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1. SKROTY

ARDS - acute respiratory distress syndrome - zespol ostrej niewydolnosci
oddechowej

BPD - broncho-pulmonary dysplasia - dysplazja oskrzelowo-plucna

CPB - cardio-pulmonary bypass — krazenie pozaustrojowe

cGMP - cykliczny monofosforan guanozyny

ECMO - extracorporeal membrane oxygenation — pozaustrojowe natlenowanie krwi
FASC - fluorescence-activated cell sorting

GTP - tréojfosforan guanozyny

ICAM-1 - intracellular adhesion molecule 1 - miedzykomorkowa czasteczka
adhezyjna

iNO - tlenek azotu stosowany wziewnie

KDR/VEGFR2 (kinase insert domain receptor/vascular endothelial growth factor
receptor 2)

klf-4 — kruppel like factor

KKCz — Koncentrat krwinek czerwonych

MDA - malondialdehyd

metHb — methemoglobina

MOF — multiple organ failure - zespoét niewydolnosci wielonarzadowej

NO - tlenek azotu

NOS - syntetaza tlenku azotu

PAF - platelet-activating factor — czynnik aktywacji ptytek

PMP - platelet microparticles

PPHN - persistent pulmonary hypertension of the newborn - przetrwale
nadcisnienie plucne noworodkow

PVR - pulmonary vascular resistance — opor naczyniowy lozyska ptucnego

SDF-1 stromal cell derived factor 1

TEM - transmission electron microscope

TNF - tumor necrosis factor — czynnik martwicy guza

VEGF - vascular endothelial growth factor



2. WSTEP

Wady wrodzone serca wystepuja u 8 na 1000 zywo urodzonych noworodkow i
stanowia najczestszy typ wad wrodzonych u czltowieka (Chowdhury, 2007). W
znacznym odsetku przypadkow wspotistnieja one z wadami pozasercowymi i od
wczesnych etapow zycia prenatalnego wywieraja wplyw na fizjologie rozwoju ptodu
(Allan L. , 2000). Glowne zaburzenia patofizjologiczne po urodzeniu zwiazane sa z
obecnoscia sinicy, przeciazenia objetosciowego lub przeciazenia ciSnieniowego
serca 1 stanowia czynnik wuruchamiajacy odpowiedz stresowa. Jednym 2z
podstawowych elementow tej odpowiedzi jest inicjowana przez mechanizmy lokalne
i ogdlnoustrojowe reakcja zapalna, wplywajaca na funkcje serca, naczyn oraz
innych narzadow. W zlozonych wadach, glowne zaburzenia patofizjologiczne
nakladajg sie, nasilajac odpowiedz stresowa i wplywajac na rozwoj wtornych
powiklan (Sommer, Hijazi i Rhodes, 2008).

Chirurgiczne leczenie wad wrodzonych serca wiaze sie¢ z koniecznosScig
zastosowania krazenia pozaustrojowego (sztuczne ptuco — serce), hipotermii oraz
zatrzymania serca roztworem kardioplegicznym. Od czaséw pierwszego
zastosowania sztucznego pluco-serca przez Johna Gibbona w 1953 r. znacznie
lepiej zrozumiano proces uogolnionej odpowiedzi zapalnej i opracowano strategie
ograniczenia jej szkodliwego wplywu na uklad krazenia i inne narzady. Pomimo
uplywu kilku dekad badan i praktyki klinicznej szkodliwy wplyw stosowania
krazenia pozaustrojowego nadal stanowi ogromne wyzwanie dla leczenia wad
wrodzonych serca.

Uktad krazenia pozaustrojowego zawierajacy pompe rolkowa, oksygenator,
system drenow, kaniul, filtrow i zastawek, tworzy ogromna powierzchnie
materialow sztucznych, nie pokrytych srodblonkiem, aktywujaca szereg ukladow
biologicznych. Czynniki te, wraz 2z procesami niedokrwienia i reperfuzji,
wprowadzaja patologiczne warunki kontrolowanego wstrzasu, ze szczegdlnym
narazeniem na uszkodzenie takich narzadow jak serce, mozg, ptluca czy nerki
(Hovels-Gurich i inni, 2002), (Hall, Smith i Rocker, 1997). Pomimo wdrozenia
nowoczesnych metod operacyjnych, rozwoju technologii krazenia pozaustrojowego,
protekcji serca i innych narzadow przed skutkami niedokrwienia i reperfuzji,

indukowana odpowiedz zapalna w istotny sposob wplywa na wczesne i odlegle



wyniki leczenia operacyjnego ztozonych wad wrodzonych serca. Wciaz poszukuje
sie¢ sposobow na zniwelowanie odpowiedzi zapalnej oraz lepsza protekcje serca i
innych narzadow (Pasquali i inni, 2010), (Mastropietro i inni, 2013), (Keski-Nisula
iinni, 2013), (Jacobs i inni, 2011).

Stresory dzialajace w trakcie operacji prowadza do aktywacji ukladu
dopelniacza, produkcji mediatorow zapalnych oraz cytokin, aktywacji ukltadu
krzepniecia i fibrynolizy, kalikreiny, bradykininy i tkankowego aktywatora
plazminogenu. Stezenia takich czynnikow jak IL-6, IL-10, IL-8, C3a, C5b-9
znaczaco wzrasta u dzieci po operacji w krazeniu pozaustrojowym i wiaze sie ze
stopniem ciezkosci przebiegu pooperacyjnego (Allan i inni, 2010), (Madhok i inni,
20006), (Jensen, Bengtsson, Berggren, Ekroth i Andréasson, 2001). Indukowana
jest synteza biatek ostrej fazy (CRP, Pentraxin). Niehamowane efekty dzialania
mediatorow zapalnych, cytokin, limfokin i ukladu dopelniacza prowadzi¢ moga do
ciezkiego zespolu uogéolnionej odpowiedzi zapalnej z uwolnieniem histaminy,
wzrostem przepuszczalnosci naczyn i obkurczeniem lozyska naczyniowego.
Hipoperfuzja tkankowa z jednoczesnym przedostawaniem si¢ do krwi toksyn i
antygenow poteguje opisane mechanizmy. Obok ryzyka zespolu uogodlnionej
odpowiedzi zapalnej (SIRS), prowadzacego w prostej linii do zespolu niewydolnosci
wielonarzadowej (MODS), odpowiedz =zapalna towarzyszaca korekcji wad
wrodzonych serca manifestuje sie wieloma zaburzeniami klinicznymi, ktérych
zwalczanie jest istotna czeScia leczenia pooperacyjnego. Objawy kliniczne
odpowiedzi zapalnej zaleza od stopnia jej nasilenia i najczeSciej wiaza sie z
dysfunkcja pluc prowadzaca do spadku podatnosci, gorszego utlenowania i
koniecznoscia dtuzszego wspomagania oddechu. Niewydolnos¢ serca (powodowana
niedokrwieniem, uszkodzeniem mechanicznym i immunologicznym) i dysfunkcja
srodblonka naczyniowego prowadzace do niewydolnoSci sercowo — naczyniowej
wymagajacej wspomagania inotropowego lub mechanicznego pojawia sie u ponad
50% leczonych dzieci, u 30% pacjentow wystepuja réoznego rodzaju zaburzenia
neurologiczne, neuroendokrynne i/lub endokrynologiczne. U wysokiego odsetka
pacjentow obserwuje sie zaburzenia rownowagi wodno — elektrolitowej, zaburzenia
metaboliczne i kwasowo zasadowe, retencje plynow i roznego stopnia obrzeki.

W 3 - 15% obserwuje sie¢ dysfunkcje nerek oraz watroby (Brix-Christensen,

2001), (Hovels-Gurich i inni, 2002), (Hall, Smith i Rocker, 1997), (Wan, LeClerc i
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Vincent, 1997). Objawy kliniczne przyczyniaja sie¢ do przedhuzenia pobytu w
oddziale intensywnej terapii oraz czasu hospitalizacji. Monitorowanie odpowiedzi
stresowej oraz SIRS oparte jest na rejestracji wielu parametrow klinicznych oraz
laboratoryjnych. Obok oznaczania profilu neurohormonalnego oraz poziomu
czynnikow pro- i antyzapalnych w praktyce klinicznej monitoruje si¢ poziom
glukozy, biatka C-reaktywnego lub pentraksyny, poziom mleczanéw oraz insuliny
(Arkader, Malbouisson, Del Negro, Yamamoto i Okay, 2013). Podczas gdy u ludzi
dorostych ostra odpowiedz zapalna przebiega z hiperglikemia i hiperinsulinizmem,
u dzieci z pooperacyjnym SIRS, hiperglikemii towarzyszy niski poziom insuliny.
Utrzymywanie sie hiperglikemii we wczesnym okresie po operacji serca u dzieci
nasila uogodlniong reakcje zapalng i wiaze sie ze zlym rokowaniem (Vlasselaers i
inni, 2010).

Ogniwem laczacym opisane zjawiska na poziomie molekularnym, jest tlenek
azotu (NO). Jako przekaznik, NO odgrywaja istotna role w patogenezie skutkow
niedokrwienia i reperfuzji, odpowiedzi zapalanej, aktywacji ukladu krzepniecia oraz
regulacji kluczowych funkcji Ssrodblonka naczyniowego (Schechter i Gladwin,
2003). Wykazano, ze farmakologiczna podaz NO moze dziala¢ ochronnie na uktad
sercowo naczyniowy, tagodzac skutki uszkodzenia reperfuzyjnego (Hataishi i inni,
2006). Zaburzenia produkcji NO zwiazane sa zwykle z dysfunkcja srodblonka i
przyczyniaja sie do nasilenia odpowiedzi zapalnej (Chello, Mastroroberto, Perticone,
Celi i Colonna, 1998). Wiadomo, ze w okresie okolooperacyjnym zwiazanym z
korekcja wady wrodzonej serca, z uzyciem krazenia pozaustrojowego, dochodzi do
ogromnej dysfunkcji Srodbtonka. Produkcja i efekt dzialania tlenku azotu sa
zaburzone zarowno przez konsekwencje patofizjologiczne wady jak i odpowiedz
stresowg zwigzang ze stosowanym leczeniem chirurgicznym. Wolna hemoglobina
obecna w surowicy krwi wskutek hemolizy wiaze produkowany w fizjologicznych
ilosciach tlenek azotu, co powoduje drastyczny spadek jego biodostepnosci
(Schechter i Gladwin, 2003).

Od czasow pionierskiego zastosowania sztucznego ptuco — serca u czltowieka
przez Johna Gibbona, rozwoj techniki krazenia pozaustrojowego skupia sie na
zmniejszeniu inwazyjnosci i ograniczeniu odpowiedzi stresowej zwigzanej z jej
stosowaniem. W ostatnim okresie dokonal sie na tym polu ogromny postep, miedzy

innymi poprzez miniaturyzacje ukladu do krgazenia pozaustrojowego, zastosowanie
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nowej generacji materialow (drenow 1 filtrow) i oksygenatorow, strategie
znieczulenia ogolnego, zapobiegania hemolizy, leczenia przeciwzakrzepowego i
przeciwzapalnego oraz protekcji narzadow. Niestety postep ten oraz szeroko
zakrojone badania podstawowe i kliniczne nie doprowadzily do rozwiazania
problemu odpowiedzi zapalnej i jej szkodliwych skutkow.

W pracy podjeto probe zbadania wplywu sSrodoperacyjnej podazy tlenku
azotu do oksygenatora, w trakcie krazenia pozaustrojowego, na zjawiska zwiazane
z uogolniona odpowiedzia zapalna w grupie dzieci ze ztozonymi, siniczymi wadami
wrodzonymi serca, ktorych leczenie obarczone jest najwyzszym ryzykiem
okolooperacyjnym. Dodatkowo analizie poddano wplyw inhalacji NO na wybrane
parametry metaboliczne, wskazniki niedokrwienia serca oraz dane kliniczne, na

ktore bezposredni wplyw ma indukowana przez operacje odpowiedz zapalna.

2.1. Zaburzenia patofizjologiczne wywolywane przez wady wrodzone

serca.

Glowne zaburzenia hemodynamiczne bedace konsekwencja wady wrodzonej
serca to przeciazenie objetosciowe serca, sinica (niedotlenienie), przeciazenie
ciSnieniowe serca oraz rozwo6j nadcisnienia ptucnego.

Wspolna cecha wad, w ktorych obserwuje sie przecigzenie objetoSciowe serca,
jest przeciek lewo — prawy. Krew, w wyniku nieprawidlowych polaczen, przeptywa
z lewej czesci serca do prawej, zgodnie z gradientem ciSnien. WielkosS¢ przecieku
zalezy od rozmiaréw polaczenia oraz roéznicy ciSnien po obu jego stronach. U
noworodkow, w zwigzku z fizjologicznie wysokim oporem plucnym i podwyzszonym
ciSnieniem w prawym sercu, pomimo istnienia duzego potaczenia, przeciek krwi
moze byc niewielki. W miare wzrostu i dojrzewania dziecka obniza si¢ opor
naczyniowy pluc i nasila sie przeciek lewo-prawy. Prowadzi to do wzrostu
przeplywu krwi przez krazenie plucne, zwiekszenia powrotu krwi z zyt plucnych do
lewego przedsionka, przeciazenia objetosciowego lewej komory i rozwoju
zastoinowej niewydolnosci krazenia. Przewlekle utrzymywanie sie zwiekszonego
przeptywu plucnego zwieksza ryzyko nawrotowych infekcji ptuc. U dzieci ze
znacznym przeciekiem lewo-prawym czesto obserwuje si¢ opoznienie wzrostu i
rozwoju fizycznego. W krazeniu plucnym prowadzi to do wytworzenia sie

patologicznych, zazwyczaj nieodwracalnych zmian w Scianach tetnic ptucnych i



wzrostu oporu naczyniowego pluc. W takich warunkach ciSnienie w prawym sercu
moze przewyzszyC cisnienie w lewym sercu i spowodowac odwrocenie kierunku
przecieku. W zwigzku z pojawieniem si¢ przecieku prawo-lewego, pojawia si¢ sinica
(reakcja Eisenmengera).

Wady sinicze zwiazane sa z utrudnieniem naptywu krwi do ptuc, przeciekiem
krwi o niskiej zawartosci tlenu z prawego do lewego serca i zmniejszeniem
utlenowania krwi w krazeniu systemowym. Nasilenie sinicy jest proporcjonalne do
stopnia ograniczenia przeplywu przez krazenie plucne. W odpowiedzi na przewlekte
niedotlenienie, dochodzi do pobudzenia szpiku kostnego i wzrostu produkcji
czerwonych krwinek oraz zawartosci hemoglobiny we krwi, co w polaczeniu z
prozakrzepowymi zmianami w ukladzie krzepniecia, stwarza wysokie ryzyko
zakrzepow i zatorow narzadowych, w tym uszkodzenia mozgu. Przewlektle
niedotlenienie powoduje uruchomienie kaskady narzadowych i ogélnoustrojowych
zmian prowadzacych do niewydolnosci krazenia i znacznego ograniczenia
wydolnosci wysitkowe;j.

Wady powodujace zaburzenia przeplywu krwi przez zastawki serca lub duze
naczynia prowadza do przeciazenia ciSnieniowego i przerostu proksymalnie
umiejscowionych jam serca. Postepujacy przerost lewej komory moze doprowadzic¢
do naglego zgonu z powodu zaburzen rytmu serca.

Na obecnym etapie rozwoju diagnostyki i leczenia, rzadko obserwuje si¢
niezaburzona historie naturalna wad wrodzonych serca. Wczesne korekcje
zapobiegaja roZwWojowi zaawansowanych zmian patofizjologicznych,
obserwowanych klinicznie. Najwieksze obciazenie dla ukladu krazenia stanowig
wady ztozone, w ktorych wspolistnieja opisane zaburzenia, (np.: tetralogia Fallota,
catkowity kanal przedsionkowo — komorowy, zwezenia zastawek potaczone z ich
niedomykalnoscia i ubytkami w przegrodach serca, wady o typie serca
jednokomorowego). Leczenie korekcyjne tej grupy wad, obarczone jest najwyzszym
ryzykiem okolooperacyjnym. Sinica polaczona z przeciazeniem ciSnieniowo-
objetosciowym, wiaze sie z aktywacja wielu osi neurohumoralnych (w tym uktadu
renina - angiotensyna - aldosteron, RAAS), pobudzeniem czynnikéw
neuroendokrynnych, hormonalnych oraz bioracych udzial w regulacji odpowiedzi
zapalnej, angiogenezy i apoptozy. Zmiany te prowadza do niepozadanych objawow

biochemicznych i klinicznych jak: zaburzenia regulacji gospodarki wodno-

10



elektrolitowej, niekorzystna przebudowa migsnia sercowego i pluc, wytwarzanie
naczyn krazenia obocznego i potaczen tetniczo zylnych w plucach, rozwoj
nadciSnienia phlucnego, retencja plynow i obrzeki, ograniczenie wydolnosci
wysitkowej, arytmia serca, dysfunkcja nerek, przewodu pokarmowego i innych
narzadow. Aktywacja tych mechanizmow wplywa niekorzystnie na przebieg
leczenia, zwlaszcza w ostrej fazie, nasilajac uogoélniona odpowiedz zapalna,
zaburzajac odpowiedZz metaboliczna i utrudniajac Srodoperacyjna protekcje
narzadow przed niedokrwieniem i reperfuzja. Operacja kardiochirurgiczna z
zastosowaniem krazenia pozaustrojowego powoduje, ze mechanizmy zwiazane z
ostra odpowiedzig stresowg naktadaja sie na zmiany przewleklte, powodowane przez

obecnos¢ wady serca.

2.2 Aspekty kliniczne odpowiedzi stresowej

Odpowiedz stresowa jest ewolucyjnie nabyta zdolnoscia do reagowania na
bodzce wewnetrzne lub zewnetrzne, ktore naruszaja rownowage (homeostaze) w
sposOb mogacy zagrozi¢ przezyciu lub spowodowac naruszenie stanu zdrowia. Od
poczatku powstania, koncepcja odpowiedzi stresowej wiazana jest z dzialaniem
centralnych mechanizméw nerwowych i neurohormonalnych zwiazanych =z
ukladem nerwowym autonomicznym (ANS) i systemem nadnerczowo-rdzeniowym
(SAM) oraz podwzgorzowo — przysadkowo — nadnerczowym (HPA), a takze z reakcja
immunologiczna na dzialajace stresory. Autonomiczny uklad nerwowy (ANS)
zapewnia szybka (gwaltowna) odpowiedz na pojawiajace si¢ zagrozenie i obejmuje
swoim dzialaniem wiele narzadow. Aktywacja ANS prowadzi do szybkiego
uwalniania adrenaliny z nadnerczy oraz noradrenaliny z zakonczen nerwowych
sympatycznych. Przyspiesza on czynnosc serca oraz oddychanie, hamuje trawienie
i zwieksza produkcje oraz uwalnianie glukozy (Kvetnansky, Sabban i Palkovits,
2009). Aktywacja HPA zwiazana jest z dzialaniem zlokalizowanego w podwzgorzu
jadra okotokomorowego (PVN), w ktorym uwalniane sa neuropeptydy takie jak
hormon uwalniajacy kortykotropine (CRH) oraz wazopresyna, a takze prolaktyna
oraz hormon wzrostu. W obrebie krazenia wrotnego przysadki mozgowej
neuropeptydy te dzialaja na przysadke stymulujac uwalnianie ACTH do krwi
obwodowej. ACTH przedostajac sie do nadnerczy droga krwi, stymuluje synteze
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hormonow kortykosteroidowych, mineralokortykosteroidow i
glikokortykosteroidow.

Uklad immunologiczny reaguje na zagrozenia mikroskopowe, dzialajace na
srodbtonek oraz roznego typu komorki nabtonkowe. Poczatkowy bodziec (sygnat)
wzmacniany zostaje przez kaskady limfokin oraz aktywowanych komorek i
stymuluje centralna odpowiedz stresowa, ktora ma dzialanie hamujace i zapobiega
nadmiernej stymulacji systemu. Odpowiedz immunologiczna oraz uszkodzenie
tkanek moga jednak doprowadzi¢ do rozwoju zespolu uogoélnionej odpowiedzi
zapalnej (SIRS). Sygnaly zapalne przekazywane sa do osrodkowego ukladu
nerwowego droga nerwu blednego i aktywuja 0§ podwzgorzowo — przysadkowo —
nadnerczowg (HPA) (Chesnokova i Melmed, 2002), (Johnston i Webster, 2009).

Stymulacja ukladu wspotczulnego jest czescia centralnej odpowiedzi stresowe;j i
wywiera wiele efektow na uklad krazenia poprzez adrenaline i noradrenaline.
Stymulacja baroreceptorow droga wstepujaca sygnalizuje osrodkowy uklad
nerwowy o zmniejszonym rzucie serca, co uruchamia wspoétczulne mechanizmy
efektorowe prowadzace do obkurczenia naczyn (zwiekszenie obciazenia
nastepczego dla serca i zmniejszenie przeplywu nerkowego), przyspieszenia
czynnosci serca, zwiekszenia kurczliwosci (zwiekszenie rzutu serca) oraz aktywacje
ukladu RAA. Wszystkie te efekty maja na celu utrzymanie rzutu serca, kosztem
jednak zwiekszonego zapotrzebowania miesSnia sercowego na tlen, zaburzen
metabolizmu wapnia i niekorzystnej przebudowy serca. Nadmierna stymulacja
wspolczulna prowadzi do szeregu niepozadanych efektow jak: ekspresja genow
ptodowych, apoptoza, martwica, przebudowa mieSnia sercowego oraz
podwyzszonego poziomu noradrenaliny w osoczu.

Os podwzgoérzowo — przysadkowo — nadnerczowa jest centralnym ukladem
wiazacym kontrole uktadu nerwowego z regulacja neurohormonalng i humoralna.
W odpowiedzi na sygnaly korowe (lek, bol, gtebokie emocje) lub bodzce zwiazane z
ukladem immunologicznym jak np. TNFa czy IL-6, uwalniane sa CRH,
wazopresyna, prolaktyna i hormon wzrostu. CRH stymuluje uklad wspoélczulny i
wydzielanie ACTH. Stymuluje on produkcje kortyzolu, ktory wspoéldziata z
aktywacja ukladu wspolczulnego w przygotowaniu organizmu do odpowiedzi
stresowej. Mechanizm ten zahamowuje wszystkie funkcje wzrostowe i rozwojowe,

przygotowuje substraty metabolizmu (glukoza, kwasy tluszczowe, aminokwasy),
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zwieksza ciSnienie tetnicze i objetoS¢ wewnatrznaczyniowa. Po operacjach
kardiochirurgicznych z uzyciem krazenia pozaustrojowego w populacji dzieciecej
dochodzi do niewydolnosci tej centralnej osi opisanej jako critical illness—related
corticosteroid insufficiency (CIRCI). W polaczeniu z niewydolnoscia innych osi
mozgowo — trzewnych oraz uszkodzeniem mie$nia sercowego, mechanizm ten
odpowiedzialny jest za rozwoj niewydolnosci krazenia (zespotu malego rzutu) w
okresie pooperacyjnym. Opisano wiele czynnikow odpowiedzialnych za w/w
mechanizm, m.in.: hipoperfuzja mézgu, niewydolnos¢ podwzgorza oraz przysadki
mozgowej, opornosc tkanek na ACTH, dysfunkcja nadnerczy, sinica i niedojrzalos¢
tkanek.

Wraz ze stymulacjga ukladu wspoétczulnego, uruchamiana jest odpowiedz ze
strony ukladu przywspotczulnego, ktéra ma dzialanie przeciwzapalne. Stymulacja
nerwu btednego prowadzi do interakcji z receptorami monocytow i makrofagow, co
prowadzi do zmniejszonej produkcji cytokin. Przeciwzapalna droga cholinergiczna
wywiera toniczny, hamujacy wplyw na odpowiedz immunologiczna na infekcje oraz
uszkodzenia tkanek, a zablokowanie tej drogi prowadzi do zaostrzonej odpowiedzi
przeciwbakteryjne;j.

Odpowiedz stresowa na krazenie pozaustrojowe charakteryzuje sie
uwolnieniem szeregu substancji neurohumoralnych, wlaczajac katecholaminy,
wazopresyne, prostaglandyny, kortyzol i hormon wzrostu. Odpowiedz ta jest
znacznie bardziej nasilona u noworodka, w porownaniu z dorostymi poddawanymi
operacji z uzyciem krazenia pozaustrojowego. BodZcami wyzwalajacymi sa: kontakt
z powierzchnia ciata obcego, hipotermia, niskie ciSnienie perfuzji, brak przeplywu
pulsacyjnego. Wskutek nasilonej odpowiedzi stresowej dochodzi do zmniejszenia
perfuzji narzadowej, uszkodzenia tkanek, rozwoju nadciSnienia plucnego,
uszkodzenia Srodbtonka oraz wzmozonej reaktywnosci naczyn ptucnych (Anand,

Hansen i Hickey, 1990).

2.3 Leczenie chirurgiczne wad wrodzonych serca.

Operacja z zastosowaniem krazenia pozaustrojowego stanowi jedyna
mozliwos¢ korekcji ztozonych wad wrodzonych serca. Kazda tego typu operacja
sktada sie z precyzyjnie zaplanowanych i nastepujacych po sobie etapow. Operacje

taka podzielic mozna na czeSC przygotowawcza, korekcje z uzyciem krazenia
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pozaustrojowego i faze koncowq. Etap poczatkowy ma charakter przygotowawczy i
obejmuje otwarcie klatki piersiowej z preparowaniem i ekspozycja struktur serca
koniecznych do przeprowadzenia korekcji wady oraz podlaczenie krazenia
pozaustrojowego. Kolejny etap obejmuje rozpoczecie krazenia pozaustrojowego,
ochtadzanie dziecka. Po osiagnieciu docelowej hipotermii, zaklemowania zostaje
aorta wstepujaca i do naczyn wiencowych podany zostaje roztwor kardioplegiczny.
Przy pomocy kardioplegii o Scisle okreslonym skladzie uzyskuje sie czasowe,
odwracalne zatrzymanie czynnosci serca w celu protekcji tego narzadu przed
niedokrwieniem oraz zapobiegania pooperacyjnej niewydolnosci serca. Roztwor
kardioplegiczny podawany jest zwykle do opuszki aorty lub bezposrednio do ujs¢
naczyn wiencowych. Najczesciej stosowana jest kardioplegia depolaryzujaca,
krystaliczna, o wysokim stezeniu potasu, prowadzaca do zatrzymania serca w
rozkurczu. Inne stosowane skladniki roztworu to: wymiatacze wolnych rodnikow,
czynniki buforujace i substraty energetyczne (Amark i inni, 2005).

Po wykonaniu zasadniczej czesci operacji korekcyjnej i uruchomieniu serca
ma miejsce reperfuzja serca (usuniecie klemu z aorty powoduje przywrocenie
krazenia wiencowego) i rozpoczyna sie proces ogrzewania pacjenta do normotermii.
Po uzyskaniu stabilnej czynnosci serca i wydolnego krazenia nastepuje odtaczenie

ukladu krazenia pozaustrojowego.

2.3.1. Elementy ukladu krazenia pozaustrojowego.

Krazenie pozaustrojowe, niezbedne do korekcji wady serca, wiaze sie z
przeplywem krwi przez sztuczne pluco serce oraz naczynia poza cialem pacjenta.
Krew styka sie z ogromnymi powierzchniami niepokrytymi Srodblonkiem i
poddawana jest niefizjologicznym silom (shear stress). Schemat obrazujacy
podstawowe elementy krazenia pozaustrojowego przedstawiono na Ryc. 2.3.1.
Obecnie stosowany w praktyce klinicznej uklad krazenia pozaustrojowego

przedstawiono na ryc. 2.3.2.
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Ryc.2.3.1. Schemat krazenia pozaustrojowego (Perfusion for congenital heart surgery Notes on

cardiopulmonary bypass for a complex patient population Gregory S. Matte, Boston, 2015)

Ryc.2.3.2. Sztuczne ptuco — serce. Obecnie stosowany zestaw do prowadzenia krazenia pozaustrojowego.
(Perfusion for congenital heart surgery Notes on cardiopulmonary bypass for a complex patient population

Gregory S. Matte, Boston, 2015).
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Zasadniczym elementem ukladu krazenia pozaustrojowego jest sztuczne
ptuco — serce (Ryc.2.3.2.), a wiec oksygenator, w ktorym zachodzi wymiana gazowa
oraz pompa wprawiajaca w ruch krew. Elementy uktadu krazenia pozaustrojowego
polaczone sa drenami, zastepujacymi naczynia tetnicze i zylne. Caly system
zespolony jest z ukladem krazenia pacjenta przy pomocy kaniul. Kaniula tetnicza
wprowadzana jest do aorty wstepujacej i powoduje zwykle nieznacznego stopnia
zwezenie w ukladzie wywolujace turbulencje, wzrost szybkosci przeplywu oraz
uszkadzanie elementow morfotycznych (m.in. hemoliza i uwalnianie hemoglobiny).
Kaniula tetnicza, podobnie jak wszystkie inne elementy, dobierana jest tak, aby
zapewni¢ adekwatny przeplyw 1 minimalny shear stress. Kaniule zylne
wprowadzane sa zwykle do prawego przedsionka lub zyt glownych i zapewniajag
odpowiedni powrot krwi zylnej do oksygenatora. W systemie znajduje sie zbiornik
krwi zylnej pozwalajacy na dostosowanie przeplywu pompy w warunkach
zmieniajacego sie splywu zZylnego oraz regulacje wypelnienia tozyska naczyniowego.

Pompy stosowane do krazenia pozaustrojowego to tzw. Pompy rolkowe
Debakey’a. Moga one generowac zarowno dodatnie jak i ujemne ciSnienie, a
przepltyw krwi w systemie jest funkcja Srednicy drenu i szybkosci obrotow. System
filtrow, stosowanych w kilku miejscach uktadu, pozwala na zabezpieczenie przed
zatorami powietrznymi i tkankowymi.

Oksygenator stanowi element ukladu, w ktéorym ma miejsce wymiana
gazowa, ogrzewanie i ochladzanie krwi oraz podaz gazéw anestetycznych. Zawiera
on najwieksza objetos¢ ukladu i w najwiekszym stopniu odpowiedzialny jest za
generowanie odpowiedzi zapalnej. W trakcie operacji na otwartym sercu najczesciej
stosowane sa obecnie oksygenatory zawierajace mikro-wilokna (hollow fiber)
zbudowane z silikonowej blony polprzepuszczalnej. Przez widokna otoczone krwig
przechodzi mieszanina gazéw oddechowych (blood outside fiber oxygenator) lub
krew przeplywa przez widkna otoczone gazem (blood inside fiber oxygenator).

Typowo, w ukltadzie krazenia pozaustrojowego znajduja si¢ napedzane
oddzielnymi pompami system do podawania roztworu kardioplegicznego oraz uklad
ssakow wspomagajacych odsysanie krwi wyczyniajacej si¢ w obreb pola
operacyjnego. Dodatkowo uklad zawiera wymiennik ciepta oraz system czujnikow,

monitorow i blokad bezpieczenstwa sprzezonych z komputerem centralnym,
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umozliwiajacych precyzyjna regulacje 1 bezpieczne prowadzenie krazenia
pozaustrojowego.

Materialy stosowane do produkcji elementow ukladu sa biokompatybilne i
pokryte od wewnatrz heparyna, w celu zmniejszenia uogolnionej odpowiedzi

zapalne;j.

2.3.2. Prowadzenie krazenia pozaustrojowego.

Krazenie pozaustrojowe w kardiochirurgii stosowane jest w celu zastapienia
pracy serca i pluc, w trakcie operacji na otwartym sercu. Pozwala ono takze na
ochtadzanie lub ogrzewanie pacjenta, precyzyjne dostosowywanie przeptywu oraz
objetosci krwi krazacej, oraz dokladne monitorowanie parametrow zwigzanych z
krazeniem i oddychaniem. Wprowadza jednak niefizjologiczne Srodowisko, z
ktorym styka sie krew. Ogromna powierzchnia drendéw, filtrow, oksygenatora i
kaniul nie pokryta srodblonkiem uruchamia kaskade niepozadanych efektow.
Okres prowadzenia krazenia pozaustrojowego porownywany jest do sytuacji
kontrolowanego wstrzasu, w ktorym narzady perfundowane sa pod nizszym
ciSnieniem, przeplyw ma charakter niepulsacyjny i stosuje sie hemodilucje oraz
hipotermie.

Uklad krazenia pozaustrojowego wypelniany jest przed operacja tzw.
roztworem poczatkowym (priming). Objetosc tego roztworu dostosowywana jest do
wskaznikow masy i wzrostu pacjenta. Najczesciej jest to wieloelektrolitowy roztwor
krystaloidow z dodatkiem masy erytrocytarnej oraz lekow, w tym m.in.
antybiotykow, heparyny, sterydow oraz mannitolu. Dodatkowa objetosS¢, oprocz
poczatkowego wypelnienia ukladu powoduje zaplanowana hemodilucje, ktora
przyczynia sie do zmniejszenia lepkosci krwi w trakcie hipotermii i poprawia jej
wlasciwosci reologiczne. Zmniejsza rowniez tendencje do osadzania bialkowych
elementow krwi na nie pokrytych Srodblonkiem powierzchniach.

Stosowanie hipotermii pozwala na zmniejszenie tempa metabolizmu
kluczowych narzadow (mozg, serce, nerki) i tkanek oraz zapotrzebowania
organizmu na tlen. Pozwala to na lepsza protekcje przed skutkami niedotlenienia,
zmniejszenie przeplywu krwi w trakcie operacji (lepsza ekspozycja odpowiednich

struktur w polu operacyjnym), zmniejsza takze nasilenie odpowiedzi zapalnej,
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stresu oksydacyjnego oraz zahamowanie apoptozy. Wraz 2z obnizaniem
temperatury zwieksza sie rozpuszczalnos¢ CO2, co powoduje zmniejszenie jego
stezenia we krwi, cho¢ catkowita jego zawartosc¢ pozostaje niezmieniona. W zwiazku
z tym prowadzenie krazenia pozaustrojowego wymaga dostosowania strategii
regulacji gospodarki kwasowo — zasadowej. W tym zakresie stosowane sg dwie
podstawowe metody.

Strategia pH stat oparta jest na utrzymywaniu statego pH ok. 7.4 i pCO2 ok.
40 mmHg niezaleznie od temperatury. Parametry te mierzone sa dla temperatury
37 C, a wartosci gazometryczne korygowane matematycznie przy pomocy
odpowiednich normogramow. W miare chlodzenia, krew staje si¢ coraz bardziej
alkaliczna (uwzgledniajac matematycznie efekt temperatury). W celu korygowania
alkalicznego pH do ukladu dostarcza sie COz, tak aby pH skorygowane do
temperatury utrzymac¢ na poziomie 7.4. Jest to stan kwasicy oddechowej i
hypercarbii.

Strategia alpha stat oparta jest na zasadzie utrzymania statego stosunku
jonow wodorowych do wodoroweglanowych. pH krwi zmienia sie w miare zmian
temperatury, a pacjent pozostaje w stanie zasadowicy oddechowej i hipokapnii. W
praktyce, wentylacja oksygenatora utrzymywana jest na poziomie odpowiadajacym
normotermii (utrzymanie stalego poziomu pCO2 odpowiadajacemu pH ok. 7.4 w
temp 37C) bez wzgledu na glebokosc¢ hipotermii. Ta hiperwentylacja w hipotermii
prowadzi do spadku pCO2 i wzrostu pH, gdy jednak wartosci te zostana
matematycznie skorygowane do temperatury pacjenta, pozostaja one w przyjetym

zakresie normy.

2.4. Efekty krazenia pozaustrojowego stosowanego podczas korekcji

wad wrodzonych serca.

2.4.1. Uogolniona odpowiedz zapalna (SIRS)

Glownym elementem odpowiedzi stresowej wplywajacym na przebieg
pooperacyjny oraz profil hemodynamiczny po operacji korekcji wady wrodzonej
serca jest aktywacja uogolnionej (SIRS) i lokalnej odpowiedzi zapalanej (Wernovsky
iinni, 1995), (Hirsch i inni, 1998). Kryteria SIRS w populacji dzieciecej opracowane
zostaly i opublikowane w 2005 roku przez miedzynarodowa konferencje

(International Pediatric Sepsis Consensus Conference). Wedlug tego konsensusu
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SIRS zostal zdefiniowany jako niespecyficzny uogoblniony proces =zapalny,
przebiegajacy bez zakazenia i stanowiacy reakcje na uraz (np. oparzenie, zabieg
operacyjny, zapalenie trzustki itp.). Przy tym spelnione musza byc¢ przynajmniej
dwa z czterech kryteriow: nieprawidlowa temperatura ciala, nieprawidtowa liczba
leukocytow, tachykardia, tachypnoe (Goldstein, Giroir i Randolph, 2005).
Najistotniejszym czynnikiem wywolujacym odpowiedz zapalng (Larmann i
Theilmeier, 2004), (Serrano i inni, 2010) w trakcie korekcji wady wrodzonej serca,
jest uzycie krazenia pozaustrojowego. Czynnikami wyzwalajacymi reakcje sa:
aktywacja komorek w wyniku kontaktu krwi ze sztucznymi materiatami elementow
ukladu krazenia pozaustrojowego, mechaniczne sily zcinania, laminarny, nie-
pulsacyjny przeptyw krwi, niskie ciSnienie tetnicze, uraz chirurgiczny,
niedokrwienie i reperfuzja tkankowa, zmiany temperatury, hemodilucja z wzgledna
anemia, przetaczanie obcych produktow krwi, hypotermia, podaz heparyny i
protaminy, uwolnienie endotoksyny.

W przebiegu uogolnionej reakcji zapalnej pobudzanej w trakcie operacji serca
u dzieci dochodzi do aktywacji biologicznych kaskad humoralnych oraz zwiazanych
z komorkami. Aktywacji ulega uklad dopelniacza, uktad krzepniecia i fibrynolizy.
Dochodzi do uwolnienia cytokin prozapalnych (IL-1, IL-6), czynnika martwicy guza
(TNFa), aktywacji leukocytow wraz z ekspresja molekul adhezyjnych, uwolnienia
chemokin (IL-8, MCP - monocyte chemoatractant protein), produkcji wolnych
rodnikow tlenowych, metabolitow kwasu arachidonowego, czynnika aktywacji
plytek (PAF), endoteliny, bialek ostrej fazy (pentraksyna) i enzymow
proteolitycznych. Dochodzi do dysfunkcji sSrodbtonka i inicjacji uktadu krzepniecia.
Ta ztozona kaskada zmian przeklada si¢ na rozwéj powiktan pooperacyjnych takich
jak niewydolnosc¢ serca, niewydolnoS¢ oddechowa, zaburzenia funkcji nerek,
zaburzenia krzepniecia, dysfunkcja watroby i jelit, rozwija sie capilary leak
syndrome i zespo6l niewydolnosci wielonarzadowej (MOF) (Warren i inni, 2009),
(Durandy, 2014).

Aktywacja ukladu dopelniacza nastepuje poprzez uruchomienie drogi
alternatywnej (stymulacja przez powierzchnie ciala obcego, kontakt z endotoksyna,
kalikreina, plazmina, trombina) i / lub klasycznej (protamina) (Steinberg,
Kapelanski, Olson i Weiler, 1993). W efekcie powstaja fragmenty C3a i Cba.

Podanie protaminy w celu odwrocenia dzialania heparyny aktywuje uktad
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dopelniacza droga klasyczna, z wytworzeniem fragmentow C4a i nastepnie C3a.
Aktywne fragmenty uktadu dopeilniacza powoduja uwalnianie histaminy przez
mastocyty i bazofile, zwiekszaja przepuszczalnos¢ naczyn, stymuluja leukocyty do
uwalniania wolnych rodnikow tlenowych i enzymow lizosomalnych. C3a jest silnym
stymulatorem agregacji plytek natomiast C5a stymuluje agregacje neutrofili i ich
adhezje do komorek srodblonka. Produkcja fragmentow C3a i C5a przyczynia sie
do powstawania C5b-9 - kompleksu atakujacego btony komoérkowe (po potaczeniu
z C6, C7, C81i C9). Kompleks ten tworzy kanatl przezblonowy umozliwiajacy naplyw
jonow i wody do wnetrza komorek, co zakloca rownowage osmotyczna i doprowadza
w rezultacie do lizy i Smierci komoérek (Ryc.3.4.1). Dodatkowo kompleks C5b-9
stymuluje ekspresje molekul adhezyjnych w obrebie leukocytow oraz sekrecje
limfokin i chemokin. Aktywacja ukladu dopelniacza prowadzi do skurczu
miesniowki gladkiej naczyn, wzrostu ich przepuszczalnosci, aktywacji neutrofili
oraz produkcji wolnych rodnikow tlenowych. W wielu doniesieniach korelowano
stopien aktywacji skladnikow komplementu z czestoscia powiktan pooperacyjnych,
koniecznoscia przedtuzonego wspomagania oddechu, czasem pobytu na
intensywnej terapii, krwawieniem pooperacyjnym, niestabilnoscia
hemodynamiczng czy ostrym uszkodzeniem ptuc (ALI, acute lung injury) (Seghaye
M. i inni, Complement activation during cardiopulmonary bypass in infants and
children. Relation to postoperative multiple system organ failure, 1993),

(Tennenberg, Clardy, Bailey i Solomkin, 1990).
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Ryc. 2.4.1. Schemat aktywacji uktadu dopeliacza. M.Ch. Seghaye. The clinical implications of the systemic

inflammatory reaction related to cardiac operations in children. Cardiol Young 2003; 13: 228-239

Podobne mechanizmy moga doprowadzi¢c do aktywacji neutrofili. Kontakt z
powierzchnia ciala obcego, dzialanie endotoksyny, wplyw cytokin, sktadnikow
dopelniacza oraz niedokrwienia i reperfuzji prowadza do wzrostu adhezji neutrofili
oraz ich migracji z nastepowym wydzielaniem proteaz oraz wolnych rodnikéow
tlenowych. Dochodzi do uszkodzenia bariery sSrodbtonkowej i rozwoju tzw. Capilary
leak syndrome (Boyle, Pohlman, Johnson i Verrier, 1997).

Aktywowane neutrofile stanowia glowne zrodlo produktéw rozpadu kwasu
arachidonowego tj. prostanoidow (prostaglandyny, tromboksany) i leukotrienow.
Aktywacja kaskady kwasu arachidonowego nastepuje pod wplywem roznego
rodzaju bodzcow zapalnych i zwigzana jest z pobudzeniem cyklooksygenazy i
fosfolipazy A2 (Downing i Edmunds, 1992). Zrodtem kwasu arachidonowego sa
przede wszystkim neutrofile, ale produkowany jest on takze w duzej iloSci w
ptucach. Tromboksan A2 znany jest jako substancja obkurczajaca naczynia i
promujaca agregacje plytek. Produkowany jest glownie przez plytki krwi, ale takze
w duzych ilosciach w plucach. Prostaglandyna E1, E2 i prostacyklina maja
dzialanie rozszerzajace naczynia i antyagregacyjne na plytki. W ten sposob
rownowaza one dzialanie tromboksanu A2. Leukotrien B4 jest silnym
chemoatraktantem, ktory wpltywa na przepuszczalnos¢ naczyn krwionosnych oraz

adhezje leukocytow. Jak wykazano, produkcja substancji pochodnych kwasu
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arachidonowego jest zalezna od wieku i bardziej nasilona jest u dzieci mtodszych
(Greeley, Bushman, Kong, Oldham i Peterson, 1988).

Monocyty, makrofagi, limfocyty i komoérki srodbtonka produkuja cytokiny.
Bodzcem stymulujacym sg procesy zachodzace podczas niedokrwienia i reperfuzji,
aktywacja ukladu dopelniacza, uwalnianie endotoksyny. Najistotniejszymi
cytokinami produkowanymi podczas krazenia pozaustrojowego sa cytokiny
dzialajace prozapalnie: TNF, Interleukina 1, interleukina 6, interleukina 8.
Cytokiny o dziataniu przeciwzapalnym to IL 10 oraz antagonista receptora IL-1 (IL-
1ra). TNF, IL-1, IL-6 i IL-8 biora udzial w ostrej odpowiedzi zapalnej. TNF oraz IL-1
inicjuja odpowiedz zapalna i dzialaja pirogennie. TNF bierze udzial w interakcji
pomiedzy leukocytami i endotelium, a jego podwyzszony poziom u dzieci po
operacjach serca 2z uzyciem krazenia pozaustrojowego zwigzany jest z
pooperacyjnym capilary leak syndrom (Chew i inni, 2001). Wykazano rowniez jego
efekt inotropowo ujemny w dziataniu na serce (Hansen i inni, 1994). Interleukina
6 dziata na limfocyty B oraz hepatocyty, stymulujac je do produkcji bialek ostrej
fazy (pentraksyna - CRP). Produkcja interleukiny 10 oraz IL1-ra stymulowana jest
przez IL-6 i ich rola polega na hamowaniu produkcji cytokin prozapalnych.

Bialka ostrej fazy, ktorych produkcja stymulowana jest przez cytokiny
prozapalne w watrobie. Biatko C-reaktywne pelni funkcje opsoniny, ktora pobudza
uklad dopelniacza. Przyczepia sie¢ ono do ligandéw pojawiajacych sie wskutek
Smierci komorek i utatwiaja ich opsonizacje i usuwanie. Stezenie pentraksyny w
surowicy krwi skorelowane jest rowniez z niedokrwieniem i reperfuzja miesnia
sercowego. Poziom pentraksyny wzrasta w ciggu kilku godzin od niedokrwienia i
znana jest jako wczesny marker uszkodzenia niedokrwiennego serca.

Silnym aktywatorem kaskady zapalnej jest endotoksyna. Podczas trwania
krazenia pozaustrojowego jej poziom rosnie. Najbardziej prawdopodobnym zZrodtem
endotoksyny jest przewod pokarmowy. Niedokrwienie Sluzowki jelit oraz zmiana
przeptywu z pulsacyjnego na laminarny powoduja zwiekszenie przepuszczalnosci
blony sluzowej jelit i przedostawanie si¢ endotoksyny do krwiobiegu (Wan, LeClerc
i Vincent, 1997). Endotoksyna powoduje aktywacje uktadu dopetniacza na drodze
alternatywnej i uwalnianie szeregu cytokin prozapalnych takich jak czynnik

martwicy guza (TNF-alfa).
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Mtodszy wiek dziecka oraz nizsza masa ciala powoduja, ze opisane procesy
sg bardziej nasilone i inaczej przebiegaja w porownaniu z pacjentami doroslymi.
Zwiazane jest to z ogromna dysproporcja pomiedzy powierzchnia i objetoscia
ukladu do krazenia pozaustrojowego a powierzchnia i objetoscia ukladu
naczyniowego pacjenta, wiekszymi potrzebami metabolicznymi, a co za tym idzie
koniecznoscia generowania wiekszego rzutu oraz zwiekszona reaktywnoscia i
niedojrzatoscig lozyska plucnego. Podobnie niedojrzatos¢ innych narzadow (takich
ja nerki, mozg, serce) powoduje, ze ryzyko krazenia pozaustrojowego jest wieksze
w populacji dzieciecej. Szczegolny nacisk kladzie si¢ na niedojrzaly mozg. Obszary
mozgu o szczegolnie wysokiej aktywnosci metabolicznej narazone sa na
niedotlenienie, uszkodzenie poreperfuzyjne czy obrzek (Chugani, 1998).
Niedojrzatosc¢ ptuc predysponuje do wiekszego nasilenia obrzeku srodmigzszowego,
obrzeku phuc i nadcisnienia ptucnego (Vidal Melo, 2004). Niedojrzalos¢ nerek wiaze
sie z wuposledzong autoregulacja, zmniejszona zdolnoscia do koncentracji,
reabsorpcji i wydalania sodu oraz regulacji rownowagi kwasowo — zasadowej (Bestic

i Reed, 2005).

2.4.2. Zmiany ukladowe i narzadowe

W trakcie krazenia pozaustrojowego uposledzone zostaje w znacznym stopniu
zarowno krazenie plucne jak i systemowe. Zwigzane z tym objawy niewydolnosci
krazeniowo oddechowej (zespol malego rzutu serca) po zakonczeniu krazenia
pozaustrojowego, w populacji dzieciecej obserwowany jest w codziennej praktyce.

Efekty uboczne dzialania krazenia sa nastepstwem dzialania skrajnie
niefizjologicznych warunkow prowadzacych do aktywacji komorek w kontakcie z
powierzchnia drenow, mechanicznym stresem (sila Scinajaca, shear stress),
niedokrwieniem tkanek, niskim ciSnieniem perfuzji oraz brakiem perfuzji
pulsacyjnej, hemodilucja i hipotermisg.

Kontakt z powierzchnia ciata obcego indukuje produkcje kinin osoczowych
prowadzac do rozszerzenia lozyska naczyniowego, wzrostu przepuszczalnosci
naczyn oraz chemotaksji neutrofili. Uruchomione zostaja procesy fibrynolizy i
krzepniecia. Podczas krazenia pozaustrojowego, aktywacja czynnika XII do
czynnika Xlla katalizuje konwersje prekalikreiny do kalikreiny. Kalikreina

aktywuje czynnik XII (sprzezenie zwrotne dodatnie) oraz bierze udzial w produkcji
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bradykininy (Mojcik i Levy, 2001). Kininy osoczowe dzialaja poprzez zlokalizowane
w wielu komorkach receptory Bl i B2. Ich aktywacja prowadzi do uwolnienia
wapnia, produkcji tlenku azotu, eikozanoidow, wolnych rodnikéw oraz cytokin. W
mozgu moze wplywaC na wzrost przepuszczalnosci bariery krew — mozg po
niedokrwieniu i reperfuzji prowadzac do obrzeku oraz zaburzen przepltywu
mozgowego (Abbott, 2000).

Aktywowany czynnik XII (XIIa) prowadzi do aktywacji bradykininy i aktywuje
wewnatrzpochodna droge aktywacji ukladu krzepniecia, natomiast uszkodzenie
naczyn prowadzi do wzrostu ekspozycji na czynnik tkankowy i aktywacje
zewnatrzpochodnej drogi krzepniecia, dodatkowo stymulujac kaskade krzepniecia.
Produkty kaskady krzepniecia oraz fibrynolizy, czynnik Xlla oraz formowanie
komplekséw heparynowo - protaminowych aktywuje klasyczna droge ukladu
dopelniacza.

Krazenie pozaustrojowe stanowi dla ustroju ogromny bodziec prozakrzepowy.
Stosowanie heparyny hamuje formowanie skrzepow, nie zabezpiecza jednak przed
dzialaniem tkankowych aktywatorow krzepniecia, ktore znajduja sie na
aktywowanych komorkach s§rédblonka i monocytach. Powoduje to aktywacje
zewnetrznej drogi krzepniecia przez kontakt z czynnikiem VII i konwersje
protrombiny w trombine. Trombina posiada réwniez wlasciwosci prozapalne.
Poprzez pobudzanie ekspresji P-selektyny w komorkach srodblonka i aktywacje
neutrofili oraz uwalnianie prozapalnych i chemotaktycznych cytokin (Levy i
Tanaka, 2003).

Poszczegolne elementy odpowiedzi zapalnej powiazane sprzezeniami
zwrotnymi prowadzi¢ moga do obrazu klinicznego, ktory czesto obserwowany jest
u dzieci po korekcji wady wrodzonej serca. Koncowym rezultatem reakcji
organizmu na krazenie pozaustrojowe moze byc¢ uszkodzenie Srodblonka, wzrost
przepuszczalnosci naczyn oraz dysfunkcja wielonarzadowa.

Roznego stopnia zaburzenia krazeniowo — oddechowe obecne sa u wszystkich
dzieci po operacjach z uzyciem krazenia pozaustrojowego. Bodzcami powodujacymi
dysfunkcje serca sa zaklemowanie aorty, niedokrwienie i reperfuzja oraz
mechaniczne uszkodzenie serca w trakcie wykonywania operacji. Po wykonaniu
zabiegu korekcyjnego i usunieciu klemu z aorty, serce jest reperfundowane przez

szereg aktywowanych w trakcie krazenia pozaustrojowego elementow krwi

24



(leukocyty, plytki krwi, cytokiny i czynniki prozapalne wydzielane do krazenia),
ktore wchodzg w interakcje z niedokrwionym Srodbtonkiem. Uszkodzenie
niedokrwienne serca oraz skutki krazenia pozaustrojowego nakladaja sie¢ na siebie
i stanowia glowny element powodujacy dysfunkcje miesnia sercowego po
operacjach kardiochirurgicznych (Hovels-Gurich i inni, 2002). Stopien dysfunkc;ji i
uszkodzenia serca skorelowany jest z aktywnoscia markerow niedokrwienia
(troponiny, CKMB) oraz koniecznoscia wspomagania farmakologicznego we
wczesnym okresie pooperacyjnym (indeks katecholamin). Troponiny (TnT, Tnl) sa
bardzo czulymi wskaznikami niedokrwienia miesnia sercowego. Troponina I w
obrebie miofiliamentoéw wigze sie z aktyng biorac udzial w formowaniu kompleksow
aktynowo — tropomiozynowych. Niedokrwienie powoduje uwolnienie Tnl do krwi
obwodowej, co wykorzystywane jest jako marker uszkodzenia serca. Mniej
specyficznym wskaznikiem uszkodzenia mieSnia sercowego jest kinaza
kreatyninowa (CKMB). Stezenie frakcji MB wzrasta znacznie po niedokrwieniu
serca. CKMB jest enzymem cytoplazmatycznym bioracym udzial w katalizowaniu
reakcji przekazywania bogatych energetycznie grup fosfatowych pomiedzy ATP,
ADP i fosfokreatyna (Zhang i inni, 2012).

Krazenie pozaustrojowe wpltywa réwniez na funkcje ptuc. W trakcie operacji
ptuca zaopatrywane sa tylko przez naczynia oskrzelowe. W efekcie dzialania
krazenia pozaustrojowego, dochodzi do wzrostu oporu w naczyniach ptucnych,
spadku podatnosci ptuc, zmniejszenia czynnosciowej pojemnosci ptuc, zaburzen
wentylacji i przeplywu, wzrostu przecieku nieutlenowanej krwi przez ptuca oraz
spadku aktywnosci surfaktantu (Vidal Melo, 2004). Hemodilucja, stosowana w
trakcie krazenia pozaustrojowego, zwieksza ucieczke plynow do przestrzeni
zewnatrznaczyniowej poprzez zmniejszenie ciSnienia onkotycznego. Niedokrwienie
i reperfuzja powoduja zaburzenia Srodbtonkowej regulacji oporu naczyniowego phuc
(Serraf i inni, 1997), a sekwestracja neutrofili w krazeniu plucnym, razem z
aktywacja dopelniacza, uwalnianiem cytokin i leukotrienow moga prowadzi¢ do
uszkodzenie blony pecherzykowo — naczyniowej i dalszego nasilenia obrzeku ptuc.

Funkcje nerek u dzieci z wadami wrodzonymi serca, czesto zaburzone sa juz
przed operacja korekcji wady. Filtracja klebkowa oraz zdolnos¢ nerki do

zageszczania moczu nie sa calkowicie wydajne w niedojrzatych nerkach
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noworodkow i mlodych niemowlat. Niedokrwienie nerek, brak przeptywu
pulsacyjnego oraz mediatory procesu zapalnego dodatkowo uposledzaja funkcje
tego narzadu. Uwalnianie substancji naczynioskurczowych (wazopresyna,
tromboksan), oraz stosowanie katecholamin o takim dziataniu prowadza do
zaburzenia perfuzji nerek oraz pobudzenia ukladu renina - angiotensyna -
aldosteron, co dodatkowo obkurcza naczynia nerkowe. Dysfunkcja nerek prowadzi
do retencji pltynow, zaburzen wodno — elektrolitowych, retencji metabolitow (w tym
substancji zwiazanych z odpowiedzia zapalna), obrzeku pluc i koniecznosci
przedtuzonego wspomagania oddechu.

Rozwijajacy sie i dojrzewajacy mozg jest szczegolnie podatny na uraz
powodowany przez niedokrwienie — reperfuzje oraz mediatory procesu zapalnego
(Wernovsky, Shillingford i Gaynor, Central nervous system outcomes in children
with complex congenital heart disease, 2005). Mechanizm uszkodzenia
osrodkowego ukladu nerwowego w trakcie krazenia pozaustrojowego zwiazany
moze by¢ z zaburzeniami autoregulacji krazenia moézgowego i perfuzji mozgu,
uszkodzeniem zwiazanym reperfuzja, odpowiedzia zapalna oraz krwawieniem i
zatorami. Zaburzenia te moga nakladac si¢ na istniejace przed operacja wady
wrodzone lub nabyte uszkodzenia OUN. Objawy uszkodzenia osrodkowego uktadu
nerwowego, obok typowych objawow ogniskowych lub drgawek moga takze
obejmowac hipotonie objawy piramidowe, zaburzenia napiecia migeSniowego oraz

zaburzenia w odzywianiu (Mahle, 2001).

2.5. Strategie ograniczajace odpowiedz zapalna stosowane w trakcie
krazenia pozaustrojowego
Strategie zmierzajace do ograniczenia odpowiedzi zapalnej u dzieci
poddawanych operacji z uzyciem krazenia pozaustrojowego, zogniskowane sa na
zmniejszeniu ilosci powiklan i Smiertelnosci pooperacyjnej. W szczegolnosci ich
celem jest poprawa wydolnosci serca i ukladu krazenia, poprawa funkcji ptuc i
wymiany gazowej, eliminacja capilary leak syndrome i dysfunkcji narzadow
wlaczajac osrodkowy uktad nerwowy.
Najczesciej stosowanym w klinice elementem strategii ograniczajace;j
odpowiedz zapalna jest podaz sterydu do ukladu krazenia pozaustrojowego.

Wykazano, ze hamuje on produkcje czynnikow prozapalnych i zwieksza produkcje
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czynnikow przeciwzapalnych. Hamuje aktywacje dopelniacza oraz produkcje I1-1,
I1-6, 11-8, leukotrienow, endotoksyny i TNFa jednoczesnie nasilajac produkcje IL-4
i [1-10. Badania prowadzone zarowno na modelu zwierzecym jak i u dzieci z
wadami wrodzonymi serca, ktorym podawano 30 mg/kg Solu—-Medrolu, wykazaty
mniejsza retencje plynow oraz lepsza funkcje ptuc (Lodge, Chai i Dagget, 1999),
(Bronicki, Backer i Baden, 2000). Podaz dexamethasonu (1mg/kg) sprzezona byta
takze ze zmniejszeniem poziomu troponiny I, sugerujac dodatkowy mechanizm
kardioprotekcyjny (Checchia i inni, 2003).

Innym czynnikiem stosowanym w celu ograniczenia odpowiedzi zapalnej na
krazenie pozaustrojowe, zarowno w populacji dzieci, jak i u dorostych, jest
aprotynina — niespecyficzny inhibitor proteaz serynowych. Wiaze sie ona w sposob
odwracalny z aktywnymi czeSciami plazminy, kalikreiny i trypsyny prowadzac do
zahamowania aktywnosci tych proteaz, a takze trombiny i elastazy. Ogranicza ona
rowniez aktywacje plytek i leukocytow w trakcie krazenia pozaustrojowego
(Edmunds, Ellison i Colman, 1982). Poza ograniczeniem krwawien pooperacyjnych
i poprawa funkcji pltytek krwi, wykazano, ze wplywa ona rowniez na zmniejszenie
krazacych produktow rozpadu fibrynogenu, ktore dzialaja prozapalnie (Mojcik i
Levy, 2001).

Pomimo wysilkow zmierzajacych do zmniejszenia objetosci ukladow
stosowanych do krazenia pozaustrojowego, noworodki i mate niemowleta narazone
sa najbardziej na zaburzenia wodno - elektrolitowe oraz zaburzenia objetosci
krazacych pltynéw ustrojowych. Uzycie zmodyfikowanej hemofiltracji (hemofiltracja
po zakonczeniu krazenia pozaustrojowego) pozwolilo na zmniejszenie wahan
objetosci pltynow ustrojowych, hemodilucji, poprawe funkcji serca i ptuc oraz
skrocenie czasu wspomagania oddechu. Wykazano, 2e zmodyfikowana
ultrafiltracja usuwa w efektywny sposob cytokiny prozapalne takie jak IL-6, IL-8
oraz TNF (Gaynor, 1998).

Uzywane sa rowniez strategie prowadzace do modyfikowania powierzchni
ukladu krazenia pozaustrojowego, na ktora eksponowana jest krew pacjenta.
Uktady pokryte heparyna zmniejszyly stopien aktywacji ukladu dopelniacza,
synteze hemokin oraz degranulacje neutrofili i plytek. Wykazano rowniez
zmniejszenie syntezy leukotrienu B4, prostaglandyny E2 oraz tromboksanu B2

(Lappegard i inni, 2005). Uzycie poli-2-methoxyethylakrylatu do pokrycia
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powierzchni ukladu pozwolilo na efektywniejsze zahamowanie aktywacji uktadu
dopelniacza, zmniejszenie produkcji IL-6 i IL-8 oraz poprawe funkcji phuc
(Gunaydin i inni, 2002).

Inne badane strategie ograniczenia odpowiedzi zapalnej w trakcie krazenia
pozaustrojowego obejmuja uzycie przeciwcial przeciwko skladnikom ukladu
dopelniacza oraz rekombinowanego receptora dopelniacza CR-1 (TP-10).
Stosowanie przeciwcial przeciwko skladnikowi C5 u pacjentow poddawanych
krazeniu pozaustrojowemu powodowalo zahamowanie aktywacji ukladu
dopelniacza, lepsza funkcje miesnia sercowego, zmniejszenie objetosci krwawienia
pooperacyjnego oraz wystepowania deficytow poznawczych (Fitch i inni, 1999).
Podawanie rekombinowanego CR-1 przyczynialo sie do lepszej protekcji miesnia
sercowego i ptuc (Chai i inni, 2000).

Glownym czynnikiem kontrolujacym ekspresje genow odpowiedzialnych za
regulacje odpowiedzi zapalnej jest tzw. czynnik jadrowy kappa B (nuclear factor
kappa B; NF-kB). Jest to heterodimer skladajacy sie z dwoch podjednostek pS0 i
p65, ktory w normalnych warunkach zwigzany jest z jednostka inhibitorowa (IxB),
zapobiegajaca przechodzeniu czynnika do jgdra komorkowego. Po stymulacii,
jednostka IkB ulega fosforylacji i degradacji, a biatko kappa B przechodzi do jadra
komorkowego, gdzie reguluje transkrypcja czynnikow zapalnych takich jak TNFa,
IL-1B, IL-6, chemokina IL-8, enzymy (syntaza tlenku azotu, cyklooksygenaza,
lipooksygenaza, fosfolipaza A2, oraz czynniki adhezyjne (ICAM-1, VCAM-1,
selektyna-E) (Barnes i Karin, 1997). Biatko kappa B moze by¢ stymulowane przez
wiele roznych czynnikow, stad dziala ono wzmacniajaco na mechanizmy zapalne.
Wyniki licznych badan sugeruja, ze sterydy moga hamowac¢ NF-kB i zmniejszac
produkcje molekutl adhezyjnych i aktywacje leukocytow (Barnes i Karin, 1997).

Odpowiedz na zastosowanie krazenia pozaustrojowego obejmuje pobudzenie
szeregu petli sprzezenia zwrotnego dodatniego i powielajacych sie kaskad. Natura
opisanych procesow powoduje, ze nie opracowano dotad dobrej strategii
modulowania odpowiedzi zapalnej i zapobiegania jej efektom. Odpowiedz zapalna
ma ogromny wplyw na wyniki leczenia w grupie najbardziej podatnych pacjentow
tj. dzieci ze zlozonymi wadami serca. Poddawane sa one kompleksowym,
dlugotrwalym procedurom z zastosowaniem krazenia pozaustrojowego, hipotermii

i zatrzymania serca przy pomocy kardioplegii. Wobec powyzszych faktow wydaje
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sie, ze stosowanie strategii oddzialywania na rézne mechanizmy lub punkty
uchwytu, moze przynieS¢ pozadany efekt, bez wywolywania niekorzystnych

skutkow ubocznych.

2.6. Tlenek azotu i jego rola w leczeniu wad wrodzonych serca.

Tlenek azotu (NO) jest bezbarwnym, bezwonnym i stabo rozpuszczalnym w
wodzie gazem. W organizmie cztowieka powstaje dzieki zlozonemu ukladowi
enzymatycznemu - syntetazie tlenku azotu (NOS). NOS wiaze dinukleotyd
flawinoadeninowy (FAD), mononukleotyd flawinowy (FMN), hem,
tetrahydrobiopteryne (BH4) i kalmoduline. W efekcie z L-argininy i tlenu powstaje
tlenek azotu i L-cytrulina. Znane sa trzy rozne izoformy NOS kodowane przez rozne
geny. Neuronalna NOS (NOS I) obecna w komoérkach osrodkowego i obwodowego
ukltadu nerwowego. Indukowana NOS (NOS II) jest wytwarzana w odpowiedzi na
bodzce zapalne. Dziala w komoérkach ukladu immunologicznego, takich jak
neutrofile i makrofagi. Wystepuje takze w innych liniach komoérkowych np. w
hepatocytach. Srédblonkowa NOS (NOS III) jest stale wytwarzana w komoérkach
sSrodbtonka i pelni role w procesie rozszerzania naczyn. (Bhatraju, Crawford, Hall i
Lang, 2015).

Endogenny NO powoduje rozluznienie miesni gladkich. Odbywa sie to na
drodze aktywacji cyklazy guanylanowej, co podnosi poziom wewnatrzkomorkowego
cGMP i hamuje wchodzenie wapnia do komorki, wywolujac rozkurcz miesni
gladkich. Rowniez poprzez aktywacje kanalow potasowych dochodzi do
hiperpolaryzacji komorkowej, stymulacja zaleznej od cGMP kinazy bialkowej i
defosforylacji tancucha lekkiego miozyny, co powoduje rozkurcz miesni gtadkich.

Egzogenny NO w postaci wziewnej ma podobny mechanizm dzialania w
tozysku naczyniowym ptuc. Po zainicjowaniu rozkurczu miesni gtadkich naczyn,
czasteczka NO dyfunduje do krwiobiegu, gdzie taczy sie z zelazem w hemoglobinie,
tworzac methemoglobine i ulega inaktywacji. Dlatego czasteczka NO nie wywiera
praktycznie zadnego wplywu rozszerzajacego na naczynia systemowe. (Steudel,
Hurford i Zapol, 1999)

Wplyw tlenku azotu na systemy biologiczne rozciaga sie daleko poza funkcje
naczynioruchowa. W rzeczywistosci, NO odgrywa podwojna role zaréowno jako

mediator pro- i przeciwzapalny. Ponadto, NO hamuje reakcje leukocytow, obniza
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agregacje plytek, bierze udzial w neurotransmisji, rozszerza oskrzela i lagodzi
reakcje zapalne w takich zaburzeniach jak niedokrwienie czy reperfuzja. W leczeniu
tlenek azotu stosuje sie wziewnie w dawce 1-80 ppm. Ze wzgledu na to, ze jest on
stosowany w polaczeniu z tlenem w réznych stezeniach, dochodzi do powstawania
dwutlenku azotu (NO2), ktory moze dziatac uszkadzajaco na tkanki ptuc. Szybkosc
powstawania NO2 zalezy od stezenia tlenku azotu oraz od stezenia tlenu, dlatego
NO powinien byc¢ stosowany w najmniejszym mozliwym stezeniu tlenu a stezenia
NO i NO2 powinny by¢ stale monitorowane podczas terapii.

W organizmie czasteczka NO wchodzi w reakcje z oksyhemoglobing w efekcie
czego powstaje methemoglobina. Obecnos¢ methemoglobiny przesuwa krzywa
dysocjacji oksyhemoglobiny w lewo, zmniejszajac jej zdolnos¢ do oddawania tlenu.
Stezenie metHb w zakresie 0-15% jest najczesciej bezobjawowe. Przy stezeniach na
poziomie 15-20% rozwija sie sinica. Stezenia powyzej 70% sa Smiertelne. Ryzyko
toksycznosci tlenku azotu zwiazanej z methemoglobinemia jest szczegolnie duze u
noworodkéw - hemoglobina plodowa tlatwiej i szybciej przechodzi w
methemoglobine pod wplywem NO, erytrocyty noworodkéw i wczeSniakow
zawieraja mniejsza ilos¢ reduktazy methemoglobiny. Dlatego nalezy regularnie
monitorowac stezenie methemoglobiny podczas terapii tlenkiem azotu.

W klinice tlenek azotu stosowany jest w leczeniu przetrwalego nadcisnienia
plucnego noworodkow (PPHN), dysplazji oskrzelowo — plucnej oraz zespotlu ostrej
niewydolnosci oddechowej (acute respiratory distress syndrome). Selektywne
rozszerzenie naczyn tozyska plucnego przez podawany wziewnie NO, poprawia
stosunek wentylacji do perfuzji zwieksza utlenowanie krwi i zmniejsza obciazenie
prawej komory serca. Dodatkowa  korzyscia jest przeciwzapalne i
przeciwagregacyjne dziatlanie podawanego wziewnie tlenku azotu (Granger i Kubes,
1996), (Gries i inni, 1998).

W leczeniu nadcisnienia plucnego zwiazanego z wadami wrodzonymi serca
NO stosowany jest od kilku dekad zarowno w celach diagnostycznych (proba z
tlenkiem azotu w trakcie badania hemodynamicznego) jak i terapeutycznych
(Miller i inni, 2000). Szczegolna korzysSc¢ z leczenia tlenkiem azotu podawanym
wziewnie do ukladu oddechowego odnosza dzieci z wadami serca o typie serca

jednokomorowego w trakcie leczenia paliatywnego metoda Fontana.
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Korzystne dziatanie tlenku azotu wykazano rowniez w anemii
sierpowatokrwinkowej, u pacjentow po przeszczepie serca i pluc oraz u pacjentow
leczonych przy uzyciu ECMO.

W badaniach nad mechanizmami niedokrwienia i reperfuzji, badaniach w grupie
pacjentow po przeszczepie watroby, po przebytym zatrzymaniu krazenia i w
kardiochirurgii wykazano dzialanie cytoprotekcyijne, przeciwzapalne,
antyagregacyjne i antyoksydacyjne. (Bacha i inni, 1997), (Siriussawakul, Zaky i
Lang, 2010). Dziala on zatem wielokierunkowo i ma rézne punkty uchwytu. W
pracy przedstawiono wyniki badania wplywu podazy tlenku azotu w trakcie trwania
krazenia pozaustrojowego, wraz z mieszaning gazow oddechowych, bezposrednio

do oksygenatora.
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ZALOZENIA

. Zaburzenia patofizjologiczne powodowane przez wady wrodzone serca oraz

ich chirurgiczne leczenie, z uzyciem krazenia pozaustrojowego, pobudzaja
uogolniona reakcje zapalna. Odpowiedz zapalna ma bezposredni i posredni

wplyw na przebieg i wyniki leczenia pooperacyjnego.

. Podaz tlenku azotu w dawkach farmakologicznych do oksygenatora, w

trakcie krazenia pozaustrojowego, pozwala na uzyskanie jego wysokiej
biodostepnosci w trakcie procesow niedokrwienia, niedotlenienia i reperfuz;ji.
Tlenek azotu moze wywieraC bezposrednie i poSrednie dziatania

farmakologiczne.

. Tlenek azotu stosowany wziewnie moze wywolywac efekt przeciwzapalny,

zmniejsza¢ uszkodzenie niedokrwienno - reperfuzyjne, przyczynia¢ sie do
lepszej protekcji serca i wplywac na przebieg oraz wyniki leczenia

pooperacyjnego.
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4. CEL PRACY

Celem pracy jest ustalenie wplywu podazy tlenku azotu, wraz z mieszaning
gazow oddechowych, do oksygenatora, w trakcie krgzenia pozaustrojowego, na
wywolywane przez operacje korekcji wady serca reakcje zapalna, uszkodzenie

reperfuzyjne serca oraz przebieg leczenia w oddziale intensywnej terapii.

W szczegolnosci planowane jest:

1. Charakterystyka jakosciowa i iloSciowa reakcji zapalnej wywolywanej
podczas korekcji zlozonej wrodzonej wady serca u dzieci z zastosowaniem

krazenia pozaustrojowego.

2. Okreslenie wplywu stosowanego Srodoperacyjnie tlenku azotu na profil
wybranych czynnikow zwigzanych z ostra odpowiedzia zapalna oraz jej
posrednich skutkow zwigzanych z perfuzja narzadowsa i protekcja miesnia

sercowego.
3. Okreslenie wplywu inhalacji tlenku azotu na przebieg kliniczny leczenia w

oddziale intensywnej terapii (powiklania metaboliczne, czas wspomagania

oddechu, czas intensywnej terapii, indeks katecholamin).
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5. MATERIALY I METODY

5.1. Charakterystyka badanej grupy.

Badaniem objeto grupe 30 kolejnych pacjentow ze zloZonymi, siniczymi
wadami serca, ktorzy operowani byli w Klinice Kardiochirurgii Dzieciecej,
Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum. Wsrod nich znalazto sie 6 dzieci
z tetralogia Fallota, 12 z zespolem niedorozwoju lewego serca na réoznych etapach
leczenia paliatywnego, S5 z atrezja zastawki trojdzielnej, 2 z dwuujSciowa komora
prawa, 3 z przelozeniem wielkich pni tetniczych oraz 2 z calkowitym kanalem
przedsionkowo — komorowym (po wczesniejszym paliatywnym zabiegu zwezenia
opaska tetnicy ptucnej). Z badania wykluczono wszystkich pacjentow z prostymi,
bezsiniczymi wadami serca oraz pacjentow operowanych bez uzycia krazenia
pozaustrojowego. Badaniem nie objeto rowniez pacjentow, ktorych opiekunowie
prawni (rodzice) nie wyrazili zgody na wziecie udzialu w projekcie. Wszystkich
pacjentow poddano planowym operacjom korekcyjnym, z uzyciem krazenia

pozaustrojowego.

Tab. 6.1.1 Charakterystyka grupy pacjentéw poddanych badaniu. Dane przedstawiono jako licznosci lub
Srednia +/- SD. NO - tlenek azotu;

Zmienna NO (1) NO (0) P

N (%) 14 (46.7) 16 (53.3) n.s.
Pte¢ meska; N (%) 8 6 n.s.
Pte¢ zenska; N (%) 6 10 n.s.
Wiek (dni) 679.4 £342.4 534 +228.7 n.s.
Masa ciata (kg) 11.4+/-6.4 10.6+/-4.8 n.s.
Zgon 0 0 n.s.

W przedoperacyjnych badaniach diagnostycznych, u wszystkich pacjentow,
zakwalifikowanych do badania, stwierdzono zloZzone, wspoélistniejace zaburzenia

patofizjologiczne tj. przecigzenie ciSnieniowo — objetoSciowe serca, z towarzyszaca
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sinica. U 14 sposrod nich, w sposob randomizowany przez zespol perfuzjonistow, w
trakcie operacji korekcji stosowano tlenek azotu. Gaz podawany byl w trakcie
trwania krazenia pozaustrojowego, bezposrednio do oksygenatora w dawce 20 ppm.
Protokot stosowania tlenku azotu, zgodnie ze wskazaniami klinicznymi oraz
zaleceniami producenta byl identyczny u wszystkich dzieci. U wszystkich 30
pacjentow, standardowo podlaczano zestaw do inhalacji i monitorowania NO do
oksygenatora. W sposob randomizowany wlaczano inhalacje NO do mieszaniny
gazow oddechowych (grupa NO.1.) lub jej nie stosowano i podawano tylko gazy
oddechowe (grupa NO.O. - placebo) (ryc.6.2.1). W Tab. 6.1.1. przedstawiono
charakterystyke badanych grup.

U wszystkich pacjentow, w ramach rutynowych oznaczen hematologicznych
i / lub biochemicznych, wykonywanych w trakcie leczenia operacyjnego lub
intensywnej terapii, pobierano probki krwi (2-3 ml): 1 - przed zabiegiem
operacyjnym - probka referencyjna (w trakcie indukcji znieczulenia, po zalozeniu
inwazyjnego pomiaru ciSnienia tetniczego), 2a - po podlaczeniu krazenia
pozaustrojowego, w trakcie chlodzeniu pacjenta, 2b — po zaklemowaniu aorty i
podaniu kardioplegii — w trakcie krazenia pozaustrojowego po osiagnieciu docelowe;j
hipotermii, 2¢ — po usunieciu klemu aortalnego, w trakcie reperfuzji i ogrzewania
pacjenta, 2d — po reperfuzji serca i odlaczeniu krazenia pozaustrojowego w
normotermii, 3 — w 4. godzinie po operacji, 4 — w 8. godzinie po operacji, 5 - w 12h
po operacji, 6 — w 24h po operacji. Badanie objete byto zgoda Komisji Bioetyczne;j
CMUJ.

5.2. Metody operacyjne. Protoko6l znieczulenia.

Wszystkie operacje w badanej grupie pacjentow przeprowadzono w
standaryzowany, identyczny sposob uzywajac tej samej metodologii i technologii.
Korekcji wady dokonywano w znieczuleniu ogolnym, przy uzyciu krazenia
pozaustrojowego i hipotermii ogolnej.

Znieczulenie ogolne prowadzono przy pomocy diazepamu, fentanylu i bromku
pankuronium. Po indukcji znieczulenia wykonywano intubacje dotchawicza oraz
centralny dostep zylny i inwazyjny pomiar ciSnienia tetniczego (tetnica obwodowa).
Okotooperacyjna profilaktyka antybiotykowa prowadzona byla przy zastosowaniu

ceftazydymu.
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Krazenie pozaustrojowe prowadzone bylo zgodnie ze stosowanym w Klinice
Kardiochirurgii Dzieciecej CMUJ protokotem, ktory nie byt zmieniany w trakcie
trwania badania.

Uklad do krazenia pozaustrojowego skladal sie z pomp rolkowych DeBekeya,
oksygenatora oraz systemu drenow laczacych, zestawu filtrow, rezerwuarow, drenow
i kaniul. Ochladzanie oraz ogrzewanie pacjenta prowadzone bylo przy uzyciu
wymiennika ciepla. Bezposrednio przed operacja uklad do krazenia pozaustrojowego
wypelniano roztworem poczatkowym (priming). Do wypelnienia stosowano ptyn
wieloelektrolitowy (w iloSci zaleznej od masy ciala pacjenta i rodzaju oksygenatora,
Solu-Medrol: 30mg/kg masy ciata, natrium bicarbonicum: 10 ml/ 1000 ml roztworu
wypelniajacego i 20ml/1j(220ml) koncentratu krwinek czerwonych (KKCz),
heparyna 10mg/1000ml roztworu oraz 30mg na kazda stosowana jednostke (220ml)
KKCz, furosemid 1lmg/kg m.c. (maksymalnie 40 mg). Dodatkowo na etapie
ogrzewania pacjenta, do ukladu krazenia pozaustrojowego dodawano mannitol
0,5g/kg m.c. oraz glukonian wapnia w dawce 1g/1j(220ml) KKCz lub 1g/1000ml
primingu. Perfuzja prowadzona byla przy zastosowaniu strategii alpha-stat i
hipotermii. Do zatrzymania serca, po zaklemowaniu aorty, stosowano jednorazowa
dawke roztworu kardioplegii krystalicznej, wysokopotasowej. Po wykonaniu korekcji
wady i uruchamiano serca (reperfuzja) i ogrzewano pacjenta do normotermii. Czas
reperfuzji wynosit minimalnie 1/3 czasu zaklemowania aorty. Podczas chlodzenia i
ogrzewania pacjenta przeplyw utrzymywany byl na poziomie pomiedzy 2.4 i 3.0
l/min/m?. W przypadku dysfunkcji miesSnia sercowego, do wspomagania uktadu
krazenia rozpoczynano wlew ciagly dopaminy, milrinonu oraz adrenaliny. Po
zakonczeniu krazenia pozaustrojowego, do odwrocenia heparyny uzywano
protaminy, a do uzupelniania traconej objetosci uzywano preparatow krwi i osocza.

Podaz NO prowadzona byla w sposob standardowy wedlug instrukcji
producenta. Dren do podazy NO potaczony zostal z drenem doprowadzajacym gazy
oddechowe do oksygenatora przy pomocy konektora, w odlegtosci ok 40 cm od wlotu
gazow oddechowych. Monitor tlenku azotu podiaczono w podobny sposéb w
odlegtosci ok 4 cm od wlotu gazow oddechowych do oksygenatora (Ryc. 6.2.1, 6.2.2).
Podaz NO utrzymywana byla na poziomie 20 ppm od momentu rozpoczecia krazenia
pozaustrojowego do jego zakonczenia. Wraz z zakonczeniem krazenia

pozaustrojowego przerywano rowniez podaz tlenku azotu.
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Wszyscy pacjenci leczeni byli wedtug identycznego, standardowego protokotu
znieczulenia, przy pomocy identycznej aparatury i strategii prowadzenia krazenia

pozaustrojowego oraz podazy roztworu kardioplegicznego.

Ryc.6.2.1. Zestaw do podawania i monitorowania tlenku azotu bezposrednio do oksygenatora, wraz z

mieszaning gazoéw oddechowych.

Ryc.6.2.2. Spos6b podiaczenia do oksygenatora i monitorowania podazy tlenku azotu w trakcie operacji korekcji

wady w krazeniu pozaustrojowym.
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Monitorowanie okotooperacyjne obejmowato EKG, inwazyjny pomiar
ciSnienia tetniczego, osSrodkowego ciSnienia Zylnego, pulsoksymetrii, temperatury
ciala, diurezy oraz drenazu z klatki piersiowej. Dodatkowo monitorowano
podstawowe parametry oddechowe, biochemiczne (gazometria, rownowaga
kwasowo — zasadowa, stezenie podstawowych elektrolitow, stezenie mleczanow
oraz glukozy). Substytucji objetosci dokonywano przy pomocy krystaloidow z
elektrolitami, roztworu albuminy, osocza Swiezo mrozonego oraz koncentratu
krwinek czerwonych, w zaleznosci od wskazan.

W oddziale intensywnej terapii pooperacyjnej, koniecznos¢ stosowania lekow
wspomagajacych uktad krazenia zalezna byla od stopnia dysfunkcji serca oraz
monitorowania parametrow hemodynamicznych i biochemicznych. Na podstawie
ilosci i jakosci stosowanych lekow obliczano, znany w pooperacyjnej intensywnej
terapii, indeks katecholamin (CAI), w celu poréwnania dawek (wyrazonych w
ug/kg/min) stosowanych u poszczegolnych pacjentow (CAI = dawka Dopaminy +
dawka Dobutaminy + 100 x (dawka Adrenaliny + dawka Noradrenaliny).

W ramach rutynowych oznaczen biochemicznych i hematologicznych
pobierano probki krwi w celu oznaczenia profilu badanych czynnikoéw. U
wszystkich badanych pacjentow w okresie pooperacyjnym stwierdzono jeden lub
kilka kryteriow klinicznych zwiazanych 2z wuogolniona odpowiedzia zapalna:
goraczka (wyzsza lub rowna 38 C), dysfunkcja hemodynamiczna (wyrazona
indeksem katecholamin), dysfunkcja ptuc (wyrazona indeksem PaO2/FiO2 < 300),
dysfunkcja nerek (wzrost kreatyniny o wiecej niz 20%), obecnosc¢ uogolnionego
obrzeku (ocena kliniczna i radiologiczna — pomiar grubosci , dysfunkcja jelit

(niedroznosc¢ czynnosciowa, brak lub zbyt wolna perystaltyka).
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5.3. Metody laboratoryjne

5.3.1.PéliloSciowe wyznaczenie profilu czynnikow zwigzanych
z odpowiedzia zapalna.

W celu wyznaczenia odpowiedniego profilu bialek do analizy wysokiej
czulosci, wykonano badanie przesiewowe pobranych probek krwi, przy pomocy
komercyjnie dostepnych macierzy Human Proteome Profiler Arrays (R&D)
obejmujacych 96 typowych czynnikow zwiazanych z odpowiedzia zapalna,
metaboliczna, angiogenna oraz podstawowe wskazniki niedokrwienia i
niewydolnosci serca.

Badanie przeprowadzono scisle wedlug instrukcji producenta. Odwirowane probki
krwi, pobrane w wybranych punktach czasowych (przed operacja 1. — probka
referencyjna oraz po operacji: probka 3. — 4 godziny po operacji; probka 5. — 12
godzin po operacji) wymieszane zostaly z odpowiednio znakowanymi (biotynylated
detection antibodies) przeciwcialami i inkubowane przez 12 godzin w macierzach
screeningowych zawierajacych przeciwciala specyficzne dla detekcji profilu
oznaczanych bialek. Po wyplukaniu, macierze poddawano inkubacji 2z
przeciwcialami sprzezonymi streptawidyna z peroksydaza chrzanowa (HRP). Przed
analiza dodawano substrat chemiluminescencyjny, a sygnal rejestrowano przy
pomocy analizatora MicroChemi (DNR Bio-Imaging System). Wykorzystujac analize
densytometryczng przy pomocy Quantity One Software (Bio-Rad) wyznaczono
wzgledna zmiane stezenia poszczegolnych czynnikéw poprzez porownanie punktu
czasowego referencyjnego (probka 1.) w stosunku do pozostatych punktow
czasowych. W trakcie analizy, dzieki zastosowaniu oprogramowania Quantity one
usredniony sygnal podloza odejmowano od sygnalu kazdego dotka. Do kazdej
macierzy dolaczona byla rowniez kontrola pozytywna, w celu zapewnienia
powtarzalnosci i odpowiedniej jakosci metody pomiarowej. Na Ryc. 6.6.1
przedstawiono przykladowy wynik badania screeningowego metoda macierzy
dotkowej dotyczacy niektorych analitow. Przedstawiono wplyw stosowanego tlenku
azotu na ekspresje: angiostatyny, MMP8 (matrix metalloproteinase-8), TIMP4

(tissue inhibitor of metalloproteinase 4) i thrombospondyny.
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Ryc.6.6.1. Przykladowy wynik badania screeningowego przy pomocy macierzy obrazujacy wplyw podazy
tlenku azotu (NO) na panel badanych czynnikéw osoczowych. Poréwnanie probki referencyjnej 1 (lewa strona
ryciny A i B) z probka pobrana 4 godziny po operacji (probka 3.) A. Obraz macierzy dotkowej u pacjentéow,
ktorzy otrzymali NO do oksygenatora (grupa NO.1.). Zaznaczono lokalizacje przeciwciat dla wybranych
czynnikow osoczowych oraz pozytywna i negatywna kontrole. B. Obraz macierzy dotkowej u pacjentéw,

ktorzy nie otrzymali inhalacji NO do oksygenatora (grupa NO.O.).

Na Ryc. 6.6.2. przedstawiono przykladowe zestawienie wzglednych poziomow
ekspresji wybranych czynnikow, w odniesieniu do poziomu wyjsciowego (ktory
oznacza linia na poziomie 1) wyrazone w skali logarytmicznej. Dzigki badaniu
porownawczemu wyselekcjonowano profil bialek wykrytych zastosowana metoda,

ktorych stezenie zmienilo sie istotnie pomiedzy poddanymi screeningowi punktami

czasowymi.
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Ryc.6.6.2. Przykladowy wynik screeningowego badania wplyw tlenku azotu na ekspresje wybranych
czynnikow — oznaczenia poélilo§ciowe poréwnujace §rednia oznaczen w probce referencyjnej (1.) z ze Srednia
oznaczen w probce pobranej 4 godziny po operacji (3.).

Na rycinie przedstawiono wzgledne poziomy ekspresji badanych czynnikéw odniesieniu do poziomu
wyjsciowego (ktoéry oznacza linia na poziomie 1) wyrazone w skali logarytmicznej. Poréwnanie pacjentéw, ktorzy
otrzymywali w trakcie krazenia pozaustrojowego tlenek azotu (kolor czerwony) z pacjentami, ktérzy nie
otrzymali inhalacji NO (kolor niebieski). MMPS8, matrix metalloproteinase-8; TIMP4, Metalloproteinase inhibitor
4; HGF - hepatocyte growth factor; IGFBP-1,-2, Insulin-like growth factor-binding protein 1,2; PDGF, platelet-

derived growth factor; TIMP, tissue inhibitor of metalloproteinase; VEGF, vascular endothelial growth factor.
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5.3.2. IloSciowe oznaczenia czynnikow osoczowych

Do ilosciowego oznaczenia stezenia badanych czynnikow osoczowych uzyto
macierzy Miliplex Map Kit Assays (Merck Millipore), ktora oparta jest o
magnetyczng detekcje i polaczona z platforma Luminex xMAP. Analizie poddano
panel czynnikow wyselekcjonowanych na podstawie przeprowadzonego screeningu.
Szczegotowa liste uzytych przeciwcial przedstawiono w Tabeli 6.6.2.

Analize przeprowadzono  we  wszystkich punktach czasowych
randomizowanych do dwoch grup w zaleznosci od srodoperacyjnej podazy tlenku
azotu. Probki osocza przygotowywano zgodnie z protokolem producenta. Macierze
dotkowe zawierajace odpowiednie podloza fluorescencyjne sprzezone z
przeciwcialami wychwytujacymi badane anality inkubowano z surowica krwi
poszczegodlnych pacjentow. Nastepnie dodawano przeciwciata wiazace fluoresceine.
Poziom fluorescencji w kazdym dotku odczytywano przy uzyciu systemu Bio-Plex
200 (Bio-Rad) i analizowano oprogramowaniem Bio-Plex Manager (BioRad).
Stezenie analitow obliczano w oparciu o krzywe standardowe uzyskane dla
odpowiednich biatek.

Tab. 6.6.2. Przeciwciata uzyte do ilosciowych pomiarow wysokiej czutosci
wybranych analitow w probkach krwi we wszystkich punktach czasowych.

Analizowany Uzyte przeciwciata Numer katalogowy

czynnik

Insulina Human Bone Magnetic Bead Panel HBNMAG-51K

CKMB, Human Cardiovascular Disease Panel 1 | HCVD1MAG-67K

Troponina I, | Magnetic Bead Kit

NTpro-BNP

IL-1ra Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead | HCYTOMAG-60K
Panel

Pentraksyna Human Cardiovascular Disease (CVD) Magnetic | HCVD4MAG-67K
Bead Panel 4

TNFa, GM-CSF, | High Sensitivity Human Cytokine Magnetic | HSTCMAG-28SK

IL-1B, IL-6, IL-8, | Bead

IL-10
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Dane kliniczne objete analiza zawieraly: wiek, czas krazenia
pozaustrojowego, czas zaklemowania aorty, objetos¢ krwawienia pooperacyjnego,
czas wspomagania oddechu, czas pobytu na intensywnej terapii, indeks
katecholamin, poziom mleczanow, poziom glukozy.

Probki krwi pobrane zostaly w ramach rutynowych badan laboratoryjnych, a
udzial w badaniu nie wigzat sie dla pacjenta z przedluzeniem pobytu w szpitalu
oraz dodatkowymi procedurami. Wszystkie oznaczenia wykonano w Zakladzie
Biologii Komorki, Wydzialu Biotechnologii, Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Badanie finansowane z grantu Narodowego Centrum Nauki—- K/POB/000073
oraz z grantu statutowego -K/ZDS/003727 i objete bylo zgoda Komisji Bioetycznej
Uniwersytetu Jagiellonskiego -KBET/176/B/2010.

5.4. Metody analizy statystycznej

Do analizy statystycznej wykorzystano standardowe metody statystyki
opisowej. Dane zaprezentowano jako Srednie +/- odchylenie standardowe lub
czestosci i procenty. Normalnos¢ rozkltadéw badano testem Shapiro-Wilka. Réznice
pomiedzy Srednimi wartoSciami zmiennych o rozkladzie normalnym badano testem
t-Studenta. W przypadku zmiennych o rozkladzie nienormalnym ré6znice pomiedzy
grupami badano testem Mann-Whitney. Analize zmiennych objetych powtarzanymi
pomiarami wykonano przy pomocy nieparametrycznej analizy wariancji
powtarzanych pomiaréw Friedmana. Testy post hoc przeprowadzono przy uzyciu
metody Dunna, przyjmujac poprawke dla wielokrotnych porownan. Analize
miedzygrupowa przeprowadzono testem ANOVA Kruskala-Wallisa, stosujac
procedure Holmsa-Bonferoniego dla wielokrotnych porownan. Za istotny
statystycznie przyjeto poziom p<0.05, a wszystkie obliczenia wykonano programem

Statistica 12 (Stat Soft. Inc. 1984-2017).
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6. WYNIKI

Podstawowa charakterystyke badanych pacjentow podano w tabelach 6.1.1. 1
7.3.1.

Sredni czas trwania krazenia pozaustrojowego w badanych grupach wynosit
ok. 100 minut (NO.1. 116.7 = 23.3 vs. NO.0. 94.5 + 23.1), a Sredni czas
zaklemowania aorty ok. 45 minut (NO.1. 45.4 + 20.3 vs. NO.O. 42.7 * 16.7).
Oznacza to, ze odstepy czasowe pomiedzy badanymi probkami nie sa rowne, a czas
pomiedzy probka 2b a 2c, stanowil polowe czasu trwania operacji. Podobnie
odstepy pomiedzy pozostalymi Srodoperacyjnymi punktami czasowymi nie bytly
jednakowe. Wynika to ze schematu i zasad prowadzenia operacji w krazeniu
pozaustrojowym oraz schematu pobierania rutynowych badan, w ramach ktérych
analizowano probki (w ramach zgody Komisji Bioetycznej UJ). Czas chlodzenia
(punkty czasowe od 2a do 2b) powinien wynosi¢ 15 — 20 minut, a czas reperfuzji
serca w trakcie ogrzewania powinien wynosic¢ 1/3 — %2 czasu zaklemowania aorty.
Na podstawie analizy porownawczej nie stwierdzono istotnych réznic pomiedzy
pacjentami, ktorzy otrzymali NO i pacjentami, u ktorych nie stosowano tlenku
azotu w odniesieniu do wieku, masy ciata, rozkladu ptci, a takze czasu trwania
krazenia pozaustrojowego, czasu trwania zaklemowania aorty, czasu pobytu w
oddziale IT oraz poziomu glukozy w probce pobranej po zakonczeniu krazenia
pozaustrojowego. Istotne réznice dotyczyly poziomu mleczanow bezposrednio po
zakonczeniu krazenia pozaustrojowego, czasu wspomagania oddechu, indeksu
katecholamin oraz objetosci krwawienia pooperacyjnego (Tab.7.3.1.). Grupa
pacjentow, ktora otrzymata NO charakteryzowala sie istotnie krotszym czasem
wspomagania oddechu (17.4 +/-1.2 h vs. 38.6 +/-1.9 h) oraz mniejsza wartoscia

indeksu katecholamin (1.9 = 1.3 vs. 3.7 £ 0.76) (Tab.7.3.1.).

6.1. PoliloSciowa analiza zmian
W celu wyznaczenia wplywu stosowanego tlenku azotu w warunkach
klinicznych, analizie poddano czynniki osoczowe bezposrednio zwigzane 2z
inicjowaniem i regulacja odpowiedzi zapalnej lub uwalniane jako rezultat
uszkodzenia zapalnego, wplywajace na funkcje serca i naczyn.
Poréownanie metoda potilosciowa z zastosowaniem macierzy dotkowych 96

czynnikow osoczowych pozwolilo na znalezienie istotnych réznic pomiedzy
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wyselekcjonowanymi punktami czasowymi w odniesieniu do: interleukiny 6 (IL-6),
interleukiny 8 (IL-8), interleukiny 10 (IL-10), interleukiny 1 (IL-1f), czynnika
martwicy guza (tumor necrosis factor, TNF-a), CKMB, Troponiny I; Insuliny, IL1-
ra (interleukin-1 receptor antagonist), pentraksyny, czynnika stymulujacego
kolonie makrofagow, (GM-CSF macrophage colony-stimulating factor). Czynniki
te wlaczono do dalszej analizy iloSciowej wysokiej czulosci. W przypadku
pozostatych analitow sygnat chemiluminescencyjny z odpowiadajacych im dotkow,
zawierajacych odpowiednie przeciwciala nie roznil sie od sygnalu tla oraz

negatywnej kontroli.

6.2. Ilosciowa analiza wysokiej czulosci
Wsrod czynnikow wyselekcjonowanych do dalszej analizy iloSciowej wysokiej
czulosci, znalazly sie czynniki w sposob bezposredni lub posredni zwiazane z
regulacja odpowiedzi zapalnej, biorace jednoczesnie udzial w regulacji procesow
takich jak angiogeneza i regeneracja, chemoatrakcji oraz protekcja serca przed
uszkodzeniem niedokrwienno - reperfuzyjnym. Stosujac analize wariancji
powtarzanych pomiaréw obserwowano zroznicowana dynamike zmian stezenia

badanych czynnikow.
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Stezenie I1-6 zmienialo sie istotnie zarowno w grupie NO1(Chi Sqr. = 20.8, p =
0.0007), jak i NOO (Chi Sqr. = 33.3, p = 0.00005) (Ryc.7.2.1.). Analiza
wewnatrzgrupowa wykazala statystycznie istotny wzrost stezenia I1-6 w punkcie
czasowym 2d, 3, 4 i 5 u dzieci, ktore nie otrzymaly sSrodoperacyjnej inhalacji NO, w
odniesieniu do probki przedoperacyjnej. W grupie dzieci z inhalacja NO, istotny
wzrost obserwowano jedynie w punkcie 3., w porownaniu z probka przedoperacyjna
(Ryc. 7.2.1.). Analiza miedzygrupowa wykazala istotne réznice pomiedzy grupami
w punktach: 2d, 3, 4, 5. Taka dynamika zmian wskazuje na istotny efekt

przeciwzapalny stosowanego tlenku azotu.
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Ryc.7.2.1. Wplyw Srodoperacyjnej podazy tlenku azotu na Srednie stezenie IL6 u pacjentéw ze zltozonymi
wadami serca. Probki krwi zostaly pobrane: 1. — przed zabiegiem operacyjnym, 2a. — w trakcie chlodzenia
pacjenta, 2b. — po zaklemowaniu aorty i podaniu kardioplegii w hipotermii, 2c. — reperfuzja serca, w trakcie
ogrzewania pacjenta, 2d. — po odlaczeniu krazenia pozaustrojowego, 3. — w 4h po operacji, 4. — w 8h po

operacji, 5. — w 12h po operacji, 6. — w 24h po operacji.
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Stezenie IL-8 zmienilo sie istotnie zaréowno w grupie NO.O. (x2=19.6,
p=0.011), jak i w grupie NO1(x2=28.58, p=0.00037). Najistotniejszy wzrost w
obydwu grupach stwierdzono w punkcie 3., przy czym w grupie bez tlenku azotu
wzrost ten byl istotnie wiekszy niz w grupie z tlenkiem azotu. Analiza
wewnatrzgrupowa wykazala istotne roznice w stezeniu IL-8 pomiedzy probka
referencyjna a probkami 2d, 3, 4 w grupie NO.O. oraz pomiedzy probka
przedoperacyjng a probka 3. w grupie NO.1. Dodatkowo, analiza miedzygrupowa
wykazata istotne réznice w punktach 2d. oraz 3. (p<0.05, Ryc.7.1.3.).

—NO O NO 1

1 2a 2b 2c 2d 3 4 5 6
Numer probki

Ryc.7.2.2. Wplyw S§rodoperacyjnej podazy NO na $rednie stezenie IL-8 u pacjentéw ze ztozonymi wadami
serca. Probki krwi zostaly pobrane: 1. — przed zabiegiem operacyjnym, 2a. — w trakcie chtodzenia pacjenta,
2b. — zaklemowanie aorty i podanie kardioplegii w hipotermii, 2c. — reperfuzja serca w trakcie ogrzewania
pacjenta, 2d. — po odlaczeniu krazenia pozaustrojowego, 3. — w 4h po operacji, 4. — w 8h po operacji, 5. - w

12h po operacji, 6. — w 24h po operacji.
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Stezenie TNFa wzrosto w grupie, w ktorej stosowano tlenek azotu, ale zmiana ta
nie byla istotna statystycznie, (x2=18.8, p=0.112). Porownania post hoc stezenia
TNFa w probce referencyjnej z probkami pobranymi w pozostatych punktach
czasowych, wykazalo nieistotny wzrost jego stezenia w grupie NO1 w punkcie
czasowym 2d (po reperfuzji). Jednoczesnie, porownanie pomiedzy badanymi
grupami, wykazalo brak statystycznie istotnej réznicy stezenia TNFa w badanych
punktach pomiarowych (Ryc.7.2.2.). Po zakonczeniu inhalacji NO, stezenie TNFa

spadlo do poziomu ponizej wyjSciowego.
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Ryc. 7.2.3. Srednie stezenie TNF alfa u pacjentéow ze zlozonymi wadami serca w zaleznosci od stosowania
tlenku azotu. Probki krwi zostaty pobrane: 1. — przed zabiegiem operacyjnym, 2a. — w trakcie chtodzenia
pacjenta, 2b. — w hipotermii po zaklemowaniu aorty i podaniu kardioplegii, 2c. — reperfuzja w trakcie
ogrzewania pacjenta, 2d. — po odlgczeniu krazenia pozaustrojowego, 3. — w 4h po operacji, 4. - w 8h po

operacji, 5. — w 12h po operacji, 6. — w 24h po operacji.
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Stezenie Il1B zmienialo si¢ istotnie w grupie bez inhalacji tlenku azotu
(X2=27.25, p=0.0006). Analiza wewnatrzgrupowa wykazala istotne roznice w
stezeniu pomiedzy probka 1. a probka 3., 4., 1 5. w grupie NO.O. W obrebie grupy,
ktora otrzymata inhalacje NO, zmiany stezenia I113 byly nieistotne, w odniesieniu
do probki referencyjnej. Analiza miedzygrupowa wykazata istotne réznice pomiedzy

grupami w punktach czasowych 3., 4.,1 5 (Ryc.7.2.4.).
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Ryc. 7.2.4. Srednie stezenie IL1beta u pacjentéw ze zlozonymi wadami serca w zaleznosci od podazy tlenku
azotu. Probki krwi zostaty pobrane: 1. — przed zabiegiem operacyjnym, 2a. — w trakcie chtodzenia pacjenta,
2b. — po zaklemowaniu aorty i podaniu kardioplegii w hipotermii, 2c. —-reperfuzja w trakcie ogrzewania

pacjenta, 2d. — po odlaczeniu krazenia pozaustrojowego, 3. — w 4h po operacji, 4. — w 8h po operacji, 5. - w

12h po operacji, 6. — w 24h po operacji.
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Stezenie IL-10 zmienialo sie istotnie zarowno w grupie z NO (Friedman ANOVA Chi
Sqr. =28.7, p = 0.00036) jak i bez jego inhalacji (Friedman ANOVA Chi Sqr. = 26.7,
p = 0.00079). Wewnatrzgrupowa analiza post hoc, wykazala istotny wzrost stezenia
IL10 w punkcie czasowym 3., 4. i 5. w obydwu badanych grupach w odniesieniu
do probki referencyjnej (1.). Analiza miedzygrupowa, uwzgledniajaca poprawke
Holmsa-Bonferroniego wykazala istotnie wyzsze stezenie IL 10 u pacjentow z grupy
NO.1. w poréwnaniu z grupa NO.O. w punktach czasowych 4. (p=0.0012) i 5.
(0.004). (Ryc.7.2.5). Przedstawiony profil aktywnosci I1-10 swiadczy o znacznym
pobudzeniu reakcji przeciwzapalnej, ktora potegowana jest przez podaz tlenku

azotu, szczegblnie w okresie pooperacyjnym.
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Ryc.7.2.5. Wplyw podazy tlenku azotu na stezenie IL10 u pacjentéw z wadami wrodzonymi serca. Probki krwi
zostaly pobrane: 1. — przed zabiegiem operacyjnym, 2a. — w trakcie chlodzenia pacjenta, 2b. — w hipotermii,
po zaklemowaniu aorty i podaniu kardioplegii 2c. reperfuzja — w trakcie ogrzewania pacjenta, 2d. — po
odlaczeniu krazenia pozaustrojowego, 3. — w 4h po operacji, 4. — w 8h po operacji, 5. — w 12h po operacji, 6. —

w 24h po operacji.
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Stezenie IL1ra wzrosto istotnie w obydwu badanych grupach. Najwyzsza
wartoSC jego stezenia zarejestrowano w okresie pooperacyjnym w punkcie
czasowym 3. (4 godziny po operacji). W probce tej stezenie IL1lra bylo istotnie
wyzsze W porownaniu ze stezeniem w probce referencyjnej w obydwu badanych
grupach. Analiza miedzygrupowa wykazala takze istotna roznice w stezeniu IL1ra
pomiedzy badanymi grupami w punkcie czasowym 3 i istotnie wyzsze stezenie w

grupie NO.O. (Ryc.7.2.6.).
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Ryc. 7.2.6. Wplyw podazy NO na stezenie IL1-ra. Probki krwi zostaly pobrane: 1. — przed zabiegiem
operacyjnym, 2a. — w trakcie chlodzenia pacjenta, 2b. — w hipotermii po zaklemowaniu aorty i podaniu
kardioplegii, 2c. — reperfuzja, w trakcie ogrzewania pacjenta, 2d. — po odlaczeniu krazenia pozaustrojowego,

3. —w 4h po operacji, 4. - w 8h po operacji, 5. — w 12h po operacji, 6. — w 24h po operacji.
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Podobnie wykazano istotne zmiany stezenia GM-CSF w grupie NO.O.
(X2=27.25, p=0.0006). W grupie tej stwierdzono statystycznie znamienny wzrost
stezenia GM-CSF w odniesieniu do probki wyjsciowej (przedoperacyjnej) w punkcie
czasowym 3 (p=0.005), 4 (p=0.002), 5 (p=0.008) i 6 (p=0.02). Podobnie, analiza
miedzygrupowa wykazala istotne roznice pomiedzy pacjentami, ktorzy otrzymali
tlenek azotu i grupa bez tlenku azotu w punktach czasowych 3 (p=0.016), 4
(p=0.021) oraz 5 (p=0.025) (Ryc.7.1.7.).
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Ryc. 7.2.7. Srednie stezenie GMCSF w badanych prébkach krwi, w zaleznosci od zastosowania tlenku azotu
w odniesieniu do grupy kontrolnej. Probki krwi zostaly pobrane: 1. — przed zabiegiem operacyjnym, 2a. - w
trakcie chtodzenia pacjenta, 2b. — w hipotermii, po zaklemowaniu aorty i podaniu kardioplegii 2c. —
reperfuzja w trakcie ogrzewania pacjenta, 2d. — po odigczeniu krazenia pozaustrojowego, 3. — w 4h po

operacji, 4. — w 8h po operacji, 5. — w 12h po operacji, 6. — w 24h po operacji.
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Stezenia pentraksyny zmieniato sie statystycznie istotnie w grupie NO.O.
(X2=23.5, p=0.0027). Istotny wzrost jej stezenia wykazano w grupie NO.O. w probce
3. i 4. Analiza miedzygrupowa rowniez wykazala znamienne réznice pomiedzy

badanymi grupami w probce w tych punktach czasowych (3.; p=0.0061 4.; p=0.04).
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Ryc.7.2.8. Wplyw podazy tlenku azotu na stezenie pentraksyny. Probki krwi zostaty pobrane: 1. — przed
zabiegiem operacyjnym, 2a. — w trakcie chlodzenia pacjenta, 2b. — w hipotermii, po zaklemowaniu aorty i
podaniu kardioplegii 2c. — reperfuzja, w trakcie ogrzewania pacjenta, 2d. — po odlaczeniu krazenia

pozaustrojowego, 3. — w 4h po operacji, 4. — w 8h po operacji, 5. - w 12h po operacji, 6. — w 24h po operacji.
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Podobna dynamike wykazywato CKMB. Istotne zmiany aktywnosci CKMB
stwierdzono w grupie bez tlenku azotu (x2=42.62, p=0.0008) oraz w grupie z NO
(x2=57.06, p=0.00021). Istotny wzrost aktywnosci CKMB zanotowano w probkach
2c, 2d, 3., 4., 5.1 6. (p<0.05) w obrebie obydwu badanych grup w poréwnaniu do
probki referencyjnej (Ryc.7.2.9.). Analiza miedzygrupowa wykazata istotne roznice

pomiedzy probkami 2d (p=0.036), 3 (p=0.003), 4 (p=0.007) i 5 (p=0.04).
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Ryc.7.2.9. Wplyw podazy tlenku azotu na stezenia CKMB. Probki krwi zostaly pobrane: 1. — przed zabiegiem
operacyjnym, 2a. — w trakcie chtodzenia pacjenta, 2b. — w hipotermii, po zaklemowaniu aorty i podaniu
kardioplegii 2c. — reperfuzja, w trakcie ogrzewania pacjenta, 2d. — po odlaczeniu krazenia pozaustrojowego, 3.

—w 4h po operacji, 4. - w 8h po operacji, 5. — w 12h po operacji, 6. — w 24h po operacji.
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Stezenie troponiny I wzrosto po reperfuzji serca (usuniecie klemu z aorty -
punkt czasowy 2d ryc.7.2.11.) w obydwu badanych grupach. Zmiana ta byla
istotna w grupie, ktora NO.O. (X2=40, p=0.0001). Analiza post hoc wykazala, ze
wzrost stezenia Tnl byt istotny w grupie pacjentow, ktorzy nie otrzymali inhalacji
NO w porownaniu z probka referencyjna (1 vs. 2d). Porownanie badanych grup
wykazato, ze w punkcie czasowym 2d roznica pomiedzy badanymi grupami byla
istotna statystycznie. W okresie pooperacyjnym obserwowano szybki spadek
stezenia Tnl w obydwu badanych grupach, a réznice miedzygrupowe w odniesieniu

do Tnl w probkach pooperacyjnych byly nieistotne (Ryc.7.2.10.).
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Ryc.7.2.10. Wplyw podazy tlenku azotu na stezenie Troponiny I. Probki krwi zostaly pobrane: 1. — przed
zabiegiem operacyjnym, 2a. — w trakcie chlodzenia pacjenta, 2b. — w hipotermii, po zaklemowaniu aorty i
podaniu kardioplegii, 2c. — reperfuzja w trakcie ogrzewania pacjenta, 2d. — po odlgczeniu krazenia

pozaustrojowego, 3. — w 4h po operacji, 4. — w 8h po operacji, 5. - w 12h po operacji, 6. — w 24h po operacji.
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Stezenie insuliny w badanych probkach zmieniato sie istotnie w grupie NO.O.
(X2=28.6, p=0.0027). Stwierdzono istotnie wyzszy poziom insuliny w probkach 3.,
4., 5., 1 6. w porownaniu z probka referencyjna. Tymczasem zmiany stezenia w
grupie, ktora otrzymata inhalacje NO, byly nieistotne statystycznie w odniesieniu
do poziomu referencyjnego. Analiza miedzygrupowa potwierdzita istotne réznice w
stezeniu insuliny pomiedzy badanymi grupami w probkach 3., 4., 5. i 6.

(Ryc.7.2.11.).
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Ryc. 7.2.11. Wplyw NO na stezenie insuliny w trakcie operacji i we wczesnym okresie pooperacyjnym. Probki
krwi zostaly pobrane: 1. — przed zabiegiem operacyjnym, 2a. — w trakcie chtodzenia pacjenta, 2b. - w
hipotermii, po zaklemowaniu aorty i podaniu kardioplegii 2c. — reperfuzja, w trakcie ogrzewania pacjenta, 2d.
— po odiaczeniu krazenia pozaustrojowego, 3. — w 4h po operacji, 4. — w 8h po operacji, 5. — w 12h po

operacji, 6. — w 24h po operacji.
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Stezenie glukozy zmienialo sie istotnie zaréwno w grupie NO.O. (Friedman
ANOVA Chi Sqr. = 27.6, p = 0.046) jak i w grupie NO.1. (Friedman ANOVA Chi Sqr.
= 29.7, p = 0.039). Wewnatrzgrupowa analiza post hoc, wykazala istotny wzrost
stezenia glukozy w punkcie czasowym 4. w obydwu badanych grupach w
odniesieniu do probki referencyjnej (1.). Analiza miedzygrupowa, uwzgledniajaca
poprawke Holmsa-Bonferroniego wykazala istotnie wyzsze stezenie glukozy u
pacjentow z grupy NO.O. w poréownaniu z grupa NO.1. w punkcie czasowym 3.

(p=0.02).
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Ryc. 7.2.12. Wptyw NO na poziom glukozy w trakcie operacji i we wczesnym okresie pooperacyjnym. Probki
krwi zostaly pobrane: 1. — przed zabiegiem operacyjnym, 2a. — w trakcie chtodzenia pacjenta, 2b. - w
hipotermii, po zaklemowaniu aorty i podaniu kardioplegii 2¢c. — reperfuzja, w trakcie ogrzewania pacjenta, 2d.
— po odlaczeniu krazenia pozaustrojowego, 3. — w 4h po operacji, 4. - w 8h po operacji, 5. - w 12h po

operacji, 6. — w 24h po operacji.
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Dodatkowo analizie poddano leukocytoze w badanych probkach krwi.
Analiza wariancji powtarzanych pomiarow nie wykazala statystycznie istotnych
roznic pomiedzy badanymi grupami. Wewnatrzgrupowa analiza wykazata istotny
spadek leukocytozy w obydwu badanych grupach (Ryc.7.5.13.) w odniesieniu do
probki przedoperacyjnej (1. vs. 2¢). W kolejnych probkach obserwowano istotny
wzrost leukocytozy, ktory w grupie NO.O osiagnal istotnosc statystyczna (2c. vs. 6).

NO 1

Leukocytoz

=—=NO 0

S N B O

1 2a 2b 2c 2d 3 4 5 6
Numer prébki

Ryc.7.2.13. Wplyw NO na leukocytoze w okresie okotooperacyjnym. Probki krwi zostaly pobrane: 1. — przed
zabiegiem operacyjnym, 2a. — w trakcie chlodzenia pacjenta, 2b. — w hipotermii, po zaklemowaniu aorty i
podaniu kardioplegii 2c. — reperfuzja w trakcie ogrzewania pacjenta, 2d. — po odlaczeniu krazenia

pozaustrojowego, 3. — w 4h po operacji, 4. — w 8h po operacji, 5. - w 12h po operacji, 6. — w 24h po operacji.
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6.3. Wplyw tlenku azotu na przebieg leczenia pooperacyjnego

Charakterystyke kliniczng badanych grup przedstawiono w tabeli 7.6.1.
Poréwnanie analizowanych parametrow takich jak wiek, masa ciala, czas trwania
krazenia pozaustrojowego, poziom glukozy po zakonczeniu krazenia
pozaustrojowego, czas zaklemowania aorty, SmiertelnoS¢ oraz rozklad pici nie
wykazaly istotnych statystycznie réznic. Podaz tlenku azotu miala jednak istotny
wplyw na poziom mleczanéw po zakonczeniu krazenia pozaustrojowego, a takze
wielkos¢ krwawienia pooperacyjnego, czas pobytu w oddziale IT, czas wspomagania

oddechu i wartos¢ indeksu katecholamin (Tab 7.3.1.).

Tab.7.3.1. Charakterystyka wybranych parametréw klinicznych oraz wplywu podazy tlenku azotu na te

parametry.
Zmienna NO (1) NO (0) P

Czas krazenia pozaustrojowego (min) 116.7 £ 23.3 94.5+23.1 n.s.
Poziom mleczanéw po zakonczeniu

2.03+0.35 49+1.64 0,039
CPB (mmol/I)
Poziom glukozy po zakonczeniu CPB

433+1.0 5.0£2.8 n.s.
(mmol/I)
Czas zaklemowania aorty (min) 454 £20.3 42.7 £16.7 n.s.
Czas pobytu w IT (d) 6.2 13,6 8.0+11,8 n.s.
Czas wspomagania oddechu (h) 174 +1.2 38.6+1.9 0,012
Objetos¢ krwawienia (ml/kg) 38.4+23.6 42.36+47.4 ns
Index katecholamin (p/kg/min) 19+1.3 3.7+0.76 0,042
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7. DYSKUSJA

Operacje kardiochirurgiczne 2z uzyciem krazenia pozaustrojowego i
zatrzymania serca przy pomocy roztworu kardioplegicznego, prowadza do indukcji
odpowiedzi stresowej, ktorej glownym elementem jest znacznie nasilona odpowiedz
zapalna oraz uszkodzenia o typie niedokrwienno — reperfuzyjnym. Reakcje te
prowadzi¢c moga do dysfunkcji serca, pluc, nerek i moézgu. Na poziomie
molekularnym obserwuje sie uwolnienie kaskady cytokin, hemokin, aktywacje
ukladu dopelniacza, uktadu krzepniecia, fibrynolizy i innych ukladow. Procesy te
moga prowadzi¢ do zespolu uogodlnionej odpowiedzi zapalnej i niewydolnosci
wielonarzadowej. Nieodlacznym elementem krazenia pozaustrojowego jest
hemoliza, spowodowana przez mechaniczne uszkodzenie krwinek czerwonych,
ktora prowadzi do pojawienia sie wolnej hemoglobiny w surowicy krwi. Wolna
hemoglobina jest najsilniejszym ze znanych wymiataczem tlenku azotu, ktory
poprzez wiazanie NO prowadzi do dramatycznego spadku biodostepnosci tego
czynnika w ukladzie naczyniowym. Skutkuje to skurczem naczyn krwionosnych i
hipoperfuzja narzadéw, z ich nastepowa dysfunkcja. Zjawiska powyzsze sa
znacznie bardziej nasilone u dzieci ze zlozonymi wadami serca wymagajacymi
dtugotrwalych, kompleksowych operacji korekcyjnych.

Lagodzenie lub eliminacja opisanych skutkow krazenia pozaustrojowego moze
miec¢ podstawowe znaczenie dla poprawy wynikow leczenia i unikniecia powiklan
we wczesnym okresie pooperacyjnym. Wzgledny niedobor tlenku azotu w trakcie
krazenia pozaustrojowego oraz jego kluczowe znaczenie w procesie odpowiedzi
zapalnej, uszkodzenia niedokrwienno - reperfuzyjnego i zjawisku apoptozy
(Schechter i Gladwin, 2003), uzasadnily sformulowanie hipotezy badawczej
weryfikowanej w pracy. Zaklada ona, ze podaz NO w trakcie operacji korekcji
zlozonej wady wrodzonej, z uzyciem krazenia pozaustrojowego i zatrzymaniem
serca przy pomocy roztworu kardioplegicznego, moze dziala¢ modulujaco na
opisane zjawiska, wplywajac na wyniki leczenia pooperacyjnego. Inhalacja tlenku
azotu bezposrednio do oksygenatora pozwala na uzyskanie jego natychmiastowej
biodostepnosci w trakcie niedokrwienia i reperfuzji. Moze on wywierac
bezposrednie i posrednie dziatania, hamujac odpowiedz stresowa, uogolniong

odpowiedZz zapalna oraz zmniejsza¢ nasilenie wuszkodzenia reperfuzyjnego,
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przyczyniajac sie do lepszej protekcji narzadow, a w szczegbdlnosci serca, po
zakonczeniu krazenia pozaustrojowego. W grupie pacjentow ze zlozonymi,
siniczymi wadami serca, w ktorej stosowano tlenek azotu wykazano zahamowanie
uogolnionej odpowiedzi zapalnej (wyrazone mniejszym stezeniem cytokin
prozapalnych) i metabolicznej (nizsze stezenie insuliny, glukozy i pentraksyny),
wzmocnienie odpowiedzi antyzapalnej, lepsza perfuzje narzadowa w trakcie
krazenia pozaustrojowego (wyrazona nizszym stezeniem mleczanow) i lepsza
protekcje miesnia SErcowego (monitorowana stezeniem wskaznikow
niedokrwienia). Efekty te obserwowano rowniez analizujac dane kliniczne, gdzie w
grupie pacjentow ktora otrzymata NO, wykazano krotszy czas wspomagania
oddechu oraz mniejszy indeks katecholamin.

W dotychczasowych badaniach udowodniono, ze stezenie cytokin
prozapalnych, takich jak TNFa, IL-1, IL-6, IL-8 koreluje z czasem trwania krazenia
pozaustrojowego, czasem zaklemowania aorty oraz rozwojem zespolu
niewydolnosci  wielonarzadowej.  Uszkodzenia zwiazane ze zjawiskami
niedokrwienia/reperfuzji prowadza do dysfunkcji pluc, nadmiernego gromadzenia
wody w tkankach i zespotu maltego rzutu serca (Hall, Cardiopulmonary bypass and
the systemic inflammatory response: effects on drug action, 2002). W populacji
dzieci odpowiedz zapalna jest bardziej nasilona, w poréwnaniu z populacja
dorostych, ze wzgledu na wieksza hemodilucje, dtuzszy czas trwania operacji i
krazenia pozaustrojowego, wieksze sily zcinajace (shear stress), wyzsze tempo
metabolizmu oraz niedojrzatos¢ narzadow i uktadow. Szczegolnie podatna grupe
na rozwoOj powiklan pooperacyjnych stanowia dzieci ze zlozonymi, siniczymi
wadami serca (Duval i inni, 1999).

7.1. Wybor zmiennych do analizy oraz punktéw czasowych

Panel zmiennych do analizy wybrany zostal droga screeningu, dzieki
zastosowaniu macierzy do oznaczania kilkudziesieciu czynnikow zwiazanych z
odpowiedzia zapalna. Analizie poddano, powtarzalna, wystandaryzowana sytuacje
kliniczna zwiazana z leczeniem zloZonej, siniczej wady serca, z zastosowaniem
krazenia pozaustrojowego i rutynowo stosowanej strategii zapobiegania odpowiedzi
zapalnej (dawka sterydu podawana Srodoperacyjnie, metody znieczulenia
ogblnego). Przesiew przeprowadzony w tych warunkach pozwolit na

wyselekcjonowanie panelu czynnikow, ktorych ekspresja miescitla sie w zakresie
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poziomu detekcji zastosowanej metodologii. Macierze uzyte do badania (Human
Proteome Profiler Arrays) pozwolily na analize 96 czynnikow zwiazanych z
odpowiedzia zapalna, metaboliczna, angiogenna oraz podstawowe wskazniki
niedokrwienia i niewydolnosci serca. Obok poziomu detekcji, w selekcji czynnikow
do badan ilosciowych wysokiej czulosSci brano rowniez pod uwage wplyw
stosowanego Srodoperacyjnie tlenku azotu. W tym celu (w ramach screeningu)
zbadano wplyw inhalacji tlenku azotu na panel objetych badaniem macierzowym
96 czynnikow w 4. godzinie po operacji (probka 3.) oraz w 12. godzinie po operacji
(probka 5.). Otrzymane metoda poliloSciowa wyniki poréwnano do probki
referencyjnej (probka 1.) oraz pomiedzy badanymi grupami (NO.1. vs. NO.0O.) w
wyselekcjonowanych do screeningu punktach czasowych. Sposrod tych
czynnikow wyloniono: interleukine 6 (IL-6), interleukine 8 (IL-8), interleukine 10
(IL-10), antagoniste receptora dla interleukiny 1 (IL1-ra), interleukine 13 (IL-1pB),
TNF a, kinaze kreatyninowa - frakcje (CKMB), troponine I (Tnl), Insuline,
Pentraksyne, GM-CSF. Dodatkowo w probkach analizowano liczbe leukocytow oraz
poziom glukozy.

7.2. Wplyw czynnikow przedoperacyjnych na nasilenie odpowiedzi

zapalnej po operacji korekcji wady wrodzonej serca.

Zjawiska badane w pracy w duzym stopniu zalezne sa od stanu
przedoperacyjnego pacjenta. Czynnikami szczegdlnie zwiekszajacymi ryzyko
nasilonej odpowiedzi zapalnej sa przerost miesnia sercowego (przeciazenie
ciSnieniowe), niewydolnoS¢ serca (przeciazenie objetosciowe), niedotlenienie oraz
wspolistnienie tych czynnikéw (Hovels-Gurich i inni, 2002). Przeciazenie
objetosciowe, zwigzane 2z przeciekami lewo - prawymi, prowadzace do
niewydolnosci zastoinowej krazenia stymuluje produkcja czynnika jadrowego
kappa B i tym samym indukuje produkcje cytokin zwigzanych z odpowiedzig
zapalna (Valen, Yan i Hansson, 2001), (Wong, Fukuchi, Melnyk, Rodger i Giaid,
1998). Stwierdzono, ze stezenie I1-6 jest zwiekszone u dzieci z niedotlenieniem lub
niewydolnoscia serca i koreluje z saturacja krwi tetniczej (H6vels-Gurich i inni,
2002). Po operacji korekcyjnej stezenie IL-6 pozostaje podwyzszone u pacjentow z
niedotlenieniem przedoperacyjnym, co sugeruje wplyw aktywujacy niedotlenienia

na komorki ukladu immunologicznego. Mechanizm ten moze by¢ odpowiedzialny
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za wieksze nasilenie odpowiedzi zapalnej w tej grupie pacjentow. W badanym
materiale wykazano, ze Srodoperacyjna inhalacja NO moze zmniejszycC stezenie IL6
(Ryc.7.2.1.). W kontekscie wczesniejszych badan pojawia sie rowniez uzasadnienie
dla kontynuacji podazy NO, réowniez w okresie pooperacyjnym.

Objawy kliniczne, zwigzane z uogolniona odpowiedzia zapalna obecne byly u
wszystkich badanych pacjentow. Pamieta¢ nalezy jednak, Zze badaniem objeto
grupe pacjentow, u ktorych wspotistniaty zaburzenia patofizjologiczne, zwiazane ze
zlozonymi wadami serca. Wedlug réznych doniesien objawy kliniczne zwiazane z
odpowiedzia zapalna wystepuja u 20 — 30 % wszystkich pacjentow poddawanych
operacji serca. Szczegolowa analiza wykazala, ze uszkodzenie narzadow takich jak
serce, nerki pluca oraz aktywacja ukladu krzepniecia zwiazane byly 2z
podwyzszonym poziomem C3a, a wymienione komplikacje prowadzily do
przedtuzenia czasu trwania intensywnej terapii (Kirklin i inni, 1983). Niewydolnos¢
oddechowa, zwiazana ze stosowaniem krazenia pozaustrojowego, zwigzana jest ze
zjawiskiem aktywacji i wedrowki neutrofilow w obreb nabtonka plucnego, co
powoduje tzw. sekwestracje leukocytow. Ostre uszkodzenie pluc i zmniejszenie
stosunku PaO2/FiO2 odpowiedzialne jest za przedluzony okres wspomagania
oddechu.

Dysfunkcja srodbtonka (capilary leak syndrome) i powodowane tym obrzeki
uogolnione sa wynikiem aktywacji molekul adhezyjnych prowadzacej do
pobudzenia leukocytow i wzrostu przepuszczalnosci Sciany naczyn. Uszkodzenie
bariery powoduje wydostawanie si¢ plynu z przestrzeni wewnatrznaczyniowej do
zewnatrznaczyniowej (Boyle, Pohlman, Johnson i Verrier, 1997), (Wan, LeClerc i
Vincent, 1997). Pacjenci, u ktorych rozwija sie obraz kliniczny uogolnionej reakcji
zapalnej, narazeni sa na dluzszy czas trwania mechanicznego wspomagania
oddechu (Kirklin i inni, 1983), wieksza czestos¢ zakazen drog oddechowych oraz
bezposredniego uszkodzenia pluc (barotrauma, volutrauma, uszkodzenie tlenem).

7.3. Wplyw czynnikow Srodoperacyjnych na indukcje odpowiedzi
zapalnej.

Uzycie krazenia pozaustrojowego jest konieczne do przeprowadzenia korekcji
wady wrodzonej serca. Wraz z urazem chirurgicznym spowodowanym nacinaniem
i preparowaniem tkanek przyczynia si¢ to do uruchomienia odpowiedzi zapalnej,

ktorej nasilenie zalezne jest od czasu trwania krazenia pozaustrojowego. Na
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podstawie dotychczasowych badan wyr6ozniono dwie fazy odpowiedzi zapalnej w
trakcie trwania krazenia pozaustrojowego (Guvener, Korun i Demirtiirk, 2015),
(Soares, Ribas, Spring, Silva i Miyague, 2010), (Warren i inni, 2009). W fazie
poczatkowej kontakt krwi z ogromna powierzchnig ciala obcego uruchamia
mechanizmy humoralne (ukiad dopelniacza, cytokiny prozapalne, uklad
krzepniecia) i komorkowe (leukocyty, komorki srodblonka naczyniowego, plytki
krwi). Pobudzane mechanizmy sa zlozone i w roznym stopniu zalezne od siebie.
Faza pozniejsza charakteryzuje sie konsekwencjami uszkodzenia niedokrwienno —
reperfuzyjnego, ktorej towarzyszy endotoksemia. Prowadzi to do uszkodzenia
Srodbtonka, uposledzenia mikrokrazenia. W  przeprowadzonym badaniu
stwierdzono istotny wzrost stezenia I1-6 w obydwu badanych grupach (Ryc.7.2.1.).
Jest ona centralng cytokina bioraca udzial w stymulacji limfocytéow B i T. Dziala
pirogennie i stymuluje produkcje bialek ostrej fazy. Podobna dynamike wykazuje
[1-8 (Ryc.7.2.2.), stymulujaca migracje neutrofilow, monocytow i limfocytow,
pobudzajaca adhezje neutrofilow i uwalnianie histaminy z bazofilow. Stezenie I1-1
B spada w poczatkowej fazie operacji, a nastepnie wzrasta istotnie w grupie NO.O.
(Ryc.7.2.4.). Podobnie TNFa zwieksza swoja aktywnos¢ w trakcie krazenia
pozaustrojowego w obu grupach. Po zakonczeniu krazenia pozaustrojowego jego
stezenie szybko spada, osiagajac poziom porownywalny z probka referencyjna
(Ryc.7.2.3.). Dane te potwierdzaja znaczne pobudzenie mechanizmow zwigzanych
z odpowiedzig zapalna, pomimo stosowania sSrodoperacyjnej podazy duzych dawek
sterydow. Kaskada odpowiedzi zapalnej w kolejnych etapach ulega amplifikacji i
prowadzi do pojawienia sie objawow klinicznych takich jak podwyzszona
temperatura ciala (lub goraczka), dysfunkcja miesnia sercowego (z powodu
niedokrwienia i reperfuzji oraz wtornych mechanizmoéw immunologicznych),
porazenie naczyn obwodowych ze sktonnoscia do hipotensji, zesp6t matego rzutu
serca z niedotlenieniem tkanek, niewydolnos¢ nerek, dysfunkcja ptuc (ptuco
poperfuzyjne), a takze objawy neurologiczne i uogolnione obrzeki (capillary leak
syndrome) (Bove i inni, 2004), (Meldrum i Donnahoo, 1999), (Ng, Wan, Yim i Arifi,
2002), (Trittenwein i inni, 2003).

Znanym czynnikiem wplywajacym na rozwoéj uogolnionej reakcji zapalnej jest
sinica (niedotlenienie). Bardziej nasilona odpowiedz zapalna przypisywana jest

istotnie wiekszej aktywnosci cytokin prozapalnych oraz wieckszemu stezeniu tych
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cytokin w obrebie miesnia sercowego u dzieci z wadami siniczymi serca (Qing i inni,
2003), w porownaniu z wadami serca bez sinicy. Badana grupa pacjentow
obejmowata tylko dzieci ze zlozonymi wadami serca, u ktorych obok sinicy
diagnozowano rowniez przecigazenie ciSnieniowe i/lub przeciazenie objetosciowe
serca. Jest to zatem grupa najbardziej narazona na rozwoj uogolnionej odpowiedzi
zapalnej i powiklan z nig zwigzanych.

Czynnikiem istotnie wplywajacym na rozwoj reakcji zapalnej w
dotychczasowych badaniach byly czas trwania krazenia pozaustrojowego oraz czas
zaklemowania aorty (Soares, Ribas, Spring, Silva i Miyague, 2010). W
analizowanym materiale, nie stwierdzono istotnych réznic pomiedzy badanymi
grupami pod wzgledem czasu zaklemowania aorty lub trwania krazenia
pozaustrojowego (Tab.7.3.1.). Sredni czas trwania krazenia pozaustrojowego
(punkty czasowe od 2a do 2d) wynosit w obydwu grupach ok. 100 minut, natomiast
czas zaklemowania aorty (punkty czasowe od 2b do 2c¢) ok. 40 minut. Czas
ogrzewania i reperfuzji (2c — 2d) ok 40 minut, a czas chlodzenia ok. 20 min. Odstepy
czasowe pomiedzy pobranymi punktami nie byly zatem rowne, a Sredni czas do
momentu reperfuzji wynosit ok. 60 minut. Obserwujac dynamike zmian stezenia
badanych czynnikow stwierdzi¢ mozna, Zze najwyzsze ich stezenie we krwi pojawia
sie po reperfuzji i ogrzaniu pacjenta do normotermii. Sugeruje to, ze glowne
nasilenie czynnikoéw potegujacych kaskade odpowiedzi zapalnej, pojawia sie w
trakcie reperfuzji i ogrzewania. Rowniez wtedy maksymalne steZenie osiagaja
wskazniki niedokrwienia miesSnia sercowego (CK-MB, Tnl) (Ryc.7.2.9, 7.2.10).
Dostepnosc¢ tlenku azotu w tym wlasnie momencie moze miec¢ kluczowe znaczenie.
W istocie, jego dostarczanie do uktadu powoduje znamienne obnizenie stezenia
czynnikow dziatajacych prozapalnie, modulacje odpowiedzi przeciwzapalnej oraz

istotne zmniejszenie wskaznikow uszkodzenia miesnia sercowego.

7.4. Strategie Srodoperacyjne zmierzajace do ograniczenia
odpowiedzi zapalnej.

Pomimo kilku dekad badan klinicznych i podstawowych, nie opracowano

skutecznej metody leczenia lub zapobiegania uogdlnionej odpowiedzi zapalnej. Jak

wiadomo, catkowite wylaczenie procesow zwiazanych z odpowiedzia zapalnag

mogloby w rezultacie przyniesC¢ niekorzystne efekty dla pacjenta. Mozliwa jest
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natomiast modulacja tej odpowiedzi przez stosowanie odpowiednich strategii
farmakologicznych oraz zwigzanych 2z technika prowadzenia krazenia
pozaustrojowego. Strategie te skupiajg sie na wzmocnieniu rownowagi pomiedzy
odpowiedzia zapalna a czynnikami dzialajacymi przeciwzapalnie. Wiadomo na
podstawie dotychczasowych badan, ze zarowno catkowite zahamowanie odpowiedzi
zapalnej jak i nadmierne pobudzenie produkcji czynnikéw przeciwzapalnych moze
prowadzi¢ do spadku odpornosci na zakazenia oraz wplynac niekorzystnie na
procesy gojenia i regeneracji.

Efektywne zahamowanie uogolnionej odpowiedzi zapalnej oraz zniwelowanie
uszkodzen niedokrwienno-reperfuzyjnych wywolanych przez stosowanie krazenia
pozaustrojowego i niedokrwienie serca moze w istotny sposob wplyna¢ na
ograniczenie powiklan oraz wyniki leczenia w oddziale intensywnej terapii.

Poza modyfikacjami ukladu do krazenia pozaustrojowego (miniaturyzacja
ukladu w celu zmniejszenia powierzchni oddzialywania, wprowadzenie filtrow
antyleukocytarnych lub wychwytujacych mediatory zapalne, pokrycie powierzchni
substancjami biokompatybilnymi) stosowane sa rézne interwencje farmakologiczne
(sterydy lub niesterydowe leki przeciwzapalne, inhibitory ukladu dopeiniacza,
inhibitory proteaz serynowych, antyfibrynolityki, antyoksydanty i in. ) oraz
odpowiednio dostosowywane metody znieczulenia ogolnego (propofol, sevofluran).
Metody te nie pozwolily opanowa¢ odpowiedzi zapalnej w okresie
okotooperacyjnym.

Jednym 2z pierwszych etapoéw pobudzenia odpowiedzi zapalnej podczas
operacji na otwartym sercu jest aktywacja ukladu dopelniacza (Kalfin i inni, 1993),
ktora uruchamia zlozona kaskade dalszych zjawisk. Aktywowane fragmenty
dopelniacza powoduja wzrost przepuszczalnosci naczyn, uwolnienie histaminy
(C3a, C4a, C5a), mobilizacje, aktywacje i wzrost adhezyjnosci neutrofili (CSa),
stymuluja synteze TNFa, IL-13 i poSrednio inne cytokiny prozapalna. W celu
zahamowania tej odpowiedzi juz na wczesnym etapie, stosowane sg specyficzne i
niespecyficzne inhibitory ukladu dopelniacza. W wielu doniesieniach korelowano
stopien aktywacji skladnikow komplementu z czestoscia powiklan pooperacyjnych,
koniecznoscia przedluzonego wspomagania oddechu, czasem pobytu na
intensywnej terapii, krwawieniem pooperacyjnym, niestabilnoscia

hemodynamiczng czy ostrym uszkodzeniem phluc (ALI, acute lung injury) (Seghaye
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M. i inni, Complement activation during cardiopulmonary bypass in infants and
children. Relation to postoperative multiple system organ failure, 1993),
(Tennenberg, Clardy, Bailey i Solomkin, 1990). Wykazano, Zze donory tlenku azotu
(np. nitroprusydek sodu) posiadaja wlasciwosci hamowania aktywacji uktadu
dopelniacza, przy czym za prawdopodobny mechanizm uznano hamowanie
konwersji C3. W badaniach klinicznych udowodniono, ze podaz nitroprusydku
sodu (jako donora NO) w trakcie trwania krazenia pozaustrojowego przyczyniato sie
do mniejszej aktywacji uktadu dopelniacza w porownaniu z grupa kontrolna, ktora
nie otrzymala leku (Seghaye M. i inni, Effect of sodium nitroprusside on
complement activation induced by cardiopulmonary bypass: a clinical and
experimental study, 1996). W przeprowadzonym badaniu, u dzieci ze zlozonymi
wadami wrodzonymi serca, tlenek azotu podawano bezposrednio do oksygenatora,
w postaci inhalacji. Cho¢ nie badano bezposredniego wplywu NO na uktad
dopelniacza, to wykazano jego dzialanie hamujace odpowiedz zapalna,
wzmacniajace efekty przeciwzapalne oraz protekcyjne dzialanie na miesien sercowy
(Ryc.7.2.1, 7.2.2., 7.2.4., 7.2.5., 7.2.9., 7.2.10.). Efekty te uwidoczniono na
poziomie molekularnym oraz klinicznym (krotszy czas wspomagania oddechu,
nizszy indeks katecholamin) (Tab.7.6.1.)

Najczesciej stosowana metoda ograniczenia odpowiedzi zapalnej jest
przedoperacyjna lub srodoperacyjna podaz sterydow. Sterydy hamuja synteze
wszystkich mediatorow procesu zapalnego zwigzanych z dzialaniem czynnika
jadrowego kB. Mechanizm ich dzialania, na poziomie genomu, polega na
uruchomieniu transkrypcji czynnikow przeciwzapalnych takich jak: IL-10, IL-1ra,
lipokortyna-1loraz czynnika hamujacego czynnik jadrowy kappa B (Barnes i Karin,
1997). Podaz deksametazonu u dzieci powoduje zmniejszenie produkcji TNFa, IL-6
i moze wplynac na poprawe wynikow leczenia (Bronicki, Backer i Baden, 2000). Ich
stosowanie moze tez przynieS¢ efekty niepozadane. Potwierdzono to w wielu
doniesieniach i pracach oryginalnych oraz metaanalizach (Dieleman i inni, 2011).
Niekorzystne dzialania stosowania wysokich dawek sterydow podczas krazenia
pozaustrojowego obejmujg czestsze wystepowanie infekcji, zwlaszcza zakazen ran
pooperacyjnych oraz czestsze wystepowanie niewydolnosci oddechowej, w tym
wiazacej sie z koniecznoscia wytworzenia tracheostomii. Sr()doperacyjna podaz

sterydow zwiazana byla z wyzszym stezeniem glukozy w okresie pooperacyjnym i
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czestszym stosowaniem insuliny (Dreher, Glatz, Kennedy, Rosenthal i Gaynor,
2015).

W badanym materiale stwierdzono pobudzenie istotnej odpowiedzi zapalnej,
pomimo stosowania Srodoperacyjnych strategii przeciwzapalnych. Ponadto, w
obydwu grupach wykazano znacznie nasilona odpowiedz przeciwzapalna,
wyrazonag istotnym wzrostem stezenia IL1-ra oraz I1-10 (zwiazana w duzej mierze z
zastosowanym sterydem). W grupie, ktora otrzymata inhalacje NO stwierdzono
niwelujacy wplyw inhalacji na poziom insuliny, a takze stezenia mleczanow w
probkach krwi pobranych po operacji. Stezenie mleczanow bylto normalne i istotnie
nizsze w grupie pacjentow, ktorzy otrzymali NO (Tab.7.6.1, Ryc.7.2.11.). Stezenie
insuliny w probkach pooperacyjnych bylo istotnie nizsze w grupie NO.1., podobnie
odpowiadajace mu stezenie glukozy utrzymywalo sie¢ na nizszym poziomie
(Ryc.7.2.12.). Dane te sSwiadczy¢ moga o mniejszym nasileniu bloku metabolicznego
i insulinoopornosci. Jednym z negatywnych wplywow stosowania sterydow, o
ktorym donoszono w dotychczasowych badaniach byl przedhuzony czas intubac;ji i
wspomagania oddechu (Hovels-Gurich i inni, 2002). W badanej populacji, w grupie
dzieci, ktore otrzymaly NO, wykazano krotszy czas wspomagania oddechu, w
porownaniu z dziecmi ktore nie otrzymaly NO. Nie stwierdzono natomiast réznic w
czasie pobytu w oddziale intensywnej terapii (Tab.7.6.1.).

Inna powszechnie stosowana praktyka podczas operacji w krazeniu
pozaustrojowym jest hipotermia ogolna. Wykazano, ze hipotermia ogoélna zwieksza
produkcje IL-10 u dzieci (Seghaye M. i inni, 1996). Obserwacje ta potwierdzono na
modelu zwierzecym, gdzie chlodzenie zwiazane bylo ze zwiekszona produkcja IL-10
i zmniejszona synteza TNFa. Przesuniecie rownowagi w kierunku odpowiedzi
przeciwzapalnej zwiazane bylo z lepsza protekcja narzadow (Qing i inni, 2001). W
badanej populacji, u wszystkich pacjentow stosowano hipotermie ogdlna podczas
operacji korekcyjnych w celu zmniejszenia zapotrzebowania na tlen oraz uzyskania
lepszej protekcji narzadow. W grupie dzieci, ktore otrzymaly tlenek azotu
stwierdzono niZzsze stezenie mleczanow w probce krwi pobranej po zakonczeniu
krazenia pozaustrojowego (Tab.7.6.1.). Moze to dowodzic lepszej perfuzji narzadow

w trakcie krazenia pozaustrojowego.
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7.5. Wplyw tlenku azotu na badane parametry zwiazane z regulacja
odpowiedzi zapalnej

Dzieki wysokiej czulosci oznaczeniom iloSciowym przy pomocy macierzy
Miliplex Map Kit assays zbadano wplyw sSrodoperacyjnej inhalacji NO na panel
badanych czynnikow.

Poczatkowe interleukiny, aktywowane we wczesnej fazie odpowiedzi zapalnej
to TNFa oraz interleukina 1. Ich produkcja wzrasta natychmiast po zadziataniu
bodzca prozapalnego. Inicjuja one odpowiedz zapalna i odpowiadaja za reakcje
gorgczkowa. W grupie, ktora otrzymata NO stezenie IL1[ bylo istotnie nizsze w
probkach pooperacyjnych, a istotny wzrost tej cytokiny stwierdzono tylko w grupie
bez tlenku azotu. Stezenie TNFa wzroslo w trakcie trwania krazenia
pozaustrojowego (Ryc.7.2.3.). Wzrost ten zwiazany moze by¢ z ogdlng odpowiedzia
stresowa (zapalna) oraz dzialaniem NO. Po odlaczeniu podazy tlenku azotu i
zakonczeniu krazenia pozaustrojowego, stezenie TNFa spadlo do poziomu
przedoperacyjnego i nie roznitlo sie od stezenia w probkach pochodzacych od
pacjentow, ktorzy nie otrzymali NO.

Takie dziatania tlenku azotu moga przyczyni¢ si¢ do hamowania kaskady
odpowiedzi zapalnej juz na bardzo wczesnym jej etapie i zapobiega¢ pobudzaniu i
podtrzymywaniu uogolnionego procesu.

TNFa oraz IL-1f stymuluja produkcje I11-6 wplywajac na rozne typy komorek
(monocyty, makrofagi, komorki sSrodbtonka, fibroblasty komorki miesniowki
gltadkiej). Istotny wzrost jej stezenia zostal opisany w wielu stanach klinicznych
min. rozlegle operacje chirurgiczne, oparzenia oraz urazy wielonarzadowe (Nijsten
i inni, 1991). Jest ona czynnikiem wywotujacym goraczke, a jej stezenie bylo
istotnie wyzsze wsrod pacjentow, u ktorych z réznych powodow dochodzito do
rozwoju zespolu niewydolnosci wielonarzadowej. W grupie z tlenkiem azotu jej
stezenie byto istotnie nizsze w probkach pooperacyjnych. Ponadto interleukina 6
znana jest jako glowny regulator odpowiedzi ostrej fazy (Heinrich, Castell i Andus,
1990). Stymuluje ona w watrobie produkcje biatek ostrej fazy (jak np. C — reactive
protein, pentraksyna). Jest to kluczowy etap regulacji odpowiedzi zapalnej,
zmierzajacy do jej ograniczenia. Bialka ostrej fazy posiadaja bowiem dzialanie
przeciwzapalne (Heuertz i Webster, 1997). W obydwu badanych grupach pacjentow

obserwowano istotny wzrost IL-6, przy czym najwyzsze jej stezenie stwierdzono w
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probkach pobranych 4 godziny po zakonczeniu operacji (Ryc.7.5.1.). W grupie,
ktora otrzymata NO, stwierdzono istotnie nizsze stezenie IL-6, co moze przyczynic
sie potencjalnie do ograniczenie prozapalnych efektow jej dzialania. Dodatkowo,
dynamika zmian stezenia pentraksyny zblizona byla do dynamiki zmian
aktywnosci interleukiny 6 (Ryc.7.2.8).

GM-CSF jest znanym czynnikiem wplywajacym na stymulacje produkcji
makrofagow w szpiku. Dodatkowo wykazano jego stymulujace dzialanie na funkcje
makrofagow pecherzykowych oraz produkcje surfaktantu (Trapnell i Whitsett,
2002). W pracy wykazano istotny wzrost stezenia GM-CSF w grupie pacjentow,
ktorzy nie otrzymali tlenku azotu w probkach pobranych w okresie pooperacyjnym
(Ryc.7.2.7.). U pacjentow, ktorzy otrzymali NO stezenie GM-CSF bytlo istotnie nizsze
w okresie pooperacyjnym. Stezenie GM-CSF w badanych grupach ma podobnag
dynamike do badanej leukocytozy (Ryc.7.2.13.). Poczatkowy spadek leukocytozy
zwiazany moze by¢ z hemodilucja stosowana podczas zabiegow w krazeniu
pozaustrojowym. Jest to istotny spadek w obydwu badanych grupach. W okresie
pooperacyjnym obserwowano wzrost ilosci leukocytow we krwi, ktory byt istotny w
grupie NO.O. (2c vs.6). Roznice jednak pomiedzy badanymi grupami w tym punkcie
czasowym byly nieistotne statystycznie. Podobnie, stezenie GM-CSF wzrosto
istotnie w punktach czasowych 3., 4., 5. (Ryc.7.2.7.) w porownaniu z probka
referencyjna i w probkach 3., 4., i 5. Bylo istotnie wyzsze w poréwnaniu do grupy
NO.1. 24 godziny po operacji odnotowano w grupie NO.O. spadek stezenia GM-
CSF, tymczasem w grupie tej nadal podwyzszona byla leukocytoza. Opisana
dynamika odpowiada wczesniej opisanym zjawiskom mobilizacji roznych frakcji
leukocytow u zdrowych ochotnikow (vanPelt i inni, 1996). Pierwszymi komorkami,
ktore pojawialy sie we krwi obwodowej po iniekcji podskornej GM-CSF byly
neutrofile (ok 60 minut po podaniu podskornym). Osiagaly one maksymalnag
liczebnos¢ we krwi po 8 godzinach, eozynofile i monocyty natomiast szczytowag
liczebnosc¢ osiagaly ok. 24 godziny po podaniu GM-CSF. Inhalacja tlenku azotu w
badanej grupie pacjentow powodowata obnizenie stezenia GM-CSF w probkach
pooperacyjnych (3 — 6) w porownaniu z grupa NO.O. Jednoczesnie w tych punktach
czasowych zanotowano wieksza leukocytoze. Sugeruje to, ze inhalacja NO moze
dziala¢c na uwalnianie leukocytow do krwi obwodowej przez mechanizm nie

zwiazany z dzialaniem GM-CSF. Leukocyty sa glownym celem dzialania
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aktywowanych sktadnikow komplementu i biora udzial w podtrzymywaniu
systemowej reakcji zapalnej. Jednoczesnie stanowia populacje komorek
odpowiedzialng za procesy regeneracyjne i odpowiedZz regeneracyjna organizmu
(Takabayashi i inni, 1996). Cytokiny prozapalne stymuluja leukocyty inicjujac
produkcje kolejnych mediatorow zapalenia, uszkodzenia komorek i indukcji
apoptozy (Dinarello, 2000). Badania populacji pediatrycznej wykazaty wzrost liczby
krazacych leukocytow po rozpoczeciu krazenia pozaustrojowego, z jednoczesnym
wzrostem aktywnosci elestazy i mieloperoksydazy. Jednoczesnie wykazano wzrost
stezenia krazacych czastek adhezyjnych slICAM (Chew i inni, 2001). Zjawisko
uwalniania leukocytow do krwi obwodowej, niezaleznie od GM-CSF moze
odzwierciedla¢ regeneracyjne wlasciwosci stosowanego tlenku azotu (Borowka i
inni, 2013).

Naturalna odpowiedz przeciwzapalna mediowana jest poprzez cytokiny
dzialajace przeciwzapalnie (IL-10, IL1-ra). IL-10 hamuje uwalnianie zarowno II-6
jak i TNFa oraz IL-1B. Stymuluje ona takze produkcje IL1ra oraz krazacy receptor
p75 dla TNFa, hamujac prozapalne dziatanie tych cytokin (Seitz i inni, 1995).
Pojawienie sie cytokin przeciwzapalnych we krwi obwodowej jest zwykle op6znione
w stosunku do czynnikow dzialajacych prozapalnie, poniewaz ich synteza zalezy
czeSciowo od stymulacji odpowiedzi prozapalnej. Ich pojawienie sie hamuje
zwrotnie synteze cytokin prozapalnych. Poprzez aktywacje osi podwzgérzowo —
przysadkowo — nadnerczowej stymuluja one uwalnianie kortyzolu, hamujac w ten
sposob uogolnionag odpowiedz zapalna. Interleukina 10 pobudza uwalnianie IL1-ra
(Rennick, Berg i Holland, 1992), (Tilg, Dinarello i Mier, 1997). W przeprowadzonym
badaniu rowniez obserwowano podobne efekty. Tlenek azotu podawany
Srodoperacyjnie powodowat wyzsze stezenie IL-10, utrzymujace sie nieco dtuzej w
porownaniu z grupa NO.O, w ktorej obserwowano szybki spadek jej stezenia w 8. i
12. godzinie po operacji (Ryc.7.2.5). Sugeruje to wzmacniajacy i utrwalajacy efekt
dzialania NO na synteze IL-10. Moze to oznaczac utrwalajace i nasilajace dziatanie
NO w badanym ukltadzie. W tym zakresie tlenek azotu wydaje sie wykazywac
dzialanie synergistyczne ze stosowana Srodoperacyjnie w obydwu grupach
sterydoterapia. Jednoczesnie w grupie NO. 1. stwierdzono nizsze stezenie IL1-ra, co
moze potwierdzac¢ stymulujacy wplyw IL10 na stezenie IL-1ra, sugeruje takze

mozliwy mechanizm dzialania NO.
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Rownowaga pomiedzy produkcja czynnikow prozapalnych i
przeciwzapalnych odgrywa centralna role w kontrolowaniu odpowiedzi zapalnej
(Brix-Christensen i inni, 2001). Zdolnos¢ do produkcji czynnikow
przeciwzapalnych (hamujacych odpowiedz zapalna, np. 11-10), w odpowiedzi na
bodzce dzialajace prozapalnie decyduje o protekcji tych narzadow przed
uszkodzeniem. W warunkach zakazenia uogo6lnionego wyzsza wartosc¢ proporcji IL-
6/11-10 byta predyktorem niepomyslnego przebiegu klinicznego (Taniguchi i inni,
1999). U dzieci poddanych operacjom kardiochirurgicznym natomiast wyzsza
wartos¢ wskaznika stezenia cytokin we krwi IL-10 / I1-6 zwiazana byta z mniejsza
iloscia powiklan pooperacyjnych (Hovels-Gurich i inni, 2002), a zwiekszona
produkcja IL-10 podczas operacji kardiochirurgicznych zwiazana byla z lepsza
protekcja narzadéw (Qing i inni, 2001), (Vazquez-Jimenez i inni, 2001). W
przeprowadzonym badaniu, w obydwu badanych grupach odpowiedz
przeciwzapalna jest znacznie zaznaczona (Srodoperacyjna podaz sterydow,
mechanizmy odpowiedzi zapalnej). Tlenek azotu podawany Srédoperacyjnie do
oksygenatora powoduje wzrost stezenia IL-10 (Ryc.7.2.5.) oraz obnizenie stezenia
IL-6 w okresie pooperacyjnym, tym samym zwiekszajac wartos¢ wskaznika IL-10/
[1-6 w grupie NO.1. Podaz sterydow oraz zbyt duze stezenia IL-10 moga jednak
powodowac ograniczenie odpowiedzi immunologicznej i zwiekszenie ryzyka
zakazenia okolooperacyjnego.

Produkcja cytokin prozapalnych takich jak IL-6, IL-8, TNFa osiaga swoje
maksimum zwykle pod koniec trwania krazenia pozaustrojowego, podczas gdy
odpowiedz przeciwzapalna pojawia sie¢ nieco pozniej, w trakcie (4 — 24 godziny po
operacji) (McBride, Armstrong, Gilliland i McMurray, 1996), (Seghaye M. i inni,
1996). Dynamika uwalniania poszczegolnych cytokin zalezna jest od
okolooperacyjnego postepowania przeciwzapalnego (m.in. podaz sterydow). W
badanej populacji leczonych dzieci stwierdzono podobna dynamike zmian.
Aktywacja czynnikow prozapalnych (IL-6, IL-8, TNFa) i ich najwyzsze stezenie ma
miejsce pod koniec trwania krgzenia pozaustrojowego (Ryc.7.2.1., Ryc.7.2.2.,
Ryc.7.2.3.). Stezenie IL-10 osiaga swoje maksimum nieco pozniej (8 — 12 godzin po
zakonczeniu operacji). Inhalacja tlenku azotu powoduje istotne zmniejszenie

stezenia IL-6 i IL-8 w punktach maksymalnej aktywacji, pozostajac bez
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statystycznie istotnego wplywu na stezenie TNFa. Uznaje sie, ze glownymi
czynnikami wplywajacymi na uwalnianie cytokin prozapalnych sa uktad
dopelniacza oraz endotoksyna uwalniania z jelit. Istotny wplyw wywieraja takze

mechanizmy niedokrwienia i reperfuzji (Jansen i inni, 1992).

7.6. Wplyw badanych zjawisk na protekcje miesnia sercowego.

Uszkodzenie niedokrwienno — reperfuzyjne i odpowiedz zapalna powiazane sa
z soba szeregiem zlozonych zaleznosci. Po okresie niedokrwienia, reperfuzja
stymuluje wzrost stezenia cytokin prozapalnych oraz wysoce reaktywnych
rodnikow tlenowych. Lokalna odpowiedz komoérkowa w reperfundowanym
narzadzie ze strony komorek srodblonka, plytek krwi oraz komorek zapalnych
zwieksza stezenia cytokin. Dochodzi do obumierania komoérek w mechanizmie
apoptozy oraz nekrozy.

Centralnym zjawiskiem w reperfundowanym obszarze jest uszkodzenie
sSrodbtonka prowadzace do zaburzenia produkcji NO i regulacji rozkurczu naczyn
zaleznej od sSrodbtonka (Cooper i inni, 2000). W modelu doswiadczalnym
uposledzenie produkcji NO nastepuje po kilku minutach od przywrécenia
przeplywu przez naczynie (Tsao, Aoki, Lefer, Johnson i Lefer, 1990). W kolejnym
etapie ma miejsce marginalizacja leukocytow, przyleganie i migracja neutrofili przez
endotelium, ktoremu towarzyszy znaczny wzrost ekspresji p-selektyny. Zjawiska te
prowadza do obrzeku, zatykania drobnych naczyn (no-reflow phenomenon) i
uposledzenia funkcji serca z powodu martwicy i apoptozy (Lefer i Lefer, 1996). Na
podstawie dotychczasowych badan wiadomo, ze uszkodzenie reperfuzyjne moze
by¢ modulowane przez tlenek azotu. Glownym zadaniem tlenku azotu w obrebie
ukladu naczyniowego (gdzie jest produkowany przez komorki Srodbtonka) jest
regulacja napiecia Sciany naczyn. Komorki srodbtonka produkuja NO uzywajac
jako substratu argininy. Jako czynnik gazowy szybko dyfunduje on w obreb
komorek miesniowki gladkiej powodujac jej relaksacje i poszerzenie naczyn.
Przedostaje sie on takze do strumienia krwi, reagujac glownie z oksyhemoglobina.
Reakcja ta, w wyniku ktorej powstaje methemoglobina, odpowiedzialna jest za
bardzo szybkie wyplukiwanie NO. Dodatkowo dyfuzja NO do wnetrza erytrocytow,
w celu wigzania si¢ z hemoglobinag, jest utrudniona przez blone komoérkowa. NO

reaguje takze 2z grupami hemowymi deoxyhemoglobiny tworzac S-

73



nitrosohemoglobing uwazang za transporter NO w ukladzie krazenia. Dzieki temu
NO moze wywierac efekty z dala od miejsca jego dostarczenia do krwi. Wedtug
ostatnich doniesien S-nitrosohemoglobina powstaje w tkankach przy duzych
stezeniach parcjalnych tlenu, natomiast przy niskim cisnieniu parcjalnym tlenu
rozklada sie, uwalniajac tlenek azotu, ktéry rozszerza naczynia krwionosne. Taki
mechanizm pozwala na kontrole dostarczania tlenu do tkanek i w przypadku
niedotlenienia, rozszerzenie naczyn i lepsza perfuzje (McMahon i inni, 2002). Proces
transportu i odleglego dziatania tlenku azotu jest bardzo niewydolny w warunkach
fizjologicznych. Wydolnosc¢ tego mechanizmu znacznie jednak wzrasta w przypadku
farmakologicznych stezen NO (stosowanego w postaci inhalacji) (Rassaf i inni,
Evidence for in vivo transport of bioactive nitric oxide in human plasma, 2002).
Dodatkowo NO podawany jest do oksygenatora, do mieszaniny oddechowej i po
pokonaniu bariery (blona polprzepuszczalna w oksygenatorze) przedostaje sie do
krwi oraz odcinka drenu pomiedzy oksygenatorem a pacjentem, krew trafia do
opuszki aorty, a jednym z pierwszych narzadow, ktory jest perfundowany, jest
serce.

Dziatanie protekcyjne w odniesieniu do migsSnia sercowego potwierdzono w
grupie, ktora otrzymata inhalacje NO. Wzrost wskaznikow niedokrwienia i
reperfuzji obserwowano w obu badanych grupach (wzrost CKMB, wzrost Tnl), w
grupie jednak NO.1 stezenie tych wskaznikow po reperfuzji jest znacznie nizsze
(Ryc. 7.2.9., 7.2.10.). Lepsza funkcja serca obserwowana jest rowniez w okresie
pooperacyjnym, w ktorym w grupie z inhalacja tlenku azotu obserwowano niZzszy
indeks katecholamin oraz krotszy czas wspomagania oddechu (Tab.7.3.1.). W
dotychczasowych badaniach na grupie dorostych operowanych z powodu zastawki
aortalnej, NO podawany do roztworu krwistej kardioplegii (nastepnie do opuszki
aorty) stwierdzono rowniez nizsze stezenie CKMB oraz Tnl, ktéore korelowalto z
mniejszym stezeniem selektyny P w krwi pobieranej bezposrednio z zatoki
wiencowej (Gianetti i inni, 2004). Sugeruje to mozliwy bezposredni efekt
przeciwzapalny i kardioprotekcyjny tlenku azotu. Inhalacja NO bezposrednio do
oksygenatora wydaje sie najlepsza metoda podazy, poniewaz po opuszczeniu
oksygenatora krew trafia do opuszki aorty i bezposrednio do naczyn wiencowych.

Nasilenie procesow odpowiedzi zapalnej zwigzanych z lokalna reperfuzja,

przyczynia sie do nasilenia uogolnionej reakcji zapalnej. Lokalne dziatanie
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stosowanego NO na reperfundowany miesien sercowy moze byc¢ jednym z
mechanizmow hamujacych uogolniona odpowiedz zapalng. Stres jakiemu poddany
zostaje miesien sercowy podczas korekcji wady wrodzonej serca spowodowany jest
nieadekwatnym zahamowaniem metabolizmu mi¢sSnia sercowego. Glowna zmiang
obserwowang na poziomie mikroskopowym po podaniu roztworu kardioplegicznego
jest wzrost przepuszczalnosci kapilar i obrzek serca. Bardziej zaawansowane i
nieodwracalne zmiany w miokardium zwigzane sa z niedokrwieniem i zaburzeniem
rownowagi jonow sodowych oraz zmianami steZzenia jonow wapniowych.
Wskaznikami niedokrwienia stosowanymi w praktyce klinicznej jest poziom
troponin (troponina T, troponina I) i rzadziej CKMB. Dodatkowo protekcyjnie na
miesien sercowy dziata hipotermia ogolna oraz stosowanie zimnej kardioplegie.

Tlenek azotu uwazany jest za jeden z kluczowych elementow taczacych
uszkodzenie niedokrwienno — reperfuzyjne z odnowa tkanki (Pabla i Curtis, 1996),
a zaburzenia jego produkcji wplywajg na zaleznos¢ pomiedzy funkcjg srédbtonka i
odpowiedzia zapalng (Chello, Mastroroberto, Perticone, Celi i Colonna, 1998).
Znany jest od ponad dekady jako czynnik stosowany w leczeniu nadciSnienia
ptucnego (w postaci inhalacji do drog oddechowych). Jego rola w procesach
uszkodzenia tkanek, reperfuzji, regeneracji, apoptozy i regulacji procesow
zapalnych nie zostala do konca wyjasniona. Moze on odgrywac istotna role w
mechanizmach zwigzanych z protekcja serca (Gianetti i inni, 2004). NO jest
znanym regulatorem procesow apoptozy oraz czynnikiem hamujacym agregacje i
adhezje ptytek oraz blokujacym adhezje i migracje monocytéw (Uchiyama i inni,
2002), (Comini i inni, 1990). Dodatkowo jest znanym czynnikiem hamujacym
aktywacje leukocytow, zapobiegajacym interakcji pomiedzy neutrofilami i
srodblonkiem oraz hamujacym produkcje wolnych rodnikow tlenowych. Kazdy z
tych mechanizmow moze przyczynic sie¢ do terapeutycznego, pozytywnego efektu w
trakcie krazenia pozaustrojowego.

W badaniach doswiadczalnych na modelu zwierzecym wykazano, ze
podawanie tlenku azotu do mieszaniny oddechowej w trakcie zawatu i reperfuzji
miesnia sercowego ogranicza istotnie obszar objety niedokrwieniem i poprawia
funkcje komory lewej (Hataishi i inni, 2006). Egzogenny tlenek azotu dziala
kardioprotekcyjnie wplywajac na uszkodzenie migeSnia sercowego mediowane przez

neutrofile (Ambrosio i Tritto, 1999). W licznych badaniach wskazano mechanizmy
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kardioprotekcyjnego dzialania NO (Jones i Bolli, 2006), (Schulz, Kelm i Heusch,
2004). Uszkodzenie niedokrwienno — reperfuzyjne, jakie ma miejsce po zatrzymaniu
serca przy pomocy roztworu kardioplegicznego, prowadzi do uposledzenia funkcji
serca. W badanych grupach odzwierciedleniem uszkodzenia mig¢snia sercowego jest
wzrost stezenia Tnl oraz aktywnosci CKMB. W grupie jednak, ktora otrzymatla
inhalacje NO stopien uszkodzenia miesSnia serca wyrazony badanymi wskaznikami
jest mniejszy. Stezenie CKMB wzrasta istotnie w obydwu grupach (Ryc.7.2.9) do
momentu reperfuzji. W grupie NO.1 reperfuzja, ktora ma miejsce w punkcie 2c, nie
wplywa jednak na dalszy istotny wzrost aktywnosci CKMB, w grupie bez inhalacji
NO, aktywnos¢ CKMB rosnie w kolejnych probkach czasowych, osiagajac wartosci
istotnie wyzsze w porownaniu z grupa NO.1. w 4., 8., i 12. godzinie po operacji.
Roéznica ta staje sie nieistotna 24 godziny po operacji (probka 6., Ryc.7.2.9.). W
obydwu badanych grupach aktywnos¢ CKMB nie obniza sie do poziomu
wyjsciowego. W przypadku Tnl, wzrost jaj stezenia rozpoczyna sie nieco wczesniej,
na etapie zaklemowania aorty (punkt 2b, Ryc. 7.2.10.) i roSnie w obydwu grupach.
W grupie NO.O obserwuje sie dalszy gwaltowny wzrost stezenia Tnl w trakcie
reperfuzji (po usunieciu klemu aortalnego, punkt 2¢, Ryc.7.2.10.). W grupie, ktora
otrzymata inhalacje NO wzrost ten jest nieistotny. W probkach pobranych po
zakonczeniu krazenia pozaustrojowego stwierdzono istotng réznice stezenia Tnl. W
kolejnych godzinach po operacji obserwowano gwaltowny spadek Tnl (préobka 3.,
4., 5., 1 6.), cho¢ w obydwu grupach wartosS¢ ta nie obnizyla sie do poziomu
przedoperacyjnego w 24. godzinie po operaciji.

Mechanizm dziatania tlenku azotu w grupie NO.1l. moze obejmowac
hamowanie procesow zapalnych oraz wplyw na zjawisko apoptozy (Duranski i inni,
2005). Apoptoza w niedojrzalym miocardium dzieci z wadami wrodzonymi serca
jest znanym i opisywanym wczesniej zjawiskiem uwazanym za integralna czesc
procesu dojrzewania miokardium. Moze miec istotny wplyw na wystepowanie
dysfunkcji serca we wczesnym okresie pooperacyjnym. Stwierdzone w badaniu
efekty dzialania NO moga miec¢ charakter bezposredni lub posredni (poprzez wplyw
na aktywnosc¢ cytokin i innych czynnikow krazacych w ukladzie, w trakcie krazenia
pozaustrojowego). Udowodniono we wczesniejszych badaniach, ze podaz NO w
sytuacjach jego zmniejszonej biodostepnosci powoduje obnizenie oporu

naczyniowego, zwieckszenie przepltywu krwi przez tkanki (lepsza perfuzja
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tkankowa), zmniejszenie nasilenia odpowiedzi zapalnej i co za tym idzie mniejsze
uszkodzenia tkankowe (Lundberg, Weitzberg i Gladwin, 2008). W zwigzku z
mechanizmem dzialania i wigzania NO przez wolna hemoglobine, zjawiska te
zbadano dokladnie w stanach chorobowych, w ktorych dochodzi do hemolizy (np.
niedokrwistosSc¢ sierpowata). Podobna sytuacja ma miejsce w trakcie prowadzenia
perfuzji pozaustrojowej. Wskutek mechanicznego uszkodzenia krwinek
czerwonych, duza ilos¢ hemoglobiny wydostaje si¢ do osocza i w istotny sposob
wplywa na farmakokinetyke NO. Wolna oksyhemoglobina natychmiast wiaze
produkowany przez sSrodblonek tlenek azotu, co doprowadza do znacznego i bardzo
szybkiego spadku biodostepnosci NO w uktadzie krazenia. Niedobor aktywnego NO
doprowadza do obkurczenia naczyn krwionosnych, aktywacji ptytek krwi, nasilenie
zjawiska przylegania pomiedzy leukocytami i Srodblonkiem oraz nasilenie
produkcji wolnych rodnikow tlenowych (Vermeulen Windsant, Hanssen, Buurman
i Jacobs, 2011). Fakty te wystarcza do wyjasnienia zaburzen wywolywanych przez
krazenie pozaustrojowe u dzieci, obserwowanych w klinice.

Podanie tlenku azotu w postaci inhalacji w dawkach farmakologicznych
wywotalo szereg efektow obserwowanych na poziomie molekularnym jak i
klinicznym sugerujacych lepsza funkcje serca i naczyn. Uzyskane wyniki w sposob
posredni lub bezposredni dowodza lepszej funkcji ukladu sercowo — naczyniowego
i potwierdzaja, stwierdzone badaniem wskaznikow niedokrwienia, mniejsze
uszkodzenie miesnia sercowego. W grupie dzieci, ktore otrzymalo NO stwierdzono
nizszy poziom mleczanow po zakonczeniu krazenia pozaustrojowego, krotszy czas

wspomagania oddechu oraz nizszy indeks katecholamin (Tab.7.3.1).

7.7. Kliniczne efekty zastosowania tlenku azotu w trakcie krazenia
pozaustrojowego.

Dobrze kontrolowana odpowiedz zapalna podczas roznego rodzaju operacji i
interwencji chirurgicznych jest zjawiskiem pozytywnym i koniecznym do
zapewnienia angiogenezy, uruchomienia odpowiedzi regeneracyjnej, gojenia sie ran
pooperacyjnych oraz obrony przed zakazeniami okotooperacyjnymi. Nie ma jednak
watpliwosci, ze nadmierna stymulacja procesow uogolnionej odpowiedzi zapalne;j
jest szkodliwa i moze w znaczny sposob wplywac na wyniki leczenia wad

wrodzonych serca, zwlaszcza u matych dzieci (noworodki, niemowleta).
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Wedhug badan klinicznych, przeprowadzonych u dzieci poddawanych
korekcjom wad wrodzonych serca, zespotl uogolnionej reakcji zapalnej powoduje
przedhuzenie czasu hospitalizacji w oddziale IT, wigze sie z koniecznoscig
zwiekszonego wsparcia inotropowego 1 zwiekszonym ryzykiem rozwoju
niewydolnosci wielonarzadowej. Wykazano wzrost aktywnosci biatek ostrej fazy, IL-
6, mleczanow oraz spadek ilosci plytek (Bonding Andreasen, Hvas i Ravn, 2014),
(Allan i inni, 2010). W badanej grupie dzieci wykazano, ze Srodoperacyjna podaz
tlenku azotu moze istotnie wplynac¢ na niektore parametry kliniczne. Wykazano
istotnie krotszy czas wspomagania oddechu w oddziale intensywnej terapii
pooperacyjnej oraz nizszy indeks katecholamin stosowanych do wsparcia uktadu
krazenia (Tab.7.3.1.). Wskazuje to na protekcyjne dziatanie inhalacji NO na funkcje
serca (co potwierdzitlo rowniez istotne nizsze stezenie CKMB oraz Tnl) oraz funkcje
ukladu oddechowego.

Krazenie pozaustrojowe powoduje zaburzenie rownowagi pomiedzy ukladem
krzepniecia i fibrynolizy. Kontakt krwi z obca powierzchnia materiatow sztucznych
powoduje aktywacja alternatywnej drogi ukladu dopelniacza. Dodatkowo pod
koniec krazenia pozaustrojowego, aktywowana jest klasyczna droga przez
kompleksy heparynowo — protaminowe (Chenoweth i inni, 1981), (Kirklin i inni,
1986). Aktywowane elementy ukladu dopelniacza wchodza w rozne interakcje z
ukladem krzepniecia oraz fibrynolizy. Inne czynniki wplywajace na funkcje uktadu
krzepniecia i fibrynolizy to hemodilucja (zmniejszajaca stezenie czynnikow
krzepniecia), hipotermia (zmniejszajaca stezenie antytrombiny III i wptywajaca na
utrate receptorow odpowiedzialnych za adhezje na powierzchni plytek),
bezposredni wplyw uszkodzenia Srodblonka i aktywacji czynnika XII, XI,
prekallikreiny i kininogenu. Generowana kallikreina i kininogen wplywaja na
produkcje bradykininy oraz plazminogenu, co aktywuje fibrynolize. Aktywacja
czynnika XII inicjuje kaskade krzepniecia. Procesy te prowadza do zmniejszenia
aktywnosci czynnikow antykoagulacyjnych i wzrostu aktywnosci czynnikow
prokoagulacyjnych. Zjawisko takie prowadzi do formowania mikrozatorow i
uszkodzenia niedokrwienno — reperfuzyjnego stymulujacego produkcje czynnikow
prozapalnych (Jaggers i Lawson, 2006). Wiadomo, zZe tlenek azotu posiada
dzialanie antyagregacyjne. Stosowanie inhalacji NO mozZe przyczyni¢ sie do

zmniejszenie prozakrzepowej tendencji osocza 1 zmniejszenie negatywnych
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skutkow aktywacji ukladu krzepniecia oraz sklonnosci do powstawania
mikrozakrzepow. Zastosowanie inhalacji tlenku azotu w trakcie krazenia
pozaustrojowego nie wplynelo istotnie na objetos¢ krwawienia pooperacyjnego,
cho¢ w grupie, ktéora otrzymata inhalacje, indeksowana objetos¢ catkowitego
krwawienia jest nieznacznie wieksza (Tab.7.3.1.).

Zespol matego rzutu u dzieci po operacjach kardiochirurgicznych wiaze sie
zwykle z dysfunkcja serca oraz narastajacym oporem w krazeniu plucnym i
systemowym (obkurczanie tozyska naczyniowego). Zjawiska te z kolei Scisle wiaza
sie z gwaltownym spadkiem dostepnosci tlenku azotu, produkcja dziatajacych
kardiodepresyjnie cytokin prozapalnych, niedokrwieniem i reperfuzja oraz
sekwestracja leukocytow. Przeprowadzone badanie dowiodlo, Zze podanie tlenku
azotu moze przyczyniac sie do zmniejszenia nasilenia tych zjawisk i wptywac¢ na
poprawe funkcji serca i skrocenie czasu wspomagania oddechu.

Krazenie pozaustrojowe oraz operacja korekcji wady wywieraja niekorzystny
wplyw na funkcje pluc. Zmniejszenie przeptywu krwi przez pluca i przerwanie
krazenia plucnego (po zaklemowaniu aorty) prowadzi do znacznego zmniejszenia
objetosci pluc wzrostu oporu naczyn plucnych oraz spadku podatnosci tego
narzadu. Zmiany te nakladajac sie¢ na efekty odpowiedzi zapalnej prowadza do
spadku FRC (functional residua capacity), obrzeku srodmiazszowego oraz zaburzen
wymiany gazowej. Niedokrwienie pluc indukuje odpowiedz zapalna poprzez
uwalnianie cytokin prozapalnych z komoérek srédblonka. Przywrocenie przeptywu
krwi przez phluca i zjawiska zwiazane z reperfuzja prowadza do aktywacji neutrofili
i uwolnienia mieloperoksydazy powodujacej bezposrednie uszkodzenie struktury
ptuc (von Ungern-Sternberg i inni, 2007). Jedna z metod protekcji pluc przed
uszkodzeniem w trakcie krazenia pozaustrojowego bylta kontynuacja wentylacji i
utrzymanie perfuzji przez ten narzad. Obserwowano zmniejszenie zjawiska
sekwestracji neutrofili. Wptywalo to jednak niekorzystnie na ukrwienie tkanki
plucnej oraz blony sluzowej oskrzeli, wywolujac niepozadane efekty (Ng i inni,
2008). Ostre uszkodzenie pluc do ktérego dochodzi po zastosowaniu krazenia
pozaustrojowego powodowane jest przez szereg mediatorow zapalnych takich jak,
interleukina IL-6, IL-1beta, IL-10, TNF-a, GM-CSF a takze fragment dopelniacza
C5a, chemokiny oraz wolne rodniki tlenowe (Bhatia i Moochhala, 2004). W badanej

grupie pacjentow stwierdzono istotny wplyw Srodoperacyjnej podazy NO na czas
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wspomagania oddechu. W grupie, ktora otrzymata NO czas wspomagania oddechu
byt istotnie krotszy (Tab.7.3.1.). Analizujac wplyw tlenku azotu na poszczegdlne
czynniki osoczowe dowiedziono, ze powoduje istotne zmniejszenie dzialajacych
prozapalnie interleukiny 1beta, I1-8 i IL-6, wzrost przeciwzapalnie dzialajacej I1-10,
obnizenie GM-CSF. Stezenie TNFa w trakcie trwania krgzenia pozaustrojowego
nieznacznie wzrasta, ale w okresie pooperacyjnym obniza sie ono po zakonczeniu
inhalacji NO, osiggajac poziom zblizony do wyjSciowego (Ryc.7.2.3.).

Uszkodzenie sSrodblonka i wzrost jego przepuszczalnosci (capilary leak
syndrome) jest czestym zjawiskiem u dzieci, spotykanym w codziennej praktyce
klinicznej. Charakteryzuje go przesuniecie (ucieczka) plynow do przestrzeni
pozanaczyniowej z rozwojem uogolnionych obrzekow oraz przesiekow do jam ciala.
Brak odpowiedniego rozpoznania i leczenia, doprowadzi¢ moze do hipowolemii,
hipoperfuzji i uszkodzenia narzadow. Szczegdlnie podatna grupa na tego typu
zaburzenia sa noworodki i male niemowleta. Opisanymi czynnikami
zwiekszajacymi ryzyko wystapienia nasilonej reakcji sa obecnos¢ zmian zapalnych
przed operacja (leukocytoza, aktywacja dopelniacza), nasilona odpowiedz zapalna
wywolana przez operacje, wzmozone uwalnianie histaminy oraz TNFa.
Udowodniono rowniez Scisly zwiazek pomiedzy nasileniem capilary leak syndrome
i uwalnianiem cytokin prozapalnych a dysfunkcja mieSnia sercowego po operacji
(Vazquez-Jdimenez i inni, 2001). U noworodkow, u ktorych diagnozowano
dysfunkcje miesnia sercowego po operacji anatomicznej korekcji przelozenia
wielkich pni tetniczych, stwierdzono wyzsze stezenie cytokin prozapalnych, w
porownaniu z pacjentami bez dysfunkcji serca. Wykazano Scista korelacje
pomiedzy stezeniem cytokin prozapalnych a stezeniem troponiny-T w osoczu
(Hovels-Gurich i inni, 2002). W przeprowadzonym badaniu wykazano, Ze podaz
tlenku azotu moze zmniejszy¢ produkcje prozapalnych cytokin (Ryc.7.2.1.,
Ryc.7.2.2., Ryc.7.2.4.), jednoczesnie powoduje to istotne zmniejszenie aktywnosci
(stezenia) wskaznikow niedokrwienia miesSnia sercowego takich jak CK-MB,
Troponina I (Ryc.7.2.9., Ryc.7.2.10.). Moze to potwierdzac¢ hipoteze, ze glownymi
czynnikami (obok niedokrwienia) bioracymi udzial w patogenezie dysfunkcji serca
po operacji sg czynniki zapalne.

TNFa oraz I1-1B pochodza glownie z aktywowanych makrofagow i dzialtaja

poprzez specyficzne receptory blonowe. Ich stezenie jest istotnie wyzsze we krwi
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obwodowej u pacjentow, u ktorych rozpoznawany jest wstrzas septyczny (Putensen
i Wrigge, 2000). Ich uwalnianie rozpoczyna sie juz po 30 minutach od ekspozycji
na czynniki stresowe i w nastepnej kolejnosci aktywuja one kolejng faze odpowiedzi
zapalnej i immunologicznej (cytokiny, produkty przemiany lipidow, reaktywne
rodniki tlenowe, czasteczki adhezyjne). Ich stezenie wzrasta rowniez w wydzielinie
drzewa oskrzelowego u pacjentow z ostrg niewydolnoscia oddechowa (RDS).
Operacja korekcji wady wrodzonej serca u dziecka z zastosowaniem krazenia
pozaustrojowego powoduje pobudzenie uogolnionej odpowiedzi zapalnej. W
poczatkowym etapie, reakcja ta wiaze sie z aktywacja dopelniacza, stymulacja i
degranulacja leukocytow, synteza cytokin i wzmozong interakcja pomiedzy
leukocytami i Srodblonkiem naczyniowym. Kontakt krwi ze sztucznymi
powierzchniami krazenia pozaustrojowego oraz uszkodzenia niedokrwienno
reperfuzyjne stanowia glowny bodziec aktywujacy i podtrzymujacy reakcje
stresowa organizmu. Pod wplywem roznorodnych czynnikow przedoperacyjnych i
sSrodoperacyjnych dochodzi¢ moze do nadmiernej stymulacji uogolnionej reakcji
zapalnej, co przyczynic sie moze do powaznych powiklan pooperacyjnych, a nawet
zgonu. Problemy takie jak wzrost przepuszczalnosci naczyn (capillary leak
syndrome), dysfunkcja narzadow prowadzaca do zespolu niewydolnosci
wielonarzadowej oraz arytmie czesto pojawiaja sie u noworodkow i niemowlat ze
zlozonymi wadami serca, w ktorych wspoélistnieje wiele zaburzen
patofizjologicznych. Opracowywane sa liczne strategie technologiczne (zwigzane z
prowadzeniem KkraZzenia pozaustrojowego) oraz interwencje farmakologiczne,
ktorych celem jest modulacja odpowiedzi zapalnej oraz protekcja narzadow w
trakcie krazenia pozaustrojowego. W pracy przedstawiono innowacyjne podejscie
do problemu, polegajace na podazy (inhalacji) farmakologicznych dawek tlenku
azotu do oksygenatora. Jego natychmiastowa biodostepnosé, dziatanie w
kluczowych momentach operacji (okres dysfunkcji srodblonka, okres reperfuzji)
oraz w newralgicznych narzadach (krew po inhalacji NO trafia bezposrednio do
naczyn wiencowych) powoduja modulujace dzialanie na odpowiedz zapalna,
wzmacniajace dzialanie na odpowiedz przeciwzapalna oraz przyczyniaja sie do
lepszej protekcji serca i narzadow w trakcie krazenia pozaustrojowego. Na

podstawie przeprowadzonego badania wydaje sie, Ze stosowanie tlenku azotu w
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postaci inhalacji do oksygenatora moze stac sie¢ waznym elementem znieczulenia

ogolnego prowadzonego w celu korekcji ztoZzonych wad serca u dzieci.
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8. WNIOSKI

1. Operacja korekcji zlozonej wady wrodzonej serca u dzieci wywotuje znacznie
nasilong uogoélniona odpowiedz zapalng. Pomimo stosowanych strategii leczenia
przeciwzapalnego, dochodzi do pobudzenia produkcji cytokin i hemokin
prozapalnych, czynnikow przeciw-zapalnych oraz pobudzenie produkcji bialek

ostrej fazy.

2. Zastosowanie inhalacji tlenku azotu do oksygenatora podczas trwania
krazenia pozaustrojowego powoduje obnizenie stezenia czynnikow prozapalnych,
wzmocnienie odpowiedzi przeciw-zapalnej, lepsza protekcje miesnia sercowego i

perfuzje narzadowa oraz zmniejszenie stresu metabolicznego.

3. Zastosowanie inhalacji NO przyczynic¢ sie moze do poprawy funkcji miesnia
sercowego, skrocenia czasu wspomagania oddechu oraz czasu pobytu w oddziale

intensywnej terapii.
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9. STRESZCZENIE

Chirurgiczne leczenie wad wrodzonych serca wiaze sie z koniecznoscia
zastosowania krazenia pozaustrojowego (sztuczne ptuco — serce), hipotermii oraz
zatrzymania serca roztworem kardioplegicznym. Czynniki te, wraz z procesami
niedokrwienia i reperfuzji, wprowadzaja patologiczne warunki kontrolowanego
wstrzasu ze szczegdélnym narazeniem na uszkodzenie takich narzadow jak serce,
mozg, ptuca czy nerki
Pomimo wdrozenia nowoczesnych metod operacyjnych, rozwoju technologii
krazenia pozaustrojowego, protekcji serca i innych narzadow przed skutkami
niedokrwienia i reperfuzji, indukowana odpowiedz zapalna w istotny sposob
wplywa na wczesne i odlegle wyniki leczenia operacyjnego zlozonych wad
wrodzonych serca.

W pracy podjeto probe zbadania wplywu srodoperacyjnej podazy tlenku azotu do
oksygenatora, w trakcie krazenia pozaustrojowego, na zjawiska zwiazane z
uogolniona odpowiedzig zapalng w grupie dzieci ze ztozonymi, siniczymi wadami
wrodzonymi serca, ktorych leczenie obarczone jest najwyzszym ryzykiem
okotooperacyjnym. Dodatkowo analizie poddano wplyw inhalacji NO na wybrane
parametry metaboliczne, wskazniki niedokrwienia serca oraz dane kliniczne, na
ktore bezposredni wplyw ma indukowana przez operacje odpowiedz zapalna.
Badaniem objeto grupe 30 kolejnych pacjentow ze zloZzonymi, siniczymi wadami
serca, ktorzy operowani byli w Klinice Kardiochirurgii Dziecigecej, Uniwersytetu
Jagiellonskiego  Collegium Medicum. W  przedoperacyjnych badaniach
diagnostycznych, u wszystkich pacjentow, zakwalifikowanych do badania,
stwierdzono zlozone, wspolistniejace zaburzenia patofizjologiczne tj. przeciazenie
ciSnieniowo — objetosciowe serca, z towarzyszaca sinica. U 14 sposrod nich, w
sposOb randomizowany przez zespol perfuzjonistow, w trakcie operacji korekcji
stosowano tlenek azotu. Gaz podawany byt w trakcie trwania krazenia
pozaustrojowego, bezposrednio do oksygenatora w dawce 20 ppm. Protokot
stosowania tlenku azotu, zgodnie ze wskazaniami klinicznymi oraz zaleceniami
producenta byt identyczny u wszystkich dzieci.

U wszystkich pacjentow, w ramach rutynowych oznaczen hematologicznych i / lub

biochemicznych, wykonywanych w trakcie leczenia operacyjnego lub intensywnej
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terapii, pobierano probki krwi (9 oznaczen: 1 — przedoperacyjne, referencyjne; 4
oznaczenia sSrodoperacyjne; 4 oznaczenia pooperacyjne)

Wszystkie operacje w badanej grupie pacjentow przeprowadzono w
standaryzowany, identyczny sposob uzywajac tej samej metodologii i technologii.
Korekcji wady dokonywano w znieczuleniu ogolnym, przy uzyciu krazenia
pozaustrojowego i hipotermii ogolne;j.

W celu wyznaczenia odpowiedniego profilu bialek do analizy wysokiej czutosci,
wykonano badanie przesiewowe pobranych probek krwi, przy pomocy komercyjnie
dostepnych macierzy Human Proteome Profiler Arrays (R&D) obejmujacych 96
typowych czynnikow zwiazanych z odpowiedzig zapalna, metaboliczng, angiogenna
oraz podstawowe wskazniki niedokrwienia i niewydolnosci serca.

Do ilosciowego oznaczenia stezenia badanych czynnikéw osoczowych uzyto
macierzy Miliplex Map Kit assays (Merck Millipore), ktora oparta jest o
magnetycznag detekcje i polaczona z platforma Luminex xMAP. Analizie poddano
panel czynnikow wyselekcjonowanych na podstawie przeprowadzonego
screeningu.

Analize zmiennych objetych powtarzanymi pomiarami wykonano przy pomocy
nieparametrycznej analizy wariancji powtarzanych pomiaréw Friedmana. Testy
post hoc przeprowadzono przy uzyciu metody Dunna, przyjmujac poprawke dla
wielokrotnych poréwnan. Analize miedzygrupowa przeprowadzono testem ANOVA
Kruskala-Wallisa, stosujac procedure Holmsa-Bonferoniego dla wielokrotnych
porownan. Za istotny statystycznie przyjeto poziom p<0.05.

Hipoteza badawcza zaktada, ze podaz NO w trakcie operacji korekcji ztozonej wady
wrodzonej, z uzyciem krazenia pozaustrojowego i zatrzymaniem serca przy pomocy
roztworu kardioplegicznego, moze dziala¢ modulujaco na opisywane zjawiska,
wplywajac na wyniki leczenia pooperacyjnego. Inhalacja tlenku azotu bezposrednio
do oksygenatora pozwala na uzyskanie jego natychmiastowej biodostepnosci w
trakcie niedokrwienia i reperfuzji. Moze on wywieraC¢ bezposrednie i posrednie
dzialania, hamujac odpowiedz stresowa, uogélniona odpowiedz zapalna oraz
zmniejsza¢ nasilenie uszkodzenia reperfuzyjnego, przyczyniajac sie do lepszej
protekcji narzadow, a w szczegolnosci serca. W grupie pacjentow ze zlozonymi,
siniczymi wadami serca, w ktorej stosowano tlenek azotu wykazano zahamowanie

uogolnionej odpowiedzi zapalnej (wyrazone mniejszym stezeniem cytokin
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prozapalnych) i metabolicznej (nizsze stezenie insuliny, glukozy i pentraksyny),
wzmocnienie odpowiedzi antyzapalnej, lepsza perfuzje narzadowa w trakcie
krazenia pozaustrojowego (wyrazona nizszym stezeniem mleczanow) i lepsza
protekcje = miesnia  sercowego  (monitorowana = stezeniem = wskaznikow
niedokrwienia). Efekty te obserwowano rowniez analizujac dane kliniczne, gdzie w
grupie pacjentow ktora otrzymata NO, wykazano krotszy czas wspomagania

oddechu oraz mniejszy indeks katecholamin.
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Influence of intraoperative nitric oxide inhalation on systemic inflammatory

response during treatment of congenital heart disease in children.

Surgical treatment of congenital heart disease demands application of
cardiopulmonary — by-pass (CPB). It induces systemic inflammatory response
influencing early and late results.

In this work an influence of nitric oxide (NO) inhalation into the oxygenator during
CPB on inflammatory response was assessed.

Thirty patients were enrolled to the study and 14 randomly obtained NO inhalation.
9 samples of blood were taken preoperatively, intraoperatively and during
postoperative period. All procedures were carried out using identical methodology
and technique.

Screening of 96 factors using Human Proteome Profiler Arrays was carried out.
Based on it, 12 factors were selected for high sensitivity analysis with Miliplex Map
Map Kit assays.

Descriptive statistics and repeated measures ANOVA were used for statistical
evaluation and p<0.05 was accepted as significant. Patients who received NO
inhalation revealed inhibition of inflammatory (lower concentration of pro-
inflammatory cytokines) and metabolic (lower insulin, glucose and pentraxin level)
response, amplification of anti-inflammatory response (anti-inflammatory
interleukins) lower organ and heart protection (lower lactate, CKMB and Tnl levels).
Patients with NO inhalation showed also shorter respiratory support time and

lower catecholamine index.
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