—5p,
miRNA-1-3p w mig$niu prawego przedsionka przed i po zakonczeniu

krazenia pozaustrojowego.

Korelacja miedzy st¢zeniami troponiny I we krwi a: czasem trwania
krazenia pozaustrojowego (CBP), czasem zaklemowania aorty (ACC),

czasem reperfuzji we krwi.

Korelacja miedzy ekspresja miRNA-499—5p we krwi a: czasem trwania
krazenia pozaustrojowego (CBP), czasem zaklemowania aorty (ACC),

czasem reperfuzji.

Korelacja miedzy poziomem ekspresji miRNA-133a-5p we krwi a:
czasem trwania krazenia pozaustrojowego (CBP), czasem zaklemowania

aorty (ACC), czasem reperfuzji.

Korelacja miedzy ekspresja miRNA-1-3p we krwi a: czasem trwania
krazenia pozaustrojowego (CBP), czasem zaklemowania aorty (ACC),

czasem reperfuzji.
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Tabela 34.  Korelacja miedzy ekspresja miRNA-21-5p we krwi a: czasem trwania
krazenia pozaustrojowego (CBP), czasem zaklemowania aorty (ACC),

czasem reperfuzji.
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10 SPIS RYCIN

Rycina 1.

Rycina 2.

Rycina 3.

Rycina 4.

Rycina 5.

Rycina 6.

Rycina 7.

Rycina 8.

Rycina 9.

Rycina 10.

Hartowanie niedokrwienne — proces aktywacji wewnatrzkomorkowych

szlakow sygnalizacyjnych.
Powstawanie i mechanizmy dziatania miRNA.

Dynamika zmian aktywnosci CKMB w czasie, we krwi, pordwnanie

badanych grup.

Dynamika zmian ste¢zenia troponiny I (hs-Tnl) w czasie, we krwi,

poréwnanie badanych grup.

Dynamika zmian ekspresji miRNA-499-5p w czasie, we krwi,

poréwnanie badanych grup.

Dynamika zmian ekspresji miRNA-1-3p w czasie, we krwi, poréwnanie

badanych grup.

Dynamika zmian ekspresji miRNA-133a-5p w czasie, we krwi,

poréwnanie badanych grup.

Dynamika zmian ekspresji miRNA-21-5p w czasie, porownanie badanych

grup.

Korelacja migdzy ekspresja miRNA-133a—5p a stgzeniem hsc -troponiny

I'w punkcie czasowym T3, gr. 1 — Sewofluran.

Korelacja migdzy ekspresja miRNA-499-5p a CKMBuat w punkcie
czasowym T12, gr. 2 Propofol
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11 WYKAZ SKROTOW UZYTYCH W TEKSCIE

Skroty wykaz monografia;

AAI tryb  stymulacji  przedsionkowej = hamowanej  rytmem
przedsionkow

ACC (aortic cross clamping) — krzyzowe zaklemowanie aorty

ACE inhibitory (inhibitors  angiotensin-converting enzyme) —  inhibitor

konwertazy angiotensyny

ACT (activated clotting time) — aktywowany czas krzepnigcia

ACS (Acute Coronary Syndrom) — ostry zespot wiencowy

AF (atrial fibrillation) — migotanie przedsionkoéw

AGO2 biatko Argonaute

AKT (Akt kinase) — 3-kinaza biatkowa B

AlAt (alanine aminotransferase) — aminotransferaza alaninowa

AMI (acute myocardial infarction) — ostry zawal migénia sercowego

ASA skala oceny ryzyka wystapienia powiklan lub zgonu podczas
znieczulenia opracowana przez Amerykanskie Stowarzyszenie
Anestezjologow

ATP adenozynotrdjfosforan

AUROC (area under receiver-operator curve) — pole pod krzywa ROC

Bel-2 (B-cell lymphoma 2) protoonkogen kodujacy biatko regulujace

proces apoptozy

BSA (body surface area) — powierzchnia ciala
BIS (bispectral index) — index bispektralny
BNP peptyd natiuretyczny typu B

BAR B — adrenoreceptor
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CABG

CAD
cAMP

CCS

Cdc42

cDNA

CI

CK
CK-MBukt
CK-MBinass

CMR

cMyC
Cco
CPB
CRP
CVP

CTGF

c¢TnT, ¢cTnl

Ct (A ACt)

DAP

(Coronary Artery Bypass Grafting) pomostowanie aortalno-

wiencowe
Coronary Artery Disease) — choroba niedokrwienna serca
cykliczny adenozynomonofosforan

klasyfikacja dtawicy piersiowej na podstawie jej nasilenia wedtug
(Canadian Cardiovascular Society) Kanadyjskiego

Stowarzyszenia Kardiologéw

(cell division cycle 42) — kinaza transdukcji sygnatu (biatko
regulujace cykl komorkowy)

(complementary DNA) - komplementarny kwas

dezoksyrybonuklieinowy

(cardiac index) — wskaznik sercowy

(creatine kinase) — kinaza fosfokreatynowa

aktywnosc¢ sercowego izoenzymu kinazy fosfokreatynowej
stezenia sercowego izoenzymu kinazy fosfokreatynowe;j

(cardiac magnetic resonance imaging) — rezonans magnetyczny

serca
bialko wigzace miozyng C

(cardiac output) — rzut serca

(cardiopulmonary bypass) — krazenie pozaustrojowe
(C — reactive protein) — biatko C reaktywne

(central venous pressure) — o$rodkowe cisnienie zylne

(connective tissue growth factor) — biatko regulatorowe — czynnik

wzrostu tkanki tacznej
izoformy sercowych troponin

metoda delta-delta Ct — metoda wzglednie ilosciowa,

poréwnawcza badajaca poziom ekspresji miRNA

(diastolic arterial pressure) — rozkurczowe cisnienie tetnicze
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DDD

DGCRS

DLLI1

Drp 1.

ERK

Euroscore 11

FAP

GATA4

GJAl

GDF - 15
GGTP
GP-BB

GSK-3p

Hand 2
HCV
HDL

h-FABP

HIF la

tryb stymulacji dwujamowej (miejscem stymulacji i czuwania jest

przedsionek i komora serca)

(DiGeorge Syn-drome Critical Region 8) — bialko jadrowe

tworzace kompleks z rybonukleazg Drosha
(delta like protein 1) — bialko - mediator komorki w hematopoezie

(dynamin-related protein 1) — dynamina 1, bialko zaangazowane

w endocytoze i przemieszczanie pecherzykow

(ekstracellural signal regulated kinase) — kinaza biatkowa

aktywowana przez czynniki pozakomorkowe

(the European System for Operative Risk Evaluation) skala oceny
ryzyka  operacyjnego  chorych  poddanych  zabiegom

kardiochirurgicznym

(paroxysmal atrial fibrillation) — napadowe migotanie

przedsionkow
biatko — czynnik transkrypcyjny

(gap junction alpha-1 protein) —  biatko alfa-1 zlacza

szczelinowego

(growth differentiation factor 15) — czynnik wzrostu GDF -15
gammaglutamylotranspeptydaza

(glycogen fosphorylase isoenzyme) — fosforylaza glikogenu

(glycogen synthase kinase — 3beta) — izoforma P kinazy syntezy

glikogenu

biatko — czynnik transkrypcyjny

(hepatitis C virus) — wirus zapalenia watroby typu C
(high-density lipoprotein) — lipoproteiny o duzej gestosci

(heart, fat acid binding protein) — sercowe biatko wiazace kwasy

thuszczowe

(hypoxia-inducible factor 1-alpha) — czynnik indukowany

niedotlenieniem 1-o
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HSP

HR

HTX

IGF-1
IL-6,IL-18

IMA

IRI

IrX5

KCNJ2

Kir 2.1.

KROK
LDH

LVSWI

MAC

MAP

MAPK

MEEF 2a

MI

(heat shock proteins) — biatka szoku cieplnego

(heart rate) — czgsto$¢ akeji serca

(heart transplantation) — przeszczep serca

(insulin-like growth factor) — insulinopodobny czynnik wzrostu
(interleukin -6, interleukin - 18) — interleukina-6, interleukina-18

(ischemia modified albumin) — albumina modyfikowana przez

niedokrwienie
(ischemia reperfusin injury) — uraz niedokrwienno — reperfuzyjny

(iroquois-class homeodomain protein) — bialko IrX5 czynnik
transkrypcyjny

(potassium channel, Inwardly Rectifying Subfamily ] Member 2)
— skierowany do wewnatrz rektyfikujacy kanal potasowy,
cztonek 2 podrodziny J

(inwardly rectifying potassium channel) — skierowany do

wewnatrz rektyfikujacy kanal potasowy

(Krupper-like factor) czynnik transkrypcyjny typu Kriippela
Krajowy Rejestr Operacji Kardiochirurgicznych

(Lactate DeHydrogenase) — dehydrogenaza mleczanowa

(Left Ventricular Stroke Work Index) — wskaznik pracy

wyrzutowej lewej komory serca

(Minimum Alveolar Concentration) — minimalne stgzenie

pecherzykowe anestetyku wziewnego
(mean arterial pressure) — $rednie ci$nienie tetnicze krwi

(mitogen activated protein kinase) — kinaza biatkowa

aktywowana przez mitogeny

(Myocyte Enhancer Factor 2A) — czynnik wzmacniajacy miocyty
2a

(Myocardial Infarction) — zawat serca
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mitoK — ATP

MiRNA
MLC
MMP-9

mPAP

MPO

MPTP

Myh 6 Myh 7

NFAT

NF-kB

NT-proBNP

NYHA

oxyLDL - sLox-1

OIT

OPCAB

PADP

PAPP-A

(mitochondrial ATP — sensitive potassium channel) —

mitochondrialny kanat potasowy regulowany przez ATP
(mikroRNA) — mate niekodujace jednoniciowe czasteczki RNA
(myosin light chain) — lekkie fancuchy miozyny

(Matrix Metalloproteinase — 9) — metaloproteinaza macierzy 9

(mean pulmonary arterial pressure) — $rednie ci$nienie w tgtnicy

plucne;j

(Myeloperoxidase) —  mieloperoksydaza, = hemoproteina

ziarnistosci granulocytow oboj¢tnochtonnych makrofagow

(mitochondrial permaeability transition pore) — megakanat

mitochondrialny
cigzkie tancuchy miozyny

(nuclear factor of activated T-cells) — czynnik jadrowy

aktywowanych komorek T

(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) —

jadrowy czynnik transkrypcyjny NF kappa B)
N-koncowy fragment (pro) peptydu natriuretycznego typu B

(New York Heart Association Functional Classification) — skala
niewydolno$ci serca zaproponowana przez Nowojorskie

Stowarzyszenie Kardiologow

(soulble lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor-1) —

rozpuszczalny lektynopodobny receptor dla oxyLDL - sLox-1
oddzial intensywnej terapii

(off pump coronary artery bypass) — pomostowanie naczyn

wiencowych bez uzycia krazenia pozaustrojowego

(pulmonary arterial diastolic pressure) — ci$nienie rozkurczowe

tetnicy plucnej

(pregnancy-associated plasma protein) — cigzowe biatko osocza
A
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PASP

PCWP

PCV

PDCD4
PIGF
PKA

PMI

POCHP

POAF

PP2A
pre-miRNA
pri-miRNA

PTEN

PTX-3

PVRI

RhoA

RISC RNA

RISK

RNA

(pulmonary arterial systolic pressure) — ci$nienie skurczowe

tetnicy plucnej

(pulmonary capillary wedge pressure) —ci$nienie zaklinowania

tetnicy ptucnej

(pressure controlled ventilation) — tryb wentylacji mechaniczne;j

ci$nieniowo—zmienny

biatko programowanej $mierci komoérki 4

(placental growth factor) — czynnik wzrostu tozyska
(protein kinase A) — kinaza biatkowa A

(Perioperative Myocardial Infarction) — okotooperacyjny zawat

migsnia serca
przewlekta obturacyjna choroba ptuc

(post-operative atrial fibrillation) — pooperacyjne migotanie
przedsionkow

protein phosphatase fosfataza biatkowa 2A
prekursorowe miRNA
pierwotne miRNA

(phosphatase and tensin homolog) — proapoptyczne biatko

kodowane przez gen supresorowy PTEN
pentraksyna 3

(pulmonary vascular resistance index) — wskaznik oporu

plucnego

(Ras homolog gene family, member A) — substrat, biatko

wymiany GDP/GTP

(induced silencing complex) — kompleks wyciszajacy

indukowany RNA
(reprfusion injury salvage kinases) — kinazy wczesnej protekcji

(ribonucleic acid) — kwas rybonukleinowy
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RT - qPCR

RVSWI

RyR2
SAA
SAH
Sa02
SAP
sCD40L

ScvO2.

SIRT

SK3

S100 biatko
SVI

SVRI

TCI

TIA

TIVA

UTR
URL

VCV

(real time quantitative polymerase chain reaction) — ilo$ciowa

reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym

(right ventricular stroke work index) — wskaznik pracy

wyrzutowej prawej komory serca

(ryanodine receptor 2) — receptory rianodyny 2

serum amyloid A biatko amyloidu A

(subarachnoid hemorrhage) — krwawienie podpajeczyndwkowe
saturacja krwi tetniczej

(systolic arterial pressure) — skurczowe ci$nienie t¢tnicze
(soluble CD40 — ligand) — rozpuszczalny ligand CD 40

(central venous oxygen saturation) — saturacja centralnej krwi

zylnej

bialka sirtuinowe

kanat potasowy 3 o matym przewodnictwie

biatko wigzace wapn

(stroke volume index) — wskaznik obj¢tosci wyrzutowej

(systemic vascular resistance index) — wskaznik oporu

obwodowego

(Target Controlled Infusion) — kontrolowana infuzja sterowna
osiggnigciem docelowego stgzenia leku w danym kompartmencie

ciala
(transient ischemic attack) — przejsciowy napad niedokrwienny

(Total Intravenous Anaesthesia) — znieczulenie catkowicie

dozylne
(untranslated region) — region mRNA nie podlegajacy translacji
(upper reference limit) — gorna granica odniesienia

(volume controlled ventilation) — tryb wentylacji mechanicznej

objetosciowo — zmienny
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VFGF

Wnt szlak

(vascular endothelial growth factor) — czynnik wzrostu
$rodbtonka naczyniowego

(Wingless and Int-1) — szlak transdukcji sygnatu, w ktory
zaangazowane s biatka Wg (wingless) oraz Int (MMTV

integration site)
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12 STRESZCZENIE

Uraz niedokrwienno-reperfuzyjny (IRI) operowanego serca w czasie
chirurgicznego pomostowania naczyn wiencowych (CABG) z uzyciem krazenia
pozaustrojowego (CPB) jest nadal bardzo powaznym problem klinicznym i istotnym
czynnikiem ryzyka powiktan pooperacyjnych. Stopien nasilenia IRI wyrazony ekspresja
markerow  biochemicznych, zalezy roéwniez od metody postgpowania
anestezjologicznego ze szczegdlna rola opioidow, anestetykow dozylnych — propofolu,
aw szczegblno$ci inhalacyjnych $rodkéw anestetycznych, a wsrod nich sewofluranu.
Leki tej grupy moga inicjowaé szlaki sygnatowe odpowiedzialne za wytworzenie
odporno$ci migénia serca na uraz niedokrwienno-reperfuzyjny w mechanizmach

okreslanych jako hartowanie lub kondycjonowanie serca.

Podstawa diagnostyki niedokrwienia mig$nia serca sa metody oznaczania st¢zenia
biatek strukturalnych kardiomiocytow — izoform troponin T (¢TnT) i troponin I (cTnl)
oraz stgzenia sercowego izoenzymu kinazy kreatynowej (CK-MB). Pomimo
nickwestionowanej przydatnosci tych oznaczen, posiadaja one jednak pewne
ograniczenia, ktore sprawiaja, ze nadal trwaja poszukiwania innych biomarkerow,
ktorych przydatno$¢ probuje si¢ ocenia¢ w diagnostyce choroby niedokrwiennej serca
i jej powiktan.

Mikro-RNA (miRNA) to grupa jednoniciowych, niekodujacych RNA
sktadajacych si¢ z 20 — 22 nukleotydow, ktore biorg udziatl w regulacji ekspresji genow
na poziomie potranskrypcyjnym. MiRNA sa produktem genow jadrowych rozsianych po
calym genomie czlowieka. Odsetkowo jest ich zaledwie okoto 5 %, ale szacuje si¢, ze w
organizmie cztowieka az okoto 50 — 60 % gendw jest regulowanych wiasnie za ich
posrednictwem. Dzialanie ich polega na polaczeniu si¢ ze specyficznymi regionami w
RNA, co powoduje zahamowanie procesu translacji, a nawet degradacj¢ tancucha RNA
odpowiedzialnego za syntez¢ bialek, ale tez w pewnych sytuacjach sa one

odpowiedzialne za wzmocnienie jego ekspresji.

Z uwagi na rol¢ jaka odgrywaja niektore z miRNA w procesach protekcji,
remodelingu mig¢$nia sercowego i urazu niedokrwienno-reperfuzyjnego miRNA-499,

miRNA-133a, miRNA-1 i miRNA-21 budzg one szczegdlne zainteresowanie jako czute
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wskazniki nasilenia lub hamowania tych proceséw w chirurgii serca. Opisywany w
doniesieniach naukowych profil uwalniania, swoisto§¢ i czuto$¢ pozwalaja takze na
poddanie ich probie wykorzystania jako biomarkeréw monitorowania skutecznosci
zapobiegania skutkom urazu niedokrwienno - reperfuzyjnego poprzez farmakologiczne
hartowanie mig¢énia sercowego za pomoca $rodkow anestetycznych wykorzystywanych

w trakcie znieczulen do zabiegéw kardiochirurgicznych.

Praca podejmowata trzy zasadnicze cele badawcze.

1. Ocena kinetyki i profilu okolooperacyjnego wybranych miRNA: miRNA-499,
miRNA-133a, miRNA-1, miRNA-21 monitorowanych we krwi obwodowej u
pacjentow  poddawanych chirurgicznej rewaskularyzacji = wiencowej, z
zastosowaniem dwodch réznych metod znieczulenia ogdlnego; jednego na bazie
inhalacyjnego zastosowania sewofluranu przez caly okres zabiegu, drugiego z
zastosowaniem dozylnej podazy propofolu metodg TCI.

2. Ocena profilu wybranych miRNA: miRNA-499, miRNA-133a, miRNA-1, miRNA-
21 w $rédoperacyjnie pobieranych bioptatach migsnia prawego przedsionka serca
u pacjentow poddawanych rewaskularyzacji wiencowej wymienionymi metodami
znieczulenia.

3. Ocena przydatnosci wybranych miRNA jako biomarkeré6w urazu mig$nia
sercowego w relacji do standardowo oznaczanych markeréw CKMB i troponiny I,
we wezesnym okresie pooperacyjnym.

Badanie uzyskato pozytywna opini¢ Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Medycznym im. Piastow Slaskich we Wroctawiu w dniu 2.06.2016 (opinia Nr.
KB —280/2016). Zostalo ono przeprowadzone zgodnie z wymogami Deklaracji
Helsinskiej (2000) Swiatowego Stowarzyszenia Medykow. Bylo to prospektywne,
obserwacyjne, randomizowane badanie kliniczne, ktére obejmowato 40 chorych
operowanych planowo w okresie od grudnia 2016 do kwietnia 2019 w Klinice Chirurgii
Serca i Klinice Anestezjologii i Intensywnej Terapii Uniwersyteckiego Szpitala

Klinicznego we Wroctawiu.

Badanie przeprowadzono u chorych poddawanych pierwszorazowym, planowym
operacjom pomostowania aortalno-wienicowego (CABG), przeprowadzanych w krazeniu
pozaustrojowym, w normotermii, przy uzyciu krwistej kardioplegii dowiencowej. Z

badania wykluczono pacjentéw, ktorzy nie wyrazili na nie zgody. Kryteriami klinicznymi
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wykluczenia byty: cukrzyca, $wiezy udar mozgu lub TIA w wywiadzie, zaawansowana
wada zastawkowa serca, kardiomiopatia przerostowa, zatorowo$¢ plucna, podwyzszone
stezenia troponini CKMB w kontrolnych badaniach przed operacja, powazne zaburzenia
kurczliwoéci migsnia sercowego w przedoperacyjnej ocenie echokardiograficznej
(frakcja wyrzutowa ponizej 40%), niewydolnos¢ nerek i watroby, krytyczne zwezenie
tetnic dogtowowych, pacjenci reoperowani lub z obecnoscia wszczepionych stentéw do

naczyn wiencowych.

Pacjenci zostali losowo przydzieleni do jednej z dwoch 20 osobowych grup
roznigcych si¢ zastosowana metoda znieczulenia ogdélnego: Grupa 1 — Sewofluran:
znieczulenie zlozone z uzyciem anestetycznego $rodka wziewnego sewofluranu przez
caly okres trwania operacji. Grupa 2 — Propofol: znieczulenie catkowicie dozylne z

uzyciem propofolu metoda TCI przez caty okres trwania operacji.

Probki krwi dla oznaczenia ekspresji miRNA (-133a, -499, -1, -21), aktywnosci
CKMB ist¢zenia troponiny I (hs-Tnl), pobierano z cewnika centralnego po
wprowadzeniu do zyly szyjnej wewng¢trznej prawej w 5 punktach czasowych: po indukcji
znieczulenia (ale przed rozpoczeciem zabiegu) oraz w okresie reperfuzji (w 3, 6, 12, 24

godzinie od przywrdcenia krazenia wiencowego).

Celem oznaczenia ekspresji miRNA (miRNA-133a, miRNA-499, miRNA-1,
miRNA- 21) w tkance mig¢$niowej pobierano dwukrotnie bioptaty 5 x 5 mm z mig¢énia
prawego przedsionka: przed podlaczeniem krazenia pozaustrojowego, w trakcie
zakladania kaniuli Zylnej do prawego przedsionka oraz po zakonczeniu krazenia
pozaustrojowego, w trakcie usuwania kaniuli Zylnej do CPB z prawego przedsionka.
Zamrozone i zakodowane probki krwi i bioptaty tkankowe przestane byly do
laboratorium Katedry i Zaktadu Histopatologii i Embriologii Uniwersytetu Medycznego
we Wroctawiu, gdzie wykonano izolacj¢ i1 selektywne oznaczenie ekspres;ji
poszczegdlnych miRNA za pomoca metody RT—qPCR. Ekspresje poszczegélnych

miRNA mierzono metoda wzglednie ilo§ciowa, porownawcza Ct (A ACt).

Probki krwi do oznaczen biochemicznych — troponiny I (hs-Tnl) i CKMB pobrano
w tych samych przedziatach czasowych i analizowano wedlug ustalonych procedur
i standardow postgpowania anestezjologicznego w opiece okotooperacyjnej chorych

poddawanych procedurom chirurgicznej rewaskularyzacji wiencowej, obowiazujacych
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w Klinice Anestezjologii i Intensywnej Terapii oraz procedur i standardow
obowiazujacych w laboratorium Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego. Aktywno$¢
izoenzymu MB kinazy kreatynowej w pobranych probkach oznaczano metoda
immunoinhibicyjna, za$ st¢zenie troponiny I testem immunochemicznym z uzyciem

mikroczastek i znacznika chemiluminescencyjnego.

Badanie grupy nie roznily si¢ istotnie w analizie danych demograficznych
i operacyjnych. Podobny byt przebieg pooperacyjny we wszystkich grupach. Nie byto

$miertelnosci szpitalnej w badanej grupie chorych.

Poréwnanie badanych grup: gr. 1 — Sewofluran i gr. 2 — Propofol w zakresie
stezenia w surowicy biomarkerow oznaczanych zaréwno standardowo (hsc -troponina I
- stezenie, CKMB - aktywno$¢), jak i ekspresji we krwi badanych miRNA, nie wykazato
pomigdzy nimi roznic istotnych statystycznie (p > 0,05) w catym okresie obserwacji. W
obu badanych grupach dynamika zmian badanych wskaznikow w czasie przebiegata
podobnie. MiRNA-499—5p charakteryzowal si¢ niewielka nieistotng statystycznie
dynamika zmian ekspresji w czasie. MiRNA-1-3p oraz miRNA-133a—5p wykazywaty
istotny spadek ekspresji w stosunku do warto$ci wyjSciowych obserwowany w czasie,
za$§ poziom ekspresji miRNA-21-5p istotnie statystycznie wzrastat w 3 godzinie

reperfuzji

Analiza badanych miRNA i biomarkeréw uszkodzenia migénia sercowego
(troponina I, CKMB) w poszczegolnych punktach czasowych wykazala staba ich
wzajemng korelacj¢. Tylko w dwoch punktach czasowych stezenia troponin i CKMB
istotnie statystycznie korelowaty z badanymi miRNA (miRNA-133a—5p / Troponina I
ujemna korelacja w 3 godzinie reperfuzji, miRNA-499-5 p / CKMB w 12 godzinie
reperfuzji). Analiza wzajemnych korelacji MiRNA we krwi wykazata z kolei silng
dodatnig korelacj¢ miRNA-499—5p z miRNA-21-5p w wigkszosci badanych punktow
czasowych oraz brak wzajemnych istotnych statystycznie korelacji miRNA-1-3p z

miRNA-21-5p we wszystkich badanych punktach czasowych.

W analizie ekspresji miRNA w bioptatach mig$nia prawego przedsionka serca nie
stwierdzono istotnego wplywu rodzaju znieczulenia na ekspresj¢ miRNA-499-5p,
miRNA- 1-3p i miRNA-133-5p przed, jak i po zakonczeniu krazenia pozaustrojowego

(p > 0.05). Stwierdzono natomiast w obu grupach istotny statystycznie spadek ekspresji
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miRNA-21- p w stosunku do wartos$ci wyjSciowych. Badajac wzajemne korelacje
miRNA w bioptatach prawego przedsionka wykazano istotne statystycznie korelacje
miRNA-499-5p z miRNA-133a—5p i miRNA-1-3p niezaleznie od metody znieczulenia,
przed i po zakonczeniu krazenia pozaustrojowego. W innych badanych przypadkach te
wzajemne korelacje charakteryzowaty si¢ zmiennym nasileniem w zaleznoéci od grupy

badane;j.

W analizie porownawczej wpltywu czynnikéw operacyjnych na kinetyke miRNA
uzyskiwane wyniki wykazywaty istotne réznice migdzy grupami. Ekspresja miRNA-
499-5p zawartego w bioptatach pobranych z mig$nia prawego przedsionka po
zakonczeniu krazenia pozaustrojowego wykazywata silna dodatnia korelacj¢ z czasem
zaklemowania aorty (ACC) w grupie 2 — Propofol, przy braku istotnej statystycznie
korelacji w grupie 1 — Sewofluran (p > 0,05). Podobne zaleznosci stwierdzono w ocenie
miRNA-1-3p w migéniu prawego przedsionka. Do$¢ silna istotna korelacja z czasem
zaklemowania aorty wystgpowata w grupie 2 — Propofol przy braku istotnej statystycznie
zaleznosci w grupie 1 — Sewofluran (p > 0,05). Analiza wzajemnych korelacji miRNA
we krwi pelnej z czasem niedokrwienia (ACC), czasem reperfuzji w kolejnych punktach
czasowych po odklemowaniu aorty przyniosta niejednoznaczne w wigkszosci
przypadkéw stabo wyrazone i rézniace si¢ pomigdzy badanymi grupami rezultaty. W
analizie tradycyjnych markeréw zwracata uwage silna dodatnia korelacja stg¢zenia

troponiny I z czasem trwania krazenia pozaustrojowego w obu badanych grupach.

Najwazniejsze wnioski z prezentowanej pracy sg nastepujace:

1. Dynamika zmian ekspresji badanych miRNA we krwi obwodowej przebiegata
podobnie w calym czasie obserwacji, niezaleznie od metody znieczulenia.

2. Dynamika zmian ekspresji miRNA-1-3p i miRNA-133a—5p, monitorowana we
krwi obwodowej u pacjentéw badanej grupy, ulegala istotnemu wyhamowaniu w
péznym okresie reperfuzji, niezaleznie od zastosowanej metody znieczulenia.

3. Krazenie pozaustrojowe powoduje wzrost ekspresji miRNA-21-5p
monitorowanej we krwi obwodowej u pacjentow badanej grupy, z jej wezesnym
wzrostem od 3. godziny reperfuzji.

4. Poziom ekspresji miRNA-499-5p, monitorowany we krwi obwodowej nie

zmienia si¢ pod wplywem krazenia pozaustrojowego.
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. Profil ekspresji miRNA-499—5p, miRNA-133a—5p, miRNA-1-3p i miRNA-21-
Spw $rodoperacyjnie pobieranych bioptatach migs$nia prawego przedsionka serca
u pacjentdow poddawanych rewaskularyzacji wiencowej przebiegal podobnie,
niezaleznie od metody znieczulenia.

. Krazenie pozaustrojowe powoduje istotny spadek ekspresji miRNA-21-5p w
migsniu prawego przedsionka serca, u pacjentow poddawanych rewaskularyzacji
wiencowej niezaleznie od metody znieczulenia.

. Okotooperacyjne zmiany stezen markeréw uszkodzenia migsnia sercowego Tnl
i CKMB w surowicy korelowaly w réznym czasie i z réznym nasilenie ze
zmianami ekspresji miRNA-499—5p, miRNA-133a—5p, miRNA-1-3p i miRNA-
21-5p w migéniu prawego przedsionka serca oraz ich stgzeniami we krwi
obwodowe;j.

. Uszkodzenie migénia sercowego monitorowane ekspresja wybranych miRNA, w
badanej grupie operowanych chorych, nie wykazato przewagi nad standardowo

oznaczonymi stezeniami Tn I i CKMB w surowicy.
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13 SUMMARY

Ischemia-reperfusion injury (IRI) of the operated heart during coronary bypass
graft surgery (CABG) with the use of cardiopulmonary bypass (CPB) is still a major
clinical problem and a significant risk factor for postoperative complications. The severity
of IRI, usually assessed by the expression of biochemical markers, also depends on the
method of anesthesiologic management with the highlighting the role of opioids,
intravenous anesthetics - propofol, and inhalation anesthetics, including sevoflurane. This
group of drugs may initiate signaling pathways responsible for stimulation of myocardial
resistance to ischemia-reperfusion injury in mechanisms referred to as cardiac

conditioning.

The basis for the diagnosis of myocardial ischemia are the methods of determining
the concentration of cardiomyocyte structural proteins - troponin T (¢TnT) and troponin
I (cTnl) isoforms and the concentration of the cardiac isoenzyme creatine kinase (CK-
MB). Despite the unquestionable usefulness of these assays, they have certain limitations,
which make it necessary to search for other biomarkers whose usefulness is being

assessed in the diagnosis of ischemic heart disease and its complications.

Micro-RNAs (miRNAs) are a group of single-stranded, non-coding RNAs
consisting of 20-22 nucleotides, which are involved in the regulation of gene expression
at the post-transcriptional level. MiRNAs are the product of nuclear genes spread
throughout the human genome. As a percentage, there are only about 5% of them, but it
is estimated that in the human body as much as about 50-60% of genes are regulated by
them. They aSe acting by binding to specific regions in the RNA, which inhibits the
translation process and even degrades the RNA chain responsible for protein synthesis,

but in some situations, they are also responsible for enhancing its expression.

Due to the role played by some of the miRNAs in the processes of protection,
myocardial remodeling and ischemia-reperfusion injury, miRNA-499, miRNA-133a,
miRNA- 1 and miRNA-21 are of particular interest as sensitive indicators of the intensity
or inhibition of these processes in cardiac surgery. The release profile, specificity
and sensitivity described in scientific reports also allow them to be tested as biomarkers

to monitor the effectiveness of preventing the effects of ischemia-reperfusion injury
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through pharmacological hardening of the myocardium using anesthetics used during

anesthesia for cardiac surgery procedures.

The aim of the study was to find answers to three main research objectives.

1. Assessment of the kinetics and perioperative profile of selected miRNAs: miRNA-499,
miRNA-133a, miRNA-1, miRNA-21, monitored in peripheral blood in patients
undergoing surgical coronary revascularization, using two different methods of general
anesthesia, one based on sevoflurane inhalation throughout the whole procedure, the

second with the use of intravenous propofol by TCI method.

2. Evaluation of the profile of selected miRNAs: miRNA-499, miRNA-133a, miRNA-1,
miRNA-21, in intraoperatively collected biopsies of the right atrium muscle in patients

undergoing coronary revascularization with the above-mentioned methods of anesthesia.

3. Evaluation of the usefulness of selected miRNAs as a biomarkers of myocardial injury
in relation to the usually determined markers, CKMB and troponin I in the early

peroperative period.

The study received a positive opinion of the Bioethics Committee at the Medical
University of "Piastow Slaskich" in Wroclaw on June 2, 2016 (opinion No. KB -
280/2016). It was carried out in accordance with the requirements of the Declaration of
Helsinki (2000) of the World Medical Association. It was a prospective, observational,
randomized clinical trial that included 40 patients who underwent elective surgery
between December 2016 and April 2019 at the Department of Cardiac Surgery and the
Department of Anesthesiology and Intensive Care at the University Clinical Hospital in

Wroclaw.

The study was conducted in patients undergoing first-time elective coronary artery bypass
grafting (CABG) performed with use of extrCPB, under normothermia, with the
application of bloody coronary cardioplegia. Clinical exclusion criteria were diabetes
mellitus, history of recent stroke or TIA, advanced valvular heart disease, hypertrophic
cardiomyopathy, pulmonary embolism, elevated troponin and CKMB levels in

preoperative follow-up, severe myocardial contractility abnormalities in preoperative
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echocardiographic assessment (ejection fraction below 40%), renal and hepatic
insufficiency, critical cephalic artery stenosis, reoperated patients or patients with

coronary stents implanted.

Patients were randomly assigned to one of two 20-person groups differing in the
method of general anesthesia used: Group 1 — Sevoflurane: combined anesthesia with the
inhalation anesthetic sevoflurane throughout the operation. Group 2 - Propofol: total

intravenous anesthesia with propofol by TCI method throughout the entire operation.

Blood samples for the determination of miRNA expression (-133a, -499, -1, -21),
CKMB activity and troponin I (hs-Tnl) concentration were collected from a central
catheter after insertion into the right internal jugular vein at 5 time points: after induction
anesthesia (but before the start of the procedure) and during the reperfusion period (in 3

h, 6 h, 12 h, 24 h from the restoration of coronary circulation).

In order to determine the expression of miRNAs (miRNA-133a, miRNA - 499, miRNA -
1, miRNA -21) in muscle tissue, 5 x 5 mm biopsies were taken twice from the right atrium
muscle: and after completion of extracorporeal circulation, during removal of the venous

cannula to the CPB from the right atrium.

Frozen and coded blood samples and tissue biopsies were sent to the laboratory of
the Department of Histopathology and Embryology of the Medical University of
Wroclaw, where the isolation and selective expression of individual miRNAs was
performed using the RT - gqPCR method. The expression of individual miRNAs was

measured by a relatively quantitative, comparative Ct (A ACt) method.

Blood samples for biochemical determinations - troponin I (hs-Tnl) and CKMB. collected
in the same time intervals and analyzed according to established procedures and
standards of anesthesiologic management in perioperative care, patients undergoing
surgical coronary revascularization procedures, applicable at the Department of
Anesthesiology and Intensive Care, and procedures and standards applicable at the
laboratory of the University Clinical Hospital. The activity of the MB creatine kinase
isoenzyme in the collected samples was determined by the immunoinhibitory method,
and the concentration of troponin I by the immunochemical test with the use of

microparticles and a chemiluminescent marker.
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The study groups did not differ significantly in the analysis of demographic
and operational data. The postoperative course was similar in all groups. There was no

in- hospital mortality in the study group.

Comparison of the studied groups: Group 1 - Sevoflurane and Group 2 — Propofol,
in the serum concentration of biomarkers determined both in a standard way (hsc -
troponin I - concentration, CKMB - activity) and expression in the blood of the tested
miRNAs, did not show statistically significant differences between them (p > 0.05)
throughout the entire period observation. In both examined groups, the dynamics of
changes in the examined indicators over time was similar. MiRNA-499-5p was
characterized by a small, not statistically significant changes in expression over the time.
miRNA-1-3p and miRNA133a-5p showed a significant decrease in expression from
baseline observed over time, while the expression level of miRNA- 21-5p statistically

significantly increased at 3 hours of reperfusion.

The analysis of the studied miRNAs and biomarkers of myocardial damage
(troponin I, CKMB) at individual time points showed their weak mutual correlation. Only
in two time points, troponin and CKMB statistically significantly correlated with the
miRNAs (miRNA-133a-5p / Troponin I negative correlation at the 3rd hour of
reperfusion, miRNA-499-5 p / CKMB at the 12th hour of reperfusion).

The cross-correlation analysis of miRNAs in the blood showed a strong positive
correlation of miRNA-499-5p with miRNA-21-5p at most of the time points studied, and
not statistically significant cross-correlation of miRNA-1-3p with miRNA-21-5p at all

time points studied.

In the analysis of miRNA expression in right atrial muscle biopsies, there was no
significant effect of the type of anesthesia on the expression of miRNA-499-5p, miRNA-
1-3p and miRNA-13 -3p before and after the end of cardiopulmonary bypass (p > 0.05).
However, in both groups, a statistically significant decrease in the expression of miRNA-
21-5p was found compared to the baseline values. By examining the mutual correlations
of miRNAs in right atrial biopsies, statistically significant correlations of miRNA-499-
5p with miRNA-133a-5p and miRNA-1-3p were found, regardless of the method of
anesthesia, before and after end of extracorporeal circulation. In other studied cases,
these mutual correlations were characterized by variable intensity depending on the study

group.
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In the comparative analysis of the influence of operational factors on miRNA
kinetics, the application obtained showed significant differences between the groups. The
expression of miRNA-499-5p biopsies taken from the right atrium muscle after the end
of CPB showed a strong positive correlation with the aortic clamping time (ACC) in
group 2 - Propofol, with no statistically significant correlation in group 1 - Sevoflurane
(p>0.05). Similar relationships were found in the assessment of miRNA-1-3p in the right
atrium muscle. There was quite a strong significant correlation with the time of aortic
clamping in group 2 - Propofol with no statistically significant relationship in group 1 -

sevoflurane (p > 0.05).

The analysis of cross-correlations of miRNAs in whole blood with ischemic time
(ACC) and reperfusion time at subsequent time points after aortic unclamping brought
ambiguous, in most cases, poorly expressed correlations that differed between the study
groups. In the analysis of usual markers, a strong positive correlation of troponin I
concentration with the duration of extracorporeal circulation in both study groups was

notated.

The most important conclusions arising from the presented study are as follows:

1. The dynamics of changes in the expression of the examined miRNAs in peripheral
blood was similar throughout the observation period, regardless of the method of

anesthesia.

2. The dynamics of changes in the expression of miRNA-1-3p and miRNA-133a-5p,
monitored in the peripheral blood of patients in the study group, was significantly

diminished in the late reperfusion period, regardless of the method of anesthesia.

3. Extracorporeal circulation causes an increase in the expression of miRNA-21-5p,
monitored in peripheral blood in patients of the study group, with its early increase from

the 3rd hour of reperfusion.

4. The expression level of miRNA-499, monitored in peripheral blood, does not change

under the influence of extracorporeal circulation.
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5. The intraoperative expression profile of miRNA-499-5p, miRNA-133a-5p, miRNA-1-
3p and miRNA-21-5p in in right atrial muscle biopsies from patients undergoing coronary

revascularization was similar, regardless of the method of anesthesia.

6. Extracorporeal circulation causes a significant decrease in the expression of miRNA-
21-5p in the right atrium muscle of the heart, in patients undergoing coronary

revascularization, regardless of the method of anesthesia.

7. Perioperative changes in serum concentrations of myocardial damage markers, Tnl
and CKMB correlated at different times and with different intensity, with changes in the
expression of miRNA-499- 5p, miRNA-133a-5p, miRNA-1-3p and miRNA-21-5p in the

right atrium muscle and their concentrations in peripheral blood.

8. Myocardial damage monitored by the expression of selected miRNAs, in the studied
group of operated patients, did not show an advantage over standard Tn I and CKMB

concentrations in serum.
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