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Uticaj nivoa cirkuliSu¢eg serumskog vaskularnog endotelnog faktora rasta i
stepena angiogeneze aspiriranog tromba na angiografski i klinicki ishod pacijenata
sa akutnim infarktom miokarda sa elevacijom ST segmenta le¢enih primarnom

perkutanom koronarnom intervencijom
REZIME

Uvod. Koronarni tromb dobijen manuelnom aspiracionom trombektomijom od
pacijenata sa akutnim infarktom miokarda sa elevacijom ST-segmenta (STEMI) lecenih
primarnom perkutanom koronarnom intervencijom (pPCIl) predstavlja pogodan
materijal za proucavanje patofizioloSskih mehanizama u osnovi koronarne tromboze,
trajanja ishemije kod STEMI pacijenata, kao i razli¢itog obima angiogeneze u trombu.
Vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF) je klju¢ni molekul angiogeneze, koji se moze
meriti u krvi STEMI pacijenata. Vrednosti cirkuliSu¢eg VEGF-a mogu reflektovati
kompenzatorni angiogeni odgovor ishemijskog miokarda 1 predstavljati vazan

prognosticki faktor kod pacijenata sa infarktom miokarda.

Cilj. Cilj ove studije bio je da se odredi starost i stepen angiogeneze aspiriranog
koronarnog tromba i izmeri vrednost cirkuliSu¢eg serumskog VEGF-a (SVEGF) u
populaciji STEMI pacijenata leCenih pPCl uz aspiracionu trombektomiju, kao i

ispitivanje njihovog uticaja na angiografske i klinicke ishode STEMI pacijenata.

Materijal i metode. U istrazivanje je uklju¢eno 100 konsekutivnin STEMI pacijenata
lecenih pPCI i aspiracionom trombektomijom od kojih je dobijena adekvatna koli¢ina
materijala za dalju patohistolosku analizu (>1 mm?). Aspirirani materijal analiziran je
svetlosnom i konfokalnom mikroskopijom. Kategorizacija trombova prema starosti
(svez, liticki i organizovani tromb) izvrSena je bojenjem hematoksilin-eozinom. Stepen
angiogeneze je odreden imunohistohemijskim bojenjem na markere endotelnih cCelija
(EC) — CD34 i CD31, i gradiran kao pojedinaéne EC, grupisane EC i kapilarne petlje
EC. Vrednosti sVEGF-a prilikom prijema pacijenata u salu za kateterizaciju pre PCI
odredivane su ELISA metodom. Angiografski ishodi su podrazumevali analizu stepena
miokardnog ispiranja (MBG) na finalnom angiogramu i stepena rezolucije ST-elevacije
(STR) na elektrokardiogramu nakon 60 minuta od pPCI. Klinic¢ki ishodi procenjeni su

velicinom infarkta miokarda na osnovu maksimalnih vrednosti oslobodenih



kardiospecificnih  enzima  tokom  hospitalizacije  (CKpax,  troponin  lInax),
ehokardiografskim parametrima veli¢ine infarkta i remodelovanja leve komore tokom
hospitalizacije i nakon 6 meseci pracenja (EDVI, ESVI, LVEF, WMSI), i ucestalo$¢u
nezeljenih kardiovaskularnih i cerebralnih dogadaja (MACCE) tokom perioda pracenja
od 6 meseci nakon STEMI (smrt, reinfarkt miokarda, mozdani udar, revaskularizacija

infarktne arterije, tromboza stenta, hospitalizacija zbog sr¢ane insuficijencije).

Rezultati. Kod vecine pacijenata (58%) aspirirani tromb bio je histoloski stariji od 24h,
iako je vreme od pojave bola u grudima do pPCI iznosilo do 12h. Ukupno ishemijsko
vreme bilo je znacajno duze kod pacijenata sa aspiriranim starijim trombima u odnosu
na sveze trombe (220 vs. 150 minuta, p=0,019). Postojala je povezanost nalaza starijih

trombova sa pojavom antecedentne angine (x*=6,542, p=0,011).

Angiogeneza je bila prisutna kod veéine aspiriranih trombova (69,3%). Rane EC su
najéesée bile u formi grupisanih CD34°CD31" ¢elija (50,8%), rede u vidu pojedinacnih
EC (32,8%), dok su najrede bile u formi kapilarnih petlji (16,4%). Stepen organizacije
CD34'CD31" ¢elija se povecavao sa staroséu tromba, dok nije uocena povezanost sa
trajanjem ukupnog ishemijskog vremena (p=0,210). Svi organizovani trombi su
pokazivali znake angiogeneze, EC su registrovane kod 75% litickih tromba, dok su

svezi trombi imali prisutne EC u 50% slucajeva.

Registrovana je ko-ekspresija CD34/CD31 i D2-40, LYVE-1 i VEGFR3 na ranim EC
uraslim u tromboti¢no tkivo. Ovo je prvi slucaj detekcije prisustva D2-40

imunoreaktivnosti na vaskularnim EC u netumorskim uslovima.

Pacijenti sa ve¢im vrednostima sVEGF-a imali su duze ukupno ishemijsko vreme u
odnosu na pacijente sa manjim vrednostima SVEGF-a (270 vs. 170 minuta, p=0,03).
Kod pacijenata sa organizovanim trombima ¢eS¢e su izmerene poviSene Vvrednosti
SVEGF-a (91,1%) u odnosu na pacijente sa aspiriranim svezim (43,2%) i litickim (45%)
trombima. Anigiogenezu u trombu pratile su veée vrednosti sSVEGF-a u odnosu na
pacijente bez EC u trombu (232,88 vs. 150,87 pg/ml, p=0,039).

Kod aspiriranog svezeg tromba cesce je registrovan TIMI 3 protok nakon aspiracije u
odnosu na aspiraciju starijeg materijala (67,6% vs. 45,1%, p=0,037). Kod pacijenata sa
znacima angiogeneze u trombu znacajno Ce$ce je registrovan MBG 0/1 u odnosu na

trombe bez EC (31,1% vs. 7,4%, p=0,016). Distalna embolizacija uo¢ena je znacajno



¢es¢e kod pacijenata sa trombom vece povrsine (p=0,005), bez razlike u sadrzaju

eritrocita ili fibrina u trombu, starosti tromba i angiogenezi tromba.

Angiografske karakteristike pacijenata (infarktna arterija, prisustvo visesudovne bolesti,
vrednost TIMI protoka, Rentrop stepen razvijenosti kolaterala, vrednost MBG i pojava
distalne embolizacije) nisu se znacajno razlikovale u odnosu na izmerene vrednosti
SVEGF-a. Uocena je tendencija ka korelaciji izmedu nizih vrednosti sVEGF-a i vec¢ih

vrednosti bazalnog SYNTAX skora (p=-0,207, p=0,053).

CKmax I troponin I« nisu pokazivali povezanost sa makroskopskom bojom tromba,
histoloskom staro$éu tromba, prisustvom angiogeneze i stepenom organizacije EC, kao

ni sa vrednostima sVEGF-a.

Procentualne promene u ehokardiografskim parametrima (ESVI, EDVI, LVEF, WMSI)
nakon 6 meseci od STEMI u odnosu na inicijalne vrednosti, kao i pojava remodelovanja
leve komore nisu se znacajno razlikovali u odnosu na boju aspiriranog tromba (crveni ili
beli), njegovu starost i prisustvo angiogeneze. Postojala je tendencija ka vecem
oporavku LVEF kod pacijenata sa pojedinaénim EC u trombu u odnosu na grupisane i
kapilarne petlje EC (p=0,063), dok se ostali ehokardiografski parametri (procentualna
promena EDVI, ESVI i WMSI) nisu znacajno razlikovali prema Stepenu organizacije

angiogeneze.

Vrednosti SVEGF-a nisu pokazivale Kkorelaciju sa procentualnom promenom
ehokardiografskinh parametara tokom perioda pracenja pacijenata: EDVI (p=0,025,
p=0,8320), ESVI (p=-0,016, p=0,891), LVEF (p=-0,157, p=0,189) i WMSI (p=0,694,
p=0,225). Nije uocena razlika u pojavi remodelovanja leve komore kod pacijenata sa
razli¢itim vrednostima SVEGF-a. Tokom perioda prac¢enja pacijenata registrovano je
ukupno 9 MACCE.

Zakljucak. Rezultati nase studije ukazuju na znacaj proucavanja starosti i angiogeneze
aspiriranog tromba STEMI pacijenata, kao i cirkulisucih i in situ angiogenskih molekula
ukljucenih u ovaj proces. Sagledavanje ovih faktora omogucava dobijanje novih
informacija o kompleksnim patofizioloskim mehanizmima u osnovi koronarne
tromboze, statusu koronarne mikrocirkulacije i predvidanje ishoda pacijenata nakon
STEMLI.



Kljuéne re¢i: tromb, akutni infarkt miokarda sa elevacijom ST-segmenta, primarna
perkutana koronarna intervencija, aspiraciona trombektomija, vaskularni endotelni

faktor rasta, angiogeneza tromba
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Impact of circulating vascular endothelial growth factor level and the angiogenesis
degree of the aspirated coronary thrombi on angiographic and clinical outcome of
patients with acute ST elevation myocardial infarction treated with primary

percutaneous coronary intervention
SUMMARY

Introduction. Coronary thrombus obtained by manual aspiration thrombectomy from
patients with acute ST-elevation myocardial infarction (STEMI) treated with primary
percutaneous coronary intervention (pPClI) represents convenient material for studying
pathophysiologic mechanisms underlying coronary thrombosis, duration of ischemia in
STEMI patients, and the degree of thrombus angiogenesis. Vascular endothelial growth
factor (VEGF) is the key molecule involved in angiogenesis, which can be measured in
the blood of STEMI patients. Level of circulating VEGF could reflect compensatory
angiogenic response of ischemic myocardium and represent an important prognostic

factor for patients with myocardial infarction.

Aim. The aim of this study was to determine the age and the angiogenesis level of
aspirated thrombi, and to measure the level of circulating serum VEGF (SVEGF) in
STEMI patients treated with pPCI with aspiration thrombectomy, exploring their impact

of angiographic and clinical outcomes of STEMI patients.

Methods. Study included 100 consecutive STEMI patients with successful
thrombectomy during pPCIl obtaining adequate amount of material for further
pathohistologic analysis (>1 mm?®). Aspirated thrombotic material was analyzed by light
and confocal microscopy. Age of the aspirated thrombus (fresh, lytic and organized)
was determined by hematoxylin-eosin staining. The degree of angiogenesis was
assessed by immunohistochemical staning using endothelial cell (EC) markers (CD34
and CD31), and graded as single EC, clusters and EC microvessels. sVEGF was
measured during the hospital admission before pPCl and detected by ELISA.
Angiographic outcomes were defined as myocardial blush grade (MBG) on final
angiogram, with assessing the degree of resolution of ST-elevation (STR) on
electrocardiogram 60 minutes after pPCI. Clinical outcomes were evaluated by the final

infarct size estimated by the maximum levels of released cardiospecific enzymes during



hospitalization (CKmax, troponin Imax), echocardiographic parameters during the initial
hospitalization and after 6-months follow-up (EDVI, ESVI, LVEF and WMSI), and the
incidence of major adverse cardiovascular and cerebrovascular events (MACCE) during
the 6-months follow-up (death, reinfarction, stroke, target vessel revascularization, stent

thrombosis, hospitalization due to heart failure).

Results. In the majority of patients (58%) aspirated thrombus was histologically older
than 24h, although the time from the pain onset to pPCI was up to 12h. Total ischemic
time was significantly longer in patients with aspirated older thrombi compared to fresh
thrombi (220 vs. 150 minutes, p=0,019). Aspiration of older thrombi was associated
with antecedent angina (y°=6,542, p=0,011).

Angiogenesis was present in 69,3% aspirated thrombi. Early ECs were most frequently
organized as clusters (50,8%), less frequently as single ECs (32,8%), rarely as
microvessels (16,4%). CD34°CD31" ECs became more organized with the thrombus
age, at the same time not showing association with total ischemic time (p=0,210). All
organized thrombi showed some extent of angiogenesis, ECs were present in 75% of
Iytic thrombi, while 50% of fresh thrombi contained ECs.

Early EC present in aspirated thrombi showed co-expression of CD34/CD31 and D2-40,
as well as LYVE-1 and VEGFRS3. This is the first case of D2-40 immunoreactivity of

vascular ECs under non-tumorous conditions.

Patients with higher levels of sSVEGF had longer total ischemic time compared to
patients with lower sVEGF (270 vs. 170 minuta, p=0,03). Patients with aspirated
organized thrombi more frequently had higher sSVEGF levels (91,9%) than patients with
fresh (43,2%) and lytic trombi (45%). Thrombus angiogenesis was followed by higher
SVEGF levels compared to patients without thrombotic ECs (232,88 vs. 150,87 pg/ml,
p=0,039).

TIMI 3 flow after thrombus aspiration was more frequenly registered when fresh
thrombi were aspirated, compared to aspiration of older thrombotic material (67,6% vs.
45,1%, p=0,037). Patients with thrombus angiogenesis had MBG 0/1 more frequenly
than patients with thrombi without ECs (31,1% vs. 7,4%, p=0,016). Distal embolization

was more common when thrombi with large surface area were aspirated (p=0,005), with



no difference in the hemorrhage or fibrin content, thrombus age and presence of
angiogenesis.

Angiographic characteristics (infarct artery, multivessel disease, TIMI flow, Rentrop
collateral grade, MBG and distal embolization) showed no significant difference in
patients with lower or higher sSVEGF values. There was tendency towards correlation
between lower SVEGF levels and higher basal SYNTAX score (p=-0,207, p=0,053).

CKmax and troponin Inax showed no association with thrombus color, age, presence and

the degree of angiogenesis, nor with sSVEGF levels.

Changes in echocardiographic parameters (ESVI, EDVI, LVEF, WMSI) after 6 months
follow-up, and left ventricle remodelling showed no significant difference when
compared with thombus color (red or white), thrombus age and angiogenesis. There was
tendency towards higher LVEF recovery in patients with single ECs compared to EC
clusters and microvessles (p=0,063), while other echocardiographic parameters (EDVI,
ESVI and WMSI) showed no statistical difference according to angiogenesis degree.

SVEGF values showed no correlation with percentage change in echocardiographic
parameters during follow-up period: EDVI (p=0,025, p=0,8320), ESVI (p=-0,016,
p=0,891), LVEF (p=-0,157, p=0,189) and WMSI (p=0,694, p=0,225). No significant
difference in left ventricle remodelling was observed in patients with different SVEGF
levels. During the follow-up period total of 9 MACCEs were registered.

Conculsion. Our results emphasize the significance of investigating the age and
angiogenesis of thrombus aspirated from STEMI patients, and exploring angiogenic
factors involved in this process. They could provide new information on complex
pathophysiologic  mechanisms  underlying  coronary  thrombosis,  coronary

microcirculation status and outcomes in STEMI patients.

Keywords: thrombus, acute ST-elevation myocardial infarction, primary percutaneous
coronary intervention, aspiration thrombectomy, vascular endothelial growth factor,

thrombus angiogenesis
Scientific field: Medicine

Specific scientific field: Cardiology
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1. UvOD

1.1.  Akutni infarkt miokarda sa elevacijom ST segmenta (STEMI)

Akutni infarkt miokarda sa elevacijom ST segmenta (STEMI) predstavlja klinicki oblik
koronarne bolesti srca gde usled rupture, fisure ili erozije aterosklerotskog plaka dolazi
do akutne koronarne tromboze i okluzije koronarne arterije, sto rezultira ishemijskom
nekrozom miokarda (1). Najée$¢i uzrok tromboze kod STEMI pacijenata predstavlja
ruptura fibrozne kape aterosklerotskog plaka. Plak rupturira na mestima gde je fibrozna
kapa najtanja i gde se nalazi najveci broj penastih ¢elija i makrofaga, $to je obi¢no na
ivicama plaka (2). Smatra se da rupturi aterosklerotskog plaka doprinose dva klju¢na
procesa: (a) postepeno smanjenje broja glatkomisi¢nih ¢celija u fibroznoj kapi, i (b)
akumulacija makrofaga u plaku. Akumulirani makrofazi sekretuju matriksne
metaloproteinaze koje dovode do enzimske digestije i istanjivanja fibroznog pokrivaca
aterosklerotskog plaka, ¢emu pogoduje istovremeno smanjenje broja glatkomiSi¢nih
¢elija (3).

Nakon rupture aterosklerotskotskog plaka trombogeno lipidno jezgro i tkivni faktor se
izlazu cirkuliSucoj krvi, $to aktivira koagulacionu kaskadu (4). Inicijalno se formiraju
nestabilni agregati trombocita, $to moze dovesti do intermitentnih prekida koronarnog
protoka krvi uz mogucu distalnu embolizaciju (5). Fibrin stabilizuje agregate trombocita
formirajuci tzv. bele trombe, bogate trombocitima i fibrinom. Beli trombi se najcesce
nalaze blizu mesta rupture aterosklerotskog plaka. Dalja opstrukcija protoka krvi dovodi
do propagacije tromba proksimalo i distalno od okluzije, kada nastaje tzv. crveni tromb.
Ovaj tromb je bogat eritrocitima koji se smenjuju sa regionima fibrina, trombocita i

inflamatornih ¢elija zarobljenih u fibrinskoj mrezi (6).

U daljem toku dolazi do organizacije tromboti¢nog materijala sa urastanjem vezivnog
tkiva, glatkomisi¢nih celija i deponovanja kolagena s jedne strane, kao i urastanja
endotelnih ¢elija, formiranja kapilarnih petlji i rekanalizacije tromba s druge strane (7).
Ukoliko nastali tromb nije u potpunosti okludirao koronarnu arteriju, tada je re¢ o



subokluzivnom trombu koji se prekriva endotelnim ¢elijama i dovodi do fiksne stenoze

koronarne arterije.

Epizode subokluzivne tromboze ¢esto prolaze asimptomatski, organizacijom
tromboticnog materijala i formiranjem muralnog tromba. Ukoliko je u viSe navrata
nastupio intermitentni prekid u protoku krvi, koronarni tromb ¢e pokazivati slojevitu

strukturu, Sto ukazuje na ponovne epizode rasta tromba (8,9).

Ucestalost asimptomatskih tzv. silent ruptura plaka nije poznata. Histoloske studije su
pokazale da pojava organizacije i zarastanja rupturiranog plaka korelira sa stepenom
suzenja lumena arterije. Organizovani rupturirani plakovi registruju se kod 16% lezija
gde je stenoza <20%, kod 19% lezija sa stenozom izmedu 21-50%, kao i kod 73% lezija
sa stenozom >50% (10). Patohistoloske analize obdukcionog materijala osoba koje su
imale iznenadnu sréanu smrt su pokazale su da vecu stenozu arterije prati veéi broj
zaleCenih rupturiranih plakova (11). Takode, kod vecine ovih osoba se pronalaze stariji,
organizovani trombi, S$to ukazuje da komplikacije aterosklerotskog plaka i1
trombogeneza traju nekoliko dana ili ¢ak nedelja pre iznenadnog, fatalnog sranog

dogadaja (11-13).

Ruptura aterosklerotskog koronarnog plaka superponirana okluzivnim trombom
najcesce rezultira klinickom prezentacijom STEMI, uz tipi¢an anginozni bol u grudima,
perzistentnu elevaciju ST-segmenta ili novonastali blok leve grane na
elektrokardiogramu, i oslobadanje kardiospecificnih enzima u krvotok. Vreme od
rupture aterosklerotskog plaka do pojave prvih simptoma STEMI je varijabilno (14).
Sama ruptura predstavlja asimptomatski proces, a prati je tromboza razli¢itog obima
koja se ¢esto ne moze predvideti. Na koli¢inu formiranog tromboti¢nog materijala uti¢u
elementi klasicne Virhovljeve trijade: hiperkoagulabilnost, oste¢enje krvnog suda i

hemodinamske promene.

1.2. Lecenje STEMI pacijenata

Terapija STEMI pacijenata podrazumeva $to ranije otvaranje infarktne koronarne

arterije uz postizanje adekvatne reperfuzije miokarda. Lecenje je mogucée izvesti



mehanickim putem  (primarnom perkutanom koronarnom intervencijom), il
farmakoloSkim putem (primenom tromboliticke terapije). Kljucni faktor u lecenju ovih
pacijenata predstavlja rano dijagnostikovanje STEMI, uz $to ranije shimanje 12-
kanalnog elektrokardiograma (EKG). Na postojanje STEMI ukazuje pojava bola u
grudima Koji traje bar 20 minuta i ne prolazi na primenu nitroglicerina, uz moguéu
iradijaciju duz leve ruke, u vrat i vilicu, kao i tipi¢cne promene na EKG-u. Prema
univerzalnoj definiciji infarkta miokarda, dijagnosticka elevacija ST-segmenta (kod
pacijenata bez hipertrofije leve komore i bloka leve grane Hisovog snopa — LBBB, engl.
left bundle branch block) podrazumeva novonastalu elevaciju ST segmenta u nivou J
tacke u najmanje dva susedna odvoda >2 mm (0.2 mV) kod muskaraca, odnosno >1.5
mm (0.15 mV) kod Zena u V2-V3 prekordijalnim odvodima, i/ili >1 mm (0.1 mV) u

drugim susednim prekordijalnim ili ekstremitetnim odvodima (1).

Primena reperfuzione terapije u $to kratem vremenskom periodu od zapocinjanja
simptoma STEMI smanjuje moguénost komplikacija i povecava korist od ove terapije
(15). Savremeno lecenje STEMI pacijenata tezi dobro organizovanoj zdravstvenoj mrezi
I infrastrukturi, uz trijaZzu pacijenata i postavljanje STEMI dijagnoze od strane sluzbe
hitne medicinske pomoci. Nastoji se da se STEMI pacijenti transportuju direktno u salu
za kateterizaciju, uz zaobilazenje centara bez moguénosti PCI (tzv. non-PCI centri).
Ukoliko se ne moze posti¢i pravovremena PCI, potrebno je razmotriti primenu
fibrinoliticke terapije. Medutim, i dalje postoje neslaganja po pitanju prihvatljivog
vremena do reperfuzije pre donosenja odluke o primeni fibrinolitika (16,17). Pokazalo
se da svakih 30 minuta kas$njenja u leCenju STEMI pacijenata povecava rizik od
jednogodisnjeg morlitaliteta (RR=1,05-1,07) (18-21). S obzirom da kasnjenje
reperfuzione terapije u potpunosti nije moguce eliminisati, potrebno ga je svesti na

najmanju moguéu meru (,,vreme je miokard®).

Kasnjenje bolesnika (engl. patient delay) podrazumeva vreme od pojave bola u grudima
do prvog medicinskog kontakta, Sto moze biti pozivanje sluzbe hitne medicinske
pomo¢i, prvi kontakt sa doktorom ili nekim od c¢lanova medicinskog tima u
vanbolni¢kim uslovima, kao i odlazak u zdravstvenu ustanovu. Pacijenti sa STEMI se
najc¢eS¢e obracaju za medicinsku pomo¢ nakon 1,5 — 2 sata od pocetka simptoma

(22,23). Duze kaSnjenje pacijenata je cCeSCe prisutno kod Zzena, starijih osoba,



visokorizi¢nih pacijenata i pacijenata sa tezom klinickom slikom (22,24,25). Do prvog
medicinskog kontakta duze cekaju i pacijenti kod kojih se simptomi razlikuju od
o¢ekivane simptomatologije akutnog infarkta miokarda sa izrazenim, jakim bolom u
grudima (26). Priblizno tre¢ina pacijenata ima simptome infarkta miokarda koji ne
podrazumevaju tipi¢an bol u grudima (1). Cest razlog za kasnjenje pacijenata je pokusaj
samolecenja medikamentnima i/ili pomo¢nim lekovitim sredstvima (27), kao i misljenje
da ¢e simptomi STEMI proci i da nisu dovoljno ozbiljni za odlazak lekaru (27-29).
Takode, pacijenti ¢esto nisu dovoljno obavesteni koliku korist donosi rana reperfuziona
terapija i pozivanje sluzbe hitne medicinske pomoc¢i ubrzo nakon pojave prvih

simtpoma STEMI.

Uzrok kasnjenja prilikom leCenja STEMI pacijenata moze biti i organizacija
zdravstvenog sistema (tzv. kasnjenje zdravstvenog sistema, engl. system delay).
Kasnjenje zdravstvenog sistema predstavlja vreme od prvog medicinskog kontakta do
zapocCinjanja reperfuzije miokarda. Na ovaj vremenski interval je moguce lakse uticati i
skratiti ga organizacijom zdravstvene infrastrukture, nego kasenjenje samih pacijenata.
Kod svih STEMI pacijenata sa pezistentnom elevacijom ST-segmenta ili novonastalim
LBBB kod kojih bol u grudima traje do 12 sati indikovana je reperfuzija (Tabela 1).
Ukoliko je vreme od prvog medicinskog kontakta do reperfuzije do 90 minuta, savetuje
se transport bolesnika sluZzbom hitne medicinske pomo¢i do sale za kateterizaciju. U
sluaju da je ocekivano vreme transporta do najblize PCI-ustanove >120 minuta,

savetuje se primena fibrinolitike terapije.



Tabela 1. Preporuke za reperfuzionu terapiju STEMI pacijenata.

Klasa Nivo
Preporuke
preporuke  dokaza

Primeniti  reperfuzionu terapiju kod svih indikovanih STEMI | A
pacijenata kada su simptomi poceli unutar prethodnih 12 h.

Primarna PCI je preporuceni metod reperfuzije ukoliko je izvode

iskusni operatori u preporu¢eno vreme.

Direktan transport bolesnika sluzbom hitne medicinske pomo¢i do
zdravstvene ustanove koja izvodi primarnu PCI ukoliko je vreme od | B

prvog medicinskog kontakta do reperfuzije < 90 minuta.

Ukoliko STEMI pacijenti inicijalno dodu ili su transportovani u centar
koji ne radi PCI, savetuje se hitan transport u PCl-ustanovu ukoliko se
proceni da je vreme od prvog medicinskog kontakta do reperfuzije <

120 minuta.

Primeniti fibrinoliticku terapiju kod STEMI pacijenata u ustanovama
koje ne rade PCI ukoliko je oCekivani transport do PCl-centra > 120 | B

minuta (ukoliko nema kontraindikacija za fibrinolizu).

U slucaju da je fibrinoliticka terapija metod reperfuzije, primentiti je

unutar 30 minuta od dolaska u bolnicu.

Razmotriti primenu reperfuzione terapije kod STEMI pacijenata kada

su simptomi poceli unutar prethodnih 12-24 h, a postoje klini¢ki i/ili | B
a

EKG dokazi o postojanju ishemije. Primarna PCI je preporuceni

metod reperfuzije.

Modifikovano prema: O’Gara et al. 2013 (Ref 15).

Primarna PCI predstavlja reperfuzionu terapiju izbora kod STEMI pacijenata, za koju je
potreban dobro obucen 1 iskusan interventni tim. Ustanove kod kojih je moguce
izvodenje ovih intervencija tokom 24 sata svakog dana u nedelji mogu imati primarnu
PCI kao standardan vid leCenja STEMI pacijenata. Primarna PCI je efikasan metod
leCenja koji obezbeduje prohodnost koronarne arterije uz izbegavanje hemoragijskog

rizika koji prati fibrinolizu. Randomizovane klinicke studije koje su poredile



pravovremenu primarnu PCI sa intrahospitalnom trombolizom pokazale su superiornost
perkutanog lec¢enja u odnosu na farmakolosku reperfuziju (30-34). U slucaju da se
primarna PCI ne moze izvesti unutar 120 minuta od prvog medicinskog kontakta,
potrebno je razmotriti fibrinolitiCku terapiju, narocito ukoliko je moguca primena U

prehospitalnim uslovima (31,34,35) i unutar 120 minuta od pocetka simptoma (36,37).

Procenjuje se da oko 50% STEMI pacijenata ima visesudovnu koronarnu bolest (38,39).
Americke preporuke za leCenje STEMI pacijenata iz 2013. godine savetuju da se tokom
primarne PCI le¢i samo infarktna arterija (15) (Tabela 2). U ovim preporukama se
navodi da je PCI lecenje visesudovne koronarne bolesti tokom akutne faze STEMI
opravdano jedino u slucajevima kardiogenog Soka sa multiplim, kriti¢cnim stenozama
(>90% dijametra lumena krvnog suda) ili kod izuzetno nestabilnih lezija sa
angiografskim znacima moguce tromboze ili disrupcije lezije, kao i kod perzistentne
ishemije infarktne lezije nakon PCI. Medutim, kod pacijenata sa kardiogenim Sokom i
viSesudovnom bole$¢u nije se savetovala rutinska ugradnja stentova u neinfarktne lezije

bez kriti¢nih stenoza, ve¢ lecenje samo infarktne arterije.

Od objavljivanja ovih preporuka nekoliko randomizovanih klini¢kih studija je ukazalo
da lecenje visesudovne koronarne bolesti, bilo u vreme primarne PCI ili kao odloZena,
planirana (tzv. staged) procedura moze biti korisno i bezbedno za STEMI pacijente (40-
43).



Tabela 2. Preporuke za primenu primarne PCI kod STEMI pacijenata.

Klasa Nivo
Preporuke
preporuke  dokaza

Primarna PCI je indikovana kod svih STEMI pacijenata unutar 12 h od | A
pocetka ishemijskih simptoma

Primarna PCI je indikovana kod STEMI pacijenata unutar 12 h od
pocetka ishemijskih simptoma kod kojih postoje kontraindikacije na
fibrinoliticku terapiju, bez obzira na kasnjenje od prvog medicinskog

kontakta do reperfuzije

Primarna PCI je indikovana kod STEMI pacijenata u kardiogenom
Soku ili sa teSko akutnom sr¢anom insuficijencijom, bez obzira na | B

kasnjenje od pojave prvih simtoma infarkta miokarda

Razmotriti primarnu PCI kod STEMI pacijenata nakon 12 — 24 h od
pocetka simptoma, ukoliko postoje klinicki i/ili EKG dokazi o lla B
postojanju ishemije

PCI neifarktne arterije nije indikovana tokom primarne PCIl kod " B
hemodinamski stabilnih STEMI pacijenata

Modifikovano prema: O’Gara et al. 2013 (Ref 15).

Jedna od njih je PRAMI (Preventive Angioplasty in Acute Myocardial Infarction)
studija sa 465 pacijenata, gde se pokazalo da zna¢ajno manji broj pacijenata kod kojih je
lecena viSesudovna bolest tokom primarne PCI ima nezeljene dogadaje od interesa
(smrtni ishod srcanog uzroka, nefatalni infarkt miokarda ili refraktornu anginu) u
poredenju sa leCenjem samo infarktne arterije tokom primarne PCI (9% vs. 22%) (42).
Sli¢no je registrovano u CvLPRIT studiji na manjem broju ispitanika (n=296). Ovde je
kompozitni primarni cilj (smrtni ishod, reinfarkt miokarda, sréana insuficijencija i
revaskularizacija usled ishemije) nakon 12 meseci od primarne PCI registrovan kod
10% pacijenata kojima je inicijalno le¢ena visesudovna koronarna bolest u odnosu na
21% pacijenata gde je leCena samo infarktna arterija (41). U DANAMI 3 PRIMULTI
studija (Third Danish Study of Optimal Acute Treatment of Patients with ST-segment
Elevation Myocardial Infarction) je poredeno lecenje visesudovne koronarne bolesti
odlozenom procedurom pomoéu FFR-procene znaajnosti stenoze lezije (FFR —

frakciona rezerva protoka) i leCenje samo infarktne lezije STEMI pacijenata (40).



Pokazalo se da je kompozitni primarni cilj studije (ukupan mortalitet, nefatalni infarkt
miokarda ili revaskularizacija neinfarktne arterije usled ishemije) registrovan zna¢ajno
ceS¢e kod pacijenata gde je leCena samo infarktna arterija (22%) u poredenju sa
odloZenim leCenjem visesudovne bolesti (13%). Jo§ jedna randomizovana studija iz
2015. godine, PRAGUE-13 (Primary Angioplasty in Patients Transferred From
General Community Hospitals to Specialized PTCA Units With or Without Emergency
Thrombolysis) je pokazala da odloZena revaskularizacija (3-40 dana od primarne PCI)
kod STEMI pacijenata sa visesudovnom boles¢u dovodi do sli¢ne ucestalosti nezeljenih
dogadaja (ukupnog mortaliteta, nefatalnog infarkta miokarda i mozdanog udara) kao i
revaskularizacija samo infarktne arterije (43).

Navedeni rezultati su uticali na promenu preporuka o revaskularizaciji visesudovne
koronarne bolesti tokom primarne PCI iz klase 111, gde se ne savetuje ova intervencija, u
klasu IIb. Dopuna preporuka o primeni primarne PCI u leCenju STEMI pacijenata iz
2015. godine sada savetuje da se razmotri PCI neinfarktne arterije kod hemodinamski
stabilnih STEMI pacijenata sa viSesudovnom bole$¢u tokom primarne PCI ili kao
planirana (staged) procedura (44). Radna grupa koja je pisala ove preporuke istice da se
ova promena odnosi na rutinsko leCenje svih STEMI pacijenata sa viSesudovnom
bolesc¢u. Jo§ uvek nema dovoljno podataka iz opservacionih i randomizovanih studija o
optimalnom vremenu izvodenja planirane PCI intervencije kod viSesudovne bolesti
STEMI pacijenata. Preporuke o leCenju neinfarktnih arterija STEMI pacijenata pre

otpusta iz bolnice su ostale nepromenjene (Tabela 3).



Tabela 3. Preporuke za lecenje neinfarktnih arterija STEMI pacijenata pre otpusta iz

bolnice.

Klasa Nivo

Preporuke
preporuke  dokaza

PCI lecenje neinfarktnih arterija STEMI pacijenata je indikovano u
vreme odvojeno od primarne PCI u slucaju pojave spontanih | A

simptoma ishemije miokarda.

Razmotriti PCI le€enje neinfarktnih arterija STEMI pacijenata u vreme
odvojeno od primarne PCI kod pacijenata sa umerenim ili visoko- lla B

rizicnim nalazon prilikom neinvazivnog testiranja.

Modifikovano prema: O’Gara et al. 2013 (Ref 15).

Tokom primarne PCI se savetuje ugradnja koronarnih stentova (metalnih ili stentova sa
oslobadanjem leka) u zavisnosti od karakteristika pacijenata i mogucnosti uzimanja

dvojne antiagregacione terapije (Tabela 4).

Tabela 4. Primena stentova kod STEMI pacijenata.

Preporuke Klasa Nivo
preporuke  dokaza

Ugradnja stentova (metalnih ili sa oslobadanjem leka) tokom primarne

PCI korisna je za STEMI pacijente. ! A

Primena metalnih stentova se savetuje kod pacijenata sa velikim

rizikom od krvarenja, kada nije izvodljiva primena dvojne

antiagregacione terapije tokom godinu dana i kod ocekivane ili ! ¢

invazivne hirur§ke intervencije naredne godine.

Ne savetuje se primena stentova sa oslobadanjem leka kod pacijenata

koji ne tolerisu ili nije izvodljiva duza primena dvojne antiagregacione 1l B

terapije zbog povecanog rizika od tromboze stenta

Modifikovano prema: O’Gara et al. 2013 (Ref 15).

Kod svih STEMI pacijenata upuéenih na primarnu PCI savetuje se Sto ranija primena
dvojne antiagregacione terapije (aspirin i blokator ADP receptora) i parenteralnog
antikoagulansa pre angiografije (Tabela 5). Kod pojedinih grupa STEMI pacijenata

savetuje se primena GPIIb/Illa inhibitora, §to je odluka operatora tokom primarne PCI.



Tabela 5. Antitrombocitna terapija kod STEMI pacijenata leCenih primarnom PCI.

tranzitornim ishemijskim atakom.

Preporuke Klasa Nivo
preporuke  dokaza
Dati aspirin u dozi od 162 — 325 mg pre primarne PCI. | B
Nakon primarne PCI nastaviti sa primenom aspirina dozivotno. | A
Dati punu dozu inhibitora P2Y 3, receptora STEMI pacijentima §to
ranije ili tokom primarne PCI:
e Kilopidogrel 600 mg, ili | B
e Prasugrel 60 mg, ili | B
e Tikagrelor 180 mg | B
Nastaviti sa primenom inhibitora P2Y 1, receptora kod STEMI
pacijenata le¢enih primarnom PCI sa implantacijom stenta (metalnog
ili sa oslobadanjem leka) u slede¢im dozama odrzavanja:
e Kilopidogrel 75 mg/dan, ili | B
e Prasugrel 10 mg/dan, ili | B
e Tikagrelor 90 mg, dva puta dnevno | B
Kod odredenih STEMI pacijenata koji dobijaju nefrakcionisani
heparin razmotriti primenu intravenskih inhibitora GPIIb/111a lla
receptora:
e abciximab, ili lla A
e tirofiban, ve¢a doza u bolusu, ili lla B
o eptifibatid, dvostruki bolus lla B
Razmotriti primenu intravenskih inhibitora GPIIb/llla receptora kod
STEMI pacijenata upuéenih na primarnu PCI pre dolaska u salu za b B
kateterizaciju.
Razmotriti intrakoronarnu primenu abciximaba STEMI pacijentima
tokom primarne PCI. ' 8
Razmotriti primenu inhibitora P2Y, receptora nakon godinu dana od b 5
ugradnje stenta sa oslobadanjem leka.
Ne davati prasugrel pacijentima sa prethodnim mozdanim udarom ili " B

Modifikovano prema: O’Gara et al. 2013 (Ref 15).
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1.3. Aspiracija koronarnog tromba tokom primarne PCI

Glavni cilj leGenja STEMI pacijenata je $to ranije uspostavljanje normalnog koronarnog
protoka uz optimalnu perfuziju miokarda. Tokom primarne PCI moguce je odvajanje
delova aterosklerotskog plaka i tromboticnog materijala uz distalnu embolizaciju
koronarne arterije, Sto vodi suboptimalnoj perfuziji miokarda u teritoriji vaskularizacije
infarktne arterije. Smanjenje mikrovaskularne perfuzije rezultira ve¢im infarktom,
manjom ejekcionom frakcijom leve komore i veéim mortalitetom (45-47). Jedan od
nacina prevencije distalne embolizacije i poboljSanja mikrovaskularne perfuzije pre

implantacije stenta je primena manuelne aspiracione trombektomije.

Inicijalno je nekoliko manjih randomizovanih studija pokazalo da primena aspiracione
trombektomije tokom primarne PCI vodi vecoj ucestalosti optimalne perfuzije miokarda
u poredenju sa standarnom PCI (48-50). TAPAS (Thrombus Aspiration during
Percutaneous coronary intervention in Acute myocardial infarction) studija sa 1071
konsektutivnih STEMI pacijenata randomizovanih na grupu le¢enu primarnom PCI uz
aspiracionu trombektomiju ili grupu le¢enu konvencionalnom PCI pokazala je da
aspiraciona trombektomija dovodi do bolje miokardne perfuzije i boljih klini¢kih ishoda
ovih pacijenata (51,52). Pacijenti kod kojih je uéinjena aspiracija tromba imali su redu
pojavu stepena miokardnog ispiranja 0 i 1 (MBGO/1) u poredenju sa standardnom
primarnom PCI (17,1% vs. 26,3%). Kompletna rezolucija elevacije ST-segmenta (STR)
registrovana je znacajno Ce$¢e u grupi sa aspiracionom trombektomijom (56,6% vs.
44,2%). Takode, pojava smrtnog ishoda sréanog uzroka tokom godinu dana od primarne
PCI bila je znacajno reda kod pacijenata u aspiracionoj grupi u odnosu na PCI leCenje
bez aspiracije tromba (3,6% vs. 6,7%). Nakon TAPAS studije, pozitivni rezultati
EXPIRA studije (53) i meta-analize dotada$njih randomizovanih studija (54) su u
najvecoj meri doprineli da manuelna aspiraciona trombektomija dobije klasu Ila (nivo
dokaza B) u evropskim preporukama iz 2012. godine (55) i ameri¢kim preporukama iz
2013. godine za le¢enje STEMI pacijenata (15). Ovo podrazumeva da je tokom lecenja
STEMI pacijenata primarnom PCI indikovano razmotriti primenu manuelne aspiracione

trombektomije.
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Usledili su negativni rezultati tri velike multicentriéne studije o primeni manuelne
aspiracione trombektomije tokom primarne PCI (56-59). INFUSE-AMI (Intracoronary
Abciximab in STEMI patients) studija je pokazala da primena aspiracione
trombektomije pre primarne PCI ne smanjuje veli¢inu infarkta kod pacijenata sa
prednjim infarktom i okluzijom proksimalnog ili medijalnog segmenta LAD (56).
Rezultati TASTE (Thrombus Aspiration During ST-Segment Elevation Myocardial
Infarction) studije (57,58) sa ukupno 7244 randomizovanih STEMI pacijenata pokazali
su da izvodenje aspiracione trombektomije pre standardne primarne PCI ne smanjuje
mortalitet nakon 30 dana i godinu dana u poredenju sa klasiénom primarnom PCI.
Takode, istrazivaci nisu registrovali razlike u ucestalosti reinfarkta miokarda, tromboze
stenta, revaskularizacije prethodno leCene arterije i ukupne ucestalosti navedenih
nezeljenih dogadaja. TOTAL (Trial of Routine Aspiration Thrombectomy With PCI
Versus PCI Alone in Patients With STEMI) studija je randomizovala do sada najveci
broj STEMI pacijenata (n =10.732) koji su leceni primarnom PCI uz rutinsku manuelnu
aspiracionu trombektomiju ili samo primarnom PCI (59). Nakon 6 meseci nije uocena
razlika u ucestalosti nezeljenih dogadaja izmedu dve grupe pacijenata (ukupna
ucestalost smrtnog ishoda kardiovaskularnog uzroka, rekurentni infarkt miokarda,
kardiogeni Sok i NYHA IV klasa sréane insuficijencije). Nakon mesec dana pracenja
registrovana je ceS¢a pojava mozdanog udara u grupi leenoj aspiracionom
trombektomijom u poredenju sa standarnom primarnom PCI koja je dostigla statisticku
znacajnost (0,7% vs. 0,3%, p=0,02). Meta-analiza iz 2015. godine koja je pored
INFUSE-AMI, TASTE i TOTAL, obuhvatila jo§ 14 klini¢kih studija sa ukupno 20.960
STEMI pacijenata pokazala je da rutinska aspiraciona trombektomija ne smanjuje rizik

od smrtnog ishoda, reinfarkta ili tromboze stenta (60).

Slika 1 pokazuje angiografski nalaz akutno okludirane RCA (Slika 1A), prolazak
koronarne zice kroz intrakoronarni tromb (Slika 1B), manuelnu aspiraciju tromba (Slika
1C), implantaciju stenta u infarktnu leziju (Slika 1D) i finalni angiografski rezultat
(Slika 1E).
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Slika 1. Angiografski nalaz akutno okludirane RCA (A), uz angiografsku vizualizaciju
intrakoronarnog tromba (B strelica) nakon uspe$nog pozicioniranja koronarne Zice u
distalno korito RCA (B zvezdica). Slika 1C pokazuje manuelnu trombaspiraciju
(strelica oznacava distalni deo aspiracionog katetera), nakon ¢ega sledi implantacija
stenta (D) i finalni angiografski rezultat (E)
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Rezultati publikovanih studija uticali su da se revidiraju vaze¢i stavovi o primeni
aspiracione trombektomije prilikom primarne PCIl. Tako je tokom 2015. godine
objavljena dopuna vazecih ameri¢kih preporuka o primeni perkutane koronarne
intervencije iz 2011. godine i preporuka za le¢enje STEMI pacijenata iz 2013. godine
(15,44,61). Umesto klase lla, primena rutinske trombektomije u leCenju STEMI
pacijenata je dobila klasu 111 preporuka (nivo dokaza A), $to oznacava da nije korisna u
leCenju STEMI pacijenata prilikom primarne PCI. U slu¢aju selektivne i tzv. bailout
aspiracione trombektomije pre PCI, takode je promenjena klasa preporuke iz Ila u IIb,

Sto oznacava da korist od navedene intervencije nije dovoljno ustanovljena (Tabela 6).

Tabela 6. lzmena preporuka o primeni aspiracione trombektomije kod STEMI

pacijenata.

2011/2013 Preporuke 2015 Dopuna preporuka

Klasa lla, nivo dokaza B Klasa Ilb, nivo dokaza C

Razmotriti manuelnu aspiracionu Nije ustanovljena korist od selektivne i
trombektomiju tokom primarne PCI. bailout aspiracione trombektomije tokom

primarne PCI.

Klasa Il1: nije korisno
Rutinska aspiraciona trombektomija nije

korisna pre primarne PCI. (nova preporuka)

Modifikovano prema: Levine GN et al. 2015 (Ref 44).

Nova meta-analiza iz 2017. godine obuhvatila je individualne podatke o pacijentima iz
TAPAS, TASTE i TOTAL studije (62). Jos jednom se pokazalo da rutinska aspiraciona
trombektomija ne poboljsava klinicke ishode STEMI pacijenata. U analizu je ukljuceno
ukupno 18.306 STEMI pacijenata randomizovanih u aspiracionu grupu (n=9155) ili
grupu kojoj nije uinjena aspracija tokom primarne PCI (n=9151). Nije registrovana
znacajna razlika u ucestalosti karidovaskularnog smrtnog ishoda tokom 30 dana od PCI
izmedu ove dve grupe (2,4% u grupi sa aspiracijom vs. 2,9% u grupi sa standarnom
PCI, p=0,06). Sli¢no je registrovano kod pojave mozdanog udara ili tranzitornog
ishemijskog ataka (0,8% u aspiracionoj-grupi vs. 0,5% u PCI-grupi bez aspiracije,
p=0,06), uz slicne wudlestalosti reinfarkta miokarda, tromboze stenta, srcane

insuficijencije i revaskularizacije infarktne arterije. Medutim, vecu korist od aspiracije
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ima podgrupa pacijenata sa ve¢im trombotskim optere¢enjem (TIMI gradus tromba >3),

uz manje kardiovaskularnih smrtnih ishoda i cerebrovaskularnih dogadaja.

Prilikom interpretacije kontradiktornih rezultata studija sa manuelnom aspiracijom
tromba tokom primarne PCI kod STEMI pacijenata potrebno je uzeti u obzir nekoliko
ograniCenja. Prvo, primarna PCI u velikoj meri smanjuje mortalitet STEMI pacijenata
(63), stoga se ne moze ocekivati izrazeno dodatno smanjenje mortaliteta dodavanjem
rutinske manuelne aspiracije tromba ovoj proceduri. Mogla bi se o¢ekivati veca Korist
od aspiracije koronarnog tromba kod visokorizi¢nih pacijenata, ali su oni Cesto
izostavljeni iz veéine randomizovanih klini¢kih studija usled strogih kriterijuma za
ukljucivanje i isklju¢ivanje. Drugo, miokardna perfuzija nakon primarne PCI u
klinickim studijama se ¢esto procenjuje manje objektivnim angiografskim parametrom,
MBG, koji najc¢esce procenjuju operatori U sali za kateterizaciju. Objektivnija procena
reperfuzije je moguca stepenom rezolucije elevacije ST-segmenta (STR). Medutim,
postoji varijabilnost u definisanju elevacije ST-segmenta i STR u razli¢itim studijama.
U nekim studijama se analiza ST segmenta vr$i nakon 20, 60 ili 80 ms od J tacke,
odnosno neposredno nakon procedure (64), ili 30, 60 (52,56,65) ili 90 minuta nakon
procedure (53). Kompletna STR se moze definisati kao >50% (50,66), odnosno >70%
(52). Trecée, najveca efikasnost manuelne aspiracije tromba se ogleda u pravilnom
odabiru pacijenata. lako patogeneza STEMI kod vecina pacijenata podrazumeva rupturu
aterosklerotskog plaka sa superponiranjem tromba, u klinickoj praksi postoji velika
varijabilnost trombotskog optereéenja pacijenata. Cetvrto, uredaji za mehanicku
aspiraciju tromba ne mogu u potpunosti spreciti distalnu embolizaciju. Naprotiv,
primena ovih uredaja moze dovesti do embolizacije prilikom prolaska kroz tromboti¢nu
leziju. Ovo je uoceno u AIMI studiji (67), sa paradoksalno ve¢im infarktnim regionom
kod trombektomisanih pacijenata, sto u velikoj meri zavisi od vrste uredaja za aspiraciju
tromba. Konacno, bitno je napomenuti da distalna embolizacija nije jedini uzrok lose
reperfuzije i veceg infarkta. Reperfuziono ostecenje (tzv. no-reflow fenomen), poveéani
otpor mikrocirkulacije usled opstrukcije neutrofilima i/ili konstrikcije arteriola, kao i
progresivni edem miokarda, takode doprinose suboptimalnoj perfuziji miokarda nakon
PCI. Rana reperfuzija i dobra regionalna organizacija zdravstvene sluzbe uz rano

dijagnostikovanje, stratifikaciju rizika i direktni transport bolesnika u salu za
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kateterizaciju mogu doprineti smanjenju veli¢ine infarkta i njihovom boljem

prezivljavanju.
1.4,  Analiza aspiriranog koronarnog tromba nakon primarne PCI

Aspiracija tromba tokom primarne PCl omoguéava uzorkovanje tromboticnog
materijala iz koronarne arterije koji je uzrok infarkta miokarda. Histoloska analiza
svezeg aspiriranog tromba tokom akutne faze STEMI mozZze pomoéi u razumevanju
patofiziolo§kih mehanizama koji leZe u osnovi dinami¢nog procesa koronarne tromboze
tokom STEMI.

Boja aspiriranog tromba ukazuje na njegov sastav i moZe uticati na angiografske 1
klinicke ishode STEMI pacijenata. Makroskopski gledano, aspirirani koronarni trombi
mogu biti crveni (bogati eritrocitima, Slika 2A), beli (predominantno sastavljeni od
trombocita i fibrina, Slika 2B) i meSoviti, ukoliko sadrZe crvena i bela polja. Poznato je
da su beli aspirirani trombi u proseku manji od crvenih trombova, $to se pokazalo i u
TAPAS studiji gde su trombi bogati eritrocitima bili najées¢e umerene veli¢ine (0,5 — 2
mm) i ve¢i od 2 mm (52). Uoceno je da aspiraciju crvenog tromba prati veéa stopa
mortaliteta u poredenju sa aspiracijom belog tromba nakon 30 dana od primarne PCI
(10,1% vs. 0%), uz trend ka vecoj ucestalosti ozbiljnih nezeljenih sr¢anih dogadaja
(13,9% vs. 4,2%, p = 0,10) (68). Fokkema i sar. (69) su pokazali da sastav i veli¢ina
koronarnog tromba uti¢u na pojavu angiografski vidljive distalne embolizacije nakon
PCI. Kod pacijenata sa angiografski vidljivom distalnom embolizacijom je uoc¢eno da su
aspirirani trombi ve¢i i da sadrze viSe eritrocita u odnosu na trombe dobijene od
pacijenata bez distalne embolizacije (69). Nalaz aspiriranih trombova bogatih
eritrocitima prilikom primarne PCI kod STEMI pacijenata povezan je sa loSijom

perfuzijom miokarda nakon PCI (inkompletnom STR i suboptimalnim MBG) (70).

Bolji ishodi koji prate nalaz belog tromba mogu se objasniti manjom veli¢inom belog
tromba u odnosu na crveni, razli¢itim sastavom ova dva tipa tromba (beli trombi sadrze
manje ¢elija u odnosu na crveni tromb), i kra¢im ishemijskim vremenom koje se
registruje kod aspiracije belog tromba. Moguée je da ove karakteristike doprinose
manjoj uCestalosti distalne embolizacije i boljoj perfuziji miokarda nakon PCI. Otuda

vaznost analize boje, veli¢ine i sastava aspiriranog tromba tokom primarne PCI.
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Slika 2. Aspiriran tromb crvene (Slika 2A) i bele boje (slika 2B).

Prilikom analize aspiriranog tromboti¢nog materijala potrebno je uzeti u obzir nekoliko
ogranienja. Prvo, analizirani tromb ne predstavlja nuzno celokupan tromboti¢an
materijal prisutan u infarktnoj koronarnoj arteriji. Cesée je u pitanju samo deo tromba
koji postoji in vivo. Tokom dobijanja materijala moguc¢a je fragmentacija, delimi¢na
aspiracija ili zaostajanje dela tromboti¢nog tkiva u aspiracionom Kkateteru. Drugo,
prlikom aspiracije i prolaska tromba kroz kateter moguée je mehanicko oStecenje
tromboti¢nog tkiva. Medutim, poznato je da trombi imaju odli¢ne -elasti¢ne
karakteristike (71,72) i da ukoliko dode do oStecenja, ono je uglavnom minimalno i
zahvata periferni deo tromba (tzv. crush artefakt) uz ocuvane ¢elije vidljive na veéini
histoloskih preparata. Trece, aspiriran tromboti¢ni materijal moze biti stariji nego Sto se
o¢ekuje na osnovu duzine ishemijskog vremena (73). U tim situacijama moguce je
superponiranje svezeg tromba na stariji tromboti¢ni materijal, $to bi moglo predstavljati

uzrok greske u odredivanju starosti tromba.
1.4.1. Svetlosna mikroskopija

Trombi aspirirani iz koronarnih arterija STEMI pacijenata sadrze razli¢itu kolic¢inu
trombocita, eritrocita, inflamatornih ¢elija, fibrina i ostataka aterosklerotskog plaka sa
penastim ¢elijama i holesterolskim kristalima (73-77). Smatra se da je ishemijsko vreme

jedan od najvaznijih faktora koji korelira sa arhitekturom tromba.

Brojne studije su pokazale jasnu pozitivnu korelaciju ukupnog ishemijskog vremena sa

staroS¢u tromba, gde nalaz histoloski starijeg tromba prati duze ishemijsko vreme
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(64,73,78-80). Patofizioloska osnova STEMI pretpostavlja direktnu povezanost rupture
plaka i superponiranja tromba sa pojavom akutne ishemije miokarda i pratecih
simptoma (5). Medutim, obdukcioni patohistoloski nalazi osoba koje su imale
iznenadnu sr€anu smrt ukazuju na postojanje dugotrajne koronarne tromboze, Sto
potvrduje da komplikacije plaka mogu biti asimptomatske nekoliko dana ili nedelja pre
smrtnog ishoda (11,12).

Analiza aspiriranog koronarnog tromba olaksala je razumevanje i dobijanje novih
informacija o procesu koronarne tromboze. Standarna patohistoloska podela aspiriranog
materijala na sveze (< 1. dana starosti), liticke (stare 1 — 5 dana) i organizovane trombe
(> 5 dana starosti) pokazala je da u velikom broju slucajeva starost tromba prevazilazi
trajanje akutnog bola kod STEMI pacijenata (73,77,78). Rittersma i sar. (77) su kod
51% STEMI pacijenata identifikovali tromboti¢ni materijal stariji od 24 h (liticki i
organizovan tromb), iako je kod svih pacijenata bol u grudima trajao do 6 h. Studije sa
ve¢im brojem ispitanika (preko 1000) poslatih na primarnu PCI unutar 12 sati od
pocetka bola u grudima potvrdile su znacajnu ucestalost starijeg tromba (40%) prilikom
aspiracije (73,78). Pokazalo se da duze vreme od pojave bola do primarne PCI (do 24
h) ne dovodi do povecanja broja aspiriranih starijih trombova (40%) (80). Navedeni
rezultati podrZavaju teoriju da kod veceg broja STEMI pacijenata nakon inicijalne
rupture aterosklerotskog plaka dolazi do pokrivanja mesta rupture endotelnim ¢elijama,
zarastanja i nastanka muralnog tromba bez ispojavanja ishemijskih simtpoma (tzv. silent
ruptura plaka). Ovu teoriju takode podrzavaju Rittersma i sar. (77) koji nisu uodili

povezanost starosti aspiriranog tromba sa pojavom predinfarktne angine pectoris.

U daljem toku bolesti dolazi do organizacije muralnog tromba sa urastanjem
glatkomiSi¢nih i endotelnih Celija, $to predstavlja cest obdukcioni nalaz (10-12).
Organizovani muralni trombi mogu se u potpunosti inkorporirati u aterosklerotsku
leziju, uz uspostavljanje koronarnog protoka. Kod pojedinih pacijenata moze doci
ponavljane tromboze i rasta tromba do okluzije lumena krvnog suda, $to konac¢no
rezultira akutnim koronarim sindromom. Ovaj mehanizam objaSnjava cest nalaz
heterogenog tromba kod STEMI pacijenata, odnosno tromba koji sadrzi elemente
razli¢ite histoloske starosti (svez, liticki i organizovan) (64,73,77,78,80). U tim

slu¢ajevima se najces$ce vida svez tromb superponiran na starije tromboti¢no tkivo.
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Starost tromba moze uticati na perfuziju miokarda nakon primarne PCI. Tako se
angiografski vidljiva distalna emoblizacija ¢esce registruje kod pacijenata sa litickim
trombima (21,2%) u odnosu na sveze (12,1%) i organizovane trombe (15,2%, p =
0,007) (78). Sli¢no su uocili Verouden i sar. (64), uz ¢es¢u pojavu distalne embolizacije
kod starijeg tromba (20% kod litickog i 16% kod organizovanog) u poredenju sa svezim
trombima (11%). Inkompletna rezolucija ST-segmenta (STR) nakon primarne PCI
predstavlja snazan prediktor lo$ije prognoze STEMI pacijenata (64,221,222). Pokazalo
se da kod pacijenata sa starijim trombima postoji tendencija ka inkompletnoj STR u
poredenju sa pacijentima sa svezim trombima (37% vs. 44%, p=0,097) (64). Reda
pojava kompletne STR nakon PCI kod pacijenata sa starijim trombom mozZe biti
posledica ranijih epizoda subklinicke distalne embolizacije i posledi¢ne
mikrovaskularne opstrukcije. Medutim, druga grupa autora nije uoéila povezanost
histoloSke starosti tromba sa stepenom STR (80). Moguci razlog za neslaganje rezultata
je nesto drugacija populacija pacijenata ukljucenih u istrazivanje. Carol i sar. (80) su u
svoju studiju ukljucili pacijente sa bolom u grudima do 24 h pre primarne PCI, kao i
pacijente sa prethodnim infarktom miokarda, prethodnom PCI i hirurSkom

revaskularizacijom miokarda, §to nije sluc¢aj u drugim studijama.

Prisustvo starijeg tromba tokom aspiracije kod STEMI pacijenata moze nositi bitne
prognosti¢ke implikacije za pacijenta. Istrazivanje sa oko 1000 STEMI pacijenata
lecenih primarnom PCI pokazalo je da je nalaz aspiriranog tromba histoloski starijeg od
24 h nezavisni prediktor mortaliteta (73). Kumulativna stopa mortaliteta tokom 4 godine
kod pacijenata sa aspiriranim starijim trombom iznosila je 16%, u poredenju sa 7,4% u
grupi sa svezim trombom (p = 0,008). Moguce je da duzina ishemijskog vremena utice
na formiranje starijeg tromba, medutim u istom istrazivanju nije registrovana
povezanost ishemijskog vremena sa rizikom od mortaliteta, kao ni povezanost enzimski

procenjene velil¢ine infarkta ili pojave distalne embolizacije sa mortalitetom.
1.4.2. Imunohistohemijska analiza

Primena imunohistohemijskih tehnika olaksala je citohistolosku analizu aspiriranog
tromboti¢nog materijala kod STEMI pacijenata. Ciljano bojenje markera pojedinih

tipova celija (npr. glikoforin-A kod eritrocita, P-selektin i glikoprotein llb/Illa kod
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trombocita, mijeloperoksidaza kod neutrofilnih granulocita) omogucava odredivanje
procentualne zastupljenosti pojedinih komponenti tromba, uz detaljniju klasifikaciju

starosti aspiriranog tromba.

Yunoki i sar. (70) su pokazali da trombi sa veéim sadrzajem eritrocita imaju veci
sadrzaj neutrofila, uz manje regione trombocitne imunopozitivnosti. Takode, povrsina
tromba je pokazivala pozitivnu korelaciju sa sadrzajem eritrocitnih polja, Sto se slaze sa
nalazima pri klasicnom hematoksilin-eozin bojenju (52). Optimalna miokardna
perfuzija nakon PCI (MBG3, engl. myocardial blush grade) znafajno cesée je
registrovana kod pacijenata sa manjim sadrzajem eritrocita u aspiriranom trombu
(60,0%) u poredenju sa ve¢im sadrzajem eritrocita (32,2%) (70). Veca gustina neutrofila
koja prati trombe bogate eritrocitima moze biti objasnjenje loSije koronarne
mikrocirkulacije. Aktivirani neutrofili su glavni izvor kiseoni¢nih radikala, uticu na
poveéanje aktivnosti tkivnog faktora i dovode do mikrovaskularnog osteéenja i
reperfuzionog ostecenja srca (66). U prilog inflamatornog o$tecenja miokarda govori i
nalaz losije koronarne mikrocirkulacije, veceg oste¢enja miokarda i disfunkcije leve
komore kod pacijenata sa ve¢im brojem neutrofila u aspiriranom trombu (66). Tako su
pacijenti sa ve¢om gustinom neutrofila u aspiriranom materijalu imali ve¢u ucestalost
MBG 0/1 (79%) u poredenju sa manjom gustinom inflamatornih ¢elija (31%), vecu
ucestalost inkompletne STR (55% prema 13%, p<0,001), ve¢e maksimalne vrednosti
oslobodenog CK (4.387 + 400 U/L prema 3.284 + 403 U/L) uz manje vrednosti
ejekcione frakcije leve komore nakon 6 meseci pracenja (42,4 + 1,4 vs. 47,1+ 1,5%).

1.4.3. Angiogeneza tromba

Okluzivnoj trombozi koronarne arterije ¢esto prethode epizode progresivnog rasta
tromba, Sto se na histoloskim preparatima moze videti kao slojevita grada aspiriranog
materijala. Slicno zarastanju rana, organizacija tromba i stabilizacija njegove strukture
zavisi od urastanja krvnih sudova. Vaskularizacija obezbeduje dotok kiseonika i
nutrijenata, kao i normalno funkcionisanje inflamatornih ¢éelija i fibroblasta ukljucenih u

organizaciju tromba (81).

Tradicionalna definicija angiogeneze podrazumeva formiranje novih krvnih sudova

pupljenjem endotelnih Celija iz postojece vaskulature, dok vaskulogeneza podrazumeva
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de novo formiranje krvnih sudova koje se isklju¢ivo deSava tokom embriogeneze (82).
Medutim, sa otkriéem i izolacijom cirkuli§ué¢ih endotelnih progenitorskih ¢elija (EPC)
intenzivno se ispituje mogucénost formiranja novih krvnih sudova iz mati¢nih celija u

adultnom periodu (83).

Ispitivanje  angiogeneze u aspiriranim Kkoronarnim trombima moguce je
imunohistohemijskim bojenjem na brojne markere endotelnih celija (CD34, CD31,
CD105, VEGFR2 i dr.). Nakon vizualizacije endotelnih ¢elija, uobi¢ajena kvantifikacija
podrazumeva prisustvo pojedina¢nih endotelnih ¢elija, grupa od tri i vise endotelnih
¢elija, ili formiranje kapilarnih petlji (84). Pokazalo se da su rane endotelne celije
(CD34/CD31 imunopozitivne) prisutne u skoro svim aspiriranim trombima serije od
120 STEMI pacijenata, iako je bol u grudima trajao do 12 h od primarne PCI (84).
Pojedina¢ne endotelne ¢elije bile su podjednako prisutne u svim starosnim kategorijama
tromba (svez, liti¢ki i organizovan), grupe endotelnih ¢éelija Su znacajno ¢eSce bile
prisutne u organizovanim trombima, dok su kapilarne petlje bile retke kod sve tri
starosne grupe trombova. Pokazalo se da se sa staroS¢u tromba povecava broj
aktiviranih 1 aktivno proliferiSu¢ih endotelnih Celija, uz retku pojavu progenitorske

subpopulacije ¢elija.
1.4.4. Elektronska mikroskopija

Primena transmisione elektronske mikroskopije (TEM) u analizi starosti aspiriranog
tromboti¢nog materijala STEMI pacijenata potvrdila je nalaze svetlosne mikroskopije
(85, Slika 3A i 3B). U svezim trombima uoc¢en je tamni matriks eritrocita, gusti snopovi
fibrina razli¢ite orjentacije, kao i trombociti sa opticki praznim kanalikularnim
sistemom uz veoma malo elektronski-gustih granula, S$to ukazuje na njihovu
degranulaciju. Neutrofilni granulociti svezih trombova nisu pokazivali znake kompletne
degranulacije. S druge strane, kod starijih trombova uoceni su znaci autolize, doslo je
do gubitka gustine matriksa eritrocita, dok se kod nekih leukocita i velikog broja
trombocita nije videla jasna ultrastrukturna organizacija. Starije trombe je karakterisalo
I prisustvo makrofaga, sa brojnim fagolizozomima i lipozomima, dok su pojedini

makrofazi bili u razli¢itim stadijumima autolize.
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Slika 3A. TEM svezeg tromba pokazuje prisustvo intaktnih trombocita (strelica),
eritrocita (debela strelica) i fibrina (zvezdica).

Slika 3. TEM sveZeg aspiriranog trombapokazuje prisustvo neutrofilnog granulocita
(debela strelica), eritrocita (strelica) i fibrina (zvezdica).

Rezultati skening elektronske mikroskopije (SEM) pokazali su da se sa povecanjem
ishemijskog vremena povecava sadrzaj fibrina, a smanjuje sadrzaj trombocita u

trombima (79, Slika 4). Analiza materijala dobijenog od 66 STEMI pacijenata
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omogucila je izdvajanje dva razli¢ita tipa tromba. Prvu grupu su Cinili tzv. stari,
fibrinski trombi, izgradeni uglavnom od fibrina i eritrocita (>70% povrSine predstavljao
je fibrin, a <30% su ¢inili trombociti). Fibrinski trombi su uglavnom bili prisutni kod
pacijenata gde je ishemijsko vreme bilo duze od 3h. Drugoj grupi su pripadali svezi,
trombocitni trombi, u kojima je >30% povrsine bilo pod trombocitima, a <70% je ¢inio
fibrin. Kod pacijenata sa svezim trombima ishemijsko vreme je trajalo u proseku sat

vremena.

Slika 4. SEM analiza aspiriranog tromba koja pokazuje agregate trombocita uz retke
holesterolske kristale (zvezdice). Preuzeto iz: Silvain et al. Composition of coronary
thrombus in acute myocardial infarction. J Am Coll Cardiol 2011;57(12):1359-67.

Glavno ograni¢enje SEM analize je posmatranje povrSine tromba, bez uvida u
unutra$nji deo aspirata. Ovo ograni¢enje su pokusali da prevazidu Zalewski i sar. (86),
analiziraju¢i povrSinu i unutraSnji deo aspiriranih tromba skening elektronskom
mikroskopijom kod 80 STEMI pacijenata. Pokazalo se da priblizno polovinu tromba
izgraduje fibrin, uz znacajno vise fibrina na povrsini (61,6%) u odnosu na unutrasnji
deo tromba (34,3%). Sli¢no je uoceno analizom sadrzaja trombocita (8,2% na povrsini i
4,8% u unutrasnjosti tromba), dok su suprotni rezultati dobijeni analizom prisustva

eritrocita (15,8% na povrsini 1 42,9% u unutrasnjosti tromba). Ovo istrazivanje je
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potvrdilo pozitivnhu korelaciju sadrzaja fibrina sa ishemijskim vremenom, kao i sa

maksimalno oslobodenim troponinom tokom hospitalizacije.

1.5.  Markeri endotelnih ¢elija

Markeri endotelnih ¢éelija su membranski ili citoplazmatski molekuli koje eksprimiraju
endotelne c¢elije. Ovi molekuli olakSavaju identifikaciju endotelnih ¢elija i njihovo
razlikovanje od drugih ¢elijskih tipova. Markeri endotelnih ¢elija najée$¢e imaju svoje
specifi¢ne funkcije i ne pokazuju jednaku ekspresiju u svim fazama razvoja i ¢elijskog
ciklusa. Ovo omogucava njihovu primenu u prac¢enju diferencijacije endotelnih ¢elija od

nediferentovanih stadijuma do zrelog fenotipa.

Tokom embrionalnog razvoja, vaskularne i limfaticne endotelne celije nastaju od
zajednickog mezenhimalnog prekursora, hemangioblasta. Zbog toga ne iznenaduje
Cinjenica da vaskularne 1 limfaticne endotelne celije imaju slicne morfoloske i
funkcionalne karakteristike, uz ekspresiju istih i/ili sliécnih markera u normalnim i
patoloskih uslovima (87). Do sada nije pronaden nijedan marker patognomonican
isklju¢ivo za vaskularne ili limfati¢ne endotelne celije, ve¢ se za identifikaciju ¢elijskog

tipa najcesce koristi nekoliko markera.
1.5.1. CD34

CD34 je transmembranski glikoprotein eksprimiran na ranim i zrelim endotelnim
¢elijama, te se smatra pan-endotelnim markerom. Sastoji se iz veéeg ekstracelularnog
domena bogatog glikoziliranim ostacima serina, treonina i prolina, transmembranskog
dela i manjeg intracelularnog domena koji sadrzi brojna fosforilisana mesta. Usled
znacajnih posttranslacionih promena, CD34 ima veéu molekulsku masu od ocekivane
(88).

CD34 molekul je vazan u meducelijskoj adheziji i regulaciji celijske proliferacije i
diferencijacije (89). Osim na endotelnim c¢elijama, CD34 je vazan marker
hematopoetskih stem c¢elija mijeloidne i limfoidne loze (90). Pored toga, CD34

eksprimiraju 1 neke nehematopoetske progenitorske Celije, poput vaskularnih endotelnih
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progenitorskih ¢elija (91), epitelnih progenitorskih ¢éelija (92) i embrionalnih fibroblasta
(93).

Limfati¢ne endotelne ¢elije u normalnim, nepatoloskim uslovima ne eksprimiraju CD34
molekul. Medutum, poznato je da limfati¢ni endotel ¢esto eksprimira CD34 molekul u
tumorskom tkivu karcinoma kolona, dojke, pluéa, kao i kod melanoma (94), zbog Cega

se ne moze koristiti za razlikovanje vaskularnih i limfati¢nih sudova.

Pored toga, CD34 eksprimiraju i brojne zrele ¢elije mezenhimalnog porekla, kao §to su
mastociti (95), fibroblasti (96), mikroglija (97) i dendritske ¢elije (98).

1.5.2. CD31

CD31 (PECAM-1, engl. platelet endothelial cell adhesion molecule-1) je
transmembranski glikoprotein koji se eksprimira na ranim i zrelim vaskularnim
endotelnim c¢elijama. Ovaj marker pripada imunoglobulinskoj superfamiliji i sastoji se
od Sest ekstracelularnih domena nalik imunoglobulinu, manjeg transmembranskog dela,

i citplazmatskog repa bogatog fosforilisanim ostacima serina i tirozina (99).

CD31 je lokalizovan na mestima kontakta dve endotelne c¢elije i predstavlja vaznu
komponentu meducelijskog spoja, jer je na taj nacin ukljucen u regulaciju stepena
permeabilnosti vaskularne barijere. Ovaj endotelni marker znacajan je za transmigraciju
leukocita kroz endotel tokom inflamacije, kao i u imunoloskim reakcijama (100).
Takode, CD31 je vaZzan tokom angiogeneze jer aktivno ucestvuje u migraciji endotelnih
¢elija, formiranju kapilarnih petlji, nastanku meducelijskih spojeva 1 sazrevanju

interakcija izmedu celija i meducelijskog matriksa (101).

Osim endotelnih ¢elija, CD31 eksprimiraju brojne zrele Celije krvi i ¢elije hematopoeze,
poput trombocita (102), neutrofila (103), T-, B- i NK-limfocita (104), hematopoetskih
progenitorskih ¢elija (105) i megakariocita (106).

1.5.3. D2-40

D2-40 je monoklonsko antitelo usmereno na podoplanin, povrsinski sijaloglikoprotein

eksprimiran na brojnim ¢elijama embrionalnih i adultnih tkiva. Podoplanin ucestvuje u
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razvoju organa, celijskoj pokretljivosti, incijalnoj tumorigenezi i daljem formiranju
metastaza (107). Inicijalno je pokazano da antitelo D2-40 reaguje sa O-vezanim
sijaloglikoproteinom molekulske mase 20.000 koji eksprimiraju tumorske germinativne
¢elije testisa (108). Kasnije je ustanovljeno da D2-40 selektivno detektuje limfati¢ne
endotelne celije 1 da se moze koristi za njihovo razlikovanje od vaskularnih endotelnih
¢elija (109).

Ovaj marker se normalno eksprimira i na folikularnim dendritskim ¢elijama (110),
Kahalovim intersticijalnim ¢elijama (111), mioepitelnim celijama (112) i bazalnim
¢elijama epitela prostate (113). Oc¢ekivano, D2-40 pokazuje ekspresiju prilikom bojenja
tumorskog tkiva poreklom limfnih sudova, poput limfangioma, vaskularnih
transformacija sinusa limfnih ¢vorova, Kaposi sarkoma i pojedinih angiosarkoma (114).
Pored toga, brojni tumori nelimfaticnog porekla poput Svanoma, meningeoma,
sinovijalnog sarkoma, gastrointestinalnog stromalnog tumora i leiomiosarkoma,
pokazuju snazno D2-40 imuno-bojenje (115). Medutim, do sada nije pokazano da
vaskularne endotelne celije pokazuju D2-40 imunopozitivnost u normalnim,

netumorskim uslovima.
1.5.4. VEGFR3

VEGFR3 (Flt-4, engl. Fms-like tyrosine kinase 4) je receptor prisutan na svim
endotelnim Celijama tokom embrionalnog razvoja, ali se nakon rodenja eksprimira
isklju¢ivo na limfatiénim endotelnim ¢elijama i pojedinim endotelnim ¢elijama
sinusoidnih kapilara (116,117). Ovaj transmembranski receptor poseduje tirozin-
kinaznu aktivnost i pripada familiji VEGF receptora. VEGF-C i VEGF-D, glavni
regulari limfangiogeneze su ligandi koji se vezuju za VEGFR3 (118).

S obzirom da se VEGFR3 eksprimira i na sinusoidnim kapilarima kostane srzi, jetre i
slezine (119,120), kao i na fenestriranim kapilarima glomerula i endokrinih zlezdi (121),
ne smatra se iskljucivim markerom limfati¢énih endotelnih celija. Takode, pojedini
vaskularni tumori (hemangiomi, Kaposi sarkom i angiosarkomi) eksprimiraju VEGFR-3
receptor (122).
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1.5.5. LYVE-1

LYVE-1 (engl. lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1) predstavija tip-I
integralni membranski glikoprotein koji je snazno eksprimiran na povr$ini limfati¢nih
endotelnih ¢elija. Ovaj povrSinski molekul funkcioniSe kao receptor za hijaluronsku
kiselinu i pokazuje veliku sli¢nost sa CD44 hijaluronskim receptorom leukocita (123).
LYVE-1 ucestvuje u transportu hijalurona iz ekstracelularnog matriksa, kao i u daljoj
degradaciji hijaluronske kiseline u limfnim ¢vorovima. Poslednjih godina se intenzivno

ispituje funkcija LYVE-1 molekula u tumorskoj metastazi (124).

lako se nalazi na limfaticnim endotelnim ¢elijama, LYVE-1 pokazuje ekspresiju na
sinusoidnim kapilarima jetre i slezine (109), venulama sa visokim endotelom (HEV) u
limfnim ¢vorovima (125), kao i na aktiviranim tkivnim makrofagima (126). Kao i brojni
drugi markeri endotelnih ¢elija, LYVE-1 eksprimiraju brojni vaskularni tumori (127),

S§to onemogucava njegovu primenu u razlikovanju limfati¢nog i vaskularnog endotela.

1.6. Vaskularni endotelni faktor rasta

Familiju vaskularnih endotelnih faktora rasta (VEGF, engl. vascular endothelial growth
factor) ¢ini 7 proteina sli¢ne strukture (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-
D, VEGF-E i placentalni faktor rasta — PGF, engl. placental growth factor) koji
funkcioni$u kao mitogeni vaskularnih i limfati¢nih endotelnih Celija (128). Vezivanje
VEGF za njegove receptore (VEGFR) klju¢no je za razvoj vaskulature u embrionalnom
periodu, kao i u brojnim fizioloskim i patoloskim uslovima, ukljucujuci zarastanje rana,
hroni¢na inflamatorna oboljenja, ishemiju miokarda, neovaskularizaciju retine i rast
tumora (129-132).

Na ekspresiju VEGF-a uticu brojni hormoni, faktori rasta i citokini, ulkjucujuci
interleukin-6, epidermalni faktor rasta, transformisi¢u faktor rasta-p, prostaglandin E2 i
azot-monoksid (133). Glavni stimulus za sekreciju VEGF-a je hipoksija. U hipoksi¢nim
uslovima molekul HIF-1a (faktor indukovan hipoksijom-1 a, engl. hypoxia-inducible
factor-1 ) se vezuje sa promotor VEGF gena, dovodec¢i do povecane ekspresije VEGF-
a (128).
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1.6.1. VEGF-A i njegovi receptori

Smatra se da je VEGF-A prvi molekul specifi¢an za endotelne ¢elije koji se sekretuje u
embrionalnom periodu. Ujedno, on predstavlja klju¢ni molekul u procesu indukcije
vaskulogeneze i angiogeneze (134). Tokom embriogeneze neophodna je adekvatna
ekspresija VEGF-a, jer je uoceno da homozigotni knockout misevi za VEGF-A gen
umiru rano tokom embriogeneze (8 - 9 dana nakon rodenja). U slu¢aju nedostatka
jednog VEGF-A alela smrtni ishod nastupa nekoliko dana kasnije (11 - 12 dana) (134).

VEGF-A je inicijalno opisan kao faktor vaskularne permeabilnosti koji sekretuju
tumorske Celije. Pokazalo da ovaj molekul povecava permeabilnost krvnih sudova koze
i stimuliSe nastanak ascitesa (135). Kasnija istrazivanja su ustanovila da je VEGF-A
glavni molekul koji stimuliSe proliferaciju, pupljenje, migraciju endotelnih celija i
formiranje kapilarnih struktura (128). Takode, VEGF-A povecava permeabilnost

endotelnih Celija, uti¢e na vaskularni tonus i stvaranje vazoaktivnih molekula (136).

VEGF-A ispoljava svoje efekte nakon vezivanja za svoje receptore: VEGFR-1
(KDR/FIk-1) and VEGFR-2 (FIt-1). Ovi receptori pripadaju familiji tirozin-kinaza, jer
sadrze sedam ekstracelularnih domena nalik imunoglobulinima i intracelularni efektor
sa tirozin-kinaznom aktivnos¢u (128). Nakon vezivanja za VEGF dolazi do
homodimerizacije i autofosforilacije receptora VEGFR1 i VEGFR2, §to aktivira
intracelularnu signalnu kaskadu. U daljem toku dolazi do povecane produkcije ciklicnog
GMP-a od strane guanil-ciklaze. Iako VEGF poseduje veéi afinitet za VEGFR1, smatra
se da ovaj molekul ostvaruje svoj angiogeni efekat posredstvom VEGFR2 receptora.
Pokazano je da vezivanje VEGF za VEGFR1 endotelne ¢elije predstavlja veoma slab
mitotski signal, ali da se ovaj signal znacajno pojacava nakon vezivanja za VEGFR2
(137).

Do sada je detektovano najmanje 6 izoformi ovog angiogenog faktora koji zapravo
predstavljaju VEGF-A polipeptide razliCite duzine sa 121, 145, 165, 183, 189 i 206
aminokiselinskih ostataka. Ove izoforme imaju razlidite, ali delimi¢no preklapajuce
funkcije u procesu angiogeneze (138). Izofome VEGF-a nastaju alternativnim isecanjem

iRNK i daljom proteolitickom obradom molekula. Istrazivanja na knockout Zivotinjama
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su pokazala da je izoforma VEGF-Aj45 najvaznija za angiogenetske efekte ovog faktora
rasta (128).

VEGF-A indukuje ekspresiju antiapoptotskih proteina (bcl-2 i Al) u endotelnim
¢elijama, produzavajuéi na taj nacin njihovo prezivljavanje (139). Ovaj faktor ne deluje
samo na endotelne Celije, ve¢ se pokazalo da je i snazan mitogen retinalnih pigmentnih
éelija i Svanovih éelija (140), kao i da uéestvuje u proliferaciji i migraciji vaskularnih
glatkih miSiénih ¢éelija (141).

Osim endotelnih c¢elija, VEGF sintetiSu i brojne druge ¢elije mezenhimalnog porekla
koje pokazuju VEGF ekspresiju, kao $to su vaskularne glatke miSi¢ne celije (142),
neutrofili (143), monociti i makrofagi (144), osteoblasti (145) i keratociti (146).

VEGFR-1 se nalazi na povrSini endotelnih ¢elija, a pored toga je eksprimiran na
povr§ini pericita, monocita, makrofaga, pojedinih hematopoetskih mati¢nih ¢elija,
osteocita, trofoblasnih Celija placente i mezangijalnih c¢elija bubrega (147). Ovaj
receptor je znacajan tokom embriogeneze, jer knockout misevi za VEGFR1 umiru rano
tokom embrionalnog perioda usled dezorganizacije endotelnih ¢elija (E8.5) (148).
Ekspresija VEGFR1 na monocitima i makrofazima vazna je za migraciju ovih celija
(149). Endotelne ¢elije u velikoj meri eksprimiraju VEGFR2, ali se ovaj marker moze
naéi i na povrsini megakariocita (150), hematopoetskih stem celija (151), endotelnih
progenitorskih ¢elija (83) i trombocita (152).

1.6.2. VEGF i angiogeneza tokom ishemije miokarda

Iznenadna ishemija usled okluzije epikardne koronarne arterije indukuje odgovor
ishemijskog tkiva kako bi se poboljasala perfuzija miokarda. Kompenzatorni odgovor
miokarda podrazumeva procese arteriogeneze i angiogeneze (153). Ubrzo nakon
okluzije koronarne arterije dolazi do arteriogeneze, odnosno uvecavanja postojecih
kolateralnih krvnih sudova u ishemijskom regionu. Prisustvo kolaterala kod pacijenata
lecenih primarnom PCI povezano je sa manjim infarktnim regionom i boljom funkcijom
leve komore (154). Medutim, dobro razvijene kolaterale se vidaju kod tek malog broja
pacijenata sa akutnim infarktom miokarda tokom primarne PCI (10-40%) (155). Drugi

kompenzatorni mehanizam podrazumeva angiogenezu, odnosno urastanje novih
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kapilara iz normalnog miokarda u infarktni region. Angiogeneza se desava kasnije u
odnosu na akutnu okluziju koronarne arterije i uvecavanje kolaterala. Takode,
formiranje novih kapilara nije ograniceno samo na akutnu fazu, ve¢ je angiogeneza
prisutna i u subakutnoj i hroni¢noj fazi infarkta miokarda (156). Cilj urastanja novih
krvih sudova je smanjenje rezidualne ishemije i brza organizacija nekroti¢nog tkiva.
Angiogeneza je precizno regulisan proces gde postoji interakcija endotelnih celija,
ekstracelularnog matriksa i1 susednih ¢elija, uz uces¢e brojnih faktora rasta, njihovih
receptora i intracelularnih signala (157). Jedan od vaznih faktora koji u¢estvuje u ovom

procesu je VEGF.

U uslovima ishemije VEGF pospesuje formiranje kolateralnih krvnih sudova kako bi se
obezbedila adekvatna perfuzija ishemijskog miokarda, sprecila nekroza kardiomocita i
remodelovanje leve komore (158). Eksperimentalni model akutnog infarkta miokarda
kod pacova pokazao je da vrlo rano nakon infarkta dolazi do povecanja ekspresije
informacione RNK za VEGF u kapilarima iviénog regiona infarkta (159). Takode,
formiranje novih krvnih sudova u infarkthom regionu se registruje od 24h do 6 nedelja
posle infarkta. Dalja istrazivanja na animalnim modelima su pokazala da VEGF
pospesuje neovaskularizaciju u infarktnom regionu i1 smanjuje veliCinu infarkta

(160,161).

Osim u ishemijskom tkivu, vrednost VEGF-a se moze meriti u cirkuliSucoj krvi kao
potencijalni marker ishemije miokarda. Cirkulisu¢i VEGF uglavnom poti¢e iz
trombocita i granulocita. Medutim, pretpostavlja se da serum sadrzi i male koli¢ine
slobodnog VEGF-a koje se znacajno uvecavaju degranulacijom trombocita i neutrofila
(162). Trombociti predstavljaju vazan cirkuliSu¢i depo VEGF-a koji se otpusta nakon
njihove aktivacije trombinom (163). Zbog toga je koncentracija VEGF-a znacajno veca
u serumu u odnosu na plazmu (162). U neutrofilima se VEGF nalazi u posebnim
granulama kao preformirani molekul (164) koji se oslobada nakon aktivacije razli¢itim
proinflamatornim citokinima poput TNF-o (engl. tumor necrosis factor-alpha).
Kusumanto i sar. (165) su pokazali da kod zdravih osoba 58% cirkuliSu¢eg VEGF-a
potiCe iz neutrofila, dok trombociti ucestvuju sa 34%. Zbog toga se smatra da tokom

angiogeneze neutrofili u najve¢oj meri kontroliSu permeabilnost krvnih sudova.
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Neovaskularizacija je znacajan proces koji se odigrava u sréanom mi$i¢u prilikom
ishemijskih uslova. Glavni stimulusi za sekreciju VEGF-a su smanjenje tkivne perfuzije
i dopremanja kiseonika u periferna tkiva. Stoga se pretpostavlja da odredivanje
vrednosti cirkuliSu¢eg VEGF-a moze biti od koristi u proceni tezine ishemije miokarda,
kardiovaskularnog rizika i progresije koronarne bolesti srca. Medutim, mehanizam
delovanja i klinicki znacaj VEGF-a tokom akutnog infarkta miokarda nije dovoljno
razjasnjen. Tok akutnog infarkta miokarda je kompleksan i dinamicni proces koji
obuhvata ne samo kardiomiocite, ve¢ 1 druge ¢elije poput vaskularnih glatkih miSiénih
¢elija, endotelnih ¢elija i ¢elija krvi, koje predstavljaju dodatni izvor VEGF-a (143,166-
8).

1.6.3. Prognosticki znacaj VEGF-a kod koronarne bolesti srca

Poznato je da pacijenti sa refraktornom nestabilnom anginom pectoris imaju povisene
vrednosti VEGF-a u odnosu na zdrave ispitanike (169,170). Brojna ispitivanja su
potvrdila da kod pacijenata sa akutnim infarktom miokarda postoje znacajno vece
vrednosti cirkuliSu¢eg VEGF-a u poredenju sa zdravom populacijom (170-9). Serijska
merenja VEGF-a tokom akutnog infarkta miokarda ukazuju na postepen porast ovog
markera od prvog dana infarkta do 7 — 14. dana, kada dostize maksimalne vrednosti
(173-7,180,181). Do normalizacije vrednosti VEGF-a dolazi tek nakon 6 meseci posle
infarkta miokarda (170). Pretpostavlja se da prolazno povecéanje ovog angiogenog
markera oslikava uc¢es¢e VEGF-a u reparatornim mehanizmima nakon akutnog infarkta

miokarda.

Pokazalo se da vrednosti VEGF-a merene pri prijemu STEMI pacijenata u bolnicu ne
koreliraju sa klinickim karakteristika, kao $to su duzina ishemijskog vremena, ejekciona
frakcija leve komore i postojanje kolaterala na koronarogramu (177). Kim i sar. (182)
nisu uocili razliku u stepenu razvijenosti kolaterala na angiogramu (Rentrop 0/1 vs.
Rentrop 2/3) u odnosu serijski merene vrednosti VEGF-a kod STEMI pacijenata.
Takode, ovi autori su potvrdili rast cirkulisu¢eg VEGF-a nakon 24h i 48h u odnosu na
vrednosti pri prijemu, ali nije zapazena znacajna razlika izmedu vrednosti merenih
nakon 24h i 48h od STEMI.
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Nakajima i sar. (183) su uocili da pacijenti sa anginoznim tegobama i viSesudovnom
koronarnom boles¢u imaju veée vrednosti VEGF-a u odnosu na grupu pacijenata bez
znacCajnih stenoza na koronarnom angiogramu ili sa jednosudovnom boles¢u. Stoga se
pretpostavlja da nalaz poviSenih vrednosti VEGF-a u plazmi pacijenata sa
viSesudovnom koronarnom bole$¢u moze biti odraz angiogeneze, reparacije tkiva ili
vaskularne protekcije. Kucukardali i sar. (184) su pokazali da poviSene vrednosti
VEGF-a kod pacijenata sa koronarnom boles¢u srca mogu ukazivati na kriti¢nu stenozu
korornarne arterije. Na taj nacin bi povisene vrednosti ovog markera mogle sluziti kao
indikator potrebe za revaskularizacijom miokarda. Suprotno tome, nekoliko studija je
pokazalo da kod pacijenata sa akutnim infarktom miokarda ne postoji korelacija
vrednosti cirkuliSu¢eg VEGF-a sa tezinom stenoze i brojem zahvacenih koronarnih

arterija (176,185,186).

DosadaSnja istrazivanja su dala kontradiktorne rezultate o prognostickom znacaju
vrednosti cirkulisuéeg VEGF kod pacijenata sa koronarnom boleséu srca. Tako su
rezultati CAPTURE studije (c7E3 Anti Platelet Therapy in Unstable Refractory Angina)
pokazali da su vece vrednosti VEGF-a kod pacijenata sa akutnim koronarnim
sindromom povezane sa losijim klinickim ishodima (smrtni ishod i nefatalni infarkt
miokarda) nakon mesec dana i 6 meseci pracenja (169). Takode, vece vrednosti VEGF-
a su pratile vece vrednosti oslobodenog troponina T 1 losiji epikardni TIMI protok.
Medutim, ovaj nalaz se ne uklapa u kardioprotektivan efekat VEGF-a koji je uocen u in

vitro i in vivo istrazivanjima (187).

Suprotno rezultatima CAPTURE studije, NAMIS (Nagoya Acute Myocardial Infarction
Study) studija je pokazala da nize vrenodsti VEGF-a merene sedmog dana nakon
STEMI ukazuju na loSije klinicke ishode tokom perioda pra¢enja od 6 meseci (188).
Medu klinickim ishodima narocito se izdvaja veca ucestalost ponovne pojave akutnog
koronarnog sindroma kod pacijenata sa nizim vrednostima VEGF-a. Istrazivaci NAMIS
studije uocili su da ne postoji povezanost vrednosti cirkuliSsu¢eg VEGF-a i CKmax, §to se
slaze sa rezultatima Kranz i sar. (176) i Kim i sar. (182). Medutim, neslaganje postoji
oko nalaza povezanosti VEGF-a izmerenog 7-14 dana od akutnog infarkta miokarda sa

enzimski procenjenom veli¢inom infarkta (172,175,177).
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Vazno je napomenuti da kontradiktorni rezultati mogu delom poticati i od: (1) vrste
eseja kojim je merena vrednost cirkulisu¢eg VEGF-a, (2) izoforme detektovanog
VEGF-a, (3) vrste analiziranog materijala (serum ili plazma), (4) prisustva molekula
koji mogu uticati na koncentraciju VEGF-a (189), i (5) vremena uzorkovanja i analize
VEGF-a.
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2. CILJEVI RADA

Ciljevi ovog istrazivanja su:

1. Odredivanje koncentracije cirkuliSsu¢eg serumskog VEGF-a kod STEMI
pacijenata leCenih primarnom PCI

2. Odredivanje stepena angiogeneze aspiriranog koronarnog tromba STEMI
pacijenata lecenih primarnom PCI

3. lspitivanje povezanosti kocentracije serumskog VEGF i stepena angiogeneze
aspiriranog koronarnog tromba sa:
1) Elektrokardiografskim i angiografskim znacima perfuzije miokarda:

e rezolucijom ST-segmenta > 70 % nakon 60 minuta od zavrSetka pPCI
procedure

e MBG (engl.myocardial blush grade, 0-3) na finalnom angiogramu

2) Klini¢kim ishodima pacijenta:

e veli¢inom infarkta miokarda procenjenim na osnovu maksimalnih
vrednosti oslobodenih kardiospecifi¢nih enzima tokom hospitalizacije
(CK, troponin 1)

e cehokardiografskim parametrima (LVEF - ejekciona frakcija leve
komore, WMSI - indeks skora pokretljivosti zidova leve komore,
indeksima volumena leve komore: EDVI — end-sistolni volumni indeks, i
ESVI - end-dijastolni volumni indeks) unutar 3 dana od infarkta
miokarda i nakon 6 meseci

e ucestaloS¢u nezeljenih kardiovaskularnih dogadaja tokom perioda
pracenja od 6 meseci nakon STEMI (smrt, reinfarkt miokarda, mozdani
udar, revaskularizacija infarktne arterije, tromboza stenta, hospitalizacija

zbog sréane insuficijencije)
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Dizajn studije

Studija je prospektivna, opservaciona, deskriptivna i po tipu studije slucajeva.
Istrazivanje je vrSeno u tri centra. Le¢enje STEMI pacijenata uz uzimanje aspiriranog
tromba iz koronarne arterije i venske krvi za VEGF analizu se obavljalo u Klinici za
kardiologiju Klinickog centra Srbije. Patohistoloska analiza aspiriranog tromboti¢nog
materijala se vrsila u Institutu za histologiju i embrologiju ,,Aleksandar P. Kosti¢*
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, a odredivanje vrednosti serumskog
VEGF-a ELISA metodom se obavljalo na Institutu za molekularnu genetiku i genetsko

inzenjerstvo Univerziteta u Beogradu.

Postavili smo radnu hipotezu da vrednosti cirkuliSu¢eg serumskog VEGF-a i stepen
angiogeneze aspiriranog koronarnog tromba ukazuju na postojanje dugotrajne ishemije i
losiji ishod kod STEMI pacijenata leCenih primarnom PCI. Nismo imali preliminarne
podatke za precizno i adekvatno racunanje veli¢ine uzorka. Odlucili smo se za analizu
podataka o 100 konsekutivnih STEMI pacijenata lecenih primarnom PCI tokom koje je
uradena uspeSna aspiracija koronarnog tromba. Na ovu odluku uticali su radovi iz

oblasti patohistoloske analize aspiriranih tromba u kojima je analiziran materijal slicnog

broja pacijenata (68,78,80,84,190).
3.2. Ispitivana populacija

U ispitivanje je bilo uklju¢eno 100 STEMI pacijenata leCenih primarnom PCI u Klinici
za kardiologiju Klinickog centra Srbije u periodu od jula 2014. do januara 2017. godine.
Primarna PCI je izvodena u sali za kateterizaciju Klinickog centra Srbije, a pacijenti su
dalje lec¢eni u Koronarnoj jedinici i stacionarnim odeljenjima Klinike za kardiologiju

Klinickog centra Srbije.
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3.2.1. Kriterijumi za ukljucivanje u istrazivanje:

U istrazivanje su ukljuceni svi konsekutivni STEMI pacijenti koji su ispunjavali
sledece kriterijume:

1. Bol u grudima koji traje duze od 30 minuta.

2. Dolazak u salu za kateterizaciju unutar 12 sati od pocetka bola u grudima.

3. Novonastala perzistentna elevacija ST segmenta > 1,5mm u > 2 susedna
elektrokardiografska odvoda.

4. Hemodinamski stabilni pacijenti u svesnom stanju uz sistolni arterijski krvni
pritisak > 90 mmHg.

5. Jasno vizualizovan koronarni tromb tokom koronarografije ili vrednost
koronarnog protoka TIMI 0 ili 1 nakon prolaska koronarne Zice.

6. VeliGina aspiriranog materijala >1mm?® tokom pPCI.

7. Saglasnost pacijenta za uklju¢ivanje u studiju, kao i potpisan informisani

pristanak.

3.1.2. Kiriterijumi za iskljucivanje iz istraZivanja

Prethodni infarkt miokarda.

Prethodna hirurska revasuklarizacija miokarda.

Prethodna tromboliza (tzv. ,,spasavajuca“ PCI, engl. rescue PCI).
Tromboza prethodno implantiranog koronarnog stenta.
Kardiopulmonalna reanimacija pacijenta.

Kardiogeni sok.

Alergija na aspirin, klopidogrel ili heparin.

Trenutno ucestvovanje u nekoj drugoj klinic¢koj studiji.

© ©o N o g b~ w0 DR

Nemoguénost davanja saglasnosti za ucesce u istrazivanju.
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3.3.  Podaci o ispitanicima

Od svih ukljucenih ispitanka anamnezom i uvidom u medicinsku dokumentaciju
prospektivno su prikupljeni slede¢i podaci i uneti u jedinstvenu elektronsku bazu

podataka:

- Demografske i klini¢ke karakteristike - pol, starost, telesna tezina i visina; vreme
pocetka bola u grudima, vreme prvog medicinskog kontakta, vreme dolaska u
salu za kateterizaciju, ukupno ishemijsko vreme, krvni pritisak i sr¢ana
frekvenca na prijemu, prisustvo sréane insuficijencije na prijemu, pojava bola u
grudima pre STEMI prezentacije

- Anamnesti¢ki podaci - prisustvo faktora rizika za kardiovaskularne bolesti:
status pusenja, porodi¢na pojava kardiovaskularninh oboljenja, arterijska
hipertenzija, diabetes mellitus, hiperholesterolemija; prisustvo pridruzenih
oboljenja (anemija, prethodna krvarenja, ulkusna bolest, prehodna vaskularna
operacija, hroni¢na bubreZna insuficijencija, hroni¢na opstruktivna bolest pluca,
prethodni mozdani udar), upotreba lekova u redovnoj terapiji

- Laboratorijske analize tokom hospitalizacije (vrednosti kardiospecifi¢nih enzima
— CK i troponin | tokom hospitalizacije; broj leukocita, leukocitarna formula,
trombociti, hemoglobin i glikemija prilikom prijema u bolnicu)

- Angiografski podaci (infarktna arterija, zahvacenost neinfarktnih arterija,
epikardni TIMI protok tokom intervencije, MBG na finalnom angiogramu,
prisustvo kolaterala na koronarnom angiogramu, pojava distalne embolizacije,
SYNTAX skor)

- Proceduralne karakteristike (predilatacija infarktne lezije, vrsta i dimenzije

implantiranog stenta, postdilatacija infarktne lezije)

3.4. Lecenje bolesnika

3.4.1. Primarna perkutana kornarna intervencija

Svi STEMI pacijenti ukljueni u istrazivanje su upuéeni na hitnu koronarnu
angiografiju, gde su leCeni standarnim perkutanim tehnikama sa pristupom putem

femoralne arteriije. Kod svih pacijenata je u¢injena aspiracija tromboti¢nog materijala iz
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koronarne arterije, posle koje je usledila angioplastika i/ili implantacija stenta u
koronarnu arteriju. U slucaju da aspiracioni kateter nije mogao da prode mesto lezije,
bila je dozvoljena predilatacija sa balon-kateterom. Aspiracija tromba se izvodila od
proksimalnog prema distalnom kraju infarktne arterije, brzinom 1-2 mm/s, napred-
nazad nacinom, uz prolazak mesta lezije od najmanje 10 mm dok se u potpunosti ne

napune barem dva Sprica od 20 mL.
3.4.2. Medikamentno lecenje

Svi ispitanici su pre zapocinjanja lecenja primarnom PCI dobili aspirin 300 mg,
klopidogrel 600 mg i nefrakcionisani heparin u dozi od 70-100 IU/kg. Tokom
intervencije su pacijenti dobijali nitroglicerin intrakoronarno (pre implantacije
koronarnog stenta i na kraju intervencije pre zavrSnog angiograma). Odluku o primeni
inhibitora glikoproteinskih receptora Ilb/Illa (GPIIb/Illa) tokom primarne PCI donosio
je interventni kardiolog prema sopstvenoj proceni. Nakon primarne PCI pacijenti su
dobijali standardnu medikamentnu terapiju prema postoje¢im indikacijama i
preporukama za leCenje STEMI pacijenata. Ova terapija je podrazumevala i 100 mg
aspirina jednom dnevno dozivotno, a u slucaju implantacije koronarnog stenta i

klopidogrel 75 mg jednom dnevno do isteka propisanog perioda uzimanja (15).

3.5. Analiza tromboti¢nog materijala

Nakon aspiracije iz koronarne arterije, tromboti¢ni materijal je odmah potopljen u 4%
neutralno puferisan formaldehid na sobnoj temperaturi tokom namanje 24 sata radi
fiksacije. Kod svakog tromba registrovan je broj fragmenata, duzina i boja.
Makroskopski, trombi su gradirani prema boji na crvene, bele 1 meSovite (ukoliko se

vide polja crvene i bele boje).

Fiksiran materijal je zatim dehidratisan rastu¢im koncentracijama alkohola (70%, 96% i
100%), prosvetljen u ksilolu i kalupljen u parafinu aparatom za kalupljenje (Tissue Tech
Il Tissue Embedding Center). Ukalupljen materijal se¢en je mikrotomom (Leica
Reinhart Austria i Leica SM 2000 R) na isecke debljine 4-5 um. Serijski isecci Su
prikupljeni sa najmanje 7 razli¢itih nivoa, i to najmanje 4 isecka sa svakog nivoa. Ovi

isecci su bojeni za histoloSko ispitivanje, imunohistohemijske i imunofluorescentne

38



analize. Prva cCetiri 1 poslednja Cetiri iseCka su bojena hematoksilinom i eozinom. Za
morfolosku analizu koris¢en je opticki mikroskop Leica DM4000 B LED. Rezultati su
dokumentovani za svakog pacijenta ponaosob mikrofotografijama digitalne kamere
Leica DFC295 koris¢enjem programa Leica Application Suite (LAS, v4.4.0) software
system. U zavisnosti od neophodne analize obojenog materijala, koriS¢ena su sva
dostupna uveli¢anja optickog mikroskopa (40x, 100x, 200x, 400x i 1000x). Za dodatnu
morfometrijsku analizu dobijenih mikrofotografija koris¢en je slobodno dostupan
program ImageJ. Analizu tromboti¢nog materijala su obavljali nezavisno jedan patolog i
jedan histolog, ne znajuc¢i klinicke i angiografske karakteristke ispitanika. U slucaju
neslaganja rezultata, preparati su ponovo pregledani i analizirani radi postizanja

zajednickog zakljucka. Kapa koeficijent meduposmatrackog slaganja iznosio je 0,9.

3.5.1. Morfometrijska analiza

Mikrofotografije dobijene na najmanjem uvelianju optickog mikroskopa kori$¢ene su
za morfometrijsku analizu aspiriranog tromba programom ImageJ. Kod svih trombova
je merena najveca duzina, najveca S§irina, ukupna povrSina, povrSina polja sa
eritrocitima, procenat eritrocita u trombu (dobijen kao koliénik povrSine eritrocita i
ukupne povrSine tromba), povrSina polja sa fibrinom i procenat fibrina u trombu
(dobijen kao koli¢nik povrsine pod fibrinom i ukupne povrSine tromba). U slucaju
postojanja vise segmenata tromba, ukupna duZzina tromba dobijena je sabiranjem duZina

svih tkivnih segmenata.

Prema prisustvu eritrocita, trombi su podeljeni u tri grupe prema vrednostima tercila
procenta povrsine eritrocita u trombu na: (a) grupu sa manjom koli¢inom eritrocita
(<35,25% povsine tromba), (b) grupu sa umerenom koli¢inom eritrocita (35,25 -

64,84%), i () grupu bogatu eritrocitima (>64,84% povrsine tromba).

3.5.2. Starost aspiriranog tromba

Svi aspirirani trombi bojeni su hematoksilinom i eozinom, $to je omoguéilo njihovu
analizu i klasifikovanje na osnovu procenjene starosti tromboti¢énog materijala kao $to je

prethodno opisano (191):
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a) Svezi trombi (starosti do 1. dana), sa potpuno ocuvanim  eritrocitima,
trombocitima i/ili granulocitima i fibrinom

b) Liti¢ki trombi (starosti od 1 do 5 dana), sa poljima kolikvacione nekroze tkiva
uz fragmentaciju jedra granulocitnih leukocita

c) Organizovani trombi (stariji od 5 dana), u kojima se uocava urastanje
mio/fibroblasta i glatkih misi¢nih celija, sa ili bez depozicije vezivnog tkiva i

urastanja krvnih sudova

Trombi u kojima postoje polja razlic¢ite histoloSke starosti gradirani su na osnovu
najstarije komponente (npr. trombi sa svezim i litickim poljima su klasifikovani kao
liticki trombi). Za potrebe odredenih statistickih analiza, trombi su klasifikovani u dve
grupe - svezi i stariji trombi, koji podrazumevaju liticke i organizovane trombe.
Komponente aterosklerotskog plaka u aspiriranom materijalu registrovane su na osnovu

prisustva penastih ¢elija, holesterolskih kristala, kolagena i/ili mikrokalcifikacija.

Uoceno minimalno tkivno oStecenje sa lizom celija na ivicnim delovima preparata usled
mehanicke manipulacije tromboti¢nim materijalom (tzv. crush efekat) nije uzeto u obzir

prilikom analize starosti tromba.

3.5.3. Imunohistohemijska analiza

Prethodno pripremljeni parafinski isecci tkiva za svetlosnu mikroskopiju koris¢eni su za
imunohistohemijsko bojenje. Isecci su deparafinisani i ispirani TBS-Tween puferom
(engl. Tris buffer saline) pH=7,4 tokom 10 minuta. Demaskiranje antigena vrseno je
prema preporuci proizvodaca koris¢enog antitela: (1) 10 mM citratni pufer pH 6, uz
inkubaciju tokom 21 minuta u mikrotalasnoj pec¢nici na 800 W (za vimentin, dezmin,
SMA, VEGFR?2 i Ki67), (2) 10 mM EDTA pufer pH 6 uz inkubaciju tokom 21 minuta u
mikrotalasnoj pecnici na 800 W (za CD34, CD31, LYVE-1 i VEGFR3), i (3)
enzimskom digestijom proteazom XXV tokom 10 minuta na 37°C (za CD105).
RazblaZenje komercijalno dostupnih koncentrovanih antitela vrSeno je komercijalno
dostupnim diluentom (Large Volume UltraAb diluent, Thermo Scientific LabVision,
TA-125-UD), ili pomo¢u TBS-Tween pufera, pH vrednosti 7,4. Blokiranje endogene
peroksidaze obavljeno je komercijalnim preparatom (Large VVolume Hydrogen Peroxide
Block, Thermo Scientific LabVision, TA-060-HP), ili 3% rastvorom vodonik-peroksida
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tokom 5 - 15 minuta. Radi dodatnog blokiranja nespeficnog bojenja nanoSen je
komercijalni rastvor (UltraV Block, Thermo Scientific LabVision, TA-060-UB) u
trajanju do 10 minuta. Inkubacija primarnim antitelom vrSena je na sobnoj temperaturi

tokom no¢i, osim u slucaju CD105 antitela gde je inkubacija trajala 60 minuta.

Reakcija je razvijana primenom dva vizualizaciona sistema UltraVision (Thermo
Scientific LabVision): streptavidin-peroksidaza uz DAB hromogen i streptavidin-
alkalna fosfataza uz Fast Red hromogen. Kod prvog sistema je nakon ispiranja iseCaka
TBS-om dodato biotinom obelezeno sekundarno antitelo u rastvoru PBS-a (engl.
phosphate-buffered saline) koje deluje 10 minuta. Nakon toga su isecci ispirani TBS-
Tween puferom i inkubirani sa konjugatom peroksidaze rena HRP (engl. horseradish
peroxidase) i streptavidina rastvorenim u PBS-u, do 15 minuta u mraku. Iseci su
ponovo ispirani TBS-Tween puferom i izlagani delovanju rastvora hromogena DAB
(diaminobenzidin) u trajanju od 10 minuta. Nakon toga su isecci ispirani TBS-Tween
puferom i kontrastno bojeni Majerovim (Mayer) hematoksilinom (Merck, 1092490500)
tokom 30 sekundi. Iseéci su dehidratisani alkoholima rastu¢e koncentracije,

prosvetljivani ksilolom i pokrivani pomo¢u DPX medijuma.

Kod drugog vizualizacionog sistema je posle primene sekundarnog antitela i ispiranja u
TBS-Tween puferu usledila inkubacija sa rastvorom koji sadrzi streptavidin konjugovan
sa alkalnom fosfatazom tokom 10 minuta. Nakon ispiranja u TBS-Tween puferu, isecci
su izlozeni rastvorenoj tzv. Fast Red tableti u puferu naftol-fosfata do dobijanja crveno
prebojenog signala od interesa. Nakon razvijanja reakcije, postupak je isti kao i u

prethodno opisanoj metodi sa DAB hromogenom.

Sva imunohistohemijska bojenja izvedena su uz kontrolu kvaliteta i specificnog bojenja
primenom pozitivnih 1 negativnih kontrola prema preporukama UK NEQAS (UK
National External Quality Assessment for Immunocytochemistry). Negativne kontrole
iseCaka dobijene su izostavljanjem primarnog antitela. Pregled svih koris¢enih antigena

i tehnika vizuelizacije dat je u Tabeli 7.
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Tabela 7. Antitela koris¢ena u imunohistohemijskoj analizi aspiriranog tromboti¢nog

materijala.
Antitelo Poreklo Proizvodac, kataloski broj Dilucija
CD34, klasa Il Monoklonsko misje DAKO, M0760 1:50
ThermoScientific, )

CD31 (PECAM-1) Monoklonsko misje MS-353-S0 1:50

. ” Santa Cruz Biotechnology, ,
CD31 (PECAM-1) Poliklonsko zecje so-1506-R 1:50

Thermo Scientific, )

VEGF Monoklonsko misje MS-1467-P0 1:100
VEGFR2 . .. Thermo Scientific, ,
(FIk-1/KDR) Poliklonsko zecje RB-1526-P0 1:25
CD105 (endoglin, Thermo Scientific, )
TGFB 1/3 receptor) | Monoklonskomisje 1y ;o 1590 pp 1:25
D2-40 Monoklonsko misje DAKO, M3619 1:50

. .. Thermo Scientific, .
VEGFR3 (Flt-4) Poliklonsko zegje PA5-32409 1:100
LYVE-1 Poliklonsko zecje Abcam, ab10278 1:50

. . Santa Cruz Biotechnology, ,
CD164 Poliklonsko zecje sc-33124 1:50
CD73 Monoklonsko migje | SantaCruz Biotechnology sc- |, 5,

32299

Ki67 Monoklonsko misje DAKO, M7240 1:50
aSMA Monoklonsko misje DAKO, M0851 1:50
Vimentin Monoklonsko misje DAKO, M7020 1:50

aSMA — a glatkomiSi¢ni aktin

Endotelne ¢elije su identifikovane na osnovu ko-espresije CD34 i CD31. Prisustvo
CD34°CD31" ¢elija gradirano je prema stepenu njihove prostorne organizacije kao §to

je prethodno opisano (84):

a) pojedina¢ne, izolovane CD34"CD31" éelije na povrisini ili unutar tromboti¢nog
materijala,

b) grupisane CD34°CD31" ¢elije, kada postoje grupe od tri ili vise CD34"CD31"
¢elija

c) kapilarne petlje CD34°CD31" éelija
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Trombi koji su pokazivali VEGF pozitivnost na povrsini tromba, ekstracelularno su

klasifikovani u dve grupe, kao:

a) slaba VEGF pozitivnost (ukoliko je VEGF ekspresija zauzimala < 50% povrsine
tromba)
b) vec¢a VEGF pozitivnost (ukoliko je VEGF ekspresija zauzimala > 50% povrsine

tromba)

Prisustvo eksprimiranog CD105 molekula oznacavalo je subpopulaciju aktiviranih
endotelnih Celija. Pristustvo limfati¢nih endotelnih ¢elija ispitivano je bojenjem na
njihove membranske markere D2-40, VEGFR3 i LYVE-1. Marker Ki67 je kori$éen za
identifikaciju proliferiSucih ¢elija. Kako bi se dokazalo prisustvo glatkih misi¢nih Celija
kod tromba starijih od 1.dana koris¢eno je imunohistohemijsko bojenje na alfa-

glatkomisic¢ni aktin (aSMA).
3.5.4. Dvostruko imunofluorescentno bojenje

Kod iseCaka gde je postojala imunohistohemijska pozitivnost na CD34 i CD31,
primenjeno je dvostruko imunofluorescentno bojenje. Prvo primenjeno primarno
antitelo je bilo CD31, dok je drugo primarno antitelo bilo D2-40, LYVE-1 ili VEGFR3.
Nakon deparafinizacije i rehidratacije usledilo je demaskiranje antigena u Tris-EDTA
puferu, pH = 9 (za D2-40, LYVE-1) ili citratnom puferu (za VEGFR3) uz zagrevanje
pod povecanim pritiskom tokom 30 minuta. Izmedu svakog narednog koraka isecci su
ispirani u PBS puferu. Na sve iseCke nanosen je 3% rastvor glicina u PBS-u tokom sat
vremena. Zatim je na isecke dodat 1% rastvor BSA (engl. bovine serum albumine) kako
bi se blokiralo nespeficicno bojenje. Posle toga je nanoSeno prvo primarno antitelo
(CD31) uz inkubaciju od sat vremena na sobnoj temperaturi. Ise¢ci su potom inkubirani
sa prvim fluorescentno konjugovanim sekundarnim antitelom (kozije anti-zecje antitelo
konjugovano sa Alexa Fluor 594, Santa Cruz Biotechnology, razblazenje 1:500 ili koziji
anti-misji 1gG konjugivan sa FITC, Santa Cruz Biotechnology, sc-2010, razblazenje
1:100) tokom sat vremena u mraku. Usledila je inkubacija drugim primarnim antitelom
(D2-40, Lyve-1 ili VEGFR3) tokom sat vremena, nekog ¢ega su isecci inkubirani
drugim fluorescentno konjugovanim sekundarnim antitelom (Alexa Fluor 488, kozije

anti-misje, Life Technologies, razblazenje 1:500 ili miSije anti-zeCije 1gG-TR, Santa
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Cruz Biotechnology, sc-3917, razblaZenje 1:100). Za bojenje jedra ¢elija koriséen je
DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol). Preparati su pokrivani medijumom koji smanjuje
gubitak fluorescencije. Negativne kontrole tretirane su na isti na¢in, uz izostavljanje
primarnih antitela. IseCci su analizirani invertnim fluorescentnim konfokalnim

mikroskopom (SP8, Leica).

3.6.  Odredivanje vrednosti cirkuliSuéeg serumskog VEGF

Svim pacijentima je neposredno nakon zavrSene primarne PCl uzeto 5 mL Krvi iz
kubitalne vene za odredivanje vrednosti cirkuliSu¢eg serumskog VEGF-a. Uzorci su
ostavljeni da koaguliSu na sobnoj temperaturi tokom 30 minuta, nakon Cega su
centrifugirani na 2000 rpm tokom 10 minuta na 4°C kako bi se izdvojio serum. Svi
uzorci seruma su alikvotirani (po 500 uL u propilenske tube) i Cuvani na temperaturi od

-80°C do analiziranja.

Vrednost cirkuliSu¢eg serumskog VEGFies merena je komercijalnim enzimskim
imunotestom (Quantikine®, R&D Systems, DEG00), tzv. ,,sendvi¢® ELISA tehnikom
(engl. enzyme-linked immunosorbent assay) prema prilozenom uputsvu proizvodaca. U
sve bunarc¢i¢e ELISA ploce oblozene primarnim monoklonskim antitelima specifi¢cnim
za humani VEGF dodavan je esej diluent, a zatim standard ili uzorci seruma. Nakon
inkubacije od 2 sata na sobnoj temperaturi i ispiranja puferom, u svaki bunar¢i¢ dodat je
konjugat poliklonskih antitela na humani VEGF i HRP usmerena na humani VEGF.
Posle jos jedne inkubacije od 2 sata na sobnoj temperaturi i ispiranja puferom, u svaki
bunarc¢i¢ dodat je rastvor supstrata i inkubiran 20 minuta u mraku. Kako bi se zaustavila
reakcija enzim-supstrat, u svaki bunar¢i¢ pipetiran je tzv. ,,stop“ rastvor, uz blago

mesanje ELISA ploce kako bi se ujednacila boja produkta u bunar¢i¢ima.

Ocitavanje opticke gustine obavljalo se unutar 30 minuta od pocetka razvijanja reakcije
na TECAN citacu mikroploca , pri talasnoj duzini od 450 nm uz korekciju na 540 nm.
Na osnovnu optickih gustina sedam uzoraka rekombinantnog humanog VEGF-a
poznatih koncentracija (VEGF standardi) konstruisana je standardna Kkriva.

Koncentracija VEGF je odredivana izrac¢unavanjem prema jednacini standardne krive.
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Sve analize su radene u tehnickom duplikatu, a konac¢ni rezultati su racunati kao srednja
vrednost merenja duplikata. Za testiranje ispravnosti ELISA testa koriS¢eni su uzorci
seruma kontrolne grupe. Ovu grupu je ¢inilo 20 zdravih ispitanika koji: (a) nisu imali
klini¢ke i laboratorijske znake akutnog ili hroni¢nog inflamatornog oboljenja, (b) nisu
imali neoplasti¢no oboljenje, i () nisu imali poznatu ishemijsku bolest. Prema brosuri
proizvodaca, opseg vrednosti serumskog VEGF-a u zdravoj populaciji iznosi 62 — 707
pg/mL.

3.7.  Angiografski ishodi

Uspesnost reperfuzije gradirana je na osnovu angiografskog epikardnog TIMI (engl.
Thrombolysis In Myocardial Infarction) protoka kao $to je opisano u TIMI studiji (192):
e TIMI gradus O — ne postoji anterogradni protok kroz okludiranu koronarnu
arteriju
e TIMI 1 — postoji protok kontrasta kroz okluziju, ali ne ispunjava koronarnu
arteriju do kraja
e TIMI 2 — kontrast prolazi do kraja infarktne arterije, ali je sporiji i slabiji u
odnosu na normalne koronarne sudove

e TIMI 3 —normalan protok kao u susednim koronarnim sudovima

TIMI protok je registrovan na inicijalnom koronarogramu, posle prolaska koronarne
zice, nakon aspiracije koronarnog tromba,predilatacije balon-kateterom (ukoliko je
ucinjena) i prilikom zavr$nog koronarnograma na kraju procedure. Zavr$ni koronarni

angiogram je nacinjen nakon intrakoronarne primene bolusa nitroglicerina od 200 mcg.

Stepen miokardne perfuzije procenjen je stepenom miokardnog ispiranja (engl.
Myocardial Blush Grade; MBG) kao $to su ranije opisali Van ’t Hof i sar. (193):

e MBG 0 — nema miokardnog ispiranja (kontrast ne ulazi u mikrocirkulaciju)

e MBG 1 — minimalno miokardno ispiranje (veoma mala koli¢ina kontrasta u
mikrocirkulaciji

e MBG 2 — umereno miokardno ispiranje (manji stepen miokardne perfuzije u

odnosu na susednu ili kontralateralnu neinfarktnu arteriju)
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e MBG 3 — normalno miokardno ispiranje (sli¢na perfuzija kao u susednoj ili u

kontralateralnoj neinfarktnoj arteriji)

U slucaju pezistentnog miokardnog ispiranja (curenja kontrasta u intersticijum), stepen

MBG je gradiran sa 0.

Tromb je definisan kao angiografski defekt u punjenju arterije kontrastom u vidu
rasvetljenja okruzenog kontrastom ili kao perzistiranje kontrasta (194). Distalna
embolizacija registrovana je kao defekt u punjenju arterije kontrastom ili nagli prekid
protoka kroz infarktnu arteriju ili neku od njenih grana distalno od infarktne lezije, bez
dokaza o postojanju disekcije, stenoze ili vazospazma koronarne arterije (195). MBG i
distalna embolizacija su analizirani na finalnom angiogramu. Svim pacijentima je
racunat SYNTAX skor na inicijalnom angiogramu, kao i nakon zavrSene primarne PCI
(rezidualni SYNTAX) (196). Analizu koronarnih angiograma obavljali su iskusni

interventni kardiolozi.

3.8. Elektrokardiografska analiza

EKG analiza je vrSena na osnovu 12-to kanalnih EKG zapisa snimljenih u sali za
kateterizaciju neposredno pre primarne PCI, kao i 60 minuta nakon zavrSene
intervencije. Elevacija ST-segmenta je merena kao udaljenost od izoelektri¢ne linije do
elevacije ST-segmenta na 60 ms od J tacke. Rezolucija elevacije ST-segmenta (STR) je
odredena kao razlika sume elevacija ST-segmenta u svim odvodima inicijalnog EKG-a i
sume svih ST-elevacija na EKG posle 60 minuta od zavr$etka PCI procedure. STR je
gradirana kao kompletna (>70%), delimi¢na STR (30-69%) ili odsustvo STR (<30%)
(193). U slucaju da je infarktna arterija bila LAD ili neka od njenih grana, infarkt je
oznacen kao anteriorni (A), anteroseptalni (AS) ili anterolateralni (AL). Kada je
infarktna arterija bila RCA ili Cx, infarkt je klasifikovan kao inferioni (I), inferolateralni

(IL) ili inferoposterolateralni (IPL).

3.9. Merenje vrednosti kardiospecifi¢nih enzima

Tokom hospitalizacije ispitnicima su rutinski merene vrednosti oslobodenih
kardiospecificnih enzima Kkreatin kinaze (CK), miokardne frakcije CK (CK-MB, engl.

myocardial band) i troponina | (Tnl). Merenje je vrSeno u Biohemijskoj laboratoriji
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Urgentnog centra, Klinickog centra Srbije spektrofotometrijskom metodom (CK i CK-
MB) 1 hemiluminiscentnim imunoesejom (Tnl). Radi procene veli¢ine infarkta
koris¢ene su vrednosti maksimalno oslobodenih enzima CK (CKpax) i troponina |

(Tnlnax) tokom hospitalizacije.

3.10. Ehokardiografski pregled

Ehokardiografsko ispitivanje radeno je unutar 3 dana od primarne PCI, uz ponovni
transtorakalni ehokardiogram nakon 6 meseci (+ 15 dana) od perkutane intervencije.
Globalna sistolna funkcija leve komore procenjena je merenjem ukupne ejekcione
frakcije leve komore (LVEF, engl. left ventricle ejection fraction) po Simpsonovoj
metodi. Segmentna Kinetika procenjena je indeksom skora pokretljivosti zidova leve
komore (engl. Wall Motion Score Index; WMSI) (197). WMSI je racunat 17-0
segmentnim modelom (197), gde je svaki segment zida bodovan prema stepenu
miokardnog debljanja u sistoli na sledeéi nacin: 1 - normokinetican ili hiperkineti¢an, 2
— hipokineti¢an, 3 — akinetican, i 4 — diskinetican. WMSI je racunat kao koli¢nik sume
skorova segmentnih  pokreta i broja vizualizovanih segmenata. Tokom
ehokardiografskih pregleda pacijentima su racunati end-sistolni volumen (ESV) i end-
dijastolni volumen (EDV) leve komore. Remodelovanje leve komore je definisano kao
povecanje EDV leve komore za > 20% nakon 6 meseci u odnosu na vrednost na
inicijalnom ehokardiogramu. Procenat promene ehokardiografskih parametara
(AEDVI%, AESV1%, AEF%, AWMSI%) definisan je kao razlika ehokardiografskog
parametra nakon 6 meseci i prilikom inicijalnog pregleda (unutar 3 dana od STEMI),

podeljena inicijalnom vrednos¢u tog parametra.

3.11. NezZeljeni kardiovaskularni dogadaji

Tokom hospitalizacije 1 perioda pracenja od 6 meseci registrovana je pojava ozbiljnih
sréanih i cerebralnih nezeljenih dogadaja (MACCE, engl. Major Cardiac and Cerebral
Events). MACCE podrazumeva ukupnu ucestalost smrtnog ishoda, reinfarkta miokarda,
mozdanog udara, revaskularizacije infarktne arterije, tromboze stenta i hospitalizacije
zbog sréane insuficijencije tokom 6 meseci pracenja posle STEMI. Reinfarkt miokarda
je definisan kao pojava perzistentnog bola u grudima trajanja 20 i vise minuta, uz

elevaciju ST-segmenta i porast kardiospecifi¢nih enzima. Mozdani udar je definisan kao
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prisustvo novog fokalnog neuroloskog deficita vaskularnog porekla u trajanju duzem od
24 sata. Revaskularizacija infarktne arterije definisana je kao PCI ili hirurska
revaskularizacija prethodno leCene arterije usled pojave ishemije. Tromboza stenta
definisana je kao definitivna tromboza stenta na koronarnoj angiografiji uz pojavu
tegoba 1 klinicke slike akutnog koronarnog sindroma, ili kao verovatna tromboza stenta
U slucaju naprasne smrti nakon primarne PCI. Hospitalizacija zbog sréane
insuficijencije je definisana kao hospitalizacija duza od 24 sata zbog le¢enja zastojne

sr¢ane insuficijencije.
3.12. Definicije

Starost aspiriranog tromba definisana je kao kategorijska varijabla, gradiranjem na
osnovnu histoloski procenjene starosti tromba, kao: (2) svezi tromb, starosti do 1. dana
sa potpuno ocuvanim eritrocitima, trombocitima i/ili granulocitima i fibrinom, (b) liti¢ki
tromb, starosti od 1 do 5 dana, gde postoje polja kolikvacione nekroze tkiva uz
fragmentaciju jedra granulocitnih leukocita, i (c) organizovani tromb, stariji vise od 5
dana, gde se uocava urastanje mio/fibroblasta i glatkih miSi¢nih Celija, sa ili bez
depozicije vezivnog tkiva i urastanja krvnih sudova. Stariji trombi su podrazumevali
liticke i organizovane trombe. Angiogeneza tromba definisana je kao kategorijska
varijabla stepenom organizacije CD34"CD31" ¢elija u trombu, i to kao (a) pojedinacne,
izolovane rane endotelne Celje na povri$ini ili unutar tromboti¢nog materijala, kao (b)
grupisane endotelne ¢elije kada formiraju grupe od tri ili vise CD34°CD31" ¢elija, i u

vidu (c) kapilarnih petlji CD34"CD31" ¢elija.

Reperfuzija miokarda analizirana je stepenom rezolucije elevacije ST-segmenta na
elektrokardiogramu i stepenom miokardnog ispiranja na finalnom angiogramu.
Rezolucija elevacije ST-segmenta predstavljena je kao kontinuirana varijabla i
kategorisana kao kompletna, delimi¢na rezolucija i odsustvo rezolucije ST-elevacije.
Kompletna rezolucija elevacije ST-segmenta definisana je kao smanjenje ukupne
elevacije ST-segmenta >70% u odnosu na inicijalni EKG, delimi¢na rezolucija kao
smanjenje u opsegu >30-70%, a odsustvo rezolucije kao smanjenje ukupne ST-
elevacije za <30% (193). Stepen ispiranja miokarda (engl. myocardial blush grade,

MBG) kategorisan je kao MBG3, kada kontrast ispunjava i prazni mikrovaskularni
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odeljak za manje od 3 sréana ciklusa, MBG2, ukoliko ispiranje miokarda od kontrasta
traje > 3 sréana ciklusa, MBGI, ukoliko kontrast jedva ispunjava mikrovaskularni
odeljak, i MBGO, kada kontrast ne ispunjava mikrovasklulaturu ili ispunjava
intersticijum (van *Hof 1998). Reperfuzija miokarda procenjena je pojavom kompletne

rezolucije elevacije ST-segmenta i u¢estalos¢u MBG2 i MBG3 (MBG2/3).

Enzimski procenjena veli¢ina infarkta miokarda ucinjena je na osnovu maksimalno

oslobodenih vrednosti kardiospecifi¢nih enzima CK i troponina I.

Globalna sistolna funkcija leve komore procenjena je merenjem ukupne ejekcione
frakcije leve komore (LVEF, engl. left ventricle ejection fraction) po Simpsonovoj
metodi. Segmentna Kinetika procenjena je indeksom skora pokretljivosti zidova leve
komore (engl. Wall Motion Score Index; WMSI). WMSI je racunat 17-0 segmentnim
modelom, gde je svaki segment zida bodovan prema stepenu miokardnog debljanja u
sistoli na slede¢i nac¢in: 1 - normokineti¢an ili hiperkineti¢an, 2 — hipokineti¢an, 3 —
akineti¢an, 1 4 — diskinetican. WMSI je racunat kao koli¢nik sume skorova segmentnih
pokreta i brojem vizualizovanih segmenata (197). Remodelovanje leve komore je
definisano kao povecanje EDV leve komore za > 20% nakon 6 meseci u odnosu na
vrednost na inicijalnom ehokardiogramu. Procenat promene ehokaridografskih
parametara (AEDVI%, AESVI%, AEF%, AWMSI%) definisan je kao razlika
ehokardiografskog parametra nakon 6 meseci i prilikom inicijalnog pregleda (unutar 3

dana od STEMI), podeljena inicijalnom vrednos§¢u tog parametra.

Nezeljeni kardiovaskularni dogadaji definisani su kao ukupna ucestalost smrtnog
ishoda, reinfarkta miokarda, mozdanog udara, revaskularizacije infarktne arterije,
tromboze stenta i hospitalizacije zbog sr¢ane insuficijencije tokom 6 meseci prac¢enja
posle STEMI. Reinfarkt miokarda je definisan kao pojava perzistentnog bola u grudima
trajanja 20 i vise minuta, uz elevaciju ST-segmenta i porast kardiospecifi¢nih enzima.
Mozdani udar je definisan kao prisustvo novog fokalnog neuroloskog deficita
vaskularnog porekla u trajanju duzem od 24 sata. Revaskularizacija infarktne arterije
definisana je kao PCI ili hirurSka revaskularizacija prethodno lecene arterije usled
pojave ishemije. Tromboza stenta definisana je kao definitivna tromboza stenta na

koronarnoj angiografiji uz pojavu tegoba i klini¢ke slike akutnog koronarnog sindroma,
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ili kao verovatna tromboza stenta u slucaju naprasne smrti nakon primarne PCI.
Hospitalizacija zbog sr¢ane insuficijencije je definisana kao hospitalizacija duze od 24

sata zbog leCenja zastojne src¢ane insuficijencije.
3.13. Eticki aspekti istrazZivanja

Svi ispitanici su pre primarne PCI bili detaljno upoznati sa planom istrazivanja,
ciljevima 1 analizama, i1 dali saglasnost za ukljucivanje u studiju uz potpisivanje
informisanog pristanka. Informisani pristanak je sastavljen u skladu sa preporukama
Helsinske deklaracije o ljudskim pravima i odobren od strane Eti¢kog komiteta

Klini¢kog centra Srbije i Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.
3.14. Statisticka analiza

Od metoda deskriptivne statistike odredivani su slede¢i parametri: aritmeti¢ka sredina
(za varijable sa normalnom raspodelom), medijana (za varijable koje nisu imale
normalnu distribuciju), standardna devijacija i interkvantilni rang. Od metoda analiticke
statistike kori§¢eni su testovi za procenu znacajnosti razlike (Studentov t-test, y2 test,
Fiserov test, ANOVA, Man-Whitney U-test, Kruskal-Wallis H-test), i metode za

ispitivanje znacajnosti povezanosti (Spirmanov koeficijent korelacije).

Normalnost distribucije podataka je ispitivana Kolmogorov-Smirnov testom. Za prikaz
varijabli sa normalnom distribucijom koriS¢ene su vrednosti aritmeticke sredine sa
standardnom devijacijom (mean + SD). Kontinuirane varijable koje nisu imale
normalnu distribuciju prikazane su vrednostima medijane i interkvartilnim opsegom

(25.-75. percentil). Kategorijske varijable prikazane su kao frekvencije i procenti.

Statisticka znacajnost je definisana kao p<0.05. U statistiCkoj analizi koriS¢en je

komercijalni softver SPSS ver. 23 Inc., Chicago.
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4, REZULTATI
4.1. Ispitivana populacija

Od 100 konsekutivnih STEMI bolesnika kod kojih je tokom primarne PCI uradena
aspiracija koronarnog tromba, kod 88 pacijenata je bilo dovoljno materijala za
patohistolosku analizu, i oni su ¢inili definitivnu studijsku populaciju. Kod 9 bolesnika
je tokom patohistoloske pripreme i kalupljenja za svetlosnu mikroskopiju doslo do
razlaganja tromboti¢nog materijala, dok kod 3 ispitanika nije bilo dovoljno materijala za

histolosku analizu (<1 mm®).

4.2. Klini¢ke karaksteristike pacijenata

Klinicke karakteristike pacijenata su bile uobicajene za populaciju pacijenata sa
koronarnom boles¢u srca (Tabela 8). Prose¢na starost pacijenata je iznosila 59 godina,
dok je 73,9% bilo muskog pola. Skoro svi pacijenti (87/88, 98,8%) su imali bar jedan od
standardnih faktora rizika za koronarnu bolest srca. Ukupno 58% ispitanika imalo je
povisene vrednosti arterijskog pritiska, 48,9% pacijenata je imalo hiperholesterolemiju,
a kod 45,5% je postojala porodi¢na istorija kardiovaskularnih bolesti. Vecina pacijenata
(79/89, 89,8%) je prilikom STEMI prezentacije bila bez znakova sréane insuficijencije.
Ukupno ishemijsko vreme iznosilo je u proseku 180 minuta (IQR 120,0 - 337,5 minuta).

Tabela 8. Demografske i klini¢ke karakteristike pacijenata.

Muski pol, n 65/88 (73,9%)
Starost (godine + SD) 58,8+ 11,9
BMI (kg/m® + SD) 27,07 + 4,18
Pusenje, n 50/88 (56,8%)
Hipertenzija, n 51/88 (58%)
Diabetes mellitus, n (%) 13/88 (14,8%)
e Oralni hipoglikemici 10/88 (11,4%)
e Insulin, n 3/88 (3,4%)
Hiperholesterolemija, n 43/88 (48,9%)
Hereditet za KVVB, n 40/88 (45,5%)
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Sréana frekvenca (/min = SD)

75,52+18,12

Sistolni KP (mmHg + SD)

122,67+22,42

Dijastolni KP (mmHg + SD) 76,25+12,85
Antecedentna AP, n 45/88 (51,1%)
Prethodna AP, n 22/88 (25%)
Killip klasa, n

o 1 79/88 (89,8%)

o 2 8/88 (9,1%)

e 3 1/88 (1,1%)
Ukupno ishemijsko vreme (min, IQR) 180 (120,0- 337,5)

e Kasnjenje bolesnika 60 (23-130)

e Kasnjenje sistema

105 (71,5-165,0)

STEMI lokalizacija, n

e A AS AL 57/88 (64,8%)

e I, IL, IPL 31/88 (35,2%)
SD - standardna devijacija; BMI — indeks telesne mase; KVB — kardiovaskularne
bolesti; KP — krvni pritisak; AP — angina pectoris; IQR — interkvartilni opseg; A —
anteriorni; AS — anteroseptalni; AL — anterolateralni; | — inferiorni; IL — inferolateralni;

IPL — inferoposterolateralni.

4.3. Makroskopski izgled tromba

Kod svih pacijenata aspiriran je makroskopski vidljiv tromb. Tromboti¢ni materijal bio

je najcesce mesovitog tipa, sa poljima crvene i bele boje (44,3%, Grafikon 1). Analizom

predominantne obojenosti tromba (predominantno crvene ili bele boje), crveni tromb je

bio prisutan kod tri ¢etvrtine pacijenata (n=66, 75%), dok je kod 22 pacijenata (25%)

aspiriran tromb bio bele boje.
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14,8% (13)

44,3% (39)
H Beli trombi
E Crveni trombi

M MeSoviti trombi

40,9% (36)

Grafikon 1. Makroskopski izgled tromba prema boji aspiriranog materijala.

Kod skoro polovine pacijenata (n=42, 47,7%) aspiriran je samo jedan segment
tromboti¢nog materijala, dok je kod 19 pacijenata (21,6%) aspiracijom dobijeno dva
segmenta tromba, odnosno kod 15 pacijenata (17%) dobijena su 3 segmenta aspiriranog
tkiva (Grafikon 2).
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Grafikon 2. Broj segmenata aspiriranog tromba kod STEMI pacijenata.

Prose¢na duzina aspiriranog materijala bila je 6,5 mm (IQR 4,25-11,75 mm). Slika 5
pokazuje veliki, predominantno crveni tromb, aspiriran iz desne koronarne arterije

(RCA) koji sadrzi vise segmenata tromboti¢nog tkiva.
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Slika 5. Veliki predominantno crveni tromb sa viSe segmenata tromboti¢nog tkiva
aspiriran iz RCA.

Makroskopski izgled aspiriranog tromba nije se znacajno razlikovao u odnosu na
prisustvo faktora rizika za koronarnu bolest. Jedino je kod pacijenata sa porodi¢nim
kardiovaskularnim optere¢enjem c¢eS¢e aspiriran crveni tromb (54,5% vs. 18,2%,
p=0,003). Aspiracija crvenog, odnosno belog tromba nije zavisila od ukupnog
ishemijskog vremena (p=0,950). Kod pacijenata sa bolovima u grudima u poslednja 72h
pred STEMI ¢esce je aspiriran crveni tromb (57,6% vs. 31,8%, p=0,036).

Uocena je povezanost makroskopskog izgleda tromba sa prethodnom pojavom angine
pectoris (p=0,010). Pacijenti sa predinfarktnom anginom ¢e$¢e su imali crveni tromb
(68,2% vs. 32,8%), dok je kod pacijenata bez prethodnih epizoda bolova u grudima
¢esce aspiriran beli tromb (95,4% vs. 4,6%, p=0,010). Postojala je tendencija ka ve¢em
broju hipertoniara U grupi pacijenata sa crvenim trombom u odnosu na aspiriran beli
tromb (63,6% vs. 40,6%, p=0,061) (Tabela 9).

Tabela 9. Klinicke karakteristike pacijenata u odnosu na makroskopsku boju tromba.

Karakteristike pacijenata Crveni tromb (n=66) Beli tromb (n=22) p

Muski pol, n 48166 (72,7%) 17/22 (77,3%) 0,674
Starost (godine + SD) 59,68+11,72 56,18+12,01 0,233
BMI (kg/m? + SD) 27,56+4,34 25,59+3,33 0,055
Pugenje, n 37/66 (56,1%) 13/22 (59,1%) 0,804
Hipertenzija, n 42/66 (63,6%) 9/22 (40,9%) 0,061
Diabetes mellitus, n 11/66 (16,7%) 2122 (9,1%) 0,386
Hiperholesterolemija, n 35/66 (53%) 8/22 (36,4%) 0,176
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Hereditet za KVB, n 36/66 (54,5%) 4122 (18,2%) 0,003
Sréana frekvenca (/min £+ SD) 74,32+19,57 79,14+12,48 0,283
Sistolni KP (mmHg + SD) 122,71+£23,89 122,55+17,78 0,976
Dijastolni KP (mmHg = SD) 75,97+13,85 77,09+10,56 0,725
Antecedentna AP, n 38/66 (57,6%) 7/22 (31,8%) 0,036
Prethodna AP, n 21/66 (31,8%) 1/22 (4,5%) 0,010
Killip klasa, n

o 1 57/66 (86,4%) 22/22 (100%)

o 2 8/66 (12,1%) 0

e 3 1/66 (1,5%) 0
E’nfi‘;ﬁ’r;oQE;‘em”Sko vreme 187,5 (120,0-327,5) | 1765 (103,75-435,0) | 0,950

e Kasnjenje bolesnika 50,0 (26,5-141,25) 60,0 (22,5-102,5) 0,877

e Kasnjenje sistema 105,0 (74,5-165,0) 100,0 (58,75-264,25) | 0,958
STEMI lokalizacija, n (%)

e A AS AL 20/66 (30,3%) 11/22 (50%)

e I IL, IPL 46/66 (69,7%) 11/22 (50%) 0,094

SD - standardna devijacija; BMI — indeks telesne mase; KVB — kardiovaskularne
bolesti; KP — krvni pritisak; AP — angina pectoris; IQR — interkvartilni opseg; A —
anteriorni; AS — anteroseptalni; AL — anterolateralni; | — inferiorni; IL — inferolateralni;
IPL — inferoposterolateralni.

4.4. Mikroskopski izgled tromba

4.4.1. Morfometrijska analiza

Prosecna duzina tromboticnog materijala na histoloskim presecima je iznosila 3,33 cm
(Tabela 10). Vecu povrsinu tromba pratila je veca duzina tromba (p<0,001), veca Sirina
tromba (p<0,001), veéi sadrzaj eritrocita (p<0,001), i manji sadrzaj fibrina (p<0,001).
Registrovana je snazna negativna korelacija zastupljenosti fibrina i eritrocita u trombu
(p<0,001). Razli¢ita zastupljenost eritrocita i fibrina u tromboticnom materijalu

prikazana je na Slici 6.
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Tabela 10. Morfometrijska analiza aspiriranog tromboti¢nog materijala.

Duzina tromba (cm, IQR) 3,33 (1,88-5,35)
Sirina tromba (mm, IQR) 0,99 (0,76-1,35)
Povriina tromba (mm?, IQR) 2,66 (1,01-5,55)
Povrsina eritrocita (mm?, IQR) 1,50 (2,82-3,26)
Povrsina eritrocita (%, £SD) 48,914+29.67

Povrsina fibrina (mm?, IQR) 0,96 (0,41-2,11)
Povrsina fibrina (%, =SD) 48,41+£29,36

IQR — interkvartilni opseg; SD — standardna devijacija.

Trajanje ishemijskog vremena nije znacajno koreliralo sa procentualnim sadrzajem
fibrina i eritrocita u trombu, ali je zapazena tendencija ka manjem sadrZaju fibrina kod
duZeg trajanja ishemijskog vremena (p=-0,163, p=0,128) i veCem sadrzaju eritrocita
(p=0,183, p=0,089).

A
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Slika 6. Mikroskopski izgled tromba gde dominira centralna eritrocitna komponenta uz
malo fibrina na periferiji (A), priblizno jednaka povrSina eritrocita i fibrina, gde fibrin
prozima polja eritrocita dajuci ,,slojeviti* izgled trombu (B), i predominantno fibrinski
tromb (C).
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Crveni trombi su bili znac¢ajno duzi (p=0,001), $iri (p=0,009), veée ukupne povrsine
(p<0,001) i povrsine eritrocita (p<0,001) u odnosu na bele trombe, dok su beli trombi

pokazivali veci sadrzaj fibrina (p<0,001) u odnosu na crvene trombe (Tabela 11).

Tabela 11. Morfometrijske karakteristike crvenih i belih trombova.

Crveni trombi (n=66) Beli trombi (n=22) p
Duzina tromba (mm, IQR) | 3,92 (2,43-6,76) 1,92 (1,47-3,48) 0,001
Sirina tromba (mm) 1,09 (0,84-1,44) 0,85 (0,48-1,12) <0,001
Povriina tromba (mm?) 3,39 (1,89-6,21) 0,95 (0,43-2,25) <0,001
Povriina eritrocita (%) 57,90+24,08 21,92+28,90 <0,001
Povrsina fibrina (%) 39,20422,75 76,04430,03 <0,001

4.4.2. Starost aspiriranog tromba

Kod 37 (42%) pacijenata aspiriran je svez tromb, liticke promene u aspiriranom
materijalu registrovane su kod 40 (45,5%) pacijenata, dok je najmanje pacijenata (n=11,
12,5%) imalo organizovan tromb (Grafikon 3). Ukupno 51 (58%) pacijenata je imalo
stariji tromb, tj. tromb histoloski stariji od jednog dana. Elementi aterosklerotskog plaka
uoceni su kod 24 (27,3%) pacijenata, i to najces¢e u svezim (16, 66,7%) i litickim

trombima (6, 25%), a najmanje kod pacijenata sa organizovanim trombima (2, 8,3%)

12,5% (1|1)

42% (37)

H Svez tromb

m Liticki tromb

45,5% 40) Organizovani tromb

Grafikon 3. Raspodela aspiriranog tromboti¢nog materijala po histoloski procenjenoj

starosti.
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Kod 51 (58%) pacijenata aspirirani materijal je imao komponente razli¢ite histoloske

starosti. Uniformna histoloska starost videna je kod svih svezih trombova, kao i kod

jednog litickog i jednog organizovanog tromba (Tabela 12).

Tabela 12. Klasifikacija aspiriranog tromba prema starosti tromboti¢nog materijala.

Starost tromba

Broj pacijenata
(n=88)

Starost tromba (podgrupa)

Broj pacijenata

Svez tromb 37188 (42%) Samo svez 37/88 (42%)
Liticki tromb 40/88 (45,5%) Samo liticki 1/40 (1,14%)
Svez i liticki 39/40(44,32%)

Organizovan tromb

11/88 (12,5%)

Samo organizovan

1/11 (1,14%)

Svez i organizovan

0

Liticki i organizovan

1/11 (11,4%)

Svez, liticki 1 organizovan

9/11 (10,23%)
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Kod svezih trombova uoceni su slojeviti regioni eritrocita, trombocita, fibrina,

neutrofilnih granulocita, eozinofilnih granulocita, uz rede prisutne monocite, makrofage

i limfocite (Slika 7 A-B).

) ' ‘ v : '
L.“T, L PR 37\ HEW L v : 105

eozinofilni granulociti (strelica) i fibrin (F).

Slika 7B. Svez tromb gde se uocavaju eritrociti (E), neutrofilni granulociti (N),
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Liticki trombi su pokazivali polja kolikvacione nekroze uz karioreksu neutrofilnih
granulocita (Slika 7C-D).

Slika 7D. Liti¢ki tromb sa karioreksom neutrofilnih granulocita (strelica) (HE).
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Organizovani trombi su pokazivali depoziciju kolagena, uz urastanje glatkomisi¢nih
¢elija i endotelnih ¢elija (Slika 7E-F).

| 100um

Slika 7E. Organizovani tromb sa uraslim glatkomi$i¢nim celijama (strelica) i
depozicijom kolagena (zvezdica).

100 pm

Slika7F. Prisustvo glatkomisi¢ni ¢elija koje pokazuju imunoreaktivnost na aSMA
(strelica).
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Slike 7G i 6H pokazuju elemente aterosklerotskog plaka prisutne u aspiriranom trombu.

Slika 7H. Elementi aterosklerotskog plaka u aspiriranom trombu (holesterolski kristali
oznaceni zvezdicama i penaste ¢elije oznacene strelicom).
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Kod pacijenata sa bolom u grudima unutar 72 h pre STEMI c¢esc¢e su registrovani

organizovani (72,2%) i liti¢ki trombi (60%) u poredenju sa svezim trombima (35,1%,

p=0,029). Starost tromba nije bila povezana sa pojavom predinfarktne angine (p=0,252).

Postojala je tendencija ka duzem ishemijskom vremenu kod pacijenata sa histoloski

starijim koronarnim trombima koja nije dostigla statisticku znac¢ajnost (p=0,062). Druge

klinicke karakteristike nisu bile povezane sa staro§¢u aspiriranog tromboti¢nog

materijala (Tabela 13).

Tabela 13. Klinicke karakteristike pacijenata u odnosu na starost aspiriranog tromba

(svez, liticki i organizovan).

Karakteristike pacijenata (Sr:’z?t)r omb (Lnltzlzg tromb S(;?r?g i(znozvﬂ])i p
Muski pol, n 27137 (73%) 30/40 (75%) 8/11 (72,7%) 0,976
Starost (godine + SD) 59,59+12,58 58,48+12,32 57,36+7,66 0,840
BMI (kg/m? + SD) 27,74+4,45 26,63+4,01 26,43+3,51 0,438
Pugenje, n 21/37 (56,8%) | 22/40 (55,5%) | 7/11(63,6%) | 0,877
Hipertenzija, n 24/37 (64,9%) | 22/40 (55,5%) | 5/11 (45,5%) | 0,455
Diabetes mellitus, n 4/37 (10,8%) | 8/40 (20%) 1/11 (9,1%) 0,447
Hiperholesterolemija, n (%) | 18/37 (48,6%) | 20/40 (50%) 5/11 (45,5%) 0,964
Hereditet za KVB, n (%) 17/37 (45,9%) | 18/40 (45) 5/11 (45,5%) | 0,997
irgaDIl)a frekvenca — (/min | 773501679 | 75.98420.86 | 67,73+7,95 0,299
Sistolni KP (mmHg + SD) 125,32+22,64 119,70+£22,99 124,55+21,50 0,527
Dijastolni KP (mmHg + SD) | 78,00+13,16 74,73+13,28 75,91+10,20 0,538
Antecedentna AP, n 13/37 (35,1%) | 24/40 (60%) 8/11 (72,7%) 0,029
Prethodna AP, n 6/37 (16,2%) 13/40 (32,5%) | 3/11 (27,3%) 0,252
Killip klasa, n

o« 1 32/37 (86,5%) | 36/40 (90%) 11/11 (100%)

o 2 5/37 (13,5%) | 3/40 (7,5%) 0

e 3 0 1/40 (2,5%) 0
?nfi%?qgs;emljsko vreme (1;2,(())_292,5) ﬂgg) (136,25 230 (140-660) | 0,062

e Kasnjenje bolesnika | 37 (15-105) 60 (30-180) 60 (30-200) 0,088

e Kasnjenje sistema (153,,5?-167,5) (17162,,255-164,5) 110 (75-330) 0,610

64




STEMI lokalizacija, n

e A AS AL 11/37 (29,7%) | 16/40 (40%) | 4/11 (36,4%)
o I, IL, IPL 26/37 (70,3%) | 24/40 (60%) | 7/11 (63,6%)

0,639

SD - standardna devijacija; BMI — indeks telesne mase; KVB - kardiovaskularne
bolesti; KP — krvni pritisak; AP — angina pectoris; IQR — interkvartilni opseg; A —
anteriorni; AS — anteroseptalni; AL — anterolateralni; | — inferiorni; IL — inferolateralni;
IPL — inferoposterolateralni.

Histoloska podela starosti tromba na sveze i starije dala je sli¢ne rezultate. Prisustvo
starijeg tromba bilo je povezano sa pojavom antecedentne angine (p=0,011), dok
povezanost nije registrovana u slucaju ranije pojave bola u grudima (p=0,105). Ukupno
ishemijsko vreme bilo je znacajno duze kod pacijenata sa trombima starijim od 24 h u
poredenju sa svezim tromboti¢nim tkivom (p=0,019). Registrovano je znacajno duze
kasnjenje bolesnika u grupi sa starijim trombima (p=0,028), dok nije bilo razlike u

kasnjenju zdravstvenog sistema (p=0,352) (Tabela 14).

Tabela 14. Klinicke karakteristike pacijenata u odnosu na starosti aspiriranog tromba

(svezi 1 stariji).

Karakteristike pacijenata Svezi trombi (n=37) Stariji trombi (n=51) p

Muski pol, n 27137 (73%) 38/51 (74,5%) 0,871
Starost (godine + SD) 59,59+12,58 58,24+11,42 0,599
BMI (kg/m* + SD) 27,74+4,45 26,58+3,87 0,200
Pusenje, n 21/37 (56,8%) 29/51 (56,9%) 0,992
Hipertenzija, n 24/37 (64,9%) 27/51 (52,9%) 0,263
Diabetes mellitus, n 4/37 (10,8%) 9/51 (17,6%) 0,372
Hiperholesterolemija, n 18/37 (48,6%) 25/51 (49%) 0,973
Hereditet za KVB, n 17/37 (45,9%) 23/51 (45,1%) 0,937
Srcana frekvenca (/min + SD) 77,35+£16,79 74,20+£19,07 0,423
Sistolni KP (mmHg + SD) 125,32422,64 120,75+22,55 0,347
Dijastolni KP (mmHg = SD) 78,00£13,16 74,98+12,60 0,279
Antecedentna AP, n 13/37 (35,1%) 32/51 (62,7%) 0,011
Prethodna AP, n 6/37 (16,2%) 16/51 (31,4%) 0,105

Killip klasa, n
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o 1 32/37 (86,5%) 47/51 (92,2%)
« 2 5/37 (13,5%) 3/51 (5,9%)
o 3 0 1/51 (1,9%)
Ing;:)no ishemijsko vreme (min, (1953,(())_292,5) 220 (140-450) 0,019
e Kasnjenje bolesnika 37 (15-105) 60 (30-180) 0,027
e Kasnjenje sistema %5070, £—167,5) 110 (75-165) 0,352
STEMI lokalizacija, n
e A AS AL 11/37 (29,7%) 20/51 (39,2%)
e I, IL, IPL 26/37 (70,3%) 31/51 (60,8%) 0958

SD - standardna devijacija; BMI — indeks telesne mase; KVB - kardiovaskularne
bolesti; KP — krvni pritisak; AP — angina pectoris; IQR — interkvartilni opseg; A —
anteriorni; AS — anteroseptalni; AL — anterolateralni; | — inferiorni; IL — inferolateralni;
IPL — inferoposterolateralni.

Nije bilo razlike u makroskopskoj boji tromba (crveni ili beli) u odnosu na starost
tromba (svez, liti¢ki i organizovan, p=0,301). Takode, makroskopske i mikroskopske
karakteristike tromba nisu se znacajno razlikovale prema histoloski procenjenoj starosti
tromboti¢nog tkiva (Tabela 15). Razlike nisu uocene ni prilikom klasifikacije tromba na
svez 1 stariji aspirirani materijal (Tabela 16). Svezi i stariji trombi Se nisu znacajno
razlikovali u boji (p=0,383). Uoceno je da su stariji trombi bili Siri u odnosu na sveze
(p=0,036), dok nije bilo razlike u ukupnoj povrsini tromba (p=0,597), procentualnoj
zastupljenosti eritrocita (p=0,223) i fibrina (p=0,268).

Tabela 15. Makroskopske i mikroskopske karakteristike tromba u odnosu na histolosku

starost (svez, liticki i organizovan).

Starost tromba
Karakteristike tromba (S;:;;)r gl E:t:lzl(;; e S(r)?r{]ﬂt? i(zno:\/f;)i p
Makroskopske karakteristike
Broj fragmenata, n (IQR) 2(1-3) 2(1-3) 1(1-1)
Duzina tromba (cm, IQR) 7,5 (5,0-13,5) 6,25 (4-10) 5 (3-10) 0,076
Crveni tromb, n 26/37 (70,3%) | 33/40 (82,5%) | 7/11 (63,6%)
Beli tromb, n 11/37 (29,7%) | 7/40 (17,5%) | 4/11 (36,4%) 0,301
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Mikroskopske karakteristike

. 3,25 3,50 3,32
Duzina tromba (cm, IQR) (1,70-4,99) (2,01-6,59) (1,78-5,90) 0,672
.. . 0,86 1,17 0,94 (0,74-
Sirina tromba (mm, IQR) (0,59-1,29) (0,92-1,37) 1.30) 0,055
Povr$ina tromba (mmz, 2,54 (0,75- | 3,29 (1,55- | 2,00 (1,00- 0.721
IQR) 6,77) 5,39) 5,91) '
Povrsina eritrocita (mmz, 1,25 1,81 1,26 (0,11- 0.442
IQR) (0,81-3,46) (0,43-3,38) 2,21) !
Povrsina eritrocita
(%, +SD) 44,36+28.96 54,50+29,20 43,83+32,88 0,274
Povrsina fibrina 1,04 1,09 0,73 0.726
(mmz, IQR) (0,35-2,71) (0,47-1,83) (0,41-1,72) !
Povrsina fibrina (%, £SD) 52,50+27,57 44,32+30,23 49,51+£32,68 0,475

IQR — interkvartilni opseg; SD — standardna devijacija.

Postojala je tendencija ka vecoj duZzini svezih tromba u odnosu na starije trombe

(p=0,053), dok se druge makroskopske i mikroskopske karakteristike nisu znacajno

razlikovale izmedu ove dve grupe (Tabela 16).

Tabela 16. Makroskopske i mikroskopske karakteristike tromba u odnosu na histolosku

starost (svez i stariji).

Starost tromba
Karakteristike tromba Svez tromb (n=37) Stariji tromb (n=51) p
Makroskopske karakteristike
Broj fragmenata, n (IQR) 2 (1-3) 1(1-3) 0,343
Duzina tromba (cm, IQR) 7,5 (5,0-13,5) 6,0 (4,0-10,0) 0,053
Crveni tromb, n 26/37 (70,3%) 40/51 (78,4%)
Beli tromb, n 11/37 (29,7%) 11/51 (21,6%) 038
Mikroskopske karakteristike
Duzina tromba (cm, IQR) 3,25 (1,70-4,99) 3,44 (2,07-9,45) 0,410
Sirina tromba (mm, IQR) 0,86 (0,59-1,29) 1,15 (0,91-1,36) 0,036
Povrsina tromba (mm?, IQR) | 2,54 (0,75-6,77) 2,97 (1,36-5,46) 0,597
fsg)éma erirocita (MNT, {4 5 (81.3.46) 1,54 (0,39-3,28) 0,540
?,Z‘fisrg)emmma 44,36+28,96 52,20+30,02 0,223
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Povrsina fibrina (mm?, IQR) | 1,04 (0,35-2,71) 0,99 (0,44-1,82) 0,624

Povrsina fibrina (%, £SD) 52,50+£27,57 45,44+30,51 0,268

IQR — interkvartilni opseg; SD — standardna devijacija.

Prema povrsini eritrocita u trombu pacijenti su podeljeni u tri grupe. Trombe sa manjom
koli¢inom eritrocita (<35,25% povsine eritrocita u trombu) imalo je 29 pacijenata, kod
30 pacijenata aspiriran tromb imao je umerenu koli¢inu eritrocita (35,25-64,84%), dok
su kod 29 pacijenata registrovani trombi bili bogati eritrocitima (>64,84% povrSine

tromba).

Kod pacijenata sa prethodnom pojavom bolova u grudima znafajno c&eSée su
registrovani trombi bogati eritrocitima (41,1%) u odnosu na trombe sa malom (23,3%) i
umerenom povrSinom hemoragije (10,3%, p=0,023). Sadrzaj eritrocita nije bio povezan
sa pojavom antecedentne angine pectoris (p=0,352). Uocen je trend ka duzem
ishemijskom vremenu sa poveéanjem sadrzaja hemoragije u trombu (165 vs. 176,5 vs.
260 miinuta, p=0,153), dok ostale klinicke karakteristike pacijenata nisu uticale na

sadrzaj eritrocita u trombu (Tabela 17).

Tabela 17. Klinicke karakteristike pacijenata u odnosu na sadrzaj eritrocita u trombu.

Sadrzaj eritrocita

Karakteristike pacijenata Manji (n=29) Umereni (n=30) | Ve¢i (n=29) p

Muski pol, n 22/29 (75,9%) 20/30 (66,7%) 23/29 (73,9%) 0,519
Starost (godine + SD) 57,97+11,37 60,83+12,23 57,55+12,11 0,516
BMI (kg/m2 + SD) 26,69+3,38 26,80+3,42 27,73+5,49 0,582
Pugenje, n 19/29 (65,5%) | 14/30 (46,7%) | 17/29 (58,6%) | 0,334
Hipertenzija, n 19/29 (65,5%) 16/30 (53,3%) 16/29 (55,2%) 0,596
Diabetes mellitus, n 4/29 (13,8%) 5/30 (16,7%) 4/29 (13,8%) 0,937
Hiperholesterolemija, n 11/29 (37,9%) 16/30 (53,3%) 16/29 (55,2%) 0,352
Hereditet za KVB, n 9/29 (31%) 16/30 (53,3%) 15/29 (51,7%) 0,162
(S/ﬁ?ﬁfg%‘)v enca 81,38+14,79 70,83+18,16 74,52+19,98 0,076
Sistolni KP (mmHg + SD) 128,10+£21,23 121,47£19,01 118,48+26,20 0,249
?Hlljr?lsit{(;rl 51;’) 78,90+11,96 75,90+18,16 74,52+19,98 0,342

68




Antecedentna AP, n 13/29 (28,9%) 14/30 (46,7%) 18/29 (62,1%) 0,352
Prethodna AP, n 3/29 (10,3%) 7130 (23,3%) 12/29 (41,1%) 0,023
Killip klasa, n

o 1 26/29 (89,7%) 27/30 (90%) 26/29 (89,8%)

o 2 3/29 (10,3%) 3/30 (10%) 2/29 (6,9%)

e 3 0 0 1/29 (3,4%)
Uk_upno ishemijsko vreme | 165 (102,5- | 176,5 260 0.153
(min, IQR) 335) (110-291,25) (145-455) '

. ﬁi@ﬁfg 60 (30-115) 30 (15-120) | 60 (26-162,5) | 0,214

e Kasnjenje sistema | 85 (57,5-180) (1((5)72,’55—163,5) 120 (80-210) 0,311
STEMI lokalizacija, n

e A AS AL 12/29 (41,4%) | 12/30 (40%) 7/29 (24,1%) 0310

e I, IL, IPL 17/29 (58,6%) | 18/30 (60%) 22/29 (75,9%)

SD — standardna devijacija; KVB — kardiovaskularne bolesti; KP — krvni pritisak; AP —
angina pectoris; IQR — interkvartilni opseg; A — anteriorni; AS — anteroseptalni; AL —

anterolateralni; 1 — inferiorni; IL — inferolateralni; IPL — inferoposterolateralni.

Odnos makroskopskih i mikroskopskih karakteristika tromba i obima hemoragije u

trombu prikazan je u Tabeli 18. Crveni trombi su znacajno ¢eSée imali veca (93,1%) i

umereno velika polja eritrocita (86,7%) u odnosu na bele trombe, kod kojih su

dominirala manja polja eritrocita (55,2%, p<0,001). Trombi sa manjim sadrzajem

eritrocita su bili znac¢ajno kra¢i (p=0,001), uzi (p=0,008) i manje povrSine preseka

(p<0,001) u poredenju sa trombima koji su imali ve¢a i umereno velika polja

hemoragije (Tabela 18).
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Tabela 18. Makroskopske i mikroskopske karakteristike tromba u odnosu na sadrzaj
eritrocita.
Sadrzaj eritrocita
Karakteristike tromba Manji (n=29) Umereni (n=30) | Veci (n=29) p
Makroskopske karakteristike
Broj fragmenata, n (IQR) 2 (1-3) 2 (1-3) 1(1-2,5)
Duzina tromba (cm, IQR) 5,0 (3,5-10,0) | 7,0(50-125) | 7,0 (5,0-13,0)
Crveni tromb, n 13/29 (44,8%) | 26/30 (86,7%) | 27/29(93,1%)
Beli tromb, n 16/29 (55,2%) | 4/30 (13,3%) 2129 (6,9%) =000
Mikroskopske karakteristike
Duzina tromba (cm, IQR) (11’?581-3,66) ?é?27—5,68) ?2’?556—7,97) 0,001
Sirina tromba (mm, IQR) (()(’)?17_1, 05) (16,15)8-1, 39) 2-6:,[852-1, 48) 0,008
Povrzéina tromba 1,01 4,04 3,43 <0.001
(mm?, IQR) (0,46-2,43) (1,47-5,59) (2,00-6,86) ’

IQR — interkvartilni opseg; SD — standardna devijacija.

4.4.3. Imunohistohemijska analiza

443.1.

Ekspresija CD34 i CD31

Kod 61 (69,3%) pacijenata registrovana je ekspresija CD34 i CD31 molekula u

tromboti¢nom materijalu.

Imunohistohemijsko bojenje serijskih isecaka tromba

pokazalo je podudaraju¢e regione CD34 i CD31 imunopozitivnosti (Slika 8), sto je

dokazano imunofluorescentnim bojenjem.

CD34°CD31 imunopozitivne (CD34'CD31") ¢elije najée$ée su registrovane kao

grupisane (kod 31/61, tj. 50,8% pacijenata), zatim kao pojedinaéne CD34"CD31" ¢elije

(20/61, tj. 32,8% pacijenata), dok su najrede videne kapilarne petlje ovih ¢elija (kod
10/61, odnosno 16,4% pacijenata, Grafikon 4).
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Slika 8. Imunohistohemijsko bojenje serijskih iseCaka tromba koje pokazuje
podudarajuce regione CD34 (A) i CD31 imunopozitivnosti (B) (uveli¢anje 200x).
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B Pojedinacne
B Grupisane
Kapilarne petlje

50,8% (31)

Grafikon 4. Distribucija organizacije CD34"CD31" ¢elija u aspiriranim trombima.

CD347CD31+ éelije su pokazivale dva razli¢ita fenotipa; bile su prisutne na povrsini
tromba kao izduZene ¢elije vretenastog oblika, deluju¢i kao da prijanjaju na povrs§inu
tromba, dok je drugi tip ¢elija urastao u tromboti¢no tkivo (Slikaa 9A). Urasle rane
endotelne ¢elije su bile okrugle sa jasnim okruglim jedrom, prisutne kao pojedinacne ili

grupisane, ili vretenastog oblika u slu¢aju formiranja kapilarnih petlji (Slika 9B).
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Slika 9A. Pojedina¢ne CD34'CD31" éelije na povrsini tromba (tanka strelica) i urasle u
tromboti¢no tkivo kao grupisane i kapilarne petlje CD34°CD31" ¢elija (deblja strelica).
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Slika 9B. CD34°CD31" ¢elije urasle u tromboti¢no tkivo kao pojedina¢ne (tanka
zvezdica), grupisane (strelica) i izduzene celije koje formiraju lumenske strukture

(debela strelica).

Prisustvo CD34°CD31" ¢elija u aspiriranim trombima bilo je znadajno &eiée kod

pacijenata sa predinfarktnom anginom u odnosu na pacijente bez bolova u grudima pre

STEMI prezentacije (69,3% vs. 11,1%, p=0,045). Pojava angiogeneze u trombu nije se

znacajno razlikovala u odnosu na pojavu antecedentne angine (52,5% vs. 48,1%,

p=0,709). Druge klini¢ke karakteristike pacijenata se nisu znacajno razlikovale u

odnosu na prisustvo neovaskularizacije tromba (Tabela 19).

Tabela 19. Poredenje stepena angiogeneze i klini¢kih karakteristika bolesnika.

Ekspresija CD34"CD31" ¢elija
Karakteristike pacijenata Da (n=61) Ne (n=27) p
Muski pol, n 46/61 (75,4%) 19/27 (70,4%) 0,620
Starost (godine + SD) 58,51+11,99 59,48+11,79 0,725
BMI (kg/m? + SD) 27,01+4,66 27,20+2,89 0,846
Pugenje, n 36/61 (59%) 14127 (51,9%) 0,531
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Hipertenzija, n 33/61 (54,1%) 18/27 (66,7%) 0,271
Diabetes mellitus, n 7/61 (11,5%) 6/27 (22,2%) 0,190
Hiperholesterolemija, n 27/61 (44,3%) 16/27 (59,3%) 0,194
Hereditet za KVB, n 26/61 (42,6%) 14127 (51,9%) 0,423
Sréana frekvenca (/min + SD) 74,82+18,24 77,11£18,06 0,587
Sistolni KP (mmHg + SD) 123,80+23,09 120,1121,01 0,479
Dijastolni KP (mmHg = SD) 76,51+13,23 75,67+12,16 0,779
Antecedentna AP, n 32/61 (52,5%) 13/27 (48,1%) 0,709
Prethodna AP, n 19/61 (69,3%) 3/27 (11,1%) 0,045
Killip klasa, n

e 1 54/61 (88,5%) 25/27 (92,6%)

o 2 6/61 (9,8%) 2127 (7,4%)

e 3 1/61 (1,6%) 0
I%‘(S;’”O Ishemijsko vreme (min, | 505 (115-312,5) 180 (120-415) 0,949

e Kagnjenje bolesnika 60 (28,5-142,5) 55 (15-60) 0,152

e Kasnjenje sistema 105 (60-161,5) 110 (75-280) 0,218
STEMI lokalizacija, n

e A AS AL 22/61 (36,1%) 9/27 (33,3%)

e I IL, IPL 39/61 (63,9%) 18/27 (66,7%) 0.805

SD - standardna devijacija; BMI — indeks telesne mase; KVB — kardiovaskularne
bolesti; KP — krvni pritisak; AP — angina pectoris; IQR — interkvartilni opseg; A —
anteriorni; AS — anteroseptalni; AL — anterolateralni; | — inferiorni; IL — inferolateralni;

IPL — inferoposterolateralni.

Trombi sa znacima angiogeneze bili su znacajno duzi (p=0,008), vece ukupne povrsine

(p=0,017) i veée povrsine eritrocita (p=0,028) u odnosu trombe bez CD34"CD31" ¢elija.

Prisustvo angiogeneze nije se znaajno razlikovalo izmedu crvenih 1 belih trombova

(p=0,083) (Tabela 20).
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Tabela 20. Makroskopske i mikroskopske karakteristike aspiriranog materijala u odnosu
na prisustvo CD34°CD31" éelija.

Ekspresija CD34"CD31" ¢elija

Karakteristike tromba Da (n=61) Ne (n=27) p
Makroskopske karakteristike

Broj fragmenata, n (IQR) 2 (1-3) 2 (1-3)

Duzina tromba (cm, IQR) 6,5 (4,0-12,0) 6,0 (4,5-10,0) 0,975
Crveni tromb, n 49/61 (80,3%) 17/27 (63%)

Beli tromb, n 12/61 (19,7%) 10/27 (37%) o8
Mikroskopske karakteristike

Duzina tromba (cm, IQR) 3,98 (2,17-6,77) 2,46 (1,59-3,86) 0,008
Sirina tromba (mm, IQR) 1,06 (0,82-1,40) 0,90 (0,51-1,15) 0,077
Povrsina tromba (mm?, IQR) | 3,43 (1,59-5,92) 1,53 (0,58-5,11) 0,017
fgﬁ?f%gﬁmmagije 2,00 (0,46-3,59) 0,48 (0,05-2,94) 0,028
Povr$ina hemoragije (%, £SD) | 52,42+28,24 40,95+31,77 0,095
Povriina fibrina (mm?, 1QR) 1,04 (0,44-2,12) 0,99 (0,33-2,11) 0,524
Povrsina fibrina (%, £SD) 44,76+28,14 56,66+30,89 0,079

IQR — interkvartilni opseg; SD — standardna devijacija.

Pacijenti sa pojedina¢nim CD34"CD31" ¢elijama u aspiriranom trombu su bili mladi od

pacijenata sa grupisanim i kapilarnim petljama CD34°CD31" ¢elija (p=0,044).

Kasnjenje zdravstvenog sistema je bilo znacajno krace kod pacijenata sa grupisanim

CD34'CD31" ¢elijama nego kod ostalih formi urastanja ranih endotelnih ¢elija

(p=0,047). Nije uoCena povezanost stepena angiogeneze sa trajanjem ukupnog

ishemijskog vremena (p=0,210) i kasnjenja bolesnika (p=0,982) (Tabela 21).
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Tabela 21. Klinicke karakteristike pacijenata u odnosu na stepen organizacije

CD34°CD31" ¢elija.
CD34'CD31" ¢elije
. . Pojedinacne Grupisane Kapilarne petlje

Karakteristike pacijenata (n=20) (n=31) (n=10) p
Muski pol, n 18/20 (90%) 21/31 (67,7%) 7/10 (70%) 0,179
Starost (godine + SD) 53,2+13,62 61,68+10,16 59,30+11,17 0,044
BMI (kg/m? + SD) 28,4145,42 26,38+4,28 26,17+4,00 0,263
Puenje, n 15/20 (75%) 15/31 (48,4%) | 6/10 (60%) 0,168
Hipertenzija, n 10/20 (50%) 18/31 (58,1%) | 5/10 (50%) 0,819
Diabetes mellitus, n 4120 (20%) 1/31 (3,2%) 2/10 (20%) 0,121
Hiperholesterolemija, n | 9/20 (45%) 13/31 (41,9%) | 5/10 (50%) 0,902
Hereditet za KVB, n 10/20 (50%) 12/31 (38,7%) | 4/10 (40%) 0,716
Srcana frekvenca
(/min + SD) 75,70+19,03 75,45+18,87 71,10+15,76 0,796
Sistolni KP
(mmHg = SD) 120,95+21,63 124,94+24.,40 126,00+23,55 0,949
Dijastolni KP
(mmHg + SD) 76,25+13,66 77,00£14,28 75,50+£9,56 0,785
Antecedentna AP, n 12/20 (60%) 13/31 (41,9%) 7110 (70%) 0,216
Prethodna AP, n 7120 (35%) 9/31 (29%) 3/10 (30%) 0,901
Killip klasa, n

e 1 16/20 (80%) 28/31 (90,3%) | 10/10 (100%)

« 2 4120 (20%) 2/31 (6,5%) 0

e 3 0 1/31 (3,2%) 0
Ukupno ishemijsko vreme | 235,0 165,0 230,0 0.210
(min, IQR) (107,5-132,5) | (110,0-260,0) | (163,75-667,5) '

. . 90,00 60,00 52,50
- KaSnjenje bolesnika (27,75-135,00) | (25,00-145,00) | (30,00-262,50) | %982

. 112,5 (59,5- | 85,0 141,5
- KaSnjenje sistema 198,75) (50.0-1200) | (9502325 | %04
STEMI lokalizacija, n

e A AS AL 12/20 (60%) 13/31 (41,9%) | 7/10 (70%)

0,216
e I IL, IPL 8/20 (40%) 18/31 (58,1%) | 3/10 (30%)
SD - standardna devijacija; BMI — indeks telesne mase; KVB — kardiovaskularne

bolesti; KP — krvni pritisak; AP — angina pectoris; IQR — interkvartilni opseg; ; A —
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anteriorni; AS — anteroseptalni; AL — anterolateralni; | — inferiorni; IL — inferolateralni;

IPL — inferoposterolateralni.

Stepen organizacije uraslih CD34°CD31" éelija nije se znadajno razlikovao izmedu

crvenih i belih trombova (p=0,630). Stepen angiogeneze nije pokazivao povezanost sa

duzinom tromba (p=0,100), Sirinom tromba (p=0,778), povrsinom tromba (p=0,259),

kao i povrSinom hemoragije (p=0,239) i povrSinom fibrina (p=0,206) u aspiriranom

tkivu (Tabela 22).

Tabela 22. Poredenje stepena angiogeneze i karakteristika aspiriranog tromba.

CD34'CD31" ¢elije
. Pojedinac¢ne Grupisane Kapilarne petlje
Karakteristike tromba (n=20) (n=31) (n=10) P
Makroskopske karakteristike
Broj fragmenata, n (IQR) 1,5 (1-3) 2 (1-3) 1(1-1,5) 0,166
.. 5,50 8,00 4,50
Duzina tromba (cm, IQR) (32512,50) | (5.00-1300) | @.75-1125) | %100
Crveni tromb, n 16/20 (80%) 26/31 (83,9%) | 7/10 (70%)
0,630
Beli tromb, n 4/20 (20%) 5/31 (16,1%) 3/10 (30%)
Mikroskopske karakteristike
.. 3,44 4,23 3,56 (1,78-
Duzina tromba (cm, IQR) (1,69-4,62) (3,25-7,01) 6.98) 0,256
5. . 1,07 (0,70- | 1,09 (0,90- | 0,94 (0,74-
Sirina tromba (mm, IQR) 1.41) 151) 1.33) 0,778
PovrS$ina tromba 2,24 441 2,66 (1,27- 0.259
(mm?, IQR) (1,05-4,77) (2,58-6,19) 6,91) ’
Povrsina hemoragije 2,97 2,53 (1,21- | 1,58 (0,25- 0.158
(mm?, IQR) (2,96-2,99) 4,90) 2,65) ’
Povr§ina hemoragije
(%. +SD) 44,21+30,53 57,96+26,01 51,68+28,97 0,239
PovrSina fibrina 0,78 (0,42- | 1,18 0,72 (0,45- 0.709
(mm?, IQR) 2,06) (0,44-2,28) 1,78) ’
Povrsina fibrina (%, £SD) 53,95+£31,37 40,04+25,88 41,00+26,30 0,206

IQR — interkvartilni opseg; SD — standardna devijacija.

Odnos broja CD34"CD31" ¢elija prema starosti aspiriranog tromba dat je na Grafikonu

5. Uocena je statisticki znacajna povezanost ekspresije CD34 i CD31 na ranim

endotelnim ¢elijama sa staro$¢u tromba (p=0,009). Svi organizovani trombi (n=11)

imali su prisutne CD34'CD31" ¢elije, manje ovih ¢elije uodeno kod litickog
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tromboti¢nog materijala (n=30, 75%), dok su svezi trombi pokazivali ekspresiju
CD34/CD31 u 20 od 37 (54,1%) slucajeva.
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Svez tromb Liti¢ki tromb Organizovan
tromb

Grafikon 5. Prisustvo CD34"CD31" ¢elija u trombima razli¢ite histoloske starosti.

Kod svezih trombova registrovane su pojedinaéne (n=9) i grupisane forme
CD347CD31" ¢elija (n=11), dok su sva tri tipa prostorne organizacije ranih endotelnih
¢elija uocena kod litickih trombova (10 pojedina¢nih, 18 grupisanih i 2 kapilarne petlje
CD34°CD31" ¢elija). Organizovani trombi su najées¢e sadrzali kapilarne petlje

CD34'CD31" ¢elija (n=8, 1j.73%) (Grafikon 6).

20 18 (60%)
18
16
14
12 CD34/CD34+ ¢elije
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Grafikon 6. Stepen organizacije CD34"CD31" ¢elija prema starosti tromba.

CD34CD31" ¢elije su registrovane na povriini tromba kao izduZene pojedinacne i
grupisane ¢elija (kod 59 pacijenata, 96,7%). Rane endotelne ¢elije urasle u tromboti¢no
tkivo zauzimale su sva tri vida prostorne organizacije kod 39 pacijenata (63,9%).
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Pojava periferno lociranih CD34°CD31" éelija nije se znadajno razlikovala u odnosu na
starost tromba. Svi svezi trombi (20, 100%) su imali periferno postavljene rane
endotelne Celije, dok je nesto manje ovih celija uoceno kod litickih (29, 96,7%) i
organizovanih trombova (10, 90,9%, p=0,397) (Grafikon 7). Postojala je znacajna
povezanost uraslin ranih endotelnih ¢elija sa staro$¢u tromba (p=0,009). Svi
organizovani trombi su imali urasle CD34°CD31" ¢elije (11, 100%), manje ovih éelija
je postojalo kod litickih (19, 63,3%), a najmanje uraslih ranih endotelnih celija je
registrovano kod svezih trombova (9, 23,1%) (Grafikon 8).
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Grafikon 7. Prisustvo CD34"CD31" éelija na periferiji tromba u odnosu na histolosku
starost.
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Grafikon 8. Prisustvo uraslih CD34°CD31" ¢elija u trombima razli¢ite histoloske
starosti.
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4.43.2. Ekspresija D2-40

Ekspresija D2-40 u tromboti¢nom tkivu registrovana je kod 22 (36,1%) pacijenata, i to
iskljué¢ivo kod pacijenata ¢iji su trombi pokazivali CD34/CD31 imunopozitivnost.
Dvostruka imunofluorescenca je potvrdila ko-ekspresiju D2-40 i CD31 na istim ranim

endotelnim ¢elijama.

~n

.4

C D

Slika 10. Regioni podudarajuce ekspresije CD34 (A) i D2-40 molekula (B), kao i CD31
(C) i D2-40 (D) molekula oznaceni strelicama.

Prisustvo D2-40" éelija u tromboti¢cnom materijalu se poveéavao sa staro$¢u tromba.
Ove celije su znacajno ¢esc¢e uocene kod organizovanih tromba (64%), u manjem broju
kod trombova sa litickim promenama (25%), dok su svezi trombi u najmanjem broju
pokazivali D2-40 imunopozitivnost (14%, p=0,003) (Grafikon 9).
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Grafikon 9. Distribucija ekspresije D2-40 prema starosti tromboti¢nog materijala.

Pojedina¢ne D2-40" ¢elije videne su u trombima gde postoje sva tri tipa prostorne
organizacije CD34°CD31" ¢elija, dok je kod pojedinaéno uraslih CD34°CD31" ¢elija
uodeno prisustvo samo pojedinaénih D2-40" ¢elija. Grupisanje CD34°CD31" ¢elija
pratilo je grupisanje D2-40" ¢éelija, dok su kod kapilarnih petlji CD34"CD31" ¢elija
uodena sva tri tipa prostorne organizacije D2-40" ¢elija, ukljucujuci i njihove kapilarne
petlje (Grafikon 10).
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Grafikon 10. Organizacija ekspresije D2-40 u odnosu na prostornu organizaciju
CD34*CD31" éelija u aspiriranom koronarnom trombu.
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4.43.3. Ekspresija VEGF

Ekspresija VEGF je detektovana u trombima koji su pokazivali CD34/CD31

imunopozitivnost. Signal je bio lokalizovan van ¢elija sa granularnom ekspresijom, uz

trombocite kao glavne nosioce VEGF-pozitivnosti (Slika 11).

Slika 11. Ekstracelularna, granularna ekspresija VEGF-a u aspiriranom trombu
(strelice), uz manju ekspresiju u regionima bogatim eritrocitima (zvezdica).

Ekspresija VEGF-a u trombu zna¢ajno se smanjivala sa staro§¢u tromba (p=0,005).
Polja ve¢e VEGF ekspresije (>50% povrSine tromba) najée$ce Ssu registrovana kod
svezih trombova (70%), u manjoj meri kod liti¢nih trombova (50%), dok su vecéa polja
VEGF imunopozitivnosti najrede uo¢ena kod organizovanog tromboti¢nog tkiva (9%).
Suprotno tome, polja manje VEGF pozitivnosti (<50% povrsine tromba) najéesée su
vizualizovana kod organizovanih trombova (91%), a najrede u svezim trombima (30%)
(Grafikon 11).
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Grafikon 11. Raspodela tromba sa manjom ili veCom ekspresijom VEGF-a prema

starosti aspiriranog tromba.

Trombi sa pojedinaénim CD34'CD31" ¢éelijama su najée$ée pokazivali veéa polja
VEGF imunopozitivnosti (70%), liti¢ki trombi su imali sli¢énu zastupljenost polja vece
(48%) i manje ekspresije VEGF (52%), dok su trombi sa kapilarnim petljama uglavnom
sadrzali manje povrsine VEGF pozitivnosti (90%) (Grafikon 12).
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CD34/CD31+ ¢elije CD34/CD3 1+ ¢elije CD34/CD31+ ¢elija

Grafikon 12. Nivo ekspresije VEGF prema stepenu organizacije ranih endotelnih ¢elija
u trombu.
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Aspirirani tromboti¢ni materijal nije pokazivao ekspresiju CD64 i CD173. Ekspresija
CD105 je registrovana kod 8 pacijenata (9,1%), i to u tri sluCaja svezeg, tri slucaja
litickog i dva slu¢aja organizovanog tromba (Slika 12). Okrugle CD105" ¢elije su bile
prisutne na periferiji tromba.

> >
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“‘i"s‘,
>,
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.
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Slika 12. Ekspresija CD105 u povrSinskim ¢elijama aspiriranog tromboti¢nog materijala

4.4.4. Dvostruka imunoflurescenca

Ko-ekspresija CD31 i D2-40 na istim ranim endotelnim celije dokazana je dvostrukom
imunoflurescencom (Slika 13). Pokazana je ko-ekspresija CD31 i VEGFR3 (Slika 14A,
CiE), kao i ko-ekspresija CD31 i LYVE-1 molekula (Slika 14B, D i F).
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Slika 13. Dvostruko imunofluorescentno bojenje pokazuje CD31 imunopozitivnost (A i
B, crveno obojeno), D2-40 imunopozitivnost (C i D, zeleno obojeno) i ko-ekspresiju
CD31 i D2-40 molekula na istoj ¢eliji (E i F, zuto obojeno), uz DAPI-plavo obojena
jedra
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Slika 14. Dvostruko imunofluorescentno bojenje pokazuje LYVE-1 imunopozitivnost
(A, crveno obojeno), VEGFR3 imunopozitivnost (B, crveno obojeno), CD31
imunopozitivhost (C i D, zeleno obojeno), i ko-ekspresiju LYVE-1/CD31 (E) i
VEGFR3/LYVE-1 (F) na istoj ¢eliji, uz DAPI-plavo obojena jedra
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4.5.  Vrednosti serumskog VEGF-a

Srednja vrednost (medijana) cirkuliSuc¢eg serumskog VEGF-a u studijskoj grupi iznosila

je 179,20 pg/ml (IQR 65,73 — 309,71). Na osnovu ove vrednosti pacijenti su podeljeni u

dve podgrupe: (1) grupa sa nizim VEGF vrednostima (<179,2 pg/ml), i (2) grupa sa

viSim vrednostima serumskog VEGF-a (>179,2 pg/ml). Kod pacijenata sa veéim

vrednostima VEGF-a registrovano je duze ukupno ishemijsko vreme (medijana 270

minuta) u odnosu na pacijente sa manjim vrednostima VEGF-a (medijana 170 minuta,

p=0,030). Ostale demografske i klini¢ke karakteristike pacijenata nisu se znaéajno

razlikovale prema izmerenoj vrednosti serumskog VEGF-a (Tabela 23).

Tabela 23. Klini¢ke karakteristike pacijenata u odnosu na vrednosti cirkuliSuc¢eg

serumskog VEGF-a.

Vrednost serumskog VEGF-a (pg/ml)

Karakteristike pacijenata <179,2 (n=44) >179,2 (n=44) p
Muski pol, n 32/44 (72,7%) 33/44 (75%) 0,808
Starost (godine + SD) 59,89+10,29 57,73+13,29 0,397
BMI (kg/m? + SD) 26,63+3,77 27,51+4,56 0,325
Pusenje, n 25/44 (56,8%) 25/44 (56,8%) 1,000
Hipertenzija, n 26/44 (59,1%) 25/44 (56,8%) 0,829
Diabetes mellitus, n 7/44 (15,9%) 6/44 (13,6%) 0,764
Hiperholesterolemija, n 20/44 (45,5%) 23/44 (52,3%) 0,522
Hereditet za KVB, n 19/44 (43,2%) 21/44 (47,7%) 0,669
Srcana frekvenca (/min + SD) 74,41+19,03 76,64+17,30 0,567
Sistolni KP (mmHg + SD) 119,57+£22,75 125,77421,90 0,196
Dijastolni KP (mmHg = SD) 75,11+13,49 77,39+£12,22 0,410
Antecedentna AP, n 21/44 (47,7%) 24/44 (54,5%) 0,522
Prethodna AP, n 11/44 (25%) 11/44 (25%) 1,000
Killip klasa, n (%)

o 1 36/44 (81,8%) 43/44 (97,7%)

o 2 7144 (15,9%) 1/44 (2,3%)

e 3 1/44 (2,3%) 0
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%%’”O ishemijsko vreme (Min, | 176 (119 5.9975) | 270 (125-435) 0,030
e Kasnjenje bolesnika 57,5 (16,25-112,5) 60 (30-172,5) 0,137
e Kasnjenje sistema 95 (56,25-159,75) 110 (80-207,5) 0,069
STEMI lokalizacija, n
e A AS 16/44 (36,4%) 15/44 (34,1%)
e I IL, IPL 28144 (63,6%) 29/44 (65,9%) 0628
SD - standardna devijacija; BMI — indeks telesne mase; KVB — kardiovaskularne

bolesti; KP — krvni pritisak; AP —angina pectoris; IQR — interkvartilni opseg.

Cirkulisu¢i trombociti i neutrofili predstavljaju vazan izvor VEGF-a u cirkulaciji.
Srednje vredosti trombocita pri prijemu STEMI pacijenata u bolnicu iznosile su 252 x
10%1 (+ 66,03), dok su neutrofili bili 9,64 x 10%/1 (+ 3,49). Nije registrovana korelacija
izmedu vrednosti serumskog VEGF-a i broja trombocita pri prijemu u bolnicu (p=0,181,
p=0,094), kao ni korelacija serumskog VEGF-a i broja neutrofila (p=0,049, p=0,653)
(Tabela 24).

Tabela 24. Broj trombocita i ukupnih leukocita pri prijemu pacijenata u odnosu na

vrednosti cirkulisu¢eg serumskog VEGF-a.

Vrednost serumskog VEGF-a (pg/ml)

Lqporatoruske vrednosti <179,20 (n=44) >179.20 (n=44) D
prijemu

Trombociti, n+=SD 245,14+71,20 258,68+60,62 0,865
Neutrofili 9,27+3,26 10,01+3,24 0,302

SD - standardna devijacija.

Nije postojala povezanost izmedu vrednosti serumskog VEGF-a i makroskopske boje
aspiriranog tromba (p=0,325). Kod pacijenata sa manjim vrednostima VEGF-a
registrovani su trombi vece Sirine (medijana 1,09 mm vs. 0,91 mm, p=0,007), vece
apsolutne povrsine fibrina (p=0,004), uz tendenciju ka vecoj povrsini tromba (medijana
3,11 mm? vs. 1,81 mm?, p=0,066) u odnosu na pacijente sa vec¢im vrednostima VEGF-a
(Tabela 25).
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Tabela 25. Makroskopske i mikroskopske karakteristike tromba u odnosu na vrednosti

serumskog VEGF-a.

Vrednost serumskog VEGF-a (pg/ml)

Karakteristike tromba <179,20 (n=44) >179,20 (n=44) p
Makroskopske karakteristike

Crveni tromb, n 35/44 (79,5%) 31/44 (70,5%)

Beli tromb, n 9/44 (20,5%) 13/44 (29,5%) 032
Mikroskopske karakteristike

Duzina tromba (cm, IQR) 3,83 (2,51-5,35) 2,56 (1,75-5,65) 0,093
Sirina tromba (mm, IQR) 1,09 (0,90-1,56) 0,91 (0,65-1,21) 0,007
Povrsina tromba (mm?, IQR) | 3,11 (1,94-5,84) 1,81 (0,82-5,37) 0,066
fn‘;:nrzéf‘;gg)’moragije 1,78 (0,47-2,90) 1,00 (0,10-3,38) 0,381
?,Zfrfislg)hemoragije 48,29428,52 49,52+31,09 0,848
Povrsina fibrina (mm?, IQR) 1,53 (0,73-2,60) 0,68 (0,30-1,64) 0,004
Povrsina fibrina (%, £SD) 49,01+£27,37 47,81£31,53 0,850

IQR — interkvartilni opseg; SD — standardna devijacija.

4.5.1. VEGF i starost aspiriranog tromba

Grafikon 13 pokazuje distribuciju vrednosti serumskog VEGF-a prema starosti

aspiriranog tromba. Vece vrednosti serumskog VEGF-a znacajno ¢eSée Su registrovane

kod pacijenata sa organizovanim trombima (91,9%) u poredenju sa svezim (43,2%) i

litickim (45%) aspiriranim materijalom (p=0,015).
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Grafikon 13. Vrednosti cirkuliSsu¢eg serumskog VEGF-a prema starosti aspiriranog
tromba (sVEGF — serumski VEGF).

4.5.2. VEGF i angiogeneza tromba

Vrednost VEGF-a je bila znacajno veca kod pacijenata kod kojih su aspirirani trombi

sadrzali CD34°CD31" ¢elije u poredenju sa pacijentima bez znakova angiogeneze

tromba (medijana 232,88 pg/ml vs. 150,87 pg/ml, p=0,039). Kod pacijenata ¢iji su

trombi pokazivali kapilarne petlje CD34"CD31" éelija znacajno e$ce su izmerene vece

vrednosti serumskog VEGF-a (90%) u poredenju sa pacijentima sa pojedina¢nim (55%)

i grupisanim (55%) CD34'CD31" éelijama u aspiriranom trombu (p=0,046, Grafikon

14).
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Grafikon 14. Vrednosti cirkuliSsu¢eg serumskog VEGF-a prema stepenu urastanja

CD34°CD31" éelija u tromboticno tkivo (SVEGF — serumski VEGF).
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4.6. Angiografske karakteristike pacijenata

Osnovne angiografske karakteristike (infarktna arterija, prisustvo znacajnih stenoza na
neinfarktnim arterijama, prisustvo kolaterala, angiografska veli¢ina tromba, epikardni
TIMI protok pre, tokom i posle intervencije, MBG na finalnom angiogramu, pojava
distalne embolizacije i vrednost SYNTAX skora pre i nakon intervencija) date su u
Tabeli 26.

Infarktna arterija je u najveéem broju slucajeva bila desna koronarna arterija (RCA,
52,3%), zatim leva prednja descendentna arterija (LAD, 36,4%), dok je tromb aspiriran
iz cirkumflaksne arterije (Cx) kod 11,4% pacijenata. Kod vecine pacijenata postojala je
jednosudovna koronarna bolest (54,5%), dok su dvosudnovna i trosudnovna bolest
imale slicnu ucestalost (23,9%, odnosno 21,6%). Kod vecine pacijenata nisu
registrovane kolaterale na angiogramu (Rentrop 0 - 73,9%). Inicijalni TIMI O protok je
postojao kod 79 (89,8%) pacijenata, dok je TIMI 3 protok na finalnom angiogramu
registrovan kod 89,8% pacijenata. Prose¢na vrednost (medijana) bazalnog SYNTAX
skora iznosila je 11,5, dok je kod rezidualnog bila 0. Najc¢es¢i razlog za izvodenje
aspiracione trombektomije bio je protok TIMI 0 posle prolaska zice ili dilatacije balona
(45,5%). Kod 37,5% pacijenata trombektomija je radena kao rutinska tehnika, dok je
kod 17% pacijenata indikacija za trombektomiju bila angiografski viljdiv veliki

koronarni tromb.

Tabela 26. Osnovne angiografske karakteristike pacijenata.

Infarktna arterija, n

e LAD 32/88 (36,4%)
e RCA 46/88 (52,3%)
o Cx 10/88 (11,4%)

Segment infarktne arterije, n

e proksimalni 41/88 (46,6%)
e medijalni 34/88 (38,6%)
o distalni 13/88 (14,8%)

Zahvacéenost krvnih sudova, n

e jednosudovna bolest 48/88 (54,5%)
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e dvosudovna bolest

21/88 (23,9%)

e trosudovna bolest 19/88 (21,6%)
Angiografska duzina tromba (mm, IQR) 5,0 (3,5-10,0)
Kolaterale, n

e Rentrop0 65/88 (73,9%)

e Rentrop 1 11/88 (12,5%)

e Rentrop 2 8/88 (9,1%)

e Rentrop 3 4/88 (4,5%)
TIMl inicijalni, n

o TIMIO 79/88 (89,8%)

e TIMIL 2/88 (2,3%)

e TIMI2 4/88 (4,5%)

e TIMI3 3/88 (3,4%)
TIMI nakon prolaska zice, n

e TIMIO 51/88 (58%)

e TIMIL 17/88 (19,3%)

e TIMI2 12/88 (13,6%)

e TIMI3 8/88 (9,1%)

TIMI posle aspiracije, n

e TIMIO 10/88 (11,4%)
e TIMIL 12/88 (13,6%)
e TIMI2 18/88 (20,5%)
e TIMI3 48/88 (54,5%)

TIMI finalni angiogram, n

e TIMIL 1/88 (1,1%)

e TIMI2 8/88 (9,1%)

e TIMI3 79/88 (89,8%)
MBG finalni angiogram, n

e MBGO 2/88 (2,3%)

e MBG1 19/88 (21,9%)

e MBG2 32/88 (36,4%)
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e MBG3 35/88 (39,8%)
Distalna embolizacija, n 12/88 (13,6%)
SYNTAX skor

- bazalni (IQR) 11,5 (8,0-20,5)

- rezidualni (IQR)

0 (0-4,75)

LAD - leva prednja descendentna arterija; RCA — desna koronarna arterija; Cx —
cirkumfleksna arterija; IQR — interkvartilni opseg.

Kod vecine pacijenata (92%) je tokom primarne PCI implantiran stent. Postojala je

sli¢na zastupljenost metalnih stentova (48,1%) i stentova sa oslobadanjem leka (49,4%),

dok su kod dva pacijenta (2,5%) ugradeni bioresorptivni stentovi. Tri pacijenta (3,4%)

su leceni samo aspiracijom korornanog tromba, dok je kod 4 pacijenta (4,5%) nakon

aspiracije tromba uradena balon-dilatacija bez implantacije stenta (Tabela 27).

Tabela 27. Osnovne proceduralne karakteristike studijske populacije.

Predilatacija — aspiracija, n 8/88 (9,1%)
Predilatacija — stent, n 40/88 (45,5%)
e dijametar balona, mm £+ SD 2,45+0,48
e broj atmosfera, atm + SD 12,74+3,36
Ugraden stent, n 81/88 (92%)

e BMS 39/88 (48,1%)

e DES 40/88 (49,4%)

e Bioresorptivni 2/88 (2,5%)

o direktna implantacija 36/88 (44,4%)

o dijametar stenta, mm = SD 3,35+0,50

e duZina stenta, mm £ SD 25,2247.27

e broj atmosfera, atm + SD 15,364+2,62
Postdilatacija, n 26/88 (32,1)

e dijametar balona, mm £ SD 3,48+0,49

e broj atmosfera, atm + SD 15,35+3,87
POBA, n 4/88 (4,5%)
Samo aspiracija tromba, n 3/88 (3,4%)
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SD - standardna devijacija; BMS — metalni stent; DES — stent sa oslobadanjem leka;

POBA — balon-dilatacija

4.6.1. Angiografske karakteristike i starost tromba

Starost aspiriranog tromba nije uticala na vrednost TIMI protoka tokom primarne PClI,

kao ni na vrednost MBG nakon intervencije (p=0,580) i stepen razvijenosti kolaterala

(p=0,880). Ostale angiografske karakteristike se nisu znaajno razlikovale medu

pacijentima sa aspiriranim trombom razli¢ite starosti (Tabela 28).

Tabela 28. Angiografske karakteristike pacijenata u odnosu na histolosku starost tromba

(svez, liticki 1 organizovan).

Svez tromb

Liticki tromb

Organizovani

Angiografske karakteristike (n=37) (n=40) tromb (n=11) p
Infarktna arterija, n

e LAD 11/37 (29,7%) | 17/40 (42,5%) | 4/11 (36,4%)

e RCA 23/37 (62,2%) | 18/40 (45%) | 5/11 (45,5%)

o Cx 3/37 (8,1%) 5/40 (12,5%) | 2/11 (18,2%)
Visesudovna bolest, n 15/37 (40,5%) | 20/40 (50%) | 5/11 (45,5%) | 0,707
Duzina tromba (mm, IQR) 5 (3-10) 5 (3,5-10) 10 (5-10) 0,091
TIMI 0/1 inicijalno, n 35/37 (94,6%) | 36/40 (90%) | 10/11(90,9%)

TIMI O/1 posle prolaska Zice, | 5q/a7 (78 406) | 30/40 (75%) | 9/11 (81,8%) | 0,872
;]I'IMI 0/1 posle predilatacije, 1/37 (5.6%) 3/40 (13%) 0

:”V” 3 posle predilatacije, | 1615 38 90) | 16/23 (69,6%) | 7/7 (100%)

TIMI 3 posle aspiracije, n 25/37 (67,6%) | 19/40 (47,5%) | 4/11 (36,4%) | 0,091
TIMI 3 finalni, n 34/37 (91,9%) | 35/40 (87,5%) | 10/11 (90,9%)

Rentrop 0/1, n 32/37 (86,5%) | 34/40 (85%) | 10/11 (90,9%)

Rentrop 2/3, n 5/37 (13,5%) 6/40 (15%) 1/11 (9,1%) 0,850
MBG 0/1, n 8/37 (21,6%) | 9/40 (22,5%) | 4/11 (36,4%)

MBG 2/3, n 20/37 (78,4%) | 31/40 (77,5%) | 7/11 (63,6%) %589
Distalna embolizacija, n 6/37 (16,2%) 5/40 (12,5%) 1/11 (9,1%)

SYNTAX bazalni 9,5 (8,0-20,0) %5,’025’.18, 45 | 21013292 [059%8
SYNTAX rezidualni 0(0-2,5) 0 (0-5,75) 0 (0-5) 0,502
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LAD - leva prednja descendentna arterija; RCA — desna koronarna arterija; Cx —
cirkumfleksna arterija; IQR — interkvartilni opseg.

Kod klasifikacije trombova na sveze i starije uocena je znacajno ¢eSca pojava TIMI 3

protoka posle aspiracije svezeg (67,6%) u odnosu na starije trombe (45,1%, p=0,037).

Pojava distalne embolizacije se nije znacajno razlikovala u odnosu na starost tromba

(16,2% kod svezih i 11,8% kod starijih trombova, p=0,548) (Tabela 29).

Tabela 29. Angiografske karakteristike pacijenata u odnosu na histolosku starost tromba

(svez 1 stariji).

Angiografske karakteristike Svezi trombi (n=37) Stariji trombi (n=51) p
Infarktna arterija, n

e LAD 11/37 (29,7%) 21/51 (41,2%)

e RCA 23/37 (62,2%) 23/51 (45,1%)

e Cx 3/37 (8,1%) 7/51 (13,7%)
Visesudovna bolest, n 15/37 (40,5%) 25/51 (49%) 0,430
Duzina tromba (mm, IQR) 5 (3-10) 5 (5-10) 0,337
TIMI 0/1 inicijalno, n 35/37 (94,6%) 46/51 (90,2%)
TIMI 0/1 posle prolaska zice,n | 29/37 (78,4%) 39/51 (76,5%) 0,833
TIMI 0/1 posle predilatacije, n 1/18 (5,6%) 3/30 (10%)
TIMI 3 posle predilatacije 16/18 (88,9%) 23/30 (76,7%) 0,204
TIMI 3 posle aspiracije, n 25/37 (67,6%) 23/51 (45,1%) 0,037
TIMI 3 finalni, n 34/37 (91,9%) 45/51 (88,2%) 0,576
Rentrop 0/1, n 32/37 (86,5%) 44/51 (86,3%)
Rentrop 2/3, n 5/37 (13,5%) 7/51 (13,7%) 0911
MBG 0/1, n 8/37 (21,6%) 13/51 (25,5%)
MBG 2/3, n 29/37 (78,4%) 38/51 (74,5%) o078
Distalna embolizacija, n 6/37 (16,2%) 6/51 (11,8%) 0,548
SYNTAX bazalni 9,5 (8,0-20,0) 13,0 (8,0-19,5) 0,630
SYNTAX rezidualni 0 (0-2,5) 0 (0-5) 0,247

LAD — leva prednja descendentna arterija; RCA — desna koronarna arterija; Cx
cirkumfleksna arterija; IQR — interkvartilni opseg.
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Nije uocena povezanost makroskopske boje tromba sa infarktnom arterijom iz koje je
aspiriran (p=0,228), kao ni sa stepenom razvijenosti kolaterala (p=0,473). Pojava

angiografski vidljive distalne embolizacije je bila slicna kod pacijenata sa aspiriranim

crvenim (10,6%) i belim trombom (22,7%, p=0,151). Stepen MBG na finalnom

angiogramu se nije razlikovao u odnosu na boju tromba (p=0,665) (Tabela 30).

Tabela 30. Angiografske karakteristike pacijenata u odnosu na makroskopsku boju

aspiriranog tromba.

Angiografske karakteristike Crveni trombi (n=66) | Beli trombi (n=22) p
Infarktna arterija, n
e LAD 21/66 (31,8%) 11/22 (50%)
e RCA 36/66 (54,5%) 10/22 (45,5%) 0,228
e Cx 9/66 (13,6%) 1/22 (4,5%)
Visesudovna bolest, n 30/66 (45,5%) 10/22 (45,5%) 1,000
Duzina tromba (mm, IQR) 5 (3-10) 5 (5-10) 0,463
TIMI 0/1 inicijalno, n 62/66 (93,9%) 19/22 (84,6%)
:”V” 071 posle prolaska Zice, | 54/ (75 go5) 16/22 (72,7%) 0,557
TIMI 0/1 posle predilatacije, n | 4/61 (10,5%) 0
;]I'IMI 3 posle predilatacije, 30/38 (78,9%) 9/10 (90%)
TIMI 3 posle aspiracije, n 37/66 (56,1%) 11/22 (50%) 0,621
TIMI 3 finalni, n 60/66 (90,9%) 19/22 (86,4%) 0,542
Rentrop 0/1, n 56/66 (84,8%) 20/22 (90,9%)
Rentrop 2/3, n 10/66 (15,2%) 2122 (9,1%) 0473
MBG 0/1, n 15/66 (22,7%) 6/22 (27,3%)
MBG 2/3, n 51/66 (77,3%) 16122 (72,7%) 0,065
Distalna embolizacija, n 7/66 (10,6%) 5/22 (22,7%) 0,151
SYNTAX bazalni 11,5 (8,0-20,5) %19(’),3570-27,80) 0,771
SYNTAX rezidualni 0 (0-5) 0 (0-4,5) 0,987

LAD - leva prednja descendentna arterija; RCA — desna koronarna arterija; Cx —
cirkumfleksna arterija; IQR — interkvartilni opseg.
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Sadrzaj eritrocita u trombu nije znacajno uticao na angiografske karakteristike

pacijenata. Izmedu pacijenata sa manjim, umerenim i veé¢im sadrzajem eritroCita U

trombu nije bilo znacajne razlike u MBG (p=0,864), stepenu razvijenosti kolaterala

(p=0,433), kao ni u ucestalosti distalne embolizacije (p=0,778) (Tabela 31). Pokazalo se

da ucestalost MBG3 nije znacajno razli¢ita kod postojanja razlicite povrSine eritrocita u

trombu (37,1% kod manjeg sadrzaja, 37,1% kod umerenog i 25,7% kod veceg sadrzaja

eritrocita u trombu, p=0,498).

Tabela 31. Angiografske karakteristike pacijenata u odnosu na obim hemoragije u

trombu.

Sadrzaj eritrocita u trombu

Umereni

Angiografske karakteristike Maniji (n=29) (n=30) Veci (n=29) p
Infarktna arterija, n

e LAD 12/29 (41,4%) | 13/30 (43,3%) | 7/29 (24,1%)

e RCA 16/29 (55,2%) | 14/30 (46,7%) | 16/29 (55,2%)

o Cx 1/29 (3,4%) | 3/30 (10%) 6/29 (20,7%)
Visesudovna bolest, n 11/29 (37,9%) | 11/30 (36,7%) | 18/29 (62,1%) | 0,090
Duzina tromba (mm, IQR) 5 (5-10) 5 (3-10) 5 (3-10) 0,587
TIMI 0/1 inicijalno, n 24129 (82,8%) | 29/30 (96,7%) | 28/29 (96,6%)

TIMI 0/1 posle prolaska Zice, n | 24/29 (82,8%) | 24/30 (80%) | 20/29 (69%) | 0,414
TIMI 0/1 posle predilatacije, n 1/15 (6,7%) 2/15 (13,3%) 1/18 (5,6%)

TIMI 3 posle predilatacije 13/15 (86,7%) | 12/15 (80%) | 14/18 (77.8%)

:”V” 3 posle aspiracije, 17/29 (58,6%) | 16/30 (53,3%) | 15/18 (51,7%) | 0,859
TIMI 3 finalni, n 25/29 (86,2%) | 27/30 (90%) | 27/29 (93,1%)
Rentrop 0/1, n 27/29 (93,1%) | 25/30 (83,3%) | 24/29 (82,8%)
Rentrop 2/3, n 2129 (6,9%) | 5/30 (16,7%) | 5/29 (17,2%) 0498
MBG 0/1, n 6/29 (20,7%) | 8/30 (26,7%) | 7/29 (24,1%)

MBG 2/3, n 23/29 (79,3%) | 22/30 (73,3%) | 22/29 (75,9%) 0,864
Distalna embolizacija, n 4/29 (13,8%) 5/30 (16,7%) 3/29 (10,3%) | 0,778
SYNTAX bazalni 9 (8-18) 13,5(8-20,5) | 12(8-18,4) | 0,659
SYNTAX rezidualni 0 (0-3,5) 0 (0-2,75) 0 (0-8) 0,199

LAD - leva prednja descendentna arterija; RCA — desna koronarna arterija; Cx —
cirkumfleksna arterija; IQR — interkvartilni opseg.
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4.6.2. Angiografske karakteristike i angiogeneza tromba

Pojava ranih endotelnih ¢elija u trombu nije se razlikovala u odnosu na infarktnu

arteriju iz koje je aspiriran tromb. Registrovan je sli¢an TIMI protok pre, tokom i nakon

primarne PCI. Razvijene kolaterale (Rentrop 2/3) bile su prisutne kod 11,5% pacijenata

sa angiogenezom tromba, u odnosu na 18,5% pacijenata bez angiogeneze (p=0,375).

Kod pacijenata sa CD34"CD31" éelijama u trombu znadajno &esée je registrovan MBG

0ili 1 u odnosu na MBG 2 ili 3 (31,1% vs. 7,4%, p=0,016) (Tabela 32).

Tabela 32. Angiografske karakteristike pacijenata u odnosu na prisustvo angiogeneze u

trombu.

Prisustvo CD34°CD31" ¢éelija

Angiografske karakteristike Da (n=61) Ne (n=27) p
Infarktna arterija, n

e LAD 23/61 (37,7%) 9/27 (33,3%)

e RCA 33/61 (54,1%) 13/27 (48,1%)

e Cx 5/61 (8,2%) 8/27 (18,5%)
Visesudovna bolest, n 25/61 (41%) 15/27 (55,6%) 0,205
Duzina tromba (mm, IQR) 5 (5-10) 5 (3-10) 0,356
TIMI 0/1 inicijalno, n 57/61 (93,4%) 24/27 (88,9%) 0,467
I”V” O/1 posle prolaska Zice, | ya/61 (78 705) 20127 (74.1%) 0,634
TIMI 0/1 posle predilatacije, n | 4/4 (100%) 0
;]I'IMI 3 posle predilatacije, 25/34 (73,5%) 14/14 (100%)
TIMI 3 posle aspiracije, n 30/61 (49,2%) 18/27 (66,7%) 0,129
TIMI 3 finalni, n 53/61 (86,9%) 26/27 (96,3%)
Rentrop 0/1, n 54/61 (88,5%) 22/27 (81,5%)
Rentrop 2/3, n 7/61 (11,5%) 5/27 (18,5%) 0375
MBG 0/1, n 19/61 (31,1%) 2127 (7,4%)
MBG 2/3, n 42/61 (68,9%) 25/27 (92,6%) 0016
Distalna embolizacija, n 8/61 (13,1%) 4/27 (14,8%) 0,535
SYNTAX bazalni 15 (9-20,5) 10,5 (8-19,75) 0,108
SYNTAX rezidualni 0 (0-3) 0 (0-8) 0,133

LAD — leva prednja descendentna arterija; RCA — desna koronarna arterija; Cx —

cirkumfleksna arterija; IQR — interkvartilni opseg
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Angiografske karakteristike pacijenata u odnosu na stepen organizacije CD34°CD31"

¢elija date su u Tabeli 33. Nije bilo znacajnih razlika u TIMI protoku, MBG,

razvijenosti kolaterala i SYNTAX skoru, ali je uocen trend ka vecoj ucestalosti distalne

embolizacije u trombima sa pojedinaénim CD34°CD31" éelijama (30%) u odnosu na

grupisane (6,5%) i kapilarne petlje (0%) ovih ¢elija.

Tabela 33. Angiografske karakteristike pacijenata u odnosu na stepen organizacije ranih

endotelnih ¢elija u trombu.

Stepen organizacije CD34"CD31" éelija

Angiografske karakteristike fr?i Z%i)naéne g]r:uggane pKeé}[Eie!a(rr?fm) p
Infarktna arterija, n

e LAD 9/20 (45%) 11/31 (35,5%) | 3/10 (30%)

e RCA 11/20 (55%) | 17/31 (54,8%) | 5/10 (50%)

o Cx 0 (0) 3/31 (9,7%) 2/10(20%)
Visesudovna bolest, n 6 (30,0) 14 (45,2) 5 (50,0) 0,459
Duzina tromba (mm, IQR) 5 (3,5-7,5) 5 (5-10) 5 (5-10) 0,523
TIMI 0/1 inicijalno, n 17/20 (85%) 30/31 (96,8%) 10 (100)

;]I'IMI 0/1 posle prolaska zice, 11/20 (55%) 28/31 (90,3%) 9 (90,0)

;]I'IMI 0/1 posle predilatacije, 2120 (16,7%) 2131 (12,5%) 0(0)

:”V” 3 posle predilatacije, | g/59 (7505) 10/31 (62,5%) | 6/10 (60%)

TIMI 3 posle aspiracije, 8/20 (40%) | 18/31 (58,1%) | 4/10 (40%)

TIMI 3 finalni, n 16/20 (80%) | 27/31 (87,1%) | 10/10 (100%)

Rentrop 0/1, n 18/20 (90%) | 27/31 (87,1%) | 9/10 (90%)

Rentrop 2/3, n 2/20 (10%) 4/31 (12,9%) 1/10 (10%)

MBG 0/1, n 9/20 (45%) 7131 (22,6%) 3/10 (30%)

MBG 2/3, n 11/20 (55%) | 24/31 (77,4%) | 7/10 (70%)

Distalna embolizacija, n 6/20 (30%) 2/31 (6,5%) 0(0)

SYNTAX bazalni (IQR) 11,5 (8-20,5) | 8 (8-16,5) 13 (8-21,75) 0,365
SYNTAX rezidualni (IQR) | 0 (0-4,5) 0 (0-0) 0 (0-6,75) 0,388

LAD — leva prednja descendentna arterija; RCA — desna koronarna arterija; Cx —
cirkumfleksna arterija; IQR — intervartilni opseg.
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Aspiracija belog ili crvenog tromba nije uticala na postproceduralni MBG (p=0,665).
MBG2/3 je CeSce uspostavljen posle aspiracije tromba veée mikroskopski izmerene

Sirine (p=0,026), dok nije bilo razlike u povrsini tromba, hemoragije i1 fibrina izmedu

pacijenata sa MBGO/1 i MBG2/3 (Tabela 34).

Tabela 34. Stepen angiografski procenjene perfuzije miokarda na finalnom angiogramu

(MBG) u odnosu na makroskopske i mikroskopske karakteristike tromba.

Karakteristike tromba MBGO0/1 (n=21) MBG2/3 (n=67) p
Makroskopske karakteristike
Crveni tromb, n 15/21 (71,4%) 51/67 (76,1%)

0,665
Beli tromb, n 6/21 (28,6%) 16/67 (23,9%)
Mikroskopske karakteristike
Duzina tromba (cm, IQR) 2,47 (1,63-3,70) 3,86 (2,10-6,12) 0,035
Sirina tromba (cm, IQR) 0,85 (0,58-1,17) 1,06 (0,83-1,47) 0,026
Povrsina tromba (mm?, IQR) 2,58 (0,70-3,81) 2,78 (1,06-5,93) 0,160
Povr$ina hemoragije (%, £SD) 44,44431,12 50,30+29,30 0,433
Povrsina fibrina (%, £SD) 53,78+30,61 46,72+28,98 0,339

IQR — interkvartilni opseg, SD — standardna devijacija.

Analizirane su mikroskopske i makroskopske karakteristike aspiriranog tromba u

odnosu na pojavu angiografski vidljive distalne embolizacije (Tabela 34). Distalna

embolizacija je bila znacajno ¢es¢a kod pacijenata sa trombom vecée povrSine (p=0,005),

dok nije bilo razlike u procentualnom sadrzaju hemoragije (p=0,375) i fibrina

(p=0,545). Postojala je tendencija ka prisustvu aterosklerotskog plaka kod pacijenata sa

distalnom embolizacijom (p=0,057). Pojava angiografski vidljive distalne embolizacije

nije bila povezana sa staroS¢u tromba (p=0,548), kao ni sa angiogenezom tromba

(p=0,803).
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Tabela 35. Makroskopske i mikroskopske karakteristike tromba u odnosu na pojavu

distalne embolizacije na angiogramu.

Prisustvo distalne embolizacije

Makroskopske karakteristike Da (n=12) Ne (n=76) p
Crveni tromb, n 7112 (58,3%) 59/76 (77,6%)
Beli tromb, n 5/12 (41,7%) 17/76 (58,3%) o1t
Mikroskopske karakterstike
Duzina tromba (cm, IQR) 3,90 (1,99-18,13) | 3,25 (1,88-5,26) 0,307
Sirina tromba (mm, IQR) 1,38 (0,92-1,84) 1,25 (0,97-1,59) 0,031
Povriina tromba (mm?, IQR) 7,06 (2,45-19,07) 2,46 (0,99-5,08) 0,005
Povr§ina hemoragije (%, £SD) 41,80+30,89 50,03+£29,52 0,375
Povrsina fibrina (%, £SD) 53,21+30,59 47,65+29,30 0,545
Starost tromba
Svez, n 6/12 (50%) 31 (40,8%)
Liti¢ki, n 5/12 (41,7%) 35 (46,0%)
Organizovan, n 1/12 (8,3%) 10/76 (13,2%)
Stariji, n 6/12 (50%) 45/76 (59,2%) 0,548
Aterosklerotski plak, n 6/12 (50%) 6/76 (9,4%) 0,057
CD34'CD31" ¢elije, n 8/12 (66,7%) 53/76 (69,7%) 0,803

e Pojedinacne 6/8 (75%) 14/53 (26,4%)

e Grupisane 2/8 (25%) 29/53 (54,7%)

o Kapilarne petlje 0 10/53 (18,9%)

SD — standardna devijacija; IQR — interkvartilni opseg.

4.6.3. Angiografske karakterstike i vrednost VEGF-a

Angiografske karakteristike pacijenata nisu se znacajno razlikovale u odnosu na
vrednosti cirkuliSu¢eg serumskog VEGF-a (Tabela 36). Veéi stepen razvijenosti
kolaterala (Rentrop 2/3) zabelezen je kod 18,2% pacijenata sa nizim vrednostima
serumskog VEGF-a, i kod 9,1% pacijenata sa visim vrednostima VEGF-a (p=0,352).
Podjednak broj pacijenata (13,6%) iz grupe sa nizim i viSim vrednostima serumskog

VEGF-a je imao distalnu embolizaciju. Uocena je tendencija ka korelaciji izmedu nizih
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vrednosti serumskog VEGF-a i ve¢ih vrednosti bazalnog SYNTAX skora (p=-0,207,

p=0,053).

Tabela 36. Angiografske karakteristike pacijenata prema vrednosti serumskog VEGF-a.

Vrednost serumskog VEGF-a (pg/ml)

Angiografske karakteristike <179,20 (n=44) >179,20 (n=44) p
Infarktna arterija, n

e LAD 16/44 (36,4%) 16/44 (36,4%)

e RCA 23/44 (52,3%) 23/44 (52,3%) 1,000

e Cx 5/44 (11,4%) 5/44 (11,4%)
Visesudovna bolest, n 19/44 (43,2%) 21/44 (47,7%) 0,669
Duzina tromba (mm, IQR) 5 (5-10) 5 (3-9,5) 0,183
TIMI 0/1 inicijalno, n 43144 (97,7%) 38/44 (86,4%) 0,110
TIMI 0/1 posle prolaska zice,n | 35/44 (79,5%) 33/44 (75%) 0,611
TIMI 0/1 posle predilatacije, n 1/44 (3,8%) 3/44 (13,6%) 0,320
I”V” 3 posle predilatacije, 21/44 (80,8%) 18/44 (81,8%) 0,926
TIMIS posle aspiracije 21/44 (47,7%) 27144 (61,4%) 0,199
TIMI 3 finalni, n 38/44 (86,4%) 41/44 (93,2%) 0,484
Rentrop 0/1, n 36/44 (81,8%) 40/44 (90,9%)
Rentrop 2/3, n 8/44 (18,2%) 4144 (9,1%) 0,352
MBG 0/1, n 8/44 (18,2%) 13/44 (29,5%)
MBG 2/3, n 36/44 (81,8%) 31/44 (70,5%) oo
Distalna embolizacija, n 6/44 (13,6%) 6/44 (13,6%) 1,000
SYNTAX bazalni (IQR) 15,5 (8-20,5) 10,25 (8-16,12) 0,081
SYNTAX rezidualni (IQR) 0 (0-6,75) 0(0-3) 0,652

IQR — interkvartilni opseg.
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4.7. EKG analiza

Elektrokardiografske karakteristike ispitivane grupe pacijenata prikazane su u Tabeli 37.

Kompletna rezolucija elevacije ST-segmenta (STR) je registrovana kod vecine

pacijenata (48,9%), delimi¢na rezolucija je postignuta kod 33% pacijenata, dok 18,2%

pacijenata nije imalo STR nakon 60 minuta od primarne PCI.

Tabela 37. EKG karakteristike ispitivane grupe pacijenata.

EKG karakteristike pacijenata

Suma elevacije ST-segmenta pre PCIl, mm+=SD 8,53+7,62

Broj odvoda sa elevacijom ST-segmenta, n (IQR) 3(3-5)

Suma depresije ST-segmenta pre PCI 5,01+6,15

Q zubac na prijemu, n (%) 59 (67)

Rezolucija elevacije ST-segmenta
o Kompletna (<70%) 43/88 (48,9%)
e Delimi¢na (30-70%) 29/88 (33,0%)
e Odsutna (<30%) 16/88 (18,2%)

SD - standardna devijacija; IQR — interkvartilni opseg.

4.7.1. STR u ispitivanoj populaciji

Stepen STR se nije znacajno razlikovao prema klini€¢kim karakteristikama pacijenata

(Tabela 38). Jedino je registrovana veca ucestalost kompletne STR kod pacijenata sa I,

IP i IPL infarktom u poredenju sa anteriornom lokalizacijom (p=0,005). Isto je uoceno i

prilikom poredenja prisustva ili odsustva kompletne STR (Tabela 38).

Tabela 38. Klinicke karakteristike pacijenata prema stepenu STR.

Rezolucija elevacije ST-segmenta
_ .. Kompletna Delimi¢na _
Karakteristike pacijenata (n=43) (n=29) Odsutna (n=16) | p
Muski pol, n 33/43 (76,7%) | 19/29 (65,5%) 13/16 (81,3%) 0,431
Starost (godine = SD) 58,30+11,06 61,10+12,79 56,00+12,23 0,361
BMI (kg/m? + SD) 27,164+4,69 25,94+3,45 28,88+3,40 0,076
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Pusenje, n 28/43 (65,1%) | 13/29 (44,8%) | 9/16 (56,3%) | 0,234
Hipertenzija, n 24/43 (55,8%) | 18/29 (62,1%) | 9/16 (56,3%) | 0,860
Diabetes mellitus, n 4143 (9,4%) 6/29 (20,7%) | 3/16 (18,8%)
Hiperholesterolemija, n 21/43 (48,8%) | 15/29 (51,7%) 7/16 (43,8%) 0,877
Hereditet za KVB, n 19/43 (44,2%) | 12/29 (41,4%) | 9/16 (56,3%) | 0,614
(S/fl?;l":‘tf;%k)"enca 735841721 | 77,7942125 | 76,63+14,46 0,609
Sistolni KP (mmHg + SD) 121,30+£22,28 125,76+22,21 120,75+24,01 0,666
(Dnlljriflflogjri SK]S) 75,74+10,92 77,86£14,14 74,69+15,54 0,689
Antecedentna AP, n 20/43 (46,5%) | 16/29 (55,2%) | 9/16 (56,3%) | 0,696
Prethodna AP, n 10/43 (23,3%) | 7/29 (24,1%) | 5/16 (31,3%) | 0,813
Killip klasa, n

o 1 42143 (97,9%) | 25/29 (86,2%) | 12/16 (75%)

o« 2 1/43 (2,3%) 4129 (13,8%) | 3/16 (18,8%)

e 3 0 0 1/16 (6,3%)
(Unf.‘ép'lééi)h FUSKOVIEME. | 205 (120420 (1975?-307,5) ?9315,25-338,75) 0396

e Kasnjenje bolesnika | 60 (30-145) 35 (15-172,5) | 42,5 (15-120) | 0,218

e Kasnjenje sistema 110 (80-170) 90 (57,5-154) 333,5) (42,5- 0,364
STEMI lokalizacija, n

o A AS AL 8/43 (16,3%) | 16/29 (55,2%) | 7/16 (43,8%)

e I,IL,IPL 35/43 (81,4%) | 13/29 (44,8%) | 9/16 (56,3%) 0,005

SD - standardna devijacija; BMI — indeks telesne mase; KVB — kardiovaskularne
bolesti; KP — krvni pritisak; AP — angina pectoris; IQR — interkvartilni opseg; A —
anteriorni; AS — anteroseptalni; AL — anterolateralni; | — inferiorni; IL — inferolateralni;

IPL — inferoposterolateralni.

Sli¢éno je registrovano prilikom analize klinickih karakteristika pacijenata prema pojavi

kompletne STR. Veca ucestalost kompletne STR je jedino postojala u grupi pacijenata
sal, IP i IPL infarktom (81,4%) u odnosu na A, AS i AL (16,3%, p=0,001) (Tabela 39).
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Tabela 39. Klinicke karakteristike pacijenata prema postojanju kompletne STR.

Kompletna STR
Karakteristike pacijenata Da (n=43) Ne (n=45) p
Muski pol, n 33/43 (76,7%) 32/45 (71,7%) 0,548
Starost (godine + SD) 58,30+11,06 59,29+12,70 0,699
BMI (kg/m? + SD) 27,16+4,69 26,98+3,68 0,844
Pusenje, n 28/43 (65,1%) 22/45 (48,9%) 0,124
Hipertenzija, n 24/43 (55,8%) 27/45 (60%) 0,691
Diabetes mellitus, n 4143 (9,4%) 9/45 (20%) 0,231
Hiperholesterolemija, n 21/43 (48,8%) 22145 (48,9%) 0,996
Hereditet za KVB, n 19/43 (44,2%) 21/45 (46,7%) 0,815
Srcana frekvenca (/min + SD) 73,58+17,21 77,38+18,95 0,329
Sistolni KP (mmHg + SD) 121,30+22,28 123,984+22,72 0,579
Dijastolni KP (mmHg = SD) 75,74+10,92 76,73+£14,56 0,720
Antecedentna AP, n 20/43 (46,5%) 25145 (55,6%) 0,396
Prethodna AP, n 10/43 (23,3%) 12/45 (26,7%) 0,712
Killip klasa, n
e 1 42143 (97,9%) 37/45 (82,2%)
o 2 1/43 (2,3%) 7/45 (15,6%)
e 3 0 1/45 (2,2%)
?nfi‘:fr;gs;‘em”s"o vreme 205 (120-420) 180 (95-330) 0,276
o Kasnjenje bolesnika 60 (30-145) 35 (15-130) 0,081
e Kasnjenje sistema 110 (80-170) 100 (55-165) 0,276
STEMI lokalizacija, n
e A AS AL 8/43 (16,3%) 23/45 (51,1%)
e I IL, IPL 35/43 (81,4%) 22/45 (48,9%) o0t
SD - standardna devijacija; BMI — indeks telesne mase; KVB — kardiovaskularne
bolesti; KP — krvni pritisak; AP — angina pectoris; IQR — interkvartilni opseg; A —
anteriorni; AS — anteroseptalni; AL — anterolateralni; | — inferiorni; IL — inferolateralni;

IPL — inferoposterolateralni.
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4.7.2. STR i karakteristike aspiriranog tromba

Stepen STR se nije zna¢ajno razlikovao izmedu crvenih i belih aspiriranih trombova

(p=0,801). Morfometrijske karakteristike tromba su bile slicne kod pacijenata sa

razli¢itim stepenom STR. Starost tromba se nije znacajno razlikovala kod pacijenata sa

kompletnom, delimi¢nom STR ili bez STR (p=0,538). Prisustvo ranih endotelnih ¢elija

u aspiriranim trombima nije uticalo na stepen STR (p=0,996) (Tabela 40).

Tabela 40. Makroskopske i mikroskopske karakteristike tromba prema stepenu STR.

Rezolucija elevacije ST-segmenta

Makroskopske Kompletna Delimi¢na _
karakteristike (n=43) (n=29) ORUIE(A=LE) | 2
Crveni tromb, n 32/43 (74,4%) 21/29 (72,4%) 13/16 (81,3%)

0,801
Beli tromb, n 11/43 (25,6%) 8 /29 (7,6%) 3/16 (18,7%)
Mikroskopske
karaktestistike
%;;na tromba (CM. | 580 (210-6,75) | 3,33 (2.07-4,99) | 2,56 (1,65-6,57) | 0,719
Sirina tromba
(mm. 10R) 0,99 (0,74-1,51) | 0,94 (0,78-1,28) | 1,15 (0,70-1,34) | 0,828
Povrsina tromba
(. 10R) 3,31 (1,06-6,27) | 2,29 (0,99-4,65) | 2,29 (0,87-5,64) | 0,574
Povr§ina hemoragije ) ) )
(i, 10R) 2,06 (1,05-4,34) | 0,62 (0,27-2,41) | 1,65 (0,44-2,85) | 0,323
Povr§ina hemoragije
(%, +SD) 51,20+£31,77 41,71+£27,89 55,79+£25,70 0,246
PovrSina fibrina
(M. 10R) 1,10 (0,36-2,28) | 1,07 (0,56-1,89) | 0,69 (0,40-2,06) | 0,856
Povrsina fibrina
(%, +SD) 45,36+30,14 55,48+29,97 43,78+25,17 0,283
Starost tromba
Svez, n 20/43 (46,5%) 9/29 (31%) 8/16 (50%)
Liticki, n 17/43 (39,5%) 17/29 (58,6%) 6/16 (37,5%) 0,538
Organizovan, n 6/43 (14%) 3/29 (10,3%) 2/16 (12,5%)
Stariji, n 23/43 (45,1%) 20/29 (69%) 8/16 (50%) 0,331
CD34*CD31" ¢elije, n | 30/44 (69,8%) 20/29 (69%) 11/16 (68,8%) 0,996
- Pojedinacne 5/30 (16,7%) 9/20 (45%) 6/16 (54,5%)
- Grupisane 19/30 (63,3%) 9/20 (45%) 3/16 (27,3%)
- Kapilarne petlje 6/30 (20%) 2/20 (10%) 2/16 (18,2%)

IQR — interkvartilni opseg; SD — standardna devijacija.
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Aspiracija tromba razli¢ite makroskopske boje nije uticala na pojavu kompletne STR
kod pacijenata (p=0,902). Morfometrijske karakteristike tromba se nisu znacajno
razlikovale medu pacijentima sa i bez kompletne STR. Starost tromba nije uticala na
pojavu kompletne STR (p=0,552), kao ni prisustvo angiogeneze u tromboti¢nom tkivu

(p=0,929) (Tabela 41).

Tabela 41. Makroskopske i mikroskopske karakteristike tromba u odnosu na pojavu
kompletne STR.

Kompletna rezolucija elevacije ST-segmenta

Makroskopske karakteristike Da (n=43) Ne (n=45) p
Crveni tromb, n 32/43 (74,4%) 34/45 (75,6%)
Beli tromb, n 11/43 (25,6%) 11/45 (24,4%) 0302
Mikroskopske karakterstike
Duzina tromba (cm, IQR) 3,80 (2,10-6,75) 3,25 (1,83-5,18) 0,655
Sirina tromba (mm, IQR) 0,99 (0,74-1,51) 0,99 (0,77-1,30) 0,411
Povr$ina tromba (mmz, IQR) 3,31(1,06-6,27) 2,29 (0,99-4,86) 0,593
Povrsina hemoragije (mmz, IQR) 2,06 (0,11-4,34) 1,21 (0,38-2,47) 0,306
Povr§ina hemoragije (%, £SD) 51,20+31,77 46,71+27,69 0,482
Povrsina fibrina (mm?, IQR) 1,10 (0,36-2,28) 0,98 (0,44-1,89) 0,233
Povrsina fibrina (%, £SD) 45,36+30,14 51,32+28,63 0,344
Starost tromba
Svez, n 20/43 (46,5%) 17/45 (38,7%)
Liticki, n 17/43 (39,5%) 23/45 (51,1%) 0,552
Organizovan, n 6/43 (14%) 5/45 (11,1%)
Stariji, n 23/43 (53,5%) 28/45 (62,2%) 0,407
CD34'CD31" ¢elije, n 30/43 (69,8%) 31/45 (68,9%) 0,929

e Pojedinatne 5/30 (16,7%) 15/45 (48,4%)

e Grupisane 19/30 (63,3%) 12/45 (38,7%) 0,073

o Kapilarne petlje 6/30 (20%) 4/45 (12,9%)

IQR — interkvartilni opseg; SD — standardna devijacija.

Kompletna STR je registrovana kod 15 pacijenata (51,7%) sa manjim sadrzajem
eritrocita, kod 9 pacijenata (30%) sa umerenom koli¢inom eritrocita u trombu, kao i kod

19 pacijenata (65,5%) sa ve¢om koli¢inom hemoragije (p=0,023).
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Nije postojala razlika u vrednostima serumskog VEGF-a izmedu pacijenata sa razli¢itim
stepenom STR (p=0,233). Pacijenti sa kompletnom STR su imali prose¢ne vrednosti
serumskog VEGFR-a 201,11 pg/ml (IQR 67,28-406,42), grupa sa delimi¢nom STR je
imala 110,46 pg/ml (IQR 64,43-201,67), dok je kod pacijenata bez STR registrovana
prosecna vrednost VEGF-a od 180,57 pg/ml (IQR 54,55-318,49). Vrednosti serumskog
VEGF-a se nisu znacajno razlikovale izmedu grupa sa i bez kompletne STR (p=0,125).

4.8. Enzimski procenjena veli¢ina infarkta miokarda

Prose¢na maksimalna vrednost oslobodenog CK (CKmax) tokom hospitalizacije iznosila
je 1901 U/L (IQR 1067,00-3169,50). Nije postojala razlika u vrednosti CKmax i starosti
aspiriranog tromba (p=0,370). Srednja vrednost CKpnax kod pacijenata sa svezim
trombom iznosila je 1822 U/L, kod litickog tromba 1401 U/L, dok su pacijenti sa
organizovanim trombima u proseku imali CKyax 2955 U/L. Vrednosti CKmax nisu se
znacajno razlikovale izmedu svezih 1 litickim trombova (p=0,495), litickih i
organizovanih trombova (p=0,177), kao ni izmedu svezih i organizovanih trombova
(p=0,333).

Klasifikacija tromba na sveZe i starije takode nije pokazala povezanost sa maksimalno
oslobodenim CK (p=0,816). Prosecne vrednosti CKpyax se nisu znacajno razlikovale kod
pacijenata sa aspiriranim crvenim i belim trombima (2230 U/L kod crvenih vs. 1246
U/L kod belih trombova, p=0,138). Prisustvo CD34'CD31+ (elija nije uticalo na
vrednosti CKmax (p=0,667), kao ni razliCiti stepen angiogeneze tromba (p=0,696).
Vrednosti cirkulisu¢eg serumskog VEGF-a nisu pokazivale korelaciju sa vrednostima
CKiax (p=0,368).

Vrednosti maksimalno oslobodenog troponina I tokom hospitalizacije (Tnlnax)
nedostajale su za 19 (21,6%) pacijenata. Prose¢na vrednost Tnlyax iznosila je 82,68
ug/L (IQR 29,81-228,12). Maksimalne vrednosti oslobodenog troponina I se nisu
razlikovale u odnosu na makroskopsku boju tromba (p=0,753), starost tromba
(p=0,929), prisustvo angiogeneze u trombu (p=0,948) i organizacije CD34°CD31"
¢elija (p=0,994). Vrednosti Tnlna izmedu nisu Se znacajno razlikovale svezih i litickih

trombova (p=0,704), liti¢kih i organizovanih trombova (p=0,872), kao ni izmedu svezih
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I organizovanih trombova (p=1,000). Vrednosti Tnln.x nisu pokazivale korelaciju sa
vrednostima serumskog VEGF-a (p=-0,149, p=0,223) (Tabela 42).

Tabela 42. Vrednosti maksimalno oslobodenih kardiospecifi¢nih enzima u odnosu na

boju, starost i angiogenezu tromba, i vrednost serumskog VEGF-a.

Makroskopska boja tromba p
Crveni trombi (n=66) Beli trombi (n=22)
CKmax (I/U, +SD) 2506,36+2077,82 2057,82+1994,20
2211,00
(U/L, IQR) (1108,00-2955,00) 1192,50 (454,75-4418,50) 0,138
Tnlmax (pg/L, IQR) | 232,41+736,21 583,47+1854,91
(ug/L, =£SD) 91,40 (35,23-203,50) 74,90 (12,83-262,56) 0,753
Starost tromba p
Svezi trombi st s . _
(n=37) Liticki (n=40) Organizovan (n=11)
CKmax 2549,0042376,49 | 2107,40£1774,09 | 2916,64+1849,70
(U/L, :tSD) ) 2 ) b 1 b
(UIL, IQR) 1862,00 1510,00 2955,00
’ (593,00-3495,75) | (842,50-2658,75) (1901,00-5278,00) 0,370
Tnlmax
306,43+952,66 380,93+1396,64 139,01+123,44
(Lg/L, IQR)
161,14 69,85 102,86
o/l £SD) | 35'35.00012) | (24,75-253.17) (19.36-277,32) 0,929
Svez tromb (n=37) Stariji tromb (n=51)
CKmax
(U/L, £SD) 2549,00+2376,49 2281,94+1803,40
(U/L, IQR) 1862,00 (593,00-3495,75) 1901,00 (859,00-2955,00) 0,816
Tnlmax
306,43+952,66 337,51+1265,91
(ug/L, IQR)
(ug/L, £SD) 161,14 (35,35-209,12) 72,58 (21,64-264,90) 0,753
Prisustvo CD34"CD31+ ¢elija p
Da (n=61) Ne (n=17)
CKmax
(U/L, £SD) 2342,13+1847,43 2118,76+1795,89
(U/L, IQR) 2076,00 (1086,25-3009,00) 1538,00 (582,50-3420,50) 0,667
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Tnlmax
(ug/L, +SD) 238,06+758,80 520,42+1717,629
(ng/L, IQR) 80,49 (27,68-229,17) 106,23 (27,66-237,35) 0,948
Stepen organizacije CD34'CD31+ éelija p
Pojedinacne - _ Kapilarne petlje
(n=20) Grupisane (n=31) (n=10)
CKmax 2315,81£1902,00 | 2201,52+1874,68 | 2904,43+1783,34
(U/L, ZIZSD) 1 B 1 B 1 s
1598,80 1902,00 2346,00
(U/L, 1QR) (643,00-3897,50) | (958,00-2607,50) (1901,00-4215,00) 0,696
Tnlmax
(ug/L, =SD) 151,92+137,58 322,62+1046,090 132,94+152,66
172,10 78,31 67,13
(ug/L, 1QR) (16,48-267,68) (36,93-206,07) (19,36-277,32) 0,994
Vrednosti serumskog VEGF-a (pg/ml) p
<179,2 (n=44) >179,2 (n=44)
CKmax
(U/L, +SD) 2364,21+2008,70 2186,66+1644,49
(U/L, IQR) 1901,00 (589,00-3027,00) 1720,00 (572,00-3345,50) 0,368
Tnlmax
(ug/L, £SD) 531,06+1594,05 122,84+121,89
(ug/L, IQR) 106,23 (38,87-236,91) 77,73 (19,19-221,06) 0,475

IQR — interkvartilni opseg.
4.9. Ehokardiografska analiza

Ehokardiografski pregled uraden je unutar 3 dana od STEMI kod 85 (96,6%) pacijenata.
Kontrolni ultrazvucni pregled nakon 6 meseci od STEMI uraden je kod 75 (85,2%)
pacijenata. Prose¢ne vrednosti inicijalnih ehokardiografskin parametara iznosile su:
EDV 119,91 mL, EDVI 61,26 mL/m? ESV 61,82 mL, ESVI 31,34 mL/m? EF 45%,
dok je prosecna vrednost WMSI bila 1,38. Kontrolni ehokardiografski pregled nakon 6
meseci je pokazao sledeCe promene u vrednostima ehokardiografskih parametara;
prosecni porast EDVI za 6,95 mL/m?, prose¢ni porast ESVI za 1,92 mL/m? prosecni
porast LVEF za 4,5%, kao i prose¢no smanjenje WMSI za 0,11 u odnosu na inicijalni
ultrazvucni pregled. Remodelovanje leve komore registrovano je kod 25 (28,4%)

pacijenata (Tabela 43).

110



Tabela 43. Ehokardiografske karakteristike pacijenata.

Unutar 3 dana od STEMI

EDV (mL, + SD)

119,91+£22,67

EDVI (mL/m?, £ SD) 61,26+12,89
ESV (mL, + SD) 61,82+17,99
ESVI (mL/m?, + SD) 31,3449,52
LVEF (%, SD) 45,59+10,63
WMSI (+ SD) 1,38+0,26
Posle 6 meseci od STEMI

EDV (mL, + SD) 134,17+38,08
EDVI (mL/m?, + SD) 68,52+18,09
ESV (mL, + SD) 65,27+26,73
ESVI (mL/m? + SD) 33,07+12,46
LVEF (%, SD) 49,90+10,01
WMSI (+ SD) 1,28+0,24
Remodelovanje leve komore 25/88 (28,4%)

Proseéna razlika u vrednostima ehokardiografskih parametara

AEDVI (mL/m?, + SD) 6,95+13,05
(medijana, IQR) 5,80 (1,68-13,26)
AESVI (mL, + SD) 1,92+7,38
(medijana, IQR) 2,59 (-0,58, 4,44)
ALVEF (%, + SD) 4,50+5,87
(medijana, IQR) 5,00 (0,00-7,75)
AWMSI (= SD) -0,1140,15

(medijana, IQR)

-0,11 (-0,18, -0,05)

Procentualna promena u vrednostima ehokardio

grafskih parametara

AEDVI%  (mL/m?, + SD) 12,00+19,85
(medijana, IQR) 8,86 (3,09-22,33)

AESVI% (mL, + SD) 7,15+20,58
(medijana, IQR) 8,62 (-1,94, 17,33)

ALVEF% (%, = SD) 12,28+16,00

(medijana, IQR)

11,11 (0,00-19,89)
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AWMSI%  (+SD)

-6,84+10,14

(medijana, IQR)

-8,00 (-10,86, -4,06)

IQR — interkvartilni opseg.

Aspiracija tromba predominantno crvene ili bele boje nije bila povezana sa promenom u
EDVI (p=0,458), ESVI (p=0,549), LVEF (p=0,960), WMSI (p=0,308) i pojavom

remodelovanja leve komore nakon 6 meseci od STEMI (p=0,845) (Tabela 44).

Tabela 44. Ehokardiografske karakteristike pacijenata u odnosu na makroskopsku boju

aspiriranog tromba.

Makroskopska boja tromba

Eho karakteristike Crveni tromb (n=55) | Beli tromb (n=20) p
AEDVI%  (mL/m",+ SD) 13,37£19,34 8,43+21,22

(medijana, IQR) 9,28 (4,71-22,28) 6,45 (-6,04, 24,02) 0,458
AESVI%  (mL, + SD) 8,45+17,31 3,75427,58

(medijana, IQR) 10,12 (2,88-17,05) 6,17 (-13,61, 18,71) | 0,549
ALVEF% (%, + SD) 11,30+£14,41 14,83+19,74

(medijana, IQR) 11,11 (1,25-20,00) 10,10 (0,00-16,67) 0,960
AWMSI% (= SD) -6,87+9,82 -6,75+11,18

(medijana, IQR) -8,53 (-11,22, -4,06) | 5,66 (-9,02,-0,91) | 0,308
Remodelovanje leve komore 18 (32,7%) 7 (35%) 0,854

IQR — interkvartilni opseg.

Prisustvo svezeg, litickog 1 organizovanog tromba nije bilo znacajno povezano sa

razlikom u vrednostima chokardiografskih parametara tokom 6 meseci pracenja
pacijenata: AEDVI% (p=0,252), AESVI% (p=0,790), ALVEF% (p=0,542), AWMSI%
(p=0,574), kao ni sa pojavom remodelovanja leve komore (p=0,713) (Tabela 45).
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Tabela 45. Ehokardiografske karakteristike pacijenata u odnosu na starost aspiriranog

tromba (svez, liticki i organizovanif).

Karakteristike paciienata Svez tromb Liticki tromb Organizovani
paci) (n=31) (n=34) tromb (n=10) | P
AEDVI1%
(mL/n?. + SD) 7,60+£20,55 15,14+13,04 14,14+34.09
(medijana, IQR) 6,58 11,02 13,89 (-11,29, 0.252
(-7,58, 21,35) (5,00-22,87) 31,41) '
AESVI%  (mL,£SD) | ¢ 1741876 8,73+20,47 4,57+28,00
(medijana, IQR) | 9,10 9,82 (-1,06, 3,77 (-1,93, 0790
(0,50-18,11) 16,57) 18,16) '
ALVEF% (%, = SD) 13.61+£17,57 10,03+13,04 16,13+20,69
(medijana, IQR) | 12,50 (0,00- ] 11,11 (0,00-
21.25) 9,09 (0,00-16,67) 33.69) 0,542
AWMSI%  (+SD) -7.84+11,04 -6,83+8.95 3,51+11,54
(medijana, IQR) | -818 (-1168,- | -853(-1096, - |7.27 (873, | .o,
4,06) 3,85) 4,55) '
Remodelovanje LK 9 (29,0%) 13 (38,2%) 3 (12,0%) 0,713

IQR — interkvartilni opseg, LK — leva komora.

Promene u vrednostima ehokardiografskih parametara nisu se zna€ajno razlikovale kod

pacijenata sa aspiracijom svezeg i starijeg tromba: AEDVI% (p=0,165), AESVI1%
(p=0,796), ALVEF% (p=0,453) i AWMSI% (p=0,897), kao ni povezanost sa pojavom
remodelovanja leve komore (p=0,507). (Tabela 46).

Tabela 46. Ehokardiografske karakteristike pacijenata u

tromba (svez 1 stariji tromb).

odnosu na starost aspiriranog

Karakteristike pacijenata Svez tromb (n=31) Stariji tromb (n=44) p
AEDVI1% (mL/m? + SD) 7,60£20.55 15,14+18,97

(medijana, IQR) 6,58 (-7,58, 21,35) 12,45 (4,75-23,94) 0,165
AESVI% (mL,+ SD) 6,17+18,76 7,84+21,98

(medijana, IQR) 9,10 (0,50-18,11) 8,62 (-5,46, 17,47) 0,796
ALVEF% (%, + SD) 13,61+17,57 11,33+14,92

(medijana, IQR) 12,50 (0,00-21,25) 10,10 (0,00-16,67) 0,453
AWMSI% (+ SD) -7,84+11,04 -6,1249,51

(medijana, IQR) -8,18 (-11,68, -4,06) -7,85 (-10,35, -2,73) | 0,897
Remodelovanje LK 9 (29,0%) 16 (36,4%) 0,507

IQR — interkvartilni opseg, LK — leva komora.
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Nije postojala znacajna razlika u promeni ehokardiografskih parametara tokom pracenja
STEMI pacijenata u odnosu na prisustvo ranih endotelnih ¢elija u aspiriranim trombima
AEDVI1% (p=0,323), AESVI% (p=0,629), ALVEF% (p=0,972) i AWMSI% (p=0,910).
Nije registrovana povezanost pojave remodelovanja leve komore sa prisustvom
CD34°CD31" éelija u tromboti¢nom materijalu (p=0,166) (Tabela 47).

Tabela 47. Ehokardiografske karakteristike pacijenata u odnosu na postojanje

angiogeneze u tromboticnom materijalu.

Prisustvo CD34'CD31" ¢elija

Karakteristike pacijenata Da (n=50) Ne (n=25) p
AEDVI% (mL/m?, + SD) 11,26+20,00 13,38+19,90

(medijana, IQR) 8,32 (2,94-21,36) 15,46 (4,36-23,02) 0,323
AESVI% (mL,+ SD) 7.14+21,68 7,16£18,76

(medijana, IQR) 7,42 (-5,40, 17,33) 10,42 (2,24, 18,76) 0,629
ALVEF% (%, = SD) 11,47+15,33 13,81+17,41

(medijana, IQR) | 11 11 (0,00-20,00) 11,11 (0,00-18,12) 0,972
AWMSI% (+ SD) -6,47+10,04 -7,52+10,49

(medijana, IQR) | 7,55 (-11,01, -3,64) -8,51(-9,97, -5,66) | 0,910
Remodelovanje LK 14 (28%) 11 (44%) 0,166

IQR — interkvartilni opseg, LK — leva komora.

Postojala je tendencija ka boljem oporavku LVEF kod pacijenata sa pojedina¢nim ranim
endotelnim ¢elijama u aspiriranom trombu u odnosu na grupisane i kapilarne petlje
CD34'CD31" ¢elija (p=0,063), dok se ostali ehokardiografski parametri nisu znacajno
razlikovali prema stepenu organizovanja ranih endotelnih éelija: AEDVI% (p=0,923),

AESVI1% (p=0,566) i AWMSI% (p=0,356) (Tabela 48).
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Tabela 48. Ehokardiografske karakteristike pacijenata u odnosu na stepen organizacije

CD34°CD31" éelija.

CD347CD31" ¢elije

Karakteristike

Kapilarne petlje

pacijenata Pojedinac¢ne (n=20) | Grupisane (n=31) (n=10) p
0 2
éLE))DV' %o (MLMS £ 10 47417.02 12,59420,47 8,53+25,37
AESVI% (mL, + SD) 8,91+21,77 8,45+21,23 -1,43+24,27
(medijana, IQR) ] 10,87 (-8,63, 3,77 (-7,02,
9,07 (3,58-15,15) 18.78) 17.33) 0,566
ALVEF% (%, +SD) 17,39+14,29 7,52+14,31 11,50+18,72
(medijana, IQR) | 15 33 (9,60-25,00) | 6,30 (0,00-14,06) ;’;;)('9’09' 0,063
AWMSI% (+ SD) -8,26+7,44 -6,54+10,73 -2,14+12,75
(medijana, IQR) | -9,56 (-12,33, - -6,34 (-11,99, - |-6,25(-8,94, 0.356
5,66) 3,74) 4,65) '
Remodelovanje LK 4 (20,0%) 7 (22,6%) 3 (30,0%)

IQR — interkvartilni opseg, LK — leva komora.

Vrednosti serumskog VEGF-a nisu pokazivale korelaciju sa promenom u vrednostima

ehokardiografskih parametara tokom perioda pracenja pacijenata: AEDVI% (p=0,025,
p=0,832), AESVI% (p=-0,016, p=0,891), ALVEF% (p=-0,157, p=0,189), AWMSI%

(p=0,694 p=0,225). Nije uocena povezanost pojave remodelovanja leve komore sa

vrednostima serumskog VEGF-a (p=1,000) (Tabela 49).

Tabela 49. Ehokardiografske karakteristike pacijenata prema vrednostima cirkulisuceg

serumskog VEGF-a.

Serumski VEGF (pg/ml)

Karakteristike pacijenata | <179,2 (n=36) >179,2 (n=39) p
AEDVI1% (mL/m? + SD) 11,24+21,67 12,76+18,14

(medijana, IQR) | g 63 (3,34-21,85) 11,77 (2,99-23,48) 0,718
AESVI% (mL, = SD) 5,07£16,73 9,22+23,88

(medijana, IQR) 5,74 (-3,55, 13,39) 11,68 (-1,94, 20,27) 0,314
ALVEF% (%, £ SD) 15,37+17,00 9,19£14,50

(medijana, IQR) | 12 50 (5,06-25,00) 9,09 (0,00-16,67) 0,159
AWMSI% (£ SD) -10,00+10,07 -3,76£9,29
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(medijana, IQR)

-8,97 (15,01, -5,76)

-6,66 (-8,84, 3,06)

0,316

Remodelovanje LK

12 (33,3%)

13 (33,3%)

1,000

IQR — interkvartilni opseg, LK — leva komora.

4.10. Nezeljeni kardiovaskularni dogadaji (MACCE)

Tokom perioda pracenja od 6 meseci, registrovano je ukupno 9 nezeljenih ishoda od

interesa: 3 smrtna ishoda, 1 reinfarkt miokarda, 2 hospitalizacije zbog sr¢ane

insuficijencije i 3 revaskularizacije infarktne arterije (Grafikon 15).

35
3 (3,4%)

3 (3,4%)

2,5

1,5

1(1,1%)

0,5

0 .

2 (2,3%)

Smrt

RelM Hosp. SI

0
TVR CvIi

Grafikon 15. Ucestalost glavnih neZeljenih sréanih i cerebralnih dogadaja tokom 6

meseci klinickog pracenja pacijenata (ReIM - reinfarkt miokarda, Hosp.SI —

hospitalizacija usled sréane insuficijencije, TVR — revaskularizacija infarktne arterije,

CVI — mozdani udar).

116



5. DISKUSIJA

U ovom radu su analizirani stepen angiogeneze aspiriranog tromba i vrednost
cirkulisu¢eg serumskog VEGF-a kod 88 STEMI pacijenata lecenih primarnom PCI,

kao i njihov uticaj na angiografske i klinicke ishode ovih pacijenata.

lako je tromb uspesno aspiriran kod 100 pacijenata, kod 12 je materijal izgubljen i/ili
razlozen tokom kalupljenja, stoga je u kona¢nu analizu uslo 88 STEMI pacijenata. Kod
vec¢ine pacijenata izgubljen tromboti¢ni materijal bio je bele boje, tzv. trombocitni
tromb, koji se nakon prosvetljavanja u organskom rastvara¢u (ksilolu) razlozio. U
pojedinim slucajevima saCuvani SU manji delovi tromboti¢nog tkiva izgradeni od

fibrina, ali u nedovoljnoj koli¢ini za dalju patohistolosku analizu (<1 mm®).

Tromboti¢ni materijal u najve¢oj meri bio je izgraden od eritrocita i oCuvanih Celija
krvi, sa znacima lize i/ili organizacije tromba. U 27% sluc¢ajeva bio je prisutan materijal
iz aterosklerotskog plaka (penaste celije, holesterolski kristali, ekstracelularni lipidi,

amorfni debris, uz znake svezeg ili starijeg krvarenja).

Poznato je da su beli trombi uglavnom izgradeni od fibrina i trombocita, dok su crveni
trombi Zelatinozne strukture, i izgledom podse¢aju na krvni ugrusak, izgradeni od
fibrina, eritrocita i trombocita (198). Kod STEMI pacijenata sa potpunom okluzijom
koronarne arterije ¢eS¢e se srecu crveni trombi (199). Ovo se potvrdilo u nasoj grupi
ispitanika jer je kod 75% pacijenata aspirirani tromb bio predominantno crvene boje.
Sliéno su uodili Quadros i sar. (68) analiziraju¢i aspirirani materijal kod 113 STEMI
pacijenata. U njihovoj kohorti crveni trombi bili su prisutni u 69% slucajeva, uz veci
procenat sadrzaja eritrocita. Analizirani crveni trombi u nasoj populaciji bili su znacajno
duzi, Siri, ve¢e ukupne povrsine 1 povrSine hemoragije, kao 1 manje povrSine fibrina od
belih tromba, §to se slaze sa prethodnim rezultatima (68) i mehanizmom trombogeneze
(5). Rezultati TAPAS studije su pokazali da su trombi bogati eritrocitima uglavnom
veéi (>2 mm) ili umerene velicine (0,5 - 2 mm) (52). Za razliku od istrazivanja Quadros
i sar. (68) koji su uodili da kod aspiracije belog tromba postoji krace ishemijsko vreme u
odnosu na aspirirani crveni tromb, kod naSih pacijenata nismo registrovali znacajnu

razliku u trajanju ukupnog ishemijskog vremena. Uocili smo tendenciju ka manjem
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sadrzaju fibrina i ve¢em sadrzaju eritrocita sa porastom ukupnog ishemijskog vremena,
ali ove korelacije nisu dostigle statisticku znacajnost. Mogucéi razlog za neslaganje
rezultata lezi u delimi¢no razli¢itoj populaciji ispitanika. Quadros i sar. (68) su ukljucili
| pacijente sa prethodnom hirur§kom revaskularizacijom miokarda, dok je skoro trecina
pacijenata u njihovoj studiji imala prethodni infarkt miokarda (36/113, 32%), Sto je bio
kriterijum za isklju¢ivanje iz naSeg istrazivanja. Drugacijom mikroskopskog tehnikom
(primenom skening elektronske mikroskopije i analizom povrSine aspiriranog tromba)
Silvain i sar. (79) su uocili da se sa poveéanjem ishemijskog vremena povecava sadrzaj
fibrina u trombu, uz istovremeno smanjenje sadrzaja trombocita. Registrovano je da
svako povecanje ishemijskog vremena za jedan sat udvostrucava sadrzaj fibrina u
trombima bogatim fibrinom, uz smanjenje sadrzaja trombocita za 50%. Ova studija nije
pronasla da se sadrzaj eritrocita povecava sa trajanjem ishemijskog vremena. Medutim,
ovde su autori posmtatrali samo povrsinu tromba, dok je u nasem istrazivanju detaljno

analiziran sadrZaj tromba na histoloSkom preseku.

U naSoj grupi ispitanika postojala je jasna pozitivna korelacija izmedu sadrZaja
eritrocita 1 povrSine aspiriranog tromba, §to se u potpunosti slaze sa prethodnim
rezultatima (70). Prisustvo tromba sa razli¢itom povriSinom hemoragije (manja,
umerena 1 veca povrSina eritrocita) nije se razlikovalo po veéini klinickih i
demografskih karakteristika naSih pacijenata, $to se slaZe sa istraZivanjem Yunoki sar.
(70) na vecem broju STEMI pacijenata (n=178). U naSoj studiji je jedino pojava
prethodnih epizoda angine pectoris bila ¢eS¢a kod pacijenata sa veéim sadrzajem
eritrocita (41,1%) u poredenju sa trombima sa malom (23,3%) i umerenom povr§inom
hemoragije (10,3%). Moguce je da kod prethodnih ponavljanih bolova u grudima usled
epizoda rasta tromba i subokluzije tromba dolazi do akumulacije veée koli¢ine

eritrocita, Sto objasnjava veci procenat hemoragije u trombu.

Iako su u nasu studiju ukljuc¢eni STEMI pacijenti kod kojih je bol u grudima trajao do
12 sati, kod vise od polovine pacijenata (51/88, 58%) aspirirani tromb je imao
histoloSke karakteristike tromba starijeg od jednog dana. Brojne studije su potvrdile
ovaj nalaz (73,77,80,200), sto ukazuje na postepen rast tromba tokom nekoliko sati kod
ve¢ine STEMI bolesnika, ali i tokom nekoliko dana kod oko 20% ovih pacijenata (2).

Obdukcioni nalazi osoba koje su imale iznenadnu sr¢anu smrt ukazuju na postojanje
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dugotrajne koronarne tromboze uz organizaciju tromboticnog materijala u oko 70%
slucajeva, Sto implicira da su komplikacije plaka bile klini¢ki ,,neme™ danima ili

nedeljama pre fatalnog dogadaja (11,12).

Takode, analizirani aspirirani materijal je kod vecine nasih pacijenata (58%) pokazivao
heterogenost uz polja razlicite histoloSke starosti, $to su Uodili i prethodni istrazivaci
(77,78,80). Ovaj nalaz podrzava hipotezu o koronaroj trombozi kao dinami¢nom
dogadaju, gde nakon inicijalne rupture plaka i subokluzije koronarne arterije moze doci
do tranzitorne okluzije, organizacije tromba i zarastanja plaka. Tromb dalje moze rasti
asimptomatski danima ili nedeljama, uz superponiranje eritrocita na povrsSini tromba,
sve dok ne usledi kompletna okluzije koronarne arterije (10,11,201,202). Na taj nacin se
moze objasniti Cest nalaz svezih tromboti¢nih elemenata na povrsini tromba, uz liticke i
organizovane strukture u unutrasnjosti tromba (77,191,203,204). Ovu slojevitu strukturu
tromba smo uodili i kod nasih pacijenata, Sto potvrduje epizodni rast tromba pre pojave
okluzivne tromboze i pocetka simtpoma. Cinjenica da se sveZi trombi ne mogu
identifikovati kod svih pacijenata moze se delom objasniti dezintegracijom veoma
fragilnog svezeg materijala prilikom prolaska kroz kateter ili prilikom prebacivanja u

bodicu sa fiksativom.

Nalaz histoloski starijeg tromba kod nasih pacijenata bio je povezan sa duzim
ishemijskim vremenom, sto potvrduje rezultate nekoliko prethodnih studija (64,73,78).
Kramer i sar. (78) su na 1009 STEMI pacijenata pokazali da su duzina ishemijskog
vremena i postojanje hipertenzije nezavisni prediktori aspiracije starijeg tromba.
Cinjenica da ve¢ina STEMI populacije nema predinfarktnu anginu podrzava klinicki
,hemi“ neokluzivni tromboti¢ni dogadaj pre prezentacije okluzivne tromboze. Tako u
naSoj grupi pacijenata nije registrovana povezanost starosti aspiriranog tromba sa
pojavom predinfarktne angine, $to se slaze sa rezultatima prethodnog istrazivanja (77).
Moguce objasnjenje ovog nalaza je da ponavljane subklinicke epizode disrupcije plaka
imaju potencijal za prekondicioniranje miokarda, ili da rezultiraju formiranjem
kolateralnih krvnih sudova. Stoga pacijenti sa ponavljanim trombotskim subokluzijama
mogu imati manje izraZzene akutne kardioloSke simptome u poredenju sa pacijentima
gde je ruptura plaka odmah rezultirala superponiranjem luminalnog tromba sa

kompletnom okluzijom.
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Svezi 1 stariji trombi se nisu znacajno razlikovali prema makroskopskim i
mikroskopskim morfometrijskim karakteristikama (boja tromba, povrsina celog tromba,
povrsina eritrocita i fibrina u trombu), $to se slaze sa rezultatima studije Cambruzzi i
sar. (200). Klinicke i proceduralne karakteristike pacijenata nisu se znacajno razlikovale
prema starosti aspiriranog tromba u nasoj populaciji, $to je u saglasnosti sa rezultatima
prethodnih studija na ve¢em broju ispitanika (73,77). Druga grupa istrazivaca cesce je
registrovala stariji tromb kod pusaca i osoba sa prethodnim infarktom, dok je nalaz
svezeg tromba bio ¢eS¢i kod hipertoniara (64). Angiografske karakteristike nasih
pacijenata se nisu znacajno razlikovale kod pacijenata sa trombima razli¢ite histoloske
starosti, osim §to je TIMI 3 protok registrovan znacajno ¢eS¢e nakon aspiracije svezeg
tromba u odnosu na stariji (67,6% vs. 45,1%). Moguce je da konzistencija sveZeg
tromba omogucava lak$u i kompletniju aspiraciju u odnosu na starije trombe. Prethodna
studija je pokazala da su trombi aspirirani iz LAD ¢esce bili svezi (84), dok kod nasih

pacijenata nismo videli razliku u starosti tromba na osnovu infarktne arterije.

Aspirirani tromb iz koronarne arterije pokazao se kao odli¢an model za in vivo
ispitivanje angiogeneze (75,84). U svom radu sa 120 STEMI pacijenata Li i sar. (84) su
pokazali prisusutvo CD34°CD31" ¢elija u skoro svim aspiriranim trombima (98%).
Sliéno tome, u naSem istrazivanju registrovane su rane endotelne celije kod vecine
pacijenata (69%). Razlika se mozZe objasniti na¢inom odabira pacijenata, jer su u nase
istrazivanje ukljuceni konsekutnivni STEMI pacijenti kojima je uspe$no aspiriran
tromb, dok su Li 1 sar. iz postojece baze nasumi¢no izdvojili 120 uzoraka tromba, po 40
iz svake starosne kategorije tromba (svez, liticki i organizovani). U naSem istrazivanju
smo uocili da se zasupljenost ranih endotelnih ¢celija povecavala sa staro$¢u tromba
(54% kod svezih, 75% kod litickih 1 100% kod organizovanih trombova). Takode, veci
stepen organizacije CD34"CD31" ¢éelija (grupisane i kapilarne petlje) registrovan je kod
histoloski starijih trombova, $to se slaze sa zapazanjima Li i sar. (84). Pored toga, broj
kapilarnih petlji se povecavao od svezeg ka organizovanom trombu, §to je takode u

saglasnosti sa prethodnim rezultatima (84).

Rane endotelne celije su bile prisutne na povrSini tromba i/ili duboko unutar
tromboti¢nog tkiva nasih pacijenata, Sto su uo€ili i istrazivac¢i pre nas (75,85).

CD34°CD31" <¢elije urasle u tromboti¢no tkivo najée$ée Su registrovane u
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organizovanim trombima, a u manjoj meri kod liti¢kih i svezih trombova. Uoceno je da
je progeresija angiogeneze u aspiriranim trombima relativno spor proces (84) jer se
znaGajno poveéanje grupisanih i organizovanih CD34°CD31" ¢elija uo¢ava u
organizovanim trombima Kkoji su stari barem 5 dana. Mala angiogenetska aktivnost
endotelnih ¢elija unutar prvih 5 dana nakon formiranja tromba se moZze objasniti
prostornim promenama u lokalnoj koncentraciji angiogenih faktora poput VEGF-a i
bFGF. Waltham i sar. (205) su kod eksperimentalnog modela intravenskog tromba
uocili da su koncentracije VEGF-a u trombu znacajno ve¢e sedmog dana u poredenju sa
prvim danom, i da dostizu maksimalne vrednosti tek 14-21 dana od pocetka tromboze.
Slicno je registrovano i za bFGF. Moguc¢e je da koncentracije ovih vaznih
angiogenetskih Cinilaca pozitivno koreliSu sa progresijom angiogeneze u trombu i da
tokom prve nedelje formiranja tromba dolazi do progresivnhog povecanja vrednosti
VEGF-a i bFGF-a u trombu do vrednosti neophodnih za angiogenezu. Zbog toga smo se

odlucili da analiziramo ekspresiju VEGF-a u tromboti¢nom tkivu.

VEGF je pokazivao predominantno ekstracelularnu ekspresiju, gde su glavni nosioci
VEGF imunopozitivnosti bili trombociti, najée$¢e locirani u regionima kontakta
eritrocita i fibrina. Nekoliko prethodnih studija pokazalo je da trombociti u svojim a-
granulama sadrze brojne proangiogene faktore, ukljucujué¢i i VEGF, i da na taj nadin
imaju vaznu ulogu u regulaciji angiogeneze (206,207). Moguce je da trombociti
zarobljeni u tkivu tromba otpustaju VEGF, koji dalje privlaci i stimuliSe diferencijaciju
nezrelih endotelnih ¢elija. Stoga bi potencijalna uloga trombocita mogla biti u trasiranju
1 formiranju buducih krvnih sudova u tkivu tromba. U naSem istraZivanju nismo uocili
povezanost obima VEGF ekspresije u trombu i starosti trombotiCnog materijala.
Medutim, registrovali smo vecu povrSinu VEGF imunopozitivnosti kod tromba sa
pojedina¢nim i grupisanim CD34°CD31" ¢elijama, dok je manja povrSina VEGF
imunopozitivnosti zabeleZena kod organizovanih formi ranih endotelnih ¢elija. Moguce
je da je najveca lokalna koncentracija VEGF-a u trombu neophodna za privlacenje
nezrelih endotelnih ¢elija u tromboti¢no tkivo i njihovo dalje grupisanje, a da
koncentracija VEGF-a opada kako se CD34'CD31" ¢elije organizuju u lumenske

struktrure.
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Vazan rezultat ove doktorske disertacije je ko-ekspresija CD34, CD31 i D2-40
molekula na ranim endotelnim ¢elijama §to predstavlja po prvi put zabelezenu ko-
ekspresiju ova tri molekula na membrani iste ¢elije u netumoskom tkivu. Do sada je
ekspresija D2-40 molekula bla registrovana na limfaticnim endotelnim ¢elijama, kao i
na vaskularnim endotelnim ¢elijama tumora vaskularnog porekla (114). Prema vazecoj
centrifugalnoj teoriji nastanka limfaticnog sistema, limfaticne endotelne celije vode
poreklo od vaskularnih endotelnih ¢elije i nastaju pupljenjem iz kardinalne vene (208).
Dalju diferencijaciju karakteriSe postepena aktivacija gena sa razli¢itom ekspresijom
proteina. Medutim, tokom ranog perioda embriogeneze, ¢elije od kojih ¢e nastati i
vaskularne i limfaticne endotelne celije privremeno eksprimiraju markere oba ova
¢elijska tipa (209,210). Ova plasti¢nost vaskularnih i limfati¢nih endotelnih ¢elija se
¢esto uocava i nakon zavrsetka embrionalnog razvoja. Tako su Keuschnigg i sar. (211)
pokazali da humane mikrovaskularne endotelijalne celijske linije HMEC-1 i TIME
eksprimiraju markere i vaskularnih i limfaticnih endotelnih ¢elija pokazujuéi hibridni
vasklarno-limfaticni endotelni fenotip ukazujué¢i na plastinost genske ekspresije
imortalizovanih endotelnih Celijskih linija. Takode, Cooley i sar. (212) su pokazali da je
moguca transdiferencijacija vaskularnih i limfaticnih endotelnih celija u in vitro
uslovima, koja je revezibilna i u velikoj meri zavisna od uslova mikrosredine.
Plasti¢nost vaskularnog i limfati¢nog endotela se uofava i u in vivo patoloskim
uslovima, kao §to je slu€aj kod pacijenata sa Kaposi sarkomom. Tumorske ¢elije Kaposi
sarkoma eksprimiraju markere specifi¢ne za vaskularne i limfaticne endotelne celije
(213). Smatra se da je njihov dvojni fenotip rezultat limfaticnog reprogramiranja
vaskularnog endotela Kaposi-sarkoma herpes virusom (214,215). Pretpostavlja se da
ovaj virus reaktivira tzv. ,utiSanu* (engl. silenced) limfati¢nu endotelnu diferencijaciju
kod vaskularnih endotelnih ¢elija. Boscolo i sar. (216) su pokazali ko-ekspresiju
vaskularnih markera (CD31 i VE-kadherin) i limfatiénih markera (D2-40, Prox-1 i

LYVE-1) na limfati¢énim endotelnih ¢elijama izolovanim iz limfati¢énih malformacija.

Nakon $to je wuofeno da aspirirani tromboti¢ni materijal pokazuje D2-40
imunopozitivnost, primenili smo jo$ dva markera limfaticnog endotela: LYVE-1 i
VEGFR3. Poznato je da se ovi molekuli normalno eksprimiraju na vaskularnim
endotelnim ¢elijama tokom embriogeneze, ali se u postnatalnom periodu njihova

ekspresija zadrzava samo na endotelu limfatika (117,217). Medutim, u normalnim
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uslovima zabelezena je ekspresija LYVE-1 i VEGFR3 na endotelnim ¢elijama

sinusoidnih kapilara jetre (109,210), sto iskljucuje njihovu limfati¢nu specifi¢nost.

Moguca su dva objasnjenja nalaza ko-ekspresije dva markera vaskularnih endotelnih
¢elija (CD34 i CD31) i tri markera limfaticnih endotelnih ¢éelija (D2-40, LYVE-1 i
VEGFR3). Prva pretpostavka je da tokom ranih stadijuma angiogeneze nezrele
endotelne Celije mogu eksprimirati dvojni fenotip vaskularnog i limfatiénog endotela,
Sto se javlja tokom rane embriogeneze (209,210) i u celijskim kulturama (211,212).
Tako bi se ekspresija D2-40 na ranim vaskularnim endotelnim ¢éelijama mogla smanjiti
(engl. downregulate) kako diferencija odmice u pravcu vaskularnih endotelnih ¢elija,
odnosno povecati (engl. upregulate) tokom diferencijacije limfati¢nog endotela, sli¢no
smanjenju odnosno povecanju ekspresije drugih markera limfaticnih endotelnih ¢elija -
LYVE-1 i VEGFR3 (117,218). U nasem istrazivanju smo uocili da organizacija D2-
40/LYVE-1/VEGFR3" ¢elija u grupe i kapilarne petlje prati organizaciju i starost
tromboti¢nog materijala, jer su ove forme bile uglavnom prisutne u litickim i
organizovanim trombima. Kakva je dalja sudbina D2-40/LYVE-1/VEGFR3" ¢elija
ostaje nejasno. Moguce je da dolazi do apoptoze ovih celija ili njihove dalje
diferencijacije sa smanjenjem ekspresije limfaticnih markera i usmerevanjem put
vaskularne loze. Interesantna je ista organizacija CD34'CD31" i D2-40/LYVE-
1/VEGFR3" ¢elija koja se moze tumaditi kao posledica dinami¢ne prirode angiogeneze
tokom koje vaskularne i limfaticne endotelne ¢elije brzo menjanju ekspresiju svojih

markera tokom organizacije tromboti¢nog materaijala.

Druga hipoteza podrazumeva da CD34'CD31'D2-40'LYVE-1"VEGFR3" (elije
prisutne u aspiriranim koronarnim trombima nastaju od endotelnih progenitorskih Celija
(83) ili vaskularnih progenitorskih ¢elija (219) adultnom vaskulogenezom. Na taj nacin
bi CD34"CD31'D2-40"LYVE-1"VEGFR3" ¢elije mogle privremeno postojati tokom
neovaskularizacije tromba, rekapituliraju¢i molekularne mehanizme vaskulogeneze. Ko-
ekspresija markera vaskularnih i limfaticnih endotelnih ¢elija se javlja tokom
embrionalne vaskulogeneze (210), stoga je moguce da se slican mehanizam javlja
tokom angiogeneze posredovane endotelnim progenitoskim éelijama (EPC). Aspirirani

tromboti¢ni materijal nije pokazivao ekspresiju CD64 i CD173 molekula, §to ukazuje da
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su registrovane endotelne ¢elije verovatno zrelija forme ranih endotelnih ¢elija, $to ne

isklju¢uje moguénost da su EPC ukljugene U proces angiogeneze.

Kako bi ispitali ovu pretpostavku, Li i sar. (84) su prilikom bojenja aspiriranog
materijala koristili CD133, kao marker primitivnih EC koji bi ih razlikovao od nezrelih
formi endotelnih ¢elija. Pokazalo se da ko-ekspresija CD34/CD133 molekula postoji
kod malog broja trombova (11%), bez znalajne razlike u starosti tromboti¢nog
materijala. Moguce je da su EPC uklju¢ene u angiogenezu tromba u manjem obimu.
Veéina primitivnih, CD133" ¢elija je bila u vidu pojedinagnih ¢elija, lociranih u
regionima bogatim eritrocitima, $to ukazuje na to da su bile ,zarobljene” tokom

formiranja tromba.

U nasem aspiriranom materijalu ekspresija CD105 uocena je kod malog broja pacijenata
(9,1%), dok su Li i sar. (84) detektovali ove celije kod vecine pacijenata (84%). Ovi
autori su uo¢ili da broj CD105" &elija raste sa staro$éu tromba, kada dolazi i do njihove
prostorne organizacije u grupisane CD105" ¢elije i kapilarne petlje. Razliciti rezultati su
verovatno posledica razli¢itog odabira materijala, jer su Li 1 sar. koristili po 40

trombova svake starosne kategorije za analizu (svez, liticki i organizovani).

Uprkos savremenoj terapiji STEMI i optimalnom le€enju, optimalni protok na nivou
koronarne mikrocirkulacije se ne uspostavlja kod 30 — 50% pacijenata. Smanjen ili
odsutan protok kroz mikrocirkulaciju i pored uspostavljanja optimalnog epikardnog
protoka nosi lo$iju prognozu i veéi mortalitet STEMI pacijenata (220). Inkompletna
rezolucija elevacije ST-segmenta (STR) nakon primarne PCI predstavlja snazan
prediktor loSije prognoze STEMI pacijenata (193,221-5). Verouden i sar. (64) su
pokazali da se kod aspiracije svezeg tromba ¢es¢e javlja kompletna STR nego u slucaju
starijeg tromba. U ovoj studiji elevacija ST-segmenta se procenjivala 80 ms nakon ,,J*
tacke, pri ¢emu je postproceduralni EKG sniman neposredno nakon poslednje injekcije
kontrasta. Takode, istrazivaci su definisali STR kao >50% u odnosu na inicijalni EKG.
Njihov ¢es¢i nalaz inkompletne STR kod starijih trombova se uklapa u pretpostavljenu
patogenezu tromboze koja pocinje nekoliko dana ili nedelja pre manifestacije STEMI
(77,78). U tom slucaju asimptomatska disrupcija aterosklerotskog plaka, ranije epizode

subklinicke distalne embolizacije i1 posledicna mikrovaskularna opstrukcija mogu
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rezultirati smanjenjem miokardne perfuzije (50,52,69,226). Druga studija gde je na isti
nacin definisana kompletna STR nije uocila razliku u kompletnoj EKG reperfuziji
izmedu svezih i starijih trombova (80). Medutim, u ovom slucaju je re¢ o STEMI
pacijentima kod kojih je bol u grudima trajao duze (do 24h) i gde je u 15% slucajeva
radena tzv. spasavajuca (engl. rescue) PCI. Takode, EKG je sniman nakon izlaska iz
sale za kateterizaciju, ali ne neposredno nakon zavrsene intervencije kao kod Verouden

i sar (64).

U nasem istrazivanju koristili Smo definiciju ST-elevacije koja preovladuje u literaturi,
a to je merenje na 60 ms od ,,J* tacke (227) uz analizu postproceduralnog EKG-a nakon
60 minuta od zavrSene primarne PCI (48,50,52,65). Kompletna STR bila je definisana
kao >70% rezolucije ST-elevacije u odnosu na inicijalni EKG. Medutim, u grupi nasih
pacijenata nismo registrovali povezanost kompletne STR i starosti aspiriranog tromba
(svez/liticki/organizovan, odnosno svez/stariji tromb). Istu definiciju STR Koristila je
grupa autora u svom istrazivanju, analiziraju¢i zastupljenost eritrocita na preseku
aspiriranog tromba (70). Oni su pokazali da se ucestalost kompletne STR ne razlikuje
znacajno kod trombova sa veéim (35,6%), umerenim (40,7%) 1 manjim sarZajem
eritrocita (53,3%). Medutim, nasi rezultati pokazuju da se kompletna STR ¢esce javlja u
grupi gde trombi imaju vecu povrSinu eritrocita (65,5%), a da je nekompletna STR
najcesca kod tromba sa umerenom povrSinom hemoragije (70%). Moguce je da veca
polja eritrocita oslikavaju histoloski ,,sveziji“ i mladi tromb, koji je povezan sa boljom
perfuzijom miokarda i ve¢im stepenom STR jer jo$ uvek nije doSlo do potpunog
oste¢enja mikrocirkulacije. Drugo objasnjenje podrazumeva tzv. inflamatornu teoriju,
gde veca polja hemoragije prati i veci broj inflamatornih ¢elija (prvenstveno neutrofila)
u trombu. Tako su Arakawa i sar. (66) pokazali da je inkompletna STR (<50%
rezolucije) povezana sa vecim brojem neutrofila u trombu. Moguce je da inflamatorne
¢elije i aktivirani trombociti u trombu oslobadaju vazoaktivne peptide, koji dalje dovode
do mikrovaskularne disfunkcije distalne vaskulature, tzv. funkcionalne mikrovaskularne
opstrukcije (228). Lokalna akumulacija neutrofila povezana je sa povec¢anjem aktivnosti
trombocita, §to je pokazalo istrazivanje Merten 1 sar. (229). Agregacija neutrofila moze
biti uklju¢ena i u primarnu etiologiju povecane aktivnosti trombocita tokom akutnog
koronarnog sindroma. Pokazano je da aktivirani neutrofili povecavaju agregaciju

trombocita i oslobadanje tromboksana (230). Ovi rezultati ukazuju na vaznu povezanost
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intraluminalnih trombocit-neutrofil agregata i klinickih ishoda nakon reperfuzione
terapije. Agregati trombocita i neutrofila mogu uzrokovati distalnu embolizaciju
dovode¢i do zapuSenja mikrovaskulature, uz aktivaciju inflamatorne kaskade, stvaranje
ROS i slobodnih radikala (231). Morfometrijska analiza aspiriranog materijala nasih
pacijenata je pokazala da je vecu povrSinu hemoragije pratio veéi broj inflamatornih
¢elija, iako nismo Koristili specifiéne imunohistohemijske markere za neutrofilne

granulocite.

Skening elektronska mikroskopija je pokazala da povecavanje sadrzaja fibrina na
povrsini tromba, koje ide u prilog starijeg aspiriranog materijala, nije bilo povezano sa

pojavom kompletne STR (>70%) (79), Sto je takode u saglasnosti sa nasim rezultatima.

Perfuzija miokarda angiografski se moze proceniti stepenom miokardnog ispiranja
(MBG) koji je snazan prediktor ozbiljnih nezeljenih srcanih dogadaja (52,51,232).
Uzroci suboptimalne perfuzije miokarda mogu biti mikrovaskularna disfunkcija,
reperfuziono ostecenje, edem miokarda ili embolizacija tromboti¢nim/aterosklerotskim
materijalom (233). Yunoki i sar. (70) su pokazali da veci sadrzaj eritrocita u trombu
nosi veci rizik od suboptimalne perfuzije miokarda nakon primarne PCI. Tako je
pokazano da se kod pacijenata Ciji trombi sadrze vecu povrSinu pod eritrocitima
postproceduralni MBG3 registruje kod 32,2% ispitanika, u poredenju sa 60% pacijenata
gde su trombi sadrzali malu koli¢inu eritrocita. Na osnovu poznate korelacije o sadrzaju
eritrocita i neutrofila u trombu (70), manja uspeSnost miokardne reperfuzije se jos$
jednom moZe objasniti delovanjem mijeloperoksidaze i drugih prooksidantnih enzima
koji se otpustaju iz neutrofila. Pokazano je da aktivirani neutrofili mogu indukovati
promene eritrocita, koje vode hiperagregabilnosti (234) i povecanju ekspresije i
aktivnosti tkivnog faktora, $to uzrokuje tromboti¢no stanje (235). U ovu pretpostavku se
uklapaju i rezultati jo$ jedne studije (66) koja je pokazala da pacijenti sa trombima
bogatim neutrofilima (>100 neutrofila/0,025 mm? tromba) imaju znacajno veci rizik od
pojave MBGO/1 nakon primarne PCI (OR=9,43). Nase istrazivanje je pokazalo da
pojava MBG3 na finalnom angiogramu nije povezana sa sadrzajem eritrocita na preseku

aspiriranog tromba.
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Nasi rezultati su pokazali da starost tromba ne uti¢e na ucestalost MBG2/3 1 TIMI3
protoka nakon intervencije, $to se slaze sa rezultatima Cambruzzi i sar. (200). Takode,
nismo uocili povezanost boje aspiriranog tromba, povrSine tromba, procentualne
zastupljenosti hemoragije i fibrina u trombu sa pojavom MBG2/3 na finalnom
angiogramu. Starost tromba nije bila povezana sa pojavom MBG2/3 na angiogramu, §to
se slaze sa rezultatima Silvain i sar. (79). Njihov nalaz veceg sadrzaja fibrina (indikatora
starijeg tromba) nije pratila razlika u optimalnoj angiografski procenjenoj miokardnoj
reperzufiji (MBG3).

S druge strane, pokazali smo da je prisustvo CD34°CD31" ¢elija u aspiriranom
tromboti¢nom materijalu povezano sa losijom perfuzijom miokarda nakon primarne PCI
(MBGO0/1). Moguce je da ponavljane epizode subokluzije krvnog suda, organizacija
tromba sa urastanjem endotelnih i glatkomiSi¢nih ¢elija uz intemitentno smanjenje
protoka krvi progresivno ostecuju perfuziju miokarda, a da je urastanje CD34°CD31"
¢elija marker oSte¢enja mikrocirkulacije. U prilog tome govori na§ nalaz povezanosti
prisustva CD34°CD31" éelija u trombu sa postojanjem predinfarktne angine. Druga,
inflamatorna hipoteza se uklapa u prethodno navedene rezultate (66,70), gde bi
novoformirani krvni sudovi u trombu mogli posluziti u dopremanju novih inflamatornih
¢elija (uglavnom neutrofila) u tkivo tromba, §to dalje povecava oksidativni stres U
tromboti¢nom materijalu i vodi organizaciji i rekanalizaciji tromba, ali i smanjenoj

perfuziji miokarda.

Distalna embolizacija aterotromboti¢nim materijalom kod STEMI pacijenata jedan je od
vaznih razloga inkompletne perfuzije miokarda i losijeg klinickog ishoda nakon
primarne PCI (52,69,195,236). Embolizacija aterotrombotskim materijalom se moze
desiti tokom intervencije usled tzv. crushing efekta ili fragmentacije materijala u
infarktnoj leziji (237,238). Procenjeno je da se angiografski vidljiva distalna
embolizacija javlja kod 6-18% STEMI pacijenata lecenih primarnom PCI
(52,69,195,236).

Podaci iz TAPAS studije su pokazali da se kod pacijenata sa distalnom embolizacijom
ces¢e registruju trombi bogati eritrocitima u odnosu na pacijente bez distalne

embolizacije (50% vs. 15,7%) (69). Sli¢cno tome, Yunoki i sar. (190) su registrovali
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znacajno veca polja eritrocita, brojne inflamatorne ¢elije 1 mala polja trombocita u
trombima pacijenata sa distalnom embolizacijom. Nasi rezultati su pokazali da sadrzaj
eritrocita u trombu ne uti¢e znac¢ajno na pojavu distalne embolizacije, ali i da se distalna
embolizacija CeS¢e vida kod trombova vece povrSine, Sto se slaze sa rezultatima

prethodno navedenih studija (69,190).

Istrazivanje sa 892 STEMI pacijenata je pokazalo da se angiografski vidljiva distalna
embolizacija uoCava znacajno ¢e$¢e kod pacijenata sa starijim trombom (20% kod
litickih i 16% kod organizovanih) u poredenju sa svezim trombima (11%) (64). Sli¢no
su uocili Kramer i sar. (78), da se najveci procenat distalne embolizacije registruje kod
litickog tromba (21,2%), a manje kod pacijenata sa svezim (12,1%) i organizovanim
trombima (15,2%). Embolizacija trombom moze biti reda u slucajevima kada je tromb
svez i fragilan, ili kada je tromb organizovan, ¢vrs¢i i povezan sa zidom krvnog suda.
Medutim, u nasoj populaciji pacijenata nismo uocili povezanost distalne embolizacije sa
staroS¢u tromba, prisustvom angiogeneze i stepenom organizacije ranih endotelnih
¢elija u tromboti¢nom tkivu. Razlike se mogu objasniti manjim brojem pacijenata
obuhvacenih nasom studijom, kao i manjim brojem trombova koji su doveli do distalne

embolizacije (12/88, 13,6%) Sto delimi¢no ogranicava poredenje sa drugim studijama.

Prethodne studije su pokazale da su volumen i sastav plaka, naroCito volumen
nekroti¢nog jezgra, povezani sa pojavom angiografski vidljive distalne embolizacije kod
STEMI pacijenata (239). Studija slicnog dizajna i sliénog broja ispitanika poput nase
(n=81 STEMI) je pokazala da je prisustvo aterosklerotskog plaka u tromboticnom
materijalu znacajno povezano sa pojavom distalne embolizacije (80), §to je potvrdeno i
kod nasSih pacijenata. Moguce je da fragilnost tromba i prisustvo plaka u vecoj meri
doprinose distalnoj embolizaciji i suboptimalnoj reperfuziji nego starost tromba, $to su
potvrdila prethodna istrazivanja (238,240,241).

Razvijenost kolaterala u seriji nasih pacijenata nije bila povezana sa staroS¢u tromba,
angiogenezom 1 stepenom organizacije ranih endotelnih celija u trombu, kao ni sa

obimom hemoragije u trombu, $to se slaze sa rezultatima prethodne studije (70).

Za procenu veli¢ine infarkta miokarda Koristili smo maksimalne vrednosti

kardiospecificnih enzima (CK i troponin I) tokom hospitalizacije. Aspirirani trombi
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razliCite histoloske starosti se nisu znacajno razlikovali prema vrednosti maksimalno
oslobodenih enzima, $to se slaze sa rezultatima istrazivanja Kramer i sar. (73) na
znacajno vecem broju pacijenata (n=914). Cambruzzi i sar. (200) su u svoje istrazivanje
ukljucili Siru grupu konsekutivnih STEMI pacijenata (sa prethodnim infarktom
miokarda i hirurSkom revaskularizacijom miokarda) kojima je prilikom primarne PCI
aspiriran tromb. Kod ukupno 112 STEMI pacijenata nisu ustanovili povezanost

maksimalno oslobodenih vrednosti CK-MB i troponina sa staro$¢u tromba.

Prisustvo crvenog ili belog tromba nije uticalo na vrednosti CKmax i Tnlmax kod nasih
ispitanika, $to se podudara sa rezultatima prethodnog istrazivanja (68). Takode, nasi
rezultati su pokazali da prisustvo angiogeneze u trombu, kao i stepen organizacije
CD34°CD31" ¢elija ne utiCe na enzimski procenjenu veli¢inu infarkta STEMI

pacijenata.

Nasi rezultati su pokazali da makroskopska boja aspiriranog tromba (predominantno
beli ili crveni tromb) ne utice znacajno na pojavu remodelovanja leve komore nakon 6
meseci od STEMI, niti da postoji znacajna razlika u procentualnim promenama EDVI,
ESVI, LVEF i WMSI. Yunoki i sar. (70) su koristili drugaciju podelu tromboto¢nog
materijala, analizirajuéi trombe sa manjim, umerenim i veéim sadrZajem eritrocita.
Sli¢no nasim rezultatima, registrovali SU da nema znacajne razlike izmedu ove tri grupe
u promeni LVEF nakon 6 meseci pra¢enja. Medutim, njihovi rezultati su pokazali da je
procentualno povecanje EDVI bilo znacajno vece u grupi sa ve¢im sadrzajem eritrocita
u trombu u odnosu na grupu sa umerenim i manjim sadrzajem eritrocita. Takode, ova
grupa autora je pojavu remodelovanja leve komore posmatrala kroz procentualno
povecanje EDVI, te su rezultati pokazali da je vece remodelovanje leve komore
postojalo u grupi sa ve¢im sadrzajem eritrocita u odnosu na ostale dve grupe, dok se u
nasem istrazivanju koristila definicija remodelovanja leve komore kao uvecanje EDV za

>20%, koja se ¢eS¢e primenjuje u praksi i klinickim istrazivanjima.

Druga grupa autora (66) koja je analizirala trombe prema sadrzaju neutrofila uocila je
da ovaj histoloski parametar ne uti¢e na pojavu remodelovanja leve komore nakon 6
meseci od STEMI, ali da je u grupi sa ve¢im sadrzajem neutrofila registrovano znacajno

smanjenje LVEF nakon 6 meseci u poredenju sa grupom aspiriranih trombova manjeg
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sadrzaja neutrofila. Kako se sadrzaj inflamatornih celija smanjuje sa staroScu i
organizacijom aspiriranog tromboti¢nog materijala, nasi rezultati su pokazali da se
ucestalost remodelovanja leve komore, kao 1 promena ehokardiografskih parametara
nakon 6 meseci od STEMI ne razlikuje znac¢ajno medu pacijentima Ciji su trombi bili

razlicite histoloske starosti (svez, liticki i organizovan, odnosno svez i stariji tromb).

Kod nasih pacijenata je postojala tendencija ka boljem oporavku LVEF kod pacijenata
sa pojedinacnim ranim endotelnim c¢elijama u aspiriranom trombu u odnosu na
grupisane i Kkapilarne petlie CD34°CD31" <¢elija (p=0,063), dok se ostali
ehokardiografski parametri (procenutalna promena EDVI, ESVI i WMSI) nisu znac¢ajno
razlikovali prema stepenu organizacije angiogeneze. Pregledom dosadasnje literature
nismo pronasli studije koje su analizirale povezanost navedenih parametara, ali je
moguce da je stepen organizacije angiogeneze u trombu jo$ jedan faktor koji oslikava

trajanje ishemije i uti¢e na oporavak STEMI pacijenata.

Ogranicen broj ozbiljnih sréanih i1 cerebralnih nezeljenih dogadaja u nasoj populaciji
(ukupno 9) onemogucio je dalje statisticke analize 1 poredenje pacijenata prema
razli¢itim histoloskim, klinickim 1 angiografskim karakteristikama. Medutim, grupa
autora (73) je na velikom broju pacijenata pokazala da je tromb stariji od jednog dana
nezavisni prediktor dugoro¢nog mortaliteta. Pretpostavlja se da prisustvo starijeg
tromba nosi bitne prognosti¢ke posledice za pacijente sa akutnim infarktom miokarda.
Jedno od objasnjenja ovog nalaza je da su pacijenti sa aspiriranim starijim trombom
verovatno imali ceS€e asimptomatske redukcije protoka krvi sa spontanom
lizom/rekanalizacijom tromba pre pocetka STEMI u odnosu na pacijente sa svezim
trombima (77). Ova privremena smanjenja u protoku krvi zajedno sa distalnom
embolizacijom mogu dovesti do mikrovaskularne disfunkcije 1 ishemije Sto se moze
ogledati u inkompletnoj ST-rezoluciji na kraju primarne PCI. S druge strane, Cambruzzi
I sar. (200) nisu registrovali razliku u ucestalosti MACCE nakon mesec dana od
akutnog infarkta miokarda izmedu grupe pacijenata sa svezim i trombima starijim od 24
sata. Slicno tome, Quadros i sar (68) su uocili da pacijenti sa aspiriranim crvenim
trombom imaju trend ka vecoj ucestalosti nezeljenih kardiovaskularnih dogadaja nakon
30 dana od primarne PCI (smrtni ishod, reinfarkt miokarda, revaskularizacija miokarda i

mozdani udar) u poredenju sa pacijentima sa aspiriranim belim trombima (13,9% vs.
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4,2%, p=0,10). Medutim, analizom pojedina¢nih komponenti MACCE-a nije

registrovana razlika izmedu ove dve grupe.

Aspirirani trombi razli¢ite makroskopske boje, mikroskopske ukupne povrsine, kao 1
povrsine fibrina i hemoragije nisu se znacajno razlikovali po vrednostima cirkuliSuceg
serumskog VEGF-a. Medutim, znaCajno veée vrednosti serumskog VEGF-a
registrovane su kod pacijenata sa organizovanim trombima u poredenju sa svezim.
Nasuprot tome, lokalna ekspresija VEGF-a u trombu je pokazivala suprotne rezultate:
organizovani trombi su pokazivali manju ekspresiju VEGF-a u odnosu na histoloski
mlade trombe. Poznato je da VEGF u trombu eksprimiraju uglavnom zarobljeni
trombociti 1 da se najviSe VEGF-a oslobada prilikom inicijalne tromboze, koja Cesto
rezultira organizovanjem muralnog tromba i subokluzivhom trombozom (242). Kod
velikog broja pacijenata se ishemija miokarda progresivno nastavlja, do konacne
okluzije koronarne arterije i prezentacije STEMI. Stoga ,,lokalna*“ VEGF ekspresija u
trombu ne mora reflektovati trajanje ishemije, ve¢ bi serumski VEGF mogao biti bolji

indikator.

Elektrokardiografska i angiografska procena reperfuzije miokarda nije pokazala
povezanost STR i MBG sa vrednostima cirkuliSu¢eg serumskog VEGF-a. S druge
strane, uocena je povezanost duZeg ishemijskog vremena sa veéim vrednostima
serumskog VEGF-a. Poznato je da glavni depo VEGF-a u cirkulaciji predstavljaju
trombociti, i da nakon njihove aktivacije i degranulacije prilikom tromboze dolazi do
pulsnog otpustanja VEGF-a (207). Epizode ponavljane subokluzivne tromboze prati
aktivacija sve veceg broja trombocita, ¢cime se moze objasniti veca vrednost serumskog
VEGF-a. U ove rezultate se uklapa na§ nalaz znacajno veéih vrednosti serumskog
VEGF-a kod pacijenata sa trombima starijim od 5 dana (91,9%) u odnosu na liticke
(45%) 1 sveze trombe (56,8%). Vrednost serumskog VEGF-a kod nasih pacijenata nije
pokazivala povezanost sa stepenom razvijenosti kolaterala na angiogramu. Sli¢no su
uocili Kim i sar. (2012), porede¢i inicijalnu vrednost, kao i vrednost VEGF-a nakon 24h
i 48 h od infarkta miokarda sa stepenom razvijenosti kolaterala.

Moguée je da VEGF kao pokazatelj angiogeneze nije podesan indikator

postproceduralne reperfuzije STEMI pacijenata. S druge strane, Kucukardali i sar. (184)
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su pokazali da su kod pacijenata sa angiografski kriticnim lezijama vrednosti VEGF-a
vece U odnosu na manje izrazenu koronarnu bolesti. Stoga VEGF moze biti koristan kao

indikator potrebe za revaskularizacijom kod pacijenata sa koronarom boles¢u srca.

Vrednosti maksimalno oslobodenih kardiospecificnih enzima (CK i troponin I) nisu
pokazale korelaciju sa vrednostima cirkuliSu¢eg serumskog VEGF-a kod nasih
pacijenata. Ovi rezultati se slazu sa prethodnim studijama (176,179), dok su Kim i sar.
(182) pokazali da serijsko merenje VEGF-a unutar 2 dana od STEMI takode ne
pokazuje korelaciju sa maksimalnim vrednostima kardiospecifi¢nih enzima. Poznato je
da nakon inicijalnog skoka VEGF-a usled pulsnog oslobadanja iz trombocita dolazi do
smanjenja vrednosti ovog angiogenog faktora. Ovome doprinosi kratak bioloski
poluzivot VEGF-a koji kod ljudi iznosi oko 50 minuta (243). Pokazano je da vrednosti
VEGF-a progresivno rastu unutar nekoliko dana od infarkta miokarda, dostizuci
maksimalne vrednosti 7-14 nakon infarkta (173-5,177,180), uz povratak na normalne

vrednosti nakon 6 meseci (170).

Kranz i sar. (176) su serijski merili serumski VEGF kod pacijenata sa akutnim
infarktom miokarda (prilikom prezentacije pacijenta, nakon 3, 7 i 10 dana), pri ¢emu
nisu uo¢ili korelaciju vrednosti VEGF-a sa CKmax. S druge strane, Hojo i sar. (177) su
registrovali povezanost vrednosti serumskog VEGF-a merenih nakon 7 i 14 dana od
infarkta sa maksimalno oslobodenim vrednostima CK tokom hospitalizacije.
Objasnjenje kontradiktornih rezultata moze biti u vremenu uzorkovanja cirkuliSuSeg
VEGF-a. Moguée je da inicijalno izmeren VEGF ne korelira sa vrednostima CK i
troponina jer ga ne oslobada ishemijski miokard, ve¢ trombociti iz tromba. Pretpostavlja
se da inicijalnom skoku VEGF-a vise doprinosi stepen aktivacije trombocita, nego
apsolutni broj trombocita u trombu. Moguce je da je to razlog zbog koga nismo uocili
korelaciju VEGF sa maksimalno oslobodenim vrednostima kardiospecificnih enzima

kod naSih pacijenata.

Progresivni porast serumskog VEGF-a nakon infarkta miokarda se moze objasniti
protektivnom adaptacijom miokarda na ishemijske uslove povecavanjem obima
angiogeneze, sto podrzava korelacija kasnije izmerenih vrednosti VEGF-a sa CKpax.

Suprotno prepostavei da VEGF kod pacijenata pre infarkta miokarda moze oslikavati
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tezinu ishemije, merenje ovog markera nakon infarkta bi moglo biti pokazatelj
kompenzatorne postinfarktne angiogeneze. Angiogena aktivnost nakon akutnog infarkta
miokarda Cesto oslikava tezinu rezidualne ishemije miokarda i veli¢inu infarkta. Stoga
bi merenje cirkuliSu¢eg VEGF-a moglo pomo¢i u odredivanju tezine ishemije i

planiranja lecenja pacijenata.

Vrednosti cirkuliSu¢eg VEGF-a u nasoj populaciji pacijenata nisu pokazivale korelaciju
sa procentualnom promenom u vrednostima ehokardiografskih parametara tokom
perioda pracenja pacijenata (AEDV1%, AESV1%, ALVEF%, AWMSI%). Takode, nije
uocena razlika u pojavi remodelovanja leve komore kod pacijenata sa vis§im, odnosno
nizim vrednostima serumskog VEGF-a. Prilikom procesa ishemije i angiogeneze, u ove
kompleksne procese ukljuuju se i drugi angiogeni faktori, za koje je poznato da
menjaju dinamiku nakon akutnog infarkta miokarda (169,244-246). Devaux i sar. (247)
su pokazali da su nize vrednosti jednog od pripadnika VEGF familije (VEGFB) nakon 4
dana od akutnog infarkta miokarda povezane sa pojavom remodelovanja leve komore
nakon 6 meseci. Moguce je da njihovo udruzeno delovanje doprinosi angiogenezi, stoga
bi merenje veceg broja faktora doprinelo boljem razmumevanju mehanizama formiranja

novih krvnih sudova.

Dosadasnji rezultati studija koje su ispitivale uticaj vrednosti cirkuliSu¢eg VEGF-a na
ucestalost nezeljenih ishoda dali su kontradiktorne rezultate. Heeschen i sar. (169) su
uocili da su povisene vrednosti serumskog VEGF-a kod pacijenata sa akutnim
koronarnim sindromom povezane sa ve¢om ucestalo§¢u smrtnog ishoda ili nefatalnog
infarkta miokarda. Suprotno tome, rezultati NAMIS studije (188) pokazali su da nize
vrednosti VEGF-a izmerene sedmog dana nakon STEMI nose lo$ije prognosticke

posledice po pacijenta u smislu veée ucestalosti MACCE.

Razliciti rezultati delom poticu od razli¢ite metodologije ove dve studije; dok su
Heeschen i sar. (169) analizirali vrednost VEGF-a neposredno nakon pocetka akutnog
koronarnog sindroma, Matsudaira i sar. (188) su se odlucili za merenje vrednosti
VEGF-a sedmog dana nakon STEMI, znaju¢i da vrednost ovog angiogenog markera
dostize svoje maksimalne vrednosti 7-14 dana nakon infarkta miokarda (173-
5,177,180).
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Moguca je dvojna uloga VEGF-a na pocetku i tokom daljeg toka infarkta miokarda.
Poznato je da VEGF ispoljava proaterosklerotsku ulogu kroz povecanje inflamatorne
infiltracije i neovaskularizacije plaka (248). Na taj nac¢in se mogu objasniti lo$iji klini¢ki
ishodi kod pacijenata sa visim vrednostima VEGF-a (169). Takode, hemodinamski
poremecaji, obim ishemije miokarda i inflamacija kao posledica akutnog infarkta
miokarda mogu uticati na porast ovog markera u cirkulaciji i reflektovati veci
prognosticki rizik od realnog. S druge strane, VEGF ispoljava pozitivne efekte na
prezivljavanje vaskularnih endotelnih celija i oporavak endotela kod pacijenata sa
akutnim infarktom miokarda (249). Kako je VEGF klju¢ni molekul odgovoran za
angiogeni odgovor ishemijskih tkiva (250), vece cirkulisuc¢e vrednosti VEGF-a mogu
reflektovati sposobnost oporavka infarktnog regiona, $to bi rezultiralo boljim klini¢kim

ishodima pacijenata (188).

Ograni¢en broj nezeljenih srcanih i cerebralnih dogadaja medu naSim pacijentima
onemogucio je dobijanje ovih zaklju¢aka u naSoj studijskoj populaciji. Za procenu

prognosti¢ke uloge VEGF-a potrebna su serijska merenja ovog angiogenog markera.

Vazno je napomenuti nekoliko ogranienja ovog istrazivanja:

Nemoguénost aspiracije tromba kod svih STEMI pacijenata moZe biti jedan od izvora
pristranosti ovog istrazivanja, te se nasi rezultati ne odnose nuzno na STEMI pacijente
lecene pPCI u akutnoj fazi. Takode, analiziran je materijal STEMI pacijenata koji su
upuceni na pPClI, i rezultati ne obuhvataju sve STEMI pacijente.

Kompletan tromboti¢ni materijal dobijen aspiracijom tokom primarne PCI nije uvek bio
dostupan za patohistolosku analizu zbog nacina dobijanja materijala i mehanicke
manipulacije aspiriranim trombom. Takode, moguca je kontaminacija tromba ¢elijama i

supstancama iz ateroma.

Tromb se moze endogeno razloZiti ili pod dejstvom antitrombocitnih ili fibrinolitickih

lekova.

Moguca je fragmentacija tromba pre PCI ili tokom PCI usled prolaska Zice-vodica ili

aspiracionog katetera, dovodeci do distalne embolizacije.
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Moguce je da se unutar nekoliko sati od formiranja, tromb prekrije mononuklearnim

¢elijama Sto dalje zaustavlja depoziciju trombocita.

Fragmentisani tromboti¢ni materijal se moze razloziti prilikom prolaska froz kateter,

filter ili u bocici gde se prikuplja (ovo moze u diskusiju)

Tokom aspiracije tromba je moguce oSte¢enje tromboti¢nog tkiva. Medutim, poznato je
da trombi imaju dobre elasti¢ne karakteristike (71,72), i da je ovo oSteCenje manjeg
obima. Kako su na histoloskim preparatima uoCene ocuvane celije, Ov0 potvrduje
pretpostavku da je u pitanju ograni¢eno oStecenje tromboti¢nog materijala. Takode, na
nekim histolo§kim preparatima je uoceno oStecenje ivicnog dela tromba (tzv. crush

efekat), Sto nije uzeto u obzir prilikom analize starosti tromba.

Histloskom analizom nije obuhvacen sav materijal (nivo preseka). Zato smo analizirali

po 4 preseka sa 7 nivoa kako bismo obuhvatili $to vise aspiriranog materijala.

Aspiriran tromboti¢ni materijal moze biti stariji nego Sto se ocekuje na osnovu duzine
ishemijskog vremena. Takode, moguce je superponiranje svezijeg tromba na stariji
tromb, Sto bi potencijalno moglo da zbuni osobu koja analizira preparate (73). Zbog
toga smo prilikom analize starosti tromba posmatrali histoloSki najstariji deo materijala,

a analizu su nezavisno obavili jedan histolog i jedan patolog.

Vrednosti cirkuliSsuc¢eg serumskog VEGF-a se odredivala samo jednom, §to ne moze

da iskljuci dalje promene ovog markera i njihovu prognosticku vrednost.

Razli¢ita vrednost VEGF-a u poredenju sa drugim studijama moZe poticati i od

razli¢itog eseja i proizvodaca.

U proces angiogeneze su ukljuceni i drugi faktori osim VEGF-a, kao §to su bazni
fibroblastni faktor rasta (bFGF) i angiopoetini (Ang-1 i Ang-2). Moguce je da njihovo
udruzeno delovanje doprinosi angiogenezi, stoga bi merenje multiplih faktora doprinelo

boljem razumevanju mehanizma formiranja norvih krvnih sudova.

Relativno mali broj pacijenata koji bi omogucio analizu klini¢kih ishoda i dalje
statistiCke analize. Medutim, re¢ je velikom broju ispitanika za patohistolosku studiju

ovog tipa.

Monocentri¢nost studije i1 izostanak randomizacije, sto je videno i u drugim studijama

ovog tipa.
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U pocetku istrazivanja aspiracija tromba bila je vrSena kod konsekutivnih STEMI
pacijenata, a kasnije kod angiografski vidljivog tromba, u skladu sa trenutno vaze¢im

preporukama za primarnu PCI.
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6. ZAKLJUCCI

Zakljucci naseg ispitivanja uticaja vrednosti cirkuliSuceg sereumskog VEGF-a i stepena
angiogeneze aspiriranog tromba na angiografske i klinicke ishode 88 STEMI pacijenata

leCenih primarnom PCI su sledeci:

e Aspirirani trombi iz koronarnih arterija STEMI pacijenata su kod vecine
pacijenata (75%) bili predominantno crvene boje.

e Makroskopska boja aspiriranog tromba nije zavisila od duzine trajanja
ishemijskog vremena.

e Kod pacijenata sa antecedentnom i predinfarktnom anginom pectoris ¢eS¢e su
aspirirani crveni trombi.

e Postojala je pozitivna korelacija povrSine tromba sa duzinom, Sirinom tromba 1
sadrzajem eritrocita, uz negativnu korelaciju sa povrSinom fibrina.

e Postojala je negativna korelacija sadrzaja fibrina i duzine ishemijskog vremena,
dok se sa povecCavanjem ishemijskog vremena nije znacajno povecavala
hemoragijska komponenta u trombu.

e Kod veéine pacijenata je aspiriran tromb histoloski stariji od 24h, dok je kod
svih pacijenata vreme od pojave bola u grudima do primarne PCI iznosilo do
12h.

e Pristustvo starijih tromba je bilo povezano sa pojavom antecedentne angine, dok
nije registrovana povezanost starosti tromba sa pojavom angine 72 h pre STEMI
prezentacije.

e Ukupno ishemijsko vreme bilo je znacajno duze kod pacijenata sa aspiriranim
starijim trombima u odnosu na sveze trombe.

e Crveni i beli trombi se nisu znacajno razlikovali prema histoloski procenjenoj
starosti.

e Pacijenti sa prethodnom pojavom bolova u grudima (72 h pre STEMI) znacajno
¢esce su imali trombe bogate eritrocitima. Sadrzaj eritrocita u trombu nije bio
povezan sa pojavom antecedentne angine.

e Angiogeneza je bila prisutna u vecini aspiriranih trombova STEMI pacijenata.

Rane endotelne éelije su najéesée bile u formi grupisanih CD34°CD31" ¢elija,

137



rede su bile prisutne kao pojedinacne c¢elije, dok su najrede bile u formi
kapilarnih petlji.

CD34CD31" ¢elije su znacajno esée bile prisutne u aspiriranim trombima
pacijenata sa prethodnom anginom pectoris, dok nije uofena povezanost
prisustva angiogeneze tromba sa pojavom antecedentne angine.

Stepen angiogeneze aspiriranog tromba nije bio povezan sa trajanjem
ishemijskog vremena.

Stepen organizacije CD34"CD31" ¢elija se povecavao sa staro$éu tromba. Svi
organizovani trombi su pokazivali znake angiogeneze, angiogeneza je
registrovana kod 75% litickih trombova, dok su svezi trombi imali prisutne rane
endotelne ¢elije u 50% slucajeva.

CD34°CD31" ¢elije su bile prisutne na povrsini tromba u vidu izduzenih
¢elijskih formacija, ili urasle u tromboti¢no tkivo gde su bile okrugle u slucaju
grupisanja, ili izduzene, kod formiranja kapilarnih petlji.

Periferno locirane CD34'CD31" ¢elije su bile najzastupljenije u svezim
trombima, dok se njihova ucestalost smanjivala sa staro§¢u tromba. Suprotno
tome, urasle CD34°CD31" ¢elije su bile najzastupljenije u organizovanim
trombima, uz progresivno smanjenje ucestalost kod mladih trombova.
Registrovana je ko-ekspresija CD34/CD31 i D2-40, LYVE-1 i VEGFR3
molekula na ranim endotelnim ¢elijama uraslim u tromboti¢no tkivo. Ovo je prvi
slucaj prisustva D2-40 imunoreaktivnosti na vaskularnim endotelnim ¢elijama u
netumorskim 1 nepatoloS§kim uslovima.

Broj D2-40" éelija u tromboti¢nom materijalu se poveéavao sa staro$éu tromba.
Organizaciju CD34°CD31" ¢elija u tromboticnom materijalu pratila je
organizacija D2-40" ¢éelija.

Pacijenti sa ve¢im vrednostima cirkuliSu¢eg serumskog VEGF-a imali su duze
ishemijsko vreme u odnosu na pacijente sa manjim vrednostima VEGF-a.
Vrednost serumskog VEGF-a nije zavisila od broja trombocita i leukocita u krvi
pri prijemu pacijenata u bolnicu.

Pacijenti sa ve¢im vrednostima serumskog VEGF-a imali su tendenciju ka vecoj

povrsini tromba.
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Kod pacijenata sa organizovanim trombima ¢e$¢e su izmerene vise vrednosti
serumskog VEGF-a u odnosu na pacijente sa aspiriranim svezim i litickim
trombima.

Pacijenti sa znacima angiogeneze aspiriranog tromba su imali vise vrednosti
serumskog VEGF-a u odnosu na pacijente bez CD34°CD31" éelija u trombu.
Aspiraciju svezeg tromba znacajano CeS¢e pratila je pojava TIMI 3 protoka
nakon aspiracije u odnosu na aspiriran stariji tromboti¢ni materijal.

Kod pacijenata sa znacima angiogeneze u aspiriranom trombu znacajno ¢esce je
registrovan MBG 0/1 u odnosu na trombe bez prisustva CD34"CD31" ¢elija.
Distalna embolizacija je bila znacajno ¢eS¢a kod pacijenata sa trombom vece
povrsine, dok nije bilo razlike u procentualnom sadrzaju hemoragije i fibrina u
trombu. Pojava angiografski vidljive distalne embolizacije nije bila povezana sa
staro$¢u tromba 1 prisustvom angiogeneze u aspiriranom trombu.

Angiografske karakteristike pacijenata (infarktna arterija, prisustvo visesudovne
bolesti, vrednost TIMI protoka, Rentrop razvijenost kolaterala, vrednost MBG i
pojava angiografski vidljive distalne embolizacije) nisu se znac¢ajno razlikovale
u odnosu na izmerene vrednosti cirkuliSuc¢eg serumskog VEGF-a.

Uocena je tendencija ka korelaciji izmedu nizih vrednosti serumskog VEGF-a i
vecih vrednosti bazalnog SYNTAX skora.

Stepen STR se nije znacajno razlikovao izmedu makroskopski crvenih 1 belih
trombova, i trombova razli¢itih morfometrijskih karakteristika.

Nije uoena povezanost izmedu pristustva angiogeneze u trombu i stepena STR.
Maksimalno oslobodene vrednosti kardiospecifi¢nih enzima (CK, troponin 1)
nisu pokazivale povezanost sa makroskopskom bojom tromba, histoloskom
staro$¢u tromba, prisustvom angiogeneze i stepenom organizacije CD34"CD31"
¢elija, kao ni sa vrednostima cirkuliSu¢eg serumskog VEGF-a.

Aspiracija tromba predominantno crvene ili bele boje nije bila povezana sa
promenom u vrednostima ehokardiografskih parametara (EDVI, ESVI, LVEF,
WMSI) i pojavom remodelovanja leve komore nakon 6 meseci od STEMI.
Promene u vrednostima ehokardiografskih parametara (EDVI, ESVI, LVEF,
WMSI), kao i pojava remodelovanja leve komore tokom perioda pra¢enja nisu

se znacajno razlikovale prema starosti aspiriranog tromba (svez, liticki i

139



organizovan, odnosno svez i stariji), kao ni prema prisustvu angiogeneze u
aspiriranom materijalu.

Postojala je tendencija ka boljem oporavku LVEF kod pacijenata sa
pojedina¢nim ranim endotelnim ¢elijama u aspiriranom trombu u odnosu na
grupisane i kapilarne petlje CD34°CD31" éelija, dok se ostali ehokardiografski
parametri (EDVI, ESVI i WMSI) nisu znacajno razlikovali prema stepenu
organizacije angiogeneze.

Vrednosti serumskog VEGF-a nisu pokazivale korelaciju sa promenom u
vrednostima ehokardiografskih parametara (EDVI, ESVI, LVEF i WMSI)
tokom perioda pracenja pacijenata. Nije uocena razlika u pojavi remodelovanja
leve komore kod pacijenata sa viSim, odnosno nizim vrednostima serumskog

VEGF-a.
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SKRACENICE

ACC — Americko udruzenje kardiologa

AHA — Americko udruzenje za srce

AP — angina pektoris

bFGF — engl. basic fibroblast growth factor, bazni fibroblastni faktor rasta
BMS — metalni stent

CK — kreatin kinaza

CK-MB - engl. myocardial band, miokardna traka kreatin kinaza
Cx — cirkumfleksna koronarna arterija

DES — stent sa oslobadanjem leka

EKG - elektrokardiogram

EHO - ehokardiografija

EPC — endotelne progenitorske éelije

EC — endotelna éelija

FFR —engl. fractional flow reserve, frakciona rezevra protoka

HE — hematoksilin-eozin bojenje

HEV- engl. high endothelial venules, venule sa visokim endotelom
IQR — engl. interquartile range, interkvartilni opseg

KVB — kardiovaskularne bolesti

LAD - leva prednja descendentna arterija

LBBB — blok leve grane Hisovog snopa

MACCE — glavni nezeljeni srcani i cerebralni dogadaji

MBG - engl. myocardial blush grade, stepen miokardnog ispiranja

PCI — perkutana koronarna intervencija
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PECAM-1 — engl. platelet endothelial cell adhesion molecule-1, adhezioni molekul

trombocita za endotelne Celije-1

RCA — desna koronarna arterija

RelM — reinfarkt miokarda

STEMI — infarkt miokarda sa elevacijom ST-segmenta

STR —rezolucija ST-segmenta

TEM — transmisiona eletronska mikroskopija

TIMI — engl. timing in myocardial infarction

TNFa - engl. tumor necrosis factor-alpha, faktor tumorske nekroze-alfa
Tnl — troponin |

TVR - revaskularizacija infarktne arterije

SEM - skening elektronska mikroskopija

S| — sr¢ana insuficijencija

VEGF — engl. vascular endothelial growth factor, vaskularni endotelni faktor rasta

VEGFR - engl. vascular endothelial growth factor receptor, receptor za vaskularni

endotelni faktor rasta
WMSI — indeks skora pokretljivost leve komore

aSMA — engl. alpha smooth muscle actin, alfa glatkomisi¢ni aktin
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Vase srce tokom dve godine.

Tokom studija ucestvovala je na kongresima studenata medicine u zemlji i bila ¢lan
Studentskog parlamenta tokom VI godine studija. Dr Jelena Rakocevic¢ je bila redovan
student-demonstrator na Katedri za histologiju i embriologiju, kao i redovan student-

demonstrator elektronskog uéenja ,,Retikulum” katedre za histologiju i embriologiju.

Od marta 2011. do septembra 2012. godine bila je zaposlena u kabinetu za ergometriju
Klinike za kardiologiju Klini¢kog centra Srbije. Od septembra 2012. godine zaposlena
je na Institu za histologiju i embriologiju ,,Aleksandar D. Kosti¢* Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu kao saradnik u nastavi (2012-2014. godine) i asistent (od 2014.
godine).

Zavrini specijalisticki akademski rad pod nazivom “Znacaj citohistoloskih istrazivanja
biopsije skeletnog misi¢a u dijagnozi mitohondrijalnih encefalopatija“ odbranila je u

septembru 2013. godine, mentor doc. dr Milo§ Bajcetic.

Ucesnik je dva aktuelna projekta Ministarstva za prosvetu, nauku i tehnoloski razvoj
Republije Srbije: br. 41022 - Akutni koronarni sindrom (istrazivanje vulnerabilnosti
plaka, krvi i miokarda) optimalno lecenje i odredivanje prognosti¢kih faktora,
rukovodilac projekta: prof. dr Miodrag Ostoji¢, i br. 41027 - Celijske i molekulske
osnove malignih i kardiovaskularnih oboljenja - klinicke implikacije, rukovodilac

projekta : Snezana Pejic.

Bila je nacionalni koordinator ,,Stent for Life* inicijative za Srbiju u periodu od 2009-
2011. godine, ucestvovala je kao koordinator tri klinicke studije (COMFORTABLE-
AMI, C-CURE i PROTEX).
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Dr Jelena Rakocevic je autor ili koautor u 8 radova koji su publikovani u ¢asopisima sa
CC/SCI liste. Rezultati doktorske disertacije uspesno su publikovani u tri rada (dva iz
kategorije M21 i jedan iz kategorije M22), uz usmene prezentacije na Evropskom
kongresu udruzenja patologa u Beogradu 2015. godine i medunarodnom skupu 2nd
European Section Meeting of the International Academy of Cardiovascular Sciences
"Heart diseases: How new research may lead to new treatments" u Beogradu 2015.
godine, 1 poster prezentaciju na Kongresu evropskog udruzenja za aterosklerozu u

Glazgovu 2015. godine.
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Mpunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBy

MoTnucann-a JcJu--»( PM@WEM

6poj ynuca

UsjaBmyjem

[a je HOKTOpCKa AiucepTaumja nog, HacroBoMm

i \/TW-LAO HUBOA UUPKy AW YREM CEPYMCKal !\"(WM'FHOT EYAOTE Ao ¢ dJ\‘KTDM’MU’L

U_TENEHA_AHCUo (EHERE AcDupupsrror TPomBA HA kiluofadicku U Kausitky UKo g

NAUUDEHATA CA AEITUn WH dpkTon MU0 KAPAK ok EXEIU(LLWJon T cermenm

umermx NPUMKMION NEP/ Ao Ko oA fton WHIEPTEH WHaoh "
pes3ynrart COncTBEHOr UCTPaXnBaykor paga,

* Banpeanoxena AvcepTaLyja y LienuHu Hu y Aenosuma Huje 6una npeanoxena
3a pobujare GUNo Kkoje Aunnome npema CTyAMjcKMM Nporpamima [pyrux
BUCOKOLLIKOTICKUX YCTaHOBa,

e [1a Ccy pesynTatil KOPeKTHO HaBeAEeHM 1
° [Na Hucam KpluMo/na ayTopcka npaBa W KOPUCTMO WHTESeKTyanHy CBOjUHY

APYMX Nnua.

MoTnuc pokropanga

Y Beorpapy, 12.06 . Jol7-

@M%
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Mpunor 2.

UsjaBa 0 cTOBETHOCTM WITaMNaHe U eneKTPOHcKe
Bep3uje AOKTOpCKOr paaa

Mwme 1 npesume ayTopa j eveHn Phcove k

Bpoj ynuca

Cryavijckv nporpam _KAPA woslomh
VWD 1iBok UWPRY MAWYRET (6 FyM ol MefrMptor O AGTEMHOr C}mqo T
HacnoB paga Y (eneha AW WolEHERE hedupunptior TPorph HA Airuehnadtku 4 KAuHuIFU Utog
NAUKIEKATA Gk KEXTHUN WHAWPRTON Musokrpdn M08 L EAERALU(on (T CEMMEHTY,
MeHTop JIEYE % Dpldaspsiort nEpummh oy irxtoN WHTE PRF b injon

[Lou. ap Munuua Nabygosuh Boposuh

MoTnncanm _ I ) Soagits Sogld

n3jaBrbyjeM fa je WTamnaHa Bepauja MOr [OKTOPCKOr paja MCTOBETHA €eKTPOHCKO)
Bepanju Kojy cam npedao/na 3a o6jaBrbMBarbe Ha noprany [MruTanHor
penosutopujyma Yuusep3auterta y Beorpagy.

[ossorbaBam fa ce objaBe Moju NMYHM MoOAALM BesaHu 3a nobujare akagemckor
3Batba JOKTOpPa Hayka, kao LUTO Cy UMe W Npesume, roauHa U Mecto pofierka 1 Aatym
oabpaHe paga.

OBM nMyHM nogaum Mory ce oGjaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHuLaMa AuruTanHe
6ubnnoTeke, y €NeKTPOHCKOM Katanory Uy nybnvkauujama YHueepauteta y Georpagy.

MoTtnuc pokropaHaa

Y Beorpapy, /.04 Lol7 .

%L( Ditgu‘é;’ —-/é(.b//x
‘\//
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Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhery

Osnauwiyjem Yhusepautetcky 6uGnuotexy ,Ceetosap Mapkosuh® aa y [ururantu
penosuTopujym YHusepauteta y Beorpagy yHece Mmojy AoKTopcKy AvcepTauujy nog
HacroBoM:

, JTUURD ABoA LUK RET CE pagrCliar BACUyI (Mo EHAOTEAthl Q’f«mp Mt v
U NEHR Kt (WolE HERT ALiithapatiol Thorefih Hh Knwonpy dhore u Khustu] b Utk

MUy EHRTA h KrTHun W GAPETON huslrp g ok EAERRUu o (T ceneettTa ACYEI:

NPt pton NEPlagi Krtoht K=ot xpeton wiTepls Hufor'
Koja je Moje ayTopcko Aeso. !

AvcepTauujy ca cBum npunosuma npefao/na cam y enekTpOHCKOM thopMarty NorogHoM
3a TpajHO apXUBMpakse.

Mojy aokTopeky AvcepTaumjy noxpatseHy y [urutanHin penosutopujym YHusepauteta
y Beorpagy mory aa kopucte cBiu koju nowTyjy oapeabe cappxaHe y opabpaHom Tuny
nuueHue KpeatueHe sajeanuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyuno/na.

1. AytopctBo
@AyTopcrao - HeKoMepLmjanHo
3. AyTopcTBO — HekomepLnjanHo — 6e3 npepane
4. AyTOpCTBO — HeKOMepLMjanHo — AeSATI Mo UCTUM YCroBUMA
5. AytopcTBo — Ges npepage
6. AyTOpCTBO — [enuTI NoA UCTUM YCroBUMA

(Monumo pa saokpyxute camo jefHy Off LWECT noHyReHux nuueHum, KpaTtak onuc
NULEHLM Aar je Ha nonefuHun nncra).

Mornuc poktopanpa

bl %
Qv LA

Y Beorpagy, 42.06. 8511
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1. Aytopcteo - [losBorbaBate ymHOXaBatse, AUCTPUOYLM)Y W jaBHO CaoniuTaBakbe
Aena, v npepaje, ako ce HaseAe UMe ayTopa Ha HauuH oppeheH of cTpaHe ayTopa
Unu fasaoua nuueHue, Yak u 'y komepumjante cepxe. OBo je HajcnobogHuja of ceux
NALEHLM.

AyTOPCTBO — HekoMepLyjanto. [lo3Borbasate YMHOXaBatse, AncTpubyumjy v jaBHo
caonwTasawe Jena, U npepage, ako ce HaBese UMe ayTopa Ha HauuH ofpefieH op
CTpaHe ayTopa unu fasaoua nuueHue. OBa nuUeHLa He 103BorbaBa koMepumjanHy
ynotpeby aena.

3. AyTopcTBO - HekomepuujaniHo — 6e3 npepage. [loseorbaBate YMHOXaBake,
AvcTpubyumjy M jaBHo caonwtaBake fena, 6e3 npomeHa, npeobnvKoBaka WUnu
ynoTpebe Aena y cBom fAeny, ako ce HaBeje MMe ayTopa Ha HauuH oapefeH o
CTpaHe ayTopa unu Aapaoua nuueHue. OBa nnueHLa He A03BOSbaBa KoMepLmjanty
ynotpeby fena. Y opHocy Ha cBe ocTane NMULEHLE, 0BOM NULIEHLIOM Ce orpaHuyasa
HajBefn 0bum npasa kopuwhera aena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepumjanHo — [enuTW Nod WUCTUM ycroBuma. [lo3Borbasare
YMHOXaBatbe, ANCTPUBYLIM)Y 1 jaBHO caoniuTaBarbe Aena, U npepaje, ako ce Hasege
“Me ayTopa Ha HauuH ofpefieH og cTpaHe ayTopa UMW AaBaolia MULEHLE U ako ce
npepaga Auctpubyupa nog WCTOM UMW CRMYHOM fMLEHUOM. OBa NMUEHUA He
fo3Borbasa komepLmjanty ynotpeby aena v npepapa.

5. AytopcTeo — Ges npepape. [losBorbaBate ymMHoXaBare, AUCTPUBYLMlY U jaBHo
caoniTasare Aena, 6e3 npomea, npeobnukoBata U ynoTpebe aenay cBoM geny,
aKko ce HaBefie ume aytopa Ha HauuH ogpefeH of cTpaHe ayTopa unu Aasaola
nuueHe. Osa nuLeHLa f03BorbaBa koMepLujanty ynotpeby aena.

6. AytopctBO - pdenuTM noj MCTUM ycnoBuma. [losBosbaBaTe  YMHOX@Bar-E,
ANCTPUGYLIMjY 1 jaBHO caoniuTaBakbe Aena, 1 Npepaje, ako ce HaBese UMe ayTopa Ha
HauuH ofpeheH o4 CTpaHe ayTopa WNM fasaola fMUEHUE M ako ce npepasa
Auctpubynpa MoA WCTOM WM CMYHOM nuueHuom. OBa MNULEHUA A[03BOrbasa
komepuvjanty ynotpeby Aena u npepaga. CrimyHa je cocbTBEpCKUM MUUEHLAMA,
OAHOCHO NULIEHLIaMa OTBOPEHOT KOAA.
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