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1. UvVOD

Ishemijski mozdani udar ili cerebrovaskularni inzult (CVI) predstavlja veliki
zdravstveni problem i vazan je uzrok dugotrajnog invaliditeta u razvijenim
zemljama svijeta (1). U Republici Hrvatskoj cerebrovaskularne bolesti su drugi
vodecéi uzrok smrti Zena (13,0 %) i muskaraca (9,9 %)(2). CVI je drugi vodeci
uzrok smrti i u Europi te uzrokuje smrt 1,1 milijuna stanovnika Europe godisSnje.
Ateroskleroza je zasluzna za jednu trecinu svih CVI-a (3). Smrtnost od prvog CVI-
a je oko 35 %, a od sljedecéeg i do 65 %, dok je €ak 15 % - 30 % preZivjelih trajno
nesposobno za rad. CVI je tako uzrokom izravnih i neizravnih troSkova za
zdravstveni sustav i drustvo u cjelini (4). Smatra se da uznapredovala
ateroskleroza karotidne arterije uzrokuje oko 20 % svih cerebrovaskularnih
inzulta [3]. Prijasnja istrazivanja pokazuju da znacajno aterosklerotsko suzenje
unutarnje karotidne arterije moze imati i do 4,2 % muskaraca i 3,4 % Zena te da
incidencija raste sa starenjem (5, 6). U bolesnika sa simptomatskim suZenjem
karotidne arterije, karotidnom endarterektomijom (CEA) se moze postici
smanjenje rizika od ponovnog CVI-a za 17 %.(7) Bolesnici se smatraju
simptomatskim ako su pretrpjeli tranzitornu ishemijsku ataku (TIA) ili CVI ifili
prolazni gubitak vida na jednom oku (lat. amaurosis fugax) u opskrbnom podrucju
suzene karotidne arterije [8, 9]. Velike randomizirane studije pokazale su da CEA
ima vaznu ulogu u prevenciji CVl-a te da se kod operiranih bolesnika smanjuje
rizik i dugoro€no poboljSava kvaliteta zivota (7, 8). Prvu uspjeSnu operaciju
karotidne arterije zbog uznapredovale aterosklerotske bolesti je izveo ugledni
kardiovaskularni kirurg Michael E. De Bakey 7. kolovoza 1953. godine, nakon
Cega je zapocCela era karotidne kirurgije [11].

U slu€aju asimptomatske bolesti karotidne arterije, smjernicama
Europskog udruzenja za vaskularnu kirurgiju (European Society for Vascular
Surgery — ESVS) je odreden stupanj suZenja karotidne arterije u kombinaciji s
radioloSkim morfoloSkim kriterijima kada je indiciran operativni zahvat. Prema
velikim randomiziranim kontroliranim istrazivanjima (Asymptomatic Carotid
Atherosclerosis Study - ACAS, Asymptomatic Carotid Surgery Trial - ACST) u

asimptomatskih je bolesnika s visokosignifikantnim suZzenjem karotidne arterije



zabilieZzeno smanjenje 5-godisnjeg rizika od CVI-a nakon CEAs 11 % na 5 %. U
tih bolesnika rizik od perioperativhog CVl-a ili smrti je bio oko 3 % (7, 8).

Prema zadnjim ESVS smjernicama, optimalna medikamentna terapija
moze biti vrlo uspjeSna kod asimptomatskih bolesnika, pa je za indikaciju za
operativni zahvat potrebno, uz suzenje 60 % - 99 %, zadovoljiti i barem jedan
klini¢ki ili radiolo$ki morfoloski kriterij povezan s povecanim rizikom od mozdanog
udara (npr. krvarenje unutar plaka) (9). Nedavno su objavljeni rezultati
istrazivanja koja su se usmijerila na morfoloSke i seroloSke parametre radi
identifikacije nestabilnog karotidnog plaka kako bi se poboljSala identifikacija

bolesnika koji imaju povecani cerebrovaskularni rizik (9-16).

1.1. Anatomija i histoloSka grada ekstrakranijske arterijske cirkulacije

Glavna arterijska opskrba glave i vrata odvija se preko zajednickih
karotidnih i vertebralnih arterija (17). Luk aorte se nastavlja na uzlaznu aortu te u
vecine ljudi daje tri glavna supraaortalna ogranka: truncus brachiocephalicus (lat.
arteria [a.] innominata), lijevu zajedni¢ku karotidnu arteriju (a. carotis communis
sinistra) te lijevu potkljuénu arteriju (a. subclavia sin.) (18). Moguée su razne
varijacije polazista supraaortalnih ogranaka i najceSc¢a varijanta je zajedniCko
polaziste truncus brachiocephalicusa s lijevom zajedni¢kom karotidnom arterijom
(u 10 % ljudi) koje se naziva truncus bovinus (18). Truncus brachiocephalicus je
prvi glavni ogranak luka aorte koji se nakon 4-6 cm ra¢va u desnu zajednicku
karotidnu arteriju i desnu potklju¢nu arteriju. Obje vertebralne arterije polaze od
potklju€nih arterija. Willisov krug omogucuje intrakranijsku kolateralnu vezu
vertebrobazilarnog i karotidnog sustava, koja je zna€ajna u slu€aju kada je jedna
unutarnja karotidna arterija okludirana (18, 19). U tom slu€aju alternativne
kolaterale preko vanjske karotidne i oftalmiCne arterije mogu opskrbiti distalni
intrakranijski dio na strani okludirane unutarnje karotidne arterije. Kontralateralna
unutarnja karotidna arterija preko Willisova kruga takoder opskrbljuje distalni dio
okludirane unutarnje karotidne arterije, no manje od 60 % populacije ima

kompletan Willisov krug (18).



Mozak je od svih organa u tijelu najviSe osjetljiv na manjak kisika. Za
normalnu funkciju neurona potreban je konstantan dotok krvi, neovisan o
sistemskom tlaku, $to se postiZze autoregulacijom cirkulacije u mozgu (1). Tako je
mozdani protok u granicama normale kad je srednji arterijski tlak izmedu 50 i 150
mmHg (1). Normalan mozdani protok iznosi 50 ml/100 g u minuti, a potro$nja
kisika 3,5 ml/100 g u minuti. Kad protok padne ispod 10 mI/100 g u minuti, funkcija
neurona moze biti ugroZzena (20).

Krvne Zile predstavljaju cjevaste strukture koje su histoloSki gradene od
glatkih miSicnih stanica (engl. vascular smooth muscle cells, VSMC) i
izvanstani€nog matriksa (engl. extracellular matrix, ECM) (21). Unutarnja
povrsina krvnih Zila prekrivena je jednim slojem endotelnih stanica (21). Relativni
udio VSMC i ECM varira ovisno o vrsti krvnih Zila unutar cirkulacijskog sustava.
Kako bi se prilagodile pulzatiinom protoku krvi i viSem krvnom tlaku, arterije imaju
deblju stijenku i vise slojeva VSMC u odnosu na stijenku vene (21).

Stijenke krvnih zila su organizirane u tri koncentricna sloja: intima, medija
I adventicija (21, 22). Ti su slojevi prisutni u svim krvnim Zilama, ali su najocitiji u
vecim Zilama, osobito u arterijama (21, 23). Intima se sastoji od sloja endotelnih
stanica ispod kojih je bazalna membrana. Odvojena je od medije elastiChom
membranom koja se naziva unutradnja elastiCha lamina (21). Medija se
uglavnom sastoji od VSMC i ECM te je okruzena rahlim vezivnim tkivom,
Ziv€anim vlaknima i manjim Zilama adventicije (21). U pojedinim arterijama je
prisutna vanjska elasti¢na lamina na prijelazu izmedu medije i adventicije (21).

Ovisno o veli€ini i histoloSkoj gradi, arterije su podijeljene u tri vrste: velike
elasti¢ne arterije (aorta, supraaortalne grane, ilijakalne i plu¢ne arterije), arterije
srednje veli€ine (koronarne i bubrezne arterije) te male arterije i arteriole (18, 21).

Koronarne krvne Zile su arterije srednje veliCine u kojima je sloj medije
graden primarno od glatkih miSi¢nih stanica dok su elasticna vlakna organizirana
kao unutarnja i vanjska elasti¢tna lamina (21). Glatke miSicne stanice su
cirkularno ili spiralno orijentirane u stijenci u odnosu na lumen, a protok krvi kroz
krvne Zile ovisi o kontrakciji ili relaksaciji VSMC (vazokonstrikcija/vazodilatacija)
koje su kontrolirane autonomnim ZzZiv€anim sustavom i lokalnim metaboliCki

¢imbenicima (npr. acidoza) (21). ECM takoder moze utjecati na tonus VSMC



koronarnih krvnih Zzila otpustanjem dusSikovog (lI) oksida koji uzrokuje
vazodilataciju ili endotelina koji uzrokuje vazokonstrikciju (21, 24).

Endotelne stanice su cjeloviti, neprekinuti sloj niskih, kubi¢nih stanica koji
oblaze cijelo krvozilno stablo i regulira brojne fizioloSke i patoloSke procese u
krvnim Zilama (21). Neaktivirane endotelne stanice reguliraju upalne procese i
funkciju drugih stanica u stijenci krvnih Zila, posebno VSMC (21, 22). U
patoloSkom procesu, aterosklerozi, upalni citokini, hemodinamski stres i lipidni
produkti utjeCu na aktivaciju i/ili oStecenje endotelnih stanica koje sudjeluju u
patogenezi na viSe nacina: pojavom propusnih medustani¢nih veza izmedu
endotelnih stanica, promjenom oblika endotelnih stanica i ekspresijom
adhezijskin molekula, sintezom citokina, kemokina, c¢imbenika rasta,
prokoagulantnih i antikoagulantnih ¢imbenika (21, 22). Endotelne stanice aktivho
sudjeluju u ekstravazaciji leukocita tijekom razvoja upalnog procesa (21).
Dugotrajna izloZenost endotelnih stanica navedenim ¢imbenicima ateroskleroze
rezultirat Ce disfunkcijom endotelnih stanica, Sto ¢ée za posljedicu imati
vazodilataciju uzrokovanu poremec¢enom funkcijom endotela, hiperkoagulabilnim
stanjem, poveé¢anom sintezom slobodnih kisikovih radikala, inicijacijom tromboze
i razvojem ateroskleroze (21).

Vaskularne glatke miSiéne stanice sudjeluju u fizioloSkim procesima
oStecenja stijenke krvnih Zila te u patoloSkim procesima kao $to je ateroskleroza
(22). Aktivirane VSMC mogu proliferirati i migrirati, i utjecati na pove¢anu sintezu

ECM kolagena, elastina i proteoglikana, ¢imbenika rasta te citokina (21).



1.2. Razvoj ateroskleroze i histoloSka obiljezja nestabilnog

aterosklerotskog plaka

Ateroskleroza je sloZen kroni¢ni upalni proces arterijske stijenke koji se
razvija kao posljedica ostecenja endotela tijekom kojeg dolazi do odlaganja lipida
u intimu i mediju srednje velikih i velikih arterija (21, 23). Aterosklerotske
promjene se klasificiraju kao rane lezije (tip I i Il; masne pjege i masne pruge),
intermedijarne lezije (tip 1ll; masne pruge s malim izvanstanicnim nakupljanem
lipida), ateromi i fibroateromi (lezija tipa IV i V), te sloZzene lezije (tip VI; fibrozni
aterosklerotski plak s ulceracijom povrSine, hematomom, krvarenjem i trombom
unutar lezije) (21). Prema modificiranoj klasifikaciji Ameri¢kog udruzenja za srce
(engl. American Heart Association — AHA) aterosklerotski plak se moze
klasificirati u 8 razli€itih tipova ovisno o specificnim karakteristikama plaka (25).

Stvaranje aterosklerotskog plaka zapoc€inje oste¢enjem endotelnih stanica
arterijske stijenke i rezultira subendotelnim nakupljanjem lipoproteina
(prvenstveno oksidiranog lipoproteina male gusto¢e - engl. low-density
lipoprotein - LDL i kolesterolskih kristala); priviaenjem monocita u oStecenu
stijenku s migracijom u intimu i diferencijacijom u makrofage i pjenusave stanice;
te otpustanjem razli€itih Cimbenika rasta i aktivacijom VSMC koje se umnazaju i
stvaraju komponente ECM (23, 26).

Nakupljanje makrofaga ispunjenih lipidima u intimi u obliku pjenusavih
stanica uzrokuje nastanak mikroskopskih lezija, masnih pjega, te daljnjim
razvojem prvih makroskopski vidljivih aterosklerotskih promjena, masnih pruga
koje se o ituju kao uzdignuca intime zute boje. lzvanstani¢nim nakupljenjem
lipida razvijaju se intermedijarne lezije, a umnozavanjem VSMC i njihovom
organizacijom oko zarita pjenuSavih stanica i izvanstani¢nih lipida (masne
jezgre) razvija se aterom (26).

Napredovanje aterosklerotskog procesa u aterom se odvija daljnjim
nakupljanjem kolagena, elastina i proteoglikana, Ciji izvor su miofibroblasti,
transformirane VSMC (21, 23). Nakupljanje vezivnog tkiva na intimalnoj strani
plaka uzrokuje stvaranje vezivhe kape (23). Time nastaje potpuno zreli
fibroaterom (23). U daljnjem tijeku dolazi do atrofije i fibroze medije, slabljenja

¢vrstocCe i elasti¢nosti arterijske stijenke, infiltracije upalnih stanica te poticanja



neovaskularizacije (23). Kod uznapredovale aterosklerotske bolesti, plakovi
mogu ovapnjeti, mozZe nastati krvarenje unutar plaka, kao i ulceracija, te se moze
razviti tromboza na povrsini ulceriranog plaka (21, 23). Opisane promjene
predstavljaju razvoj nestabilnog plaka te mogu uzrokovati komplikacije kao Sto je

tromboembolija ili potpuno zacepljenje arterije (27, 28).

1.2.1. Nestabilni aterosklerotski plak

Osim transformacije monocita u makrofage i masne stanice, procesi
povezani s nestabilnoS¢u plaka uklju€uju upalu, proteolizu, apoptozu, trombozu i
angiogenezu (11, 12, 29, 30). Patohistoloski kriteriji nestabilnosti plaka ukljuuju
veliku masnu jezgru, tanku fibroznu kapu i povecani broj upalnih stanica u plaku
(31). Povecana aktivnost metaloproteinaza doprinosi razgradnji kolagenog
matriksa u fibroznoj kapi plaka i povecava njenu fragilnost, ¢ime kapa postaje
tanja i podlozna rupturi pri izlaganju hemodinamskom stresu (27, 28, 32-37).

Ruptura ili ulceracija karotidnog aterosklerotskog plaka dovodi do
aktivacije trombocita i tromboze koja moZe rezultirati embolizacijom i akutnom
okluzijom arterije, te posljedicno CVI-om (38, 39).

Matriks metaloproteinaza-9 (MMP-9) i ciklooksigenaza-2 (COX-2) mogu
djelomi¢no posredovati u remodeliranju karotidnog aterosklerotskog plaka (KAP)
i povec¢anom riziku pojave klinickih simptoma pri rupturi plaka (36, 37).

Stanice koje sudjeluju u patogenezi aterosklerotskog plaka, kao $to su
makrofagi, T- limfociti, aktivirane endotelne stanice i proliferirajuée VSMC,
proizvode i izlu€uju molekule koje se mogu mijeriti iz periferne krvi i koristiti kao
biomarkeri nestabilnosti i rupture plaka, kao Sto su: C-reaktivni protein (CRP),
MMP i njihovi inhibitori, CD40 ligand, citokini, oksidirani LDL, lipoproteinska

fosfolipaza A2, pojedini Cimbenici koagulacije i mijeloperoksidaza (16, 37, 40-49).



1.3. Uloga COX-2 u razvoju aterosklerotskog plaka

Ciklooksigenaza je klju¢ni enzim u metabolizmu arahidonske kiseline i ima
vrlo vaznu ulogu u patogenezi koronarne i cerebrovaskularne bolesti (43).
Ciklooksigenaze predstavljaju obitelj lipidnih peroksidaza i dio su super obitelji
mijeloperoksidaza. Razlikuju se dvije izoforme enzima - COX-1 i COX-2 (50).
COX-1 je izoforma enzima konstitutivho aktivna u svim tkivima i stanicama tijela,
dok je COX-2 izoforma enzima koja je u fizioloSkim uvjetima slabo aktivna u vecini
organa u tijelu, ali moZe biti pojaCano aktivna pod utjecajem razliCitih citokina i
faktora rasta (43, 50). Za razliku od COX-1, ekspresija COX-2 u monocitima
znacajno raste sa starijom dobi iako se ne zna uzrok tome (50). Na aktivnost
COX-2 utjeCu Cimbenici rasta i citokini, $to upucuje na ulogu COX-2 u sintezi
prostaglandina u upalnom procesu. Pojacana sinteza COX-2 u monocitima i
posljedi¢na sinteza prostaglandina E2 (PGEz) utje€Ce na autokrinu i parakrinu
sintezu MMP (51). U karotidnim plakovima poja¢ana sinteza MMP u makrofagima
najvjerojatnije je posljedica pojaCane sinteze PGE: i COX/PGE signalnog puta
(28, 34-37, 40-43, 52).

Dosadas$nja istrazivanja su pokazala da moguca pojacana sinteza COX-2
i posljedi¢na sinteza PGE2 u KAP-u kod simptomatskih bolesnika moze dovesti
do pojacane izrazenosti MMP u makrofagima koji infiltriraju predilekcijsko mjesto
za nastanak rupture ili ulceracije plaka (40, 43). Stoga pojacana izrazenost COX-
2 u makrofagima zajedno s pojaanom sintezom MMP moze biti odgovorna za
razvoj nestabilnog plaka. U skladu s navedenom teorijom, medu bolesnicima s
nestabilnom anginom pektoris koji su imali gotovo potpunu inhibiciju COX-1
posredovanu terapijom aspirinom, nadena je djelomi¢na inhibicija izluCivanja
produkata metabolizma tromboksana Az (53).

Medutim, nekoliko dosadasnjih istrazivanja je dovelo u pitanje sigurnost
primjene COX-2 inhibitora (koksibi) u bolesnika koji su primili rofekoksib zbog
moguce povezanosti s kardiovaskularnim komplikacijama i povecane incidencije
aterotrombotskih incidenata (54, 55). Meta-analiza randomiziranih istrazivanja
koja usporeduju djelovanje koksiba s placebom ili standardnim nesteroidnim
protuupalnim lijekovima, pokazala je kako je selektivna inhibicija COX-2

povezana s dvostruko povecanim rizikom od infarkta miokarda (56). Tu je vazno



napomenuti da inhibicija COX-2 u bolesnika s jakom upalnom reakcijom unutar
nestabilnog aterosklerotskog plaka moze biti korisna s obzirom na pojaCanu
sintezu PGE2 (43). Naprotiv, COX-2 inhibicija u bolesnika sa stabilnom
koronarnom boleS¢u i smanjenom sintezom PGE2 moze dovesti do
destabilizacije plaka i potencijalnih komplikacija (43).

COX-2 je primarni enzim u metabolickom ciklusu arahidonske kiseline.
PGH2 kao jedan od produkata metabolizma arahidonske kiseline dalje se
metabolizira djelovanjem drugih izomeraza u razliCite prostaglandine (PGE-,
PGl2, PGD2, PGF2a, tromboksan A2) (57). Stoga je relativni viSak jednog
specificnog prostaglandina rezultat povecane izrazenosti i djelovanja
odgovarajuce specificne izomeraze. Povecana aktivhost COX-2 i PGE sintaze
mogu dovesti do povecanja sinteze MMP ovisnih o sintezi PGE:2 Sto je uoeno u
aterosklerotskom plaku (57, 58).

U brojnim ranijim istrazivanjima prou€avala se uloga eikozanoida poput
PGlz, TXA2 1 PGEz2 u patofiziologiji bolesti krvnih Zila (57, 59-61). Djelovanje PGl2
ukljucuje inhibiciju nakupljanja trombocita i vazodilataciju, smanjenje nakupljanja
kolesterola i inhibiciju proliferacije VSMC (60). Djelovanje TXA2 povezano je s
inozitol-fosfatnim putem i uzrokuje vazokonstrikciju i pojacano nakupljanje
trombocita (57). PGE: inhibira esterifikaciju kolesterola i moze povecati sintezu
kolesterola negativhom povratnom spregom (61). Nadalje, PGE:2 pojaCava
izrazenost MMP koje se smatraju kljuénima za razvoj nestabilnog
aterosklerotskog plaka (61).

Kako bi se bolje razumjela slozena uloga COX-2 u destabilizaciji
aterosklerotskog plaka, treba uzeti u obzir da postoji viSe receptora koji mogu
posredovati ucinak istog prostaglandina kao Sto su G proteini smjesteni na
unutarnjoj strani membrane te nuklearni receptori za aktivaciju proliferacije
peroksisoma (engl. peroxisome proliferators activated receptors - PPAR) (57).
Opazeno je kako su PPAR pojacano izraZzeni u aterosklerotskom plaku te njihova
aktivacija moze imati posrednu ulogu u destabilizaciji plaka (57). Aktivirani PPAR
reguliraju ekspresiju gena kao sto je MMP-9, modulirajuci ekspresiju i aktivhost
MMP-9 te imigraciju VSMC (62). Povec¢ana izrazenost COX-2 u kroni¢nom

upalnom procesu ateroskleroze mozZe pridonijeti nakupljanju lipida u



makrofagima i VSMC unutar arterijske stijenke te stvaranju pjenusavih stanica
unutar ateroma. Isto tako, djelovanje proizvoda COX-2 enzimske reakcije na
VSMC sugerira potencijalnu ulogu enzima u razvoju nestabilnog
aterosklerotskog plaka (63).

Nadalje, COX-2 moze utjecati na neoangiogenezu sintezom
odgovarajucih ¢imbenika rasta i poticanjem stvaranja novih krvnih Zila (64). Ovdje
je vazno napomenuti kako PGE2, dominantni eikozanoid makrofaga, povecava
izrazenost MMP-2 i MMP-9, enzima koji se smatraju kljunima u destabilizaciji

plaka (51).



1.4. Uloga MMP-9 u razvoju aterosklerotskog plaka

Matriks metaloproteinaze Cine skupinu proteolitiCkih enzima ovisnih o
cinku, koji imaju glavnu ulogu u razgradnji ECM, kako u fizioloSkim procesima
kao Sto je apoptoza i angiogeneza, tako i u patogenezi brojnih bolesti kao Sto je
kroni¢na upala (65).

Klasifikacija MMP temelji se na vrsti supstrata, gradi enzima koja je
definirana strukturom domena, te na temelju lokalizacije u stanici (66). Do sada
je potvrdeno 28 vrsta MMP-a, od kojih su 23 prisutne u ljudskom tkivu, a 14 u
arterijama i venama (66). Najzastupljenije MMP su kolagenaze, stromelizini,
gelatinaze, matrilizini, metaloelastaze, membranske MMP i drugi (67). MMP-9
pripada skupini gelatinaza (gelatinaza B) kao i MMP-2 (gelatinaza A) (68).

Izlaganje stijenke arterije medijatorima upale tijekom kroni€nog upalnog
procesa moze dovesti do povecane aktivnosti MMP u razliCitim stanicama
prisutnima unutar arterijske stijenke (69). U aterosklerotskim lezijama MMP
primarno proizvode makrofagi odnosno pjenuSave stanice u aterosklerotskim
lezijama (70). MMP u aterosklerotskim lezijama mozZe razgraditi ECM i potaknuti
stvaranje i izlu€ivanje MMP u drugim stanicama plaka, te tako ima ulogu u razvoju
i progresiji aterosklerotskih lezija (70). Do sada je u viSe istrazivanja dokazano
kako MMP imaju vaznu ulogu u svim stadijima ateroskleroze, od pocetnog
kroni€nog upalnog procesa, u remodeliranju stijenke krvne Zile, u ubrzavanju
ateroskleroze kroz disfunkciju endotelnih stanica i aktivaciju upalnih stanica, u
migraciji i proliferaciji VSMC, u razgradnji ECM te u destabilizaciji plaka (27, 28,
32-37).

Dosada$nja istraZivanja su pokazala mogucu povezanost MMP-9 sa
stabilnoS¢u plaka iako su rezultati kontroverzni (27, 32-37, 71-74). MMP-2 i MMP-
9 su glavni enzimi odgovorni za razgradnju kolagena tipa IV i denaturiranih
vlakana kolagena (gelatina) (68). Gelatinaze mogu takoder razgraditi veliki broj
razliCitih proteina ECM, uklju€ujuéi kolagen tipa |, V, VII, Xi Xl, elastin, vitronektin,
fibronektin i laminin (68). Nadalje, gelatinaze mogu razgraditi i razliCite bioaktivhe
molekule, ukljucujuéi razliCite Cimbenike rasta, citokine i kemokine, koji takoder

Gelatinaze mogu utjecati i na metabolizam i razgradnju ostalih MMP (68).
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Sinteza MMP-9 u makrofagima ovisna je o PGE2/cCAMP signalnom putu
(51). Aktivacija ovog signalnog puta ovisna je o ciklooksigenazama (COX), pri
¢emu postoje dvije izoforme, COX-1 i COX-2. COX-1 je konstitutivho aktivha u
svim stanicama i odgovorna za sintezu prostaglandina u vaskularnoj homeostazi
[43, 53]. Upravo bi COX-2 izoforma enzima, koja je u fizioloSkim uvjetima slabo
aktivna u vecini organa u tijelu, ali moze biti pojacano aktivha pod utjecajem
razli€itin citokina i faktora rasta, mogla utjecati na aktivaciju MMP-9 signalnog
puta i pojacanu sintezu MMP-9 u patoloSkom procesu kao $to je kroni¢ni upalni
proces u aterosklerozi. Aktivaciia MMP-9 je sloZen proces koji je reguliran
interakcijama tkivnih inhibitora MMP i ostalih MMP (75). Brojni enzimi kao §to su
leukocitna elastaza, tkivni kailkrein, tripsin, kolagenaza-1, MMP-2 i MMP-3 mogu
utjecati na aktivaciju MMP-9 (68, 76).

Nedavna istrazivanja su pokazala da bi MMP-9 mogao biti nezavisni
prediktor nestabilnosti aterosklerotskog plaka kod bolesnika s prethodno
stabilnom koronarnom boleS¢u (77-79). Povecana koncentracija MMP-9 je
otkrivena u koronarnoj cirkulaciji medu bolesnicima s akutnim koronarnim
sindromom $§to je ukazivalo na mogucu povezanost s akutnim procesom rupture
plaka i rizika od kardiovaskularnih komplikacija te loSijeg klini¢kog ishoda (78, 80-
82). Sli¢no tome, otkrivena je povezanost povecane koncentracije MMP-9 u krvi
s nestabilnoS¢u KAP-a (27, 28, 74). Povec¢ana izrazenost MMP-2 i MMP-9 je
uoCena u stijenkama arterija u podrucjima bifurkacije krvnih Zila kao i u
ovapnjenim podrucjima stijenke zile (36). Zanimljivo je da podrucja
aterosklerotskog plaka koja predstavljaju ,locus minoris®, kao $to je fibrozna
kapsula, periferni dijelovi aterosklerotskog plaka, te masna jezgra, imaju najvecu
izrazenost MMP-9, kako u ECM tako i u makrofagima i VSMC (83).

Dosadasnja istrazivanja pokazala su povezanost serumske koncentracije
MMP-9 s ve¢om uclestaloS¢u suzenja karotidne arterije, ali ne i s izmjerenim
vrijednostima debljine intime-medije (engl. ,intima-media thickness®, IMT) (84).
Loftus i sur. su otkrili povec¢anu serumsku koncentraciju MMP-9 medu
bolesnicima s identificiranom tromboembolijom tijjekom CEA u usporedbi s
bolesnicima koji nisu imali zabiljezenu spontanu tromboemboliju (34). Medutim,

Baroncini i suradnici zaklju€ili su da, iako MMP-9 ima ulogu u patogenezi
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ateroskleroze, ne utjeCe na akutnu rupturu plaka (85). Za sada je poznato da
MMP-9 moze utjecati na metabolizam kolesterola aktivirajuci fosfolipazu Az (86).
Takoder, otkriveno je da bi MMP-9 mogao imati utjecaj i na poja¢anu proliferaciju
VSMC (87). Medutim, uoCeno je kako se nakon CVI-a broj makrofaga u KAP-u s
vremenom znacajno smanijio, dok se broj VSMC povecao, i to pod utjecajem
MMP (38). Dakle, prema dosadasnjim istrazivanjima postoje dokazi da MMP
izravno utjeCu na aktivnost VSMC kako s blagotvornim tako i sa Stetnim ucincima
na stabilnost aterosklerotskog plaka.

Sukladno tome, nekoliko istrazivanja je pokazalo da MMP-9 moze
doprinijeti procesu neovaskularizacije unutar plaka, Cime plak postaje nestabilniji
i podlozniji rupturi (88-90). IstraZivanje provedeno na miSevima s isklju¢enim
MMP9 genom pokazalo je da genetiCki nedostatak proizvodnje MMP-9 uzrokuje
smanjeni kapacitet migracije stanica u plaku; smanjenu sposobnost kontrakcije
kolagenih vlakana, s§to utjeCe na smanjenu hiperplaziju intime u stijenci karotidne
arterije; te smanjeno remodeliranje arterijskog plaka kao i razgradnju ECM (91).

Zaklju¢no, interakcija VSMC i MMP-9 u aterosklerotskim plakovima je
slozena i joS uvijek nije u potpunosti razjaSnjena. Potrebna su dodatna
istrazivanja kako bi se utvrdili specificna uloga MMP-9 u remodeliranju KAP-a i

njegova povezanost s kardiovaskularnim komplikacijama.

12



1.5. Razvoj i posljedice aterosklerotske bolesti karotidne arterije

Ishemijski CVI ¢&ini 87 %, intracerebralno krvarenje 10 %, a
subarahnoidalno krvarenje 3 % svih mozZdanih udara (1). Glavni uzroci
ishemijskog CVI-a su: tromboembolija unutarnje karotidne arterije ili srednje
cerebralne arterije (25 %), bolest manijih intrakranijskih arterija (25 %), sr€ana
embolija (20 %), ostali rijetki specificni uzroci (5 %) a 25 % CVI nema poznati
uzrok (92). Embolizacija s prethodno asimptomatskog znacajnog suZenja
unutarnje karotidne arterije moze uzrokovati i do 15 % ishemijskih CVI-a (93).

Ateroskleroza predstavlja najceSci uzrok ekstrakranijske arterijske bolesti.
Predilekcijsko mjesto za nastanak aterosklerotskog plaka je racviste zajedniCke
karotidne arterije na unutarnju i vanjsku, odnosno bulbus unutarnje karotidne
arterije (94). Napredovanjem aterosklerotskog procesa postupno dolazi do
suzenja lumena arterije na mjestu aterosklerotskog plaka. Tijekom tog procesa
moze doci i do puknuca i ulceracije intime $to moze rezultirati stvaranjem novog
tromba ili embolizacije (20). Takoder, moze doci i do nastanka krvarenja u plaku
Sto moze rezultirati naglim povecanjem stupnja suzenja arterije ili njenom naglom
okluzijom (20).

NajcesSci patofizioloSki mehanizmi kojima suzenje unutarnje karotidne
arterije postaje klinicki simptomatsko su embolizacija uzrokovana otkinutim
detritusom s ulcerirane povrsine plaka i kriticno smanjenje protoka kroz suzenje
uz nedovoljnu kolateralnu cirkulaciju (95). Preostali moguc¢i mehanizmi su
okluzija arterije uslijed progresivnog rasta plaka ili tromboze rupturiranog plaka,
te subintimalni hematom (1).

SuZenje i obliteraciju karotidne arterije znatno rjede mogu uzrokovati drugi
patoloski procesi, poput razli€itih arteritisa, primjerice thrombangiitis obliterans
(Morbus [M.] Birger) ili M. Takayasu (1). Ostale bolesti i stanja koja mogu biti
uzrokom cerebrovaskularne insuficijencije i predmetom kirur§kog lije€enja su:
presavinuc¢a (engl. kinking), tortuoziteti, elongacije karotidne arterije, prirodene
anomalije (atipi¢an tok i polaziste, aplazija, hipoplazija), kompresija arterije,
traumatska ili jatrogena ozljede arterije (npr. aterosklerotsko suzenje uzrokovano
iradijacijskom terapijom), fibromuskularna displazija, razne aneurizme i disekcija

krvne Zile (18).
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Najznacaijniji Cimbenici rizika ateroskleroze i ishemijskog CVI-a su visoka
dob, muski spol, genetska predispozicija, debljina, sjedilacki nacin Zzivota,
pusenje, arterijska hipertenzija, poviSena razina masnoca u krvi, Se¢erna bolest,

te poviSene vrijednosti homocisteina u krvi (1).
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1.6. Klinicka slika aterosklerotske bolesti karotidne arterije

Klinicku sliku karotidne bolesti mogu cCiniti CVI ili TIA (koja se moze
manifestirati i kao prolazni gubitak vida na jedno oko, lat. amaurosis fugax) u
opskrbnom podrucju suzene karotidne arterije (96, 97). Prema definiciji Svjetske
zdravstvene organizacije, CVI je zaridni, povremeno globalni, akutni neuroloski
deficit koji traje dulje od 24 sata i vaskularne je etiologije (98). Definicija TIA-e je
slicna, uz razliku da akutni zariSni neuroloski deficit traje manje od 24 sata, nakon
Cega dolazi do potpunog oporavka mozdanih funkcija (98). lako je jo$ u upotrebi,
ta je definicija manjkava jer se u mnogih bolesnika nakon TIA-e magnetskom
rezonancijom (MR) mozga moze detektirati akutni infarkt. Stoga se ¢eSce koristi
ispravljena definicija AHA prema kojoj je TIA ZariSni neuroloSki deficit najceS¢e
kratkog trajanja, nakon kojeg nastupa kompletna regresija simptoma ishemije,
bez zaostalog neuroloSkog deficita i anatomskih promjena na mozgu (99).

Kod ishemijskog CVI-a nastaje nekroza mozdanog tkiva uslijed prekida
protoka krvi u odredenom podruc¢ju mozga i manifestira se neuroloskim deficitom
I ispadom funkcije te regije mozga. Prema lokalizaciji arterijske bolesti
cerebrovaskularna bolest moze biti intrakranijska, ekstrakranijska ili kombinirana
(94). U domenu vaskularne kirurgije spada aterosklerotska bolest ekstrakranijske
arterijske cirkulacije. Klini€ka slika ovisi o veliCini i lokalizaciji ishemiCke lezije
mozga, te moZze biti prednje, odnosno hemisferalne (80 %), ili straZnje, odnosno
vertebrobazilarne lokalizacije (100). Razlikujemo CVI s opseznom lezijom
mozdanog tkiva (lezija promjera veéeg od 3 cm; engl. major stroke) i CVI s lezijom
mozdanog tkiva manjeg opsega (lezija promjera 1,5 do 3 cm, engl. minor stroke).
CVI s opseznom lezijiom mozdanog tkiva manifestira se trajnim i teSkim
neuroloskim deficitom, komom i trajnom paralizom te moze zavrsiti letalnim
ishodom, iako je moguc¢ i znatan oporavak nakon dugotrajne rehabilitacije (18,
101). Nakon CVl-ja s lezijom mozdanog tkiva manjeg opsega bolesnik se
vec¢inom uspjedno oporavi i sposoban je za samostalan zivot (18, 101).

Lakunarni infarkti su male nekortikalne ishemijske lezije u podrucjima
malih mozdanih arterija. Mogu se manifestirati pojavom zariSnog neuroloskog

deficita, ali mogu biti i bez simptoma (102). ,Tihi“ inzult se definira kao mozdani
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infarkt ili infarkt mreznice koji je potvrden radioloSkom dijagnostikom, a da
bolesnik nije imao simptome akutnog neurolo$kog deficita (103).

TIA se moze manifestirati neuroloSkim deficitom hemisferne, oéne ili
posteriorne (cerebelarne) lokalizacije kada je zahvacena karotidna cirkulacija
(104). Ako je ishodiSte lijeva unutarnja karotidna arterija, desnostranu
hemiparezu moze pratiti i afazija. Amaurosis fugax (o€na TIA) bolesnik najceS¢e
opisuje kao zavjesu ili prolaznu sjenu na ipsilateralnom oku (104).

Treba razlikovati i nestabilne ishemijske neuroloSke sindrome medu
kojima su crescendo TIA i reverzibilni ishemijski neuroloski deficit (104).
Crescendo TIA je rijedak i nestabilan neuroloSki sindrom, kod kojeg se ishemijski
neuroloski deficit u€estalo ponavlja, iako se u intervalima izmedu epizoda u
potpunosti povlaci. Naj¢eséi uzrok crescendo TIA-e je nestabilni plak racvista
karotidne arterije, s hemodinamski znacajnim suzenjem unutarnje karotidne
arterije, koji moze biti izvor ponavljanih tromboembolizacija mozga (104).

Reverzibilni ishemijski neurolodki deficit je opasnija pojava jer u
intervalima ne dolazi do potpunog oporavka (105). Reverzibilni simptomi
posljedica su funkcionalno nestabilne zone u parenhimu mozga koji okruzuje
zonu infarkta (tzv. “ishemijska penumbra”), gdje su neuroni u stanju hipoperfuzije
i edema, ali joS nije doSlo do nekroze (104). Uz crescendo TIA-u treba jo$
spomenuti i mozdani udar u razvoju (engl. stroke in evolution) jer su obje pojave
povezane s povecanim rizikom od nastanka CVI-a kao i povec¢anom
postoperativnom smrtnosc¢u (104).

U simptomatskih bolesnika mogu se javiti karotidni sindrom, vertebralni

sindrom, sindrom supraaortalnih grana, sindrom krade krvi potklju¢ne arterije (1).
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1.6.1. Karotidni sindrom

Rana pojava neuroloskih simptoma usko je povezana s progresijom
suzenja unutarnje karotidne arterije (koncept kriticnog suzZenja) i smanjenim
protokom krvi (hemodinamski zna€ajno suZenje), a uzrok pojave simptoma su
ruptura ili ulceracija fibrozne kape plaka te atero- i tromboembolija karotidnog
aterosklerotskog plaka (1). Na pojavu simptoma utjeCu razvijenost kolateralne
cirkulacije, ulceracija plaka i krvarenje u plak iz vasa vasorum te srCana
insuficijencija (19).

Karotidni sindrom uklju€uje kontralateralni senzomotorni neuroloski deficit
(hemipareza, hemiplegija, utrnutost ili parestezije), poremecaje visih kortikalnih
funkcija (senzomotorna afazija ili disfazija, eventualno i centralni ispad n.

facialisa) te ipsilateralne smetnje vida (106).

1.6.2. Asimptomatski stadij karotidne bolesti

Asimptomatskim stadijem karotidne bolesti naziva se stupanj
aterosklerotske stenookluzivne bolesti karotidne arterije u kojem bolesnici
nemaju ni cerebralnih ni retinalnin simptoma karotidne bolesti. Dosadasnja
istrazivanja dokazala su povezanost izmedu stupnja suzenja karotidne arterije i
pojave simptoma, te smanjenje rizika od teSkog CVI-a nakon CEA za oko 50 %
(7, 8, 107). Studija North American Symptomatic Carotid Endarterectomy Trial
(NASCET) je pokazala da je nakon 18 mjeseci medikamentne terapije bez
kirurSkog lije€enja rizik od CVI-a bio 19 % za suzenja od 70 % do 79 %, 28 % za
suzenja od 80 % do 89 %, te 33 % za suzenja od 90 % do 99 %.(108) Markus i
suradnici zakljucili su da je samo oko 15 % bolesnika sa CVI-om imalo prethodnu
TIA-u (109).

Medutim, nedavno istraZivanje pokazalo je da se i do 45 % mozdanih
udara u bolesnika s asimptomatskim suzenjem od 60 % do 99 % moze pripisati
lakunarnim infarktima ili sr€anim embolijskim incidentima (110). Nadalje,
asimptomatski stadij karotidne bolesti moze pridonijeti i kognitivnom poremecaju
putem mikroembolija i bez radioloSki dokazane ozljede mozga (npr. lakunarni
infarkti, ,tihi“ infarkti) (111).
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1.7. Dijagnostika aterosklerotske bolesti karotidne arterije

1.7.1. Klini€ki pregled

Anamneza i neuroloSki status mogu pokazati razliku izmedu karotidnog
sindroma s prolaznim ili trajnim deficitom, poblize odrediti vrijeme proteklo od
nastalih simptoma i moguc¢u lokalizaciju ishemijom zahvaéenog dijela mozga,
odnosno opskrbne arterije odgovorne za neuroloski deficit (112). Prije odluke o
operativnom lijeCenju, vazno je procijeniti i psihofiziCki status bolesnika te
njegove komorbiditete. Palpacijom pulzacija na rukama moze se ustanoviti
njihova asimetricnost, sto upucuje na suzenije ili obliteraciju potkljucne arterije.
Razlika tlaka veca od 20 mmHg vec¢ je suspektna na znacajno suzenje ili
obliteraciju. Auskultacijom se mozZe Cuti Sum na racvistu karotidne arterije.

U asimptomatskih bolesnika u kojih postoji sumnja te u bolesnika s
neuroloSkim simptomima koji mogu odgovarati ekstrakranijalnom suzenju

karotidne arterije indicirana je daljnja radioloSka dijagnostika (113).

1.7.2. Metode za mjerenje stupnja suzenja karotidne arterije

Danas se prema velikim randomiziranim istrazivanjima (The European
Carotid Surgery Trial — ECST; NASCET) najceSc¢e koriste dvije metode za
mjerenje stupnja suzenja (9, 108, 114). Obje metode u brojniku koriste najmaniji
promjer rezidualnog lumena arterije. Prema istraZivanju ECST kao nazivnik se
koristi procijenjeni promjer arterije gdje je rezidualni lumen arterije izmjeren
(obiéno na razini bulbusa), dok se prema istrazivanju NASCET Koristi promjer
lumena arterije iznad suzenja (obi€¢no na razini unutarnje karotidne arterije).(108,
114) Stoga je bitno imati na umu da je suzenje od 50 % prema NASCET-u
jednako suzenju od 75 % prema ECST-u. Takoder, suzenje od 75 % prema
NASCET-u jednako je suzenju od 85 % prema ECST-u (115).

U slu¢aju mjerenja stupnja suzenja kod bolesnika s velikim plakom u
podrucju znacajno prosirenog bulbusa, ECST metoda mjerenja ima prednost u
odnosu na NASCET. U tom sluaju ¢ée procjena stupnja suzenja NASCET
metodom biti manja od 50 %, dok ¢e se ECST metodom procijeniti na vise od 70
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% i to mjerenje je pouzdanije prilikom odlu€ivanja o indikaciji za operativni
zahvat. U nasem istraZivanju koriStena je NASCET metoda mjerenja u skladu sa

zadnjim ESVS smjernicama (9).
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1.7.3. Ultrazvuéna dijagnostika

Ultrazvuk (UZV) je osnovna dijagnostiCka metoda za prikaz karotidnog i
vertebralnog stabla koja objedinjuje dvodimenzionalni morfoloski prikaz tkiva
(engl. B-mode) s bojom kodiranim prikazom protoka krvi kroz krvne Zile (engl.
Color Doppler — CD). UZV/CD je neinvazivna radioloSka metoda bez ioniziraju¢eg
zraCenja te udobna za bolesnika, koja u rukama iskusnog struCnjaka ima u
usporedbi s angiografijom (DSA) 89 %-tnu osjetljivost i 84 %-tnu specificnost u
dijagnosticiranju  visokog stupnja suzenja (116). UZV/CD omogucava
dijagnosticiranje i odredivanje stupnja suzenja unutarnje karotidne arterije prema
postojecim kriterijima koriste¢i maksimalnu sistoliCku brzinu protoka (engl. peak
systolic velocity - PSV), krajnju dijastoliCku brzinu (engl. end-diastolic velocity -
EDV) i njihov omjer u podru¢ju unutarnje i zajedniCke karotidne arterije (9).

Pored toga, UZV moze prikazati strukturu karotidnog aterosklerotskog
plaka koja dobro odgovara histoloskoj strukturi plaka, a za prikazivanje strukture
KAP-a prvenstveno se koristi B-mod ultrazvuka (14, 15). Analizom u B-modu KAP
se na osnovu izgleda u podru€ju najveCeg suzZenja moze Klasificirati kao
dominantno mekani (hipoehogeni), dominantno tvrdi (hiperehogeni) i mjeSoviti
(10, 15).

Debljina kompleksa intime i medije (u mm), te intenzitet tonova slike mogu
se mijeriti sivom skalom (engl. Gray Scale Median, GSM), pri ¢emu je raspon
vrijednosti od 0 do 255. Niske vrijednosti GSM-a (<20) ukazuju na mekani plak,

a visoke vrijednosti ukazuju na tvrdi plak (10, 15, 74).

1.7.4. Viseslojna kompjuterizirana tomografija — MSCT (engl. Multi-Slice
Computed Tomography)

MSCT omogucéava dijagnosticiranje i odredivanje stupnja suzenja
unutarnje karotidne arterije kako u podrucju bulbusa tako i u distalnim dijelovima
unutarnje karotidne arterije te u podrucju luka aorte i supraaortalnih ogranaka
(117, 118). Tom tehnikom je moguce preciznije odrediti postotak suzenja
karotidne arterije prema NASCET kriterijima (108). U usporedbi s DSA ima 85 %-

tnu osjetljivost i 93 %-tnu specifiCnost u dijagnosticiranju velikog stupnja suzenja
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(116). Za dijagnosticiranje subokluzije osjetljivost i specificnost rastu do 97 %
odnosno 99 % (116).

Takoder, moguce je mijeriti gustocu analiziranog tkiva i izrazavati je u
Hounsfieldovim jedinicama. U odnosu na prisutne karakteristike (izrazenost i
veli€ina masne jezgre, gustoée <60 HU; fibrozna kapa, gusto¢e 60-130 HU;
ovapnjenje, gustoée >130 HU; te ulceracija povrSine) KAP se moze kvalificirati
kao stabilni ili nestabilni plak (117, 119). U usporedbi s MR jeftinija je i brza
dijagnostiCka metoda, ali nedostatak je izlaganje ionizirajuéem zracenju.

MSCT mozga je neophodna pretraga u dijagnostici akutnog CVI-a koja
brzo i jednostavno moZze dati uvid u lokalizaciju, vrstu i proSirenost ishemickih
lezija mozga, dijagnosticirati drugu patologiju te pomoci u diferencijalnoj dijagnozi
prema hemoragijskom CVI-u ili tumorima (120).

Tehnika MSCT angiografije koristi kombinirani MSCT s intravenskom
primjenom kontrastnog sredstva kojim se obiljezava krv i time omogucuje bolja
analiza morfologije krvnih Zila (121). Prednost tehnike je visoka preciznost
slikovnog prikaza morfologije krvnih Zila i plakova, kao i trenutnog protoka u fazi
snimanja (arterijska i venska faza) te moguénost prikaza rekonstrukcije krvnih
zila (122). Nedostaci su invazivnost tehnike uz rizik razvoja hematoma ili lokalnog
oStecenja tkiva, nastanak sistemskih i alergijskih reakcija na kontrastno sredstvo

te zatajenje bubrega i potreba za hemodijalizom (121).

1.7.5. MR dijagnhostika

MR je neinvazivna radioloSka dijagnosticka metoda visoke preciznosti i
rezolucije koja omogucava dijagnosticiranje i odredivanje stupnja suzenja u
podrucju unutarnje karotidne arterije kao i u distalnim dijelovima unutarnje
karotidne arterije, te u podrucju luka aorte i supraaortalnih ogranaka (25, 123). U
usporedbi s DSA ima 88 %-tnu osjetljivost i 84 %-tnu specificnost u
dijagnosticiranju visokog stupnja suzZenja (116).

Takoder, MR moze omoguciti odredivanje karakteristika KAP-a kao $to su
izrazenost i veliCina lipidne jezgre, krvarenje, ovapnjenje, neovaskularizacija,

ulceracija povrsine i tromboza plaka (25, 123-126). Kod odredivanja sastava
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KAP-a MR ima 85 %-tnu osjetljivost i 92 %-tnu specificnost u prikazu nekroti¢ne
jezgre ili krvarenja unutar plaka (127).

Prednost MR u odnosu na MSCT je $to nema ioniziraju¢eg zracenja, a
nedostatak je neSto slabiji prikaz morfologije arterija kod izrazenijih kalcifikata
(123). Preciznost MR se moZe povecati koristenjem kontrastnog sredstva (MR
angiografija), to pretpostavlja gadolinijsko kontrastno sredstvo (116). Prisutnost
feromagnetnog stranog tijela (sréani elektrostimulator, defibrilatori), klaustrofobija
I nesuradljivost bolesnika su kontraindikacije za MR pretragu (123).

MR mozga je vrlo korisna pretraga, posebno u dijagnostici akutnog CVI-a
ili kod sumnje na CVI (112). Pogotovo je koristan u dijagnostici uzroka CVI-a i u

preciznijem razlikovanju akutne ishemijske lezije od subakutne (112, 128).

1.7.6. Digitalna suptrakcijska angiografija (DSA)

DSA je invazivna radioloSka tehnika koja omoguéuje prikaz luka aorte,
supraaortalnih arterijskin grana i intracerebralnih arterija (selektivna DSA)
ionskim i neionskim kontrastnim sredstvom uz kompjutorsko pojacanje sjene
kontrasta u zilama i suptrakcijsko brisanje sjena svih ostalih struktura (8).
Mijerenje stupnja suzenja provodi se prema kriterijima NASCET-a (108).

DSA se nekada smatrala zlatnim standardom za dijagnosticiranje
ekstrakranijskog suzenja karotidne arterije. Zbog povec¢anog rizika od CVl-a, u
standardnoj rutinskoj predoperativnoj radioloskoj dijagnostici danas se koriste
neinvazivhe metode (9). Nedostatak DSA je rizik od komplikacija, kao $to su:
hematom u preponi (4 %), pulzirajuéi hematom (pseudoaneurizma) na mjestu
punkcije, arterijsko-venska fistula, ruptura arterije, disekcija arterije s trombozom,
mobilizacija tromba s cerebralnom embolizacijom (kod selektivne DSA), lokalna
infekcija, alergija na kontrastno sredstvo, anafilaksijska reakcija (0,03 %) te CVI
(1,2 %) (8, 129). Veliko randomizirano istrazivanje (ACAS) je pokazalo da je
incidencija 30-dnevne smrtnosti i CVI-a bila 2 % do 3 % nakon CEA, ali je 50 %
postproceduralnih CVI-a bilo zapravo uzrokovano angiografijom (8).

Medutim, prednosti DSA je 99 %-tna osjetljivost i specifi€nost u dijagnostici

suzenja ekstrakranijskih i intrakranijskih arterija, te se ona danas koristi u
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slu€ajevima kada neinvazivnim metodama nije postavljena krajnja dijagnoza

odnosno kada postoji nesklad izmedu dvije metode (9).

23



1.8. Analiza karotidnog plaka neinvazivhom radioloskom dijagnostikom

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da su, osim stupnja suzenja
karotidne arterije, i odredene osobine plaka povezane s povecCanim rizikom
neuroloskog deficita (28, 32, 130). Ultrazvukom se mogu izmjeriti debljina
kompleksa intime i medije te utvrditi nestabilni hipoehogeni karotidni plakovi s
lipidnom jezgrom, kod kojih je uoCen povecan rizik od tromboembolizacije u
usporedbi s hiperehogenim stabilnim plakovima koji su gradeni od kalcija i
fibroznog tkiva (10, 131).

lako se ultrazvu€no moze analizirati povrSina plaka i detektirati mekani
rizicni plakovi, tom metodom nije moguce vizualizirati krvarenje i upalu plaka, Sto
su vazni kriteriji instabiliteta plaka (10, 14, 15). MSCT omogucuje analizu plaka i
razlikovanje njegova sadrzaja kao Sto su ovapnjenje, masno i fibrozno tkivo te
ostale komponente vulnerabilnog karotidnog plaka. Pri tome vazno je imati na
umu potencijalna ograni¢enja u analizi kao $to je slabija kontrastna rezolucija (u
odnosu na MR) i neophodno izlaganje ioniziraju¢em zracenju (7, 119). MR moze
detektirati i kvantificirati razliCite komponente vulnerabilnog aterosklerotskog
plaka kao Sto su veli¢ina masno-nekroti¢ne jezgre, debljina i ruptura fibrozne
kape, krvarenje unutar plaka, ovapnjenje, neovaskularizaciju i tromb (25, 123).

Ipak, rezultati dosadasnjih istrazivanja uloge MSCT i MR u analizi
karotidnog plaka su joS uvijek kontradiktorni. Najnovija istrazivanja koriste
molekularno MR oslikavanje radi dobivanja informacija o morfoloSkim i
funkcionalnim procesima koji se dinamicki odvijaju unutar aterosklerotskog plaka,
kao i razliCite seroloSske biomarkere radi identifikacije nestabilnih karotidnih
plakova (7, 25, 41, 123, 132-144).
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1.9. Lije€enje aterosklerotske bolesti karotidne arterije

Mnogim prospektivnim randomiziranim istrazivanjima usporedivali su se
ishodi standardnog lije€enja karotidne bolesti koje ukljuCuje kirursko lijeCenje
(CEA), endovaskularni zahvat (engl. carotid artery stenting — CAS), te optimalno

medikamentno lijeCenje (engl. best medical therapy).

1.9.1. Kirursko lije€enje karotidnom endarterektomijom

Prema posljednjim ESVS smjernicama, indikaciju za karotidnu
endarterektomiju (CEA) u simptomatskih bolesnika predstavlja recentni (unutar 6
mjeseci) neuroloski deficit (CVI, TIA, amaurosis fugax) uz suzZenje lumena
karotidne arterije od 50 % do 99 % (9, 108, 114). CEA je opravdana u slu¢aju kad
je rizik od perioperativnog CVI-a i smrti manji od 6 % u odredenom centru
odnosno kod odredenog kirurga (9).

Nedavna istrazivanja pokazala su da bolesnici imaju vecu korist od
operativnog zahvata kad se obavi unutar 14 dana od nastupa prvih simptoma
(145, 146). Vise istrazivanja je pokazalo da nakon prvog nastupa TIA-e postoji
povecani rizik od pojave CVI-a i kako njegova incidencija iznosi do 8 % nakon 48
sati, do 17 % nakon 72 sata te do 25 % nakon 14 dana (147, 148).

Indikaciju u asimptomatskih bolesnika predstavlja suzenje lumena
karotidne arterije od 60 % do 99 %, ukljuujuéi i jedan od specifiénih klini¢kih ili
radioloskih morfoloSkih kriterija povezanih s povec¢anim rizikom od CVI-a (,tihi*
inzult evidentiran na MSCT-u ili MR-u, progresija suzenja, velika povrsina plaka,
veliko jukstaluminalno hipoehogeno podrucje, eholucentni plak, krvarenje u plak,
smanjena cerebrovaskularna priCuva, nalaz spontane embolizacije na
transkranijskom CD ultrazvuku, kontralateralna TIA ili CVI) (8, 9, 107, 108, 114).
CEA je opravdana u slu€aju oCekivanog trajanja zivota bolesnika veceg od 5
godina te rizika od perioperativnog CVl-a i smrti manjeg od 3 % u odredenom
centru odnosno kod odredenog kirurga (9).

Treba napomenuti da kirurski zahvat tehnicki nije mogué u slu¢aju potpune
okluzije unutarnje karotidne arterije i kroni€ne obliteracije koja redovito zahvaca

cijeli segment arterije do njenog intrakranijskog grananja (18).
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CEA je metoda kirurSkog lijeCenja ograni€enog aterosklerotskog suzenja
unutarnje karotidne arterije, odnosno karotidnog racvista (106). Operaciju je
moguce uciniti u opc€oj ili lokalnoj anesteziji, sto omogucuje kontrolu cerebralne
cirkulacije pracenjem stanja svijesti i neuroloskog statusa, a izbor ovisi o kirurgu
i karakteristikama bolesnika (9, 94).

Standardni je pristup kroz inciziju koZe na vratu, uz prednji rub musculus
(m.) sternocleidomastoideusa. Osim longitudinalne incizije moze se Koristiti i
kraca transverzalna incizija (94). Vrlo je bitna primjena kirurSke tehnike koja
osigurava minimalnu manipulaciju karotidnog racvista.

Prije okluzije karotidne arterije i njenih ogranaka intravenski se daje
heparin (70-100 U/kg). Prilikom okluzije karotidne arterije i kratkotrajnog prekida
cerebralne cirkulacije moze se razviti neuroloski deficit te postoji rizik od
nastanka CVI-a, §to se moze izbjeci upotrebom privremene premosnice (engl.
shunt) (19). Postoje razne metode pracenja cerebralne perfuzije tijekom CEA
(elektroencefalografija, transkranijski dopler), iako je jo$ uvijek najpouzdanije
direktno pracenje neuroloskog statusa. Kod CEA u opc¢oj anesteziji moze se
koristiti mjerenje povratnog tlaka (engl. stump pressure) u distalnom dijelu
unutarnje karotidne arterije nakon klemanja jer pokazuje primjerenost
kontralateralne perfuzije mozga putem Willisovog kruga (19, 149). Shunt se tako
moze koristiti rutinski ili selektivno, Sto ovisi o izboru kirurga (19).

Endarterektomija (odstranjenje KAP-a izmedu slojeva medija i intime) se
moze izvesti na dva nacina: (a) kroz uzduznu arteriotomiju koja polazi sa zdravog
dijela zajedniCke karotidne arterije i zavrS8ava na zdravom poststenotiChom dijelu
unutarnje karotidne arterije (klasicna CEA) i (b) tangencijalnim presijecanjem
unutarnje karotidne arterije na polazistu te izvrtanjem zdravog preko bolesnog
sloja arterije (everzijska CEA) (19, 94, 150). Nakon pazljivog pregleda povrsine
endarterektomije i odstranjenja ostatka plaka, arterija se zatvara primarno ili
uporabom zakrpe (venski presadak ili protetski materijal, engl. patch) (94).
Tehnika everzijske CEA i zatvaranje arteriotomije pomocu zakrpe su povezane s
priblizno dvostruko manjom ucCestaloS¢u restenoza u usporedbi s tehnikom

direktnog zatvaranja arteriotomije (19, 151, 152).
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Postoperativno se bolesnike prati kontrolama u zadanim intervalima
(nakon 30 dana, 3, 6, 12 mjeseci i jedanput godiSnje). Svim bolesnicima se nakon
operacije preporucuje antitrombocitna terapija s malom dozom aspirina (75-325
mg dnevno) (9).

Postoperativha smrtnost ovisi o centru, odnosno kirurgu, te iznosi od oko
0,5 % do 3,1 % (153, 154). Medu komplikacijama CEA najznacajnije su trajni ili
prolazni neuroloski deficit (0,7 % do 5,2 %) koji su posljedica ishemije zbog
nedostatne perfuzije mozga za vrijeme potpunog prekida cirkulacije tijekom
klemanja unutarnje karotidne arterije, postoperativnhe embolizacije ili tromboze
operirane arterije i tehnicke pogreske, te infarkt miokarda (154). Od ostalih
komplikacija moguce su ozljede kranijalnih zivaca (n. hypoglossus, n. vagus, n.
laryngeus superior i n. laryngeus recurrensa), hematom, hiperperfuzijski sindrom
mozga te, iznimno rijetko, infekcija (17).

Restenoza se moze pojaviti u 4,1 % do 5,8 % bolesnika nakon CEA, a
moze biti rana (unutar 2 godine) ili kasna (155, 156). Zadnje ESVS smijernice
navode da je, pri usporedbi s reoperacijom, kod restenoze karotidne arterije
nakon CEA-e, rizik od periproceduralnog CVI-a, smrti i ponovne restenoze sli¢an
(9, 157).

1.9.2. Endovaskularno lije€enje (CAS)

Razvojem minimalno invazivnih pristupa i endovaskularnih tehnika, pocela
je njihova primjena i u lije€enju ekstrakranijske aterosklerotske bolesti karotidnih
arterija (155, 158). Prema zadnjim ESVS smjernicama CAS se moze preporuditi
simptomatskim bolesnicima sa suzenjem karotidne arterije od 50 % do 99 %, koji
su zbog anatomskih karakteristika ili komorbiditeta izloZeni velikom riziku od
kirurS§kog zahvata (razina preporuke 11A) (9).

U visokorizi¢ne faktore ubrajaju se dob > 80 godina, New York Heart
Association klasa Ill/IV, kongestivho zatajenje srca, ejekcijska frakcija lijevog
ventrikula < 30 %, nestabilna angina pectoris, nedavni infarkt miokarda (unutar
30 dana), kontralateralna okluzija unutarnje karotidne arterije, te nedavni

kardiokirurski zahvat (9).
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U anatomske faktore rizika ubrajaju se visoko suzenje unutarnje karotidne
arterije, kontralateralna pareza n. laryngeus recurrens, te prijasnji kirurski zahvat
ili zraCenje u podrucju vrata (9, 94). Medutim, pitanje izvodenja CAS-a rano nakon
pojave simptoma joS uvijek ostaje kontroverzno s obzirom na to da je meta-
analiza pokazala da je unutar prvih tjedan dana povecan rizik periproceduralnog
inzulta i smrti ¢ak i do 9,4 % nakon CAS-a u usporedbi sa CEA-om (159, 160).

Prema istim smjernicama, asimptomatskim bolesnicima sa suZenjem
karotidne arterije od 60 % do 99 %, CAS se moZe preporuciti kao alternativa CEA
u slucaju prisutnih radiolosSkih karakteristika koje mogu povecati rizik od
ipsilateralnog CVl-a (razina preporuke 1l1A) (9). CAS je tada opravdan u slu€aju
oCekivanog trajanja Zivota bolesnika veceg od 5 godina i rizika od perioperativnog

CVl-a i smrti manjeg od 3 % u odredenom centru odnosno kod odredenog kirurga

(9).

1.9.3. Medikamentno lije€enje

Medikamentne metode lijeCenja uklju€uju edukaciju, promjenu Zivotnih
navika, poja¢anu fiziCku aktivnost, zdravu prehranu i razliite lijekove. Zajednicki
im je cilj najbolje moguce lijeCenje ¢imbenika rizika (engl. best medical therapy),
sekundarna prevencija kod asimptomatskih i tercijarna prevencija kod
simptomatskih bolesnika. Uz navedene mjere zabiljezen je progresivni pad
godidnjeg rizika za CVI ¢ak i ispod incidencije operiranih bolesnika u mnogim
kliniCkim istrazivanjima (107, 161, 162).

Medikamentna terapija se zasniva na lijeCenju hiperlipidemije, Secerne
bolesti, arterijske hipertenzije, te na uzimanju antitrombotskih lijekova poput
aspirina ili klopidogrela. Medikamentno snizavanje vrijednosti lipida koriStenjem
statina preporucuje se u prevenciji CVlI-a u bolesnika s ekstrakranijskim suzenjem
karotidne arterije (9, 162). Antitrombotska terapija malom dozom aspirina (75 -
325 mg) ili klopidogrelom (kod intolerancije ili kontraindikacije za aspirin),
preporu¢a se u prevenciji CVI-a i ostalih kardiovaskularnih incidenata kod
bolesnika s visokosignifikantnim suzenjem karotidne arterije (9). Nadalje,
preporucuje se kontrola arterijske hipertenzije s odrzavanjem tlaka ispod 140/90
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mmHg. Za bolesnike koji boluju od Secerne bolesti preporucuje se stroza kontrola

i regulacija vrijednosti Secera u krvi (9).
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2. HIPOTEZA

RadioloSka obiljezja nestabilnosti karotidnog plaka analiziranog
predoperativnom neinvazivnhom radioloSkom dijagnostikom (UZV/CD, MR i/ili
MSCT) su znacCajno povezana s izrazenos¢éu MMP-9 i COX-2 proteina u
aterosklerotskom plaku, i koji su visoko zastupljeni u bolesnika s nestabilnim

plakom.
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3. CILJEVI RADA

3.1. OPCI CILJ

Analizirati  karakteristike  karotidnog  aterosklerotskog plaka (KAP)
predoperativnom neinvazivnhom radioloSkom dijagnostikom (UZV/CD, MR i/ili
MSCT), kao i patohistoloSke karakteristike plaka i izrazenost MMP-9 i COX-2
proteina u plaku nakon kirurSke ekstrakcije, zatim odrediti njihovu povezanost i
mogucnost prepoznavanja nestabilnog KAP-a u simptomatskih i asimptomatskih

bolesnika s indikacijom za CEA radioloSkim metodama.

3.2. SPECIFICNI CILJEVI

1. Odrediti karakteristike i tip KAP-a neinvazivnhom radioloSkom dijagnostikom
(UZVICD, MR i/ili MSCT).

2. Odrediti patohistoloSke karakteristike i tip KAP-a.

3. Semikvantitativno analizirati makrofage, glatke miSi¢ne stanice i
mikrovaskularnu gusto¢u (MVD) u KAP-u te odrediti histoloski tip krvarenja unutar

plaka.

4. Odrediti klinicke i laboratorijske pokazatelje bolesnika: dob, spol, indeks
tielesne mase, osobni anamnestiCki podaci - diabetes mellitus (DM) tipa | ili 1l
hipertenzija, kardiovaskularne bolesti, uzimanje lijekova, neuroloski deficit i

vremenski period od posljednjeg neuroloSkog deficita, C-reaktivni protein.

5. Odrediti utjecaj patohistoloskih i radioloskih (MR, UzZV/CD i MSCT)
karakteristika, izrazenosti MMP-9 i COX-2 proteina u endarterektomiranom KAP-
u, te Klinickin i laboratorijskih pokazatela na moguénost prepoznavanja

nestabilnog KAP-a u simptomatskih bolesnika s indikacijom za CEA.
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4. BOLESNICI | METODE

4.1. Plan istrazivanja

Kohortno prospektivno istrazivanje trajalo je od rujna 2013. do lipnja 2021.
godine i provodilo se u Zavodu za vaskularnu kirurgiju Klinike za kirurgiju KB
Merkur, Klinike za kirurgiju KBC Rijeka i Klinike za kardiovaskularne bolesti
“‘Magdalena”. UkljuCivalo je simptomatske i asimptomatske bolesnike s
indikacijom za CEA unutarnje karotidne arterije. IstraZivanje je prijavljeno u
registar ISRCTN (ID ISRCTN46536832) . Minimalan broj bolesnika je odreden
nakon Sto je provedena analiza snage testa. Istrazivanje su odobrila eticka
povjerenstva Medicinskog Fakulteta u Zagrebu, KB Merkur, KBC Rijeka i Klinike
za kardiovaskularne bolesti “Magdalena”. Svi bolesnici su prije uklju¢enja u
istrazivanje informirani putem obavijesti za bolesnika te su dali pisani pristanak

za sudjelovanje.

4.2. Bolesnici

Indikacija za operativni zahvat bolesnika postavljena je prema
preporukama multicentri¢nih randomiziranih studija (NASCET [60], ECST [61],
ACAS [6], ACST [5] i ESVS [7]). Indikacija za CEA u simptomatskih bolesnika
bila je recentni (unutar 6 mjeseci) neuroloski deficit (CVI, TIA, amaurosis fugax)
uz suzenje lumena karotidne arterije od 50 % do 99 % (7). Indikaciju za CEA u
asimptomatskih bolesnika predstavljalo je suzenje lumena karotidne arterije od
60 % do 99 %, uklju€ujuéi i jedan od specifi€nih klini¢kih ili radioloskih morfoloskih
kriterija povezanih s povecanim rizikom od mozdanog udara (,tihi“ inzult
evidentiran na MSCT/MR, progresija suzenja, velika povrSina plaka, veliko
jukstaluminalno hipoehogeno podrucje, eholucentni plak, krvarenje unutar plaka,
smanjena cerebrovaskularna priCuva, nalaz spontane embolizacije na
transkranijskom dopleru, kontralateralna tranzitorna ishemijska ataka ili inzult)
(7). Identitet bolesnika je zasti¢en identifikacijskim brojem protokola radioloSkog
dijagnostickog pregleda i biopsije KAP-a. Iz istraZivanja su iskljuCeni bolesnici s
kontraindikacijom za MR (prisutnost feromagnetnog stranog tijela, klaustrofobija).
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Bolesnici su predoperativno klinicki pregledani te su prikupljeni
anamnesti¢ki podaci o prisutnosti DM tipa | ili I, hipertenzije, hiperlipidemije
(HLP), kardiovaskularne bolesti, bubrezne insuficijencije, kronicne opstruktivhe
plu¢ne bolesti (KOPB), neuroloskog deficita (CVI, TIA, amaurosis fugax), podaci
o puSenju i uzimaniju lijekova te o vremenu proteklom od posljednjeg neuroloskog
deficita. Perioperativno su zabiljeZeni trajanje hospitalizacije, postoperativne
komplikacije i smrtnost.

Identitet bolesnika prilikom unosa u bazu podataka, zajedno s
pohranjivanjem nalaza predoperativne dijagnostike i analize KAP-a, zasti¢en je
jedinstvenim brojem bolesnika. Sva daljnja postupanja s podacima i uzorcima
tkiva su se vodila isklju€ivo prema jedinstvenom broju bolesnika zapisanom u
racunalnoj bazi podataka u raCunalu istraZivaca. Izravan pristup medicinskoj
dokumentaciji imali su istraziva¢ Davorin Sef, dr. med. te, po potrebi, mentori

istrazivanja, doc. dr. sc. Anita Skrti¢, dr. med. i prof. dr. sc. Vinko Vidjak, dr. med.

4.3. Predoperativna neinvazivna radioloska dijagnostika

Bolesnicima je predoperativno ambulantno u€injen UZV-CD i MR ili MSCT
karotidnih arterija. Ultrazvucni pregled je obavljen uredajem (Hewlett-Packard
Sonos; Andover, MA, SAD; Versana Essential™ i LOGIQ, GE Healthcare, UK) s
multifrekventnom sondom od 5-12 MHz. Stupanj suzZenja je procijenjen
doplerskim mjerenjem maksimalne sistolicke brzine protoka prema NASCET
kriterijima (108). Analizom u B-modu plakovi su na osnovu izgleda u podrucju
najveceg suzenja klasificirani kao dominantno mekani (hipoehogeni),
dominantno tvrdi (hiperehogeni) i mjeSoviti. Takoder je mjerena IMT (izrazeno u
mm), te intenzitet tonova slike na sivoj skali (engl. Gray Scale Median, GSM),
raspona vrijednosti od 0 do 255, gdje male vrijednosti GSM-a (< 20) ukazuju na
mekani plak, a velike vrijednosti ukazuju na tvrdi plak. Prema navedenim
karakteristikama, KAP je kvalificiran kao nestabilni ili stabilni plak (74).

MSCT analiza je radena na aparatu Aquilion 64 (Toshiba, Japan), uz
standardizirani optimizirani protokol s apliciranjem intravenskog kontrasta i uz
tehniCke parametre: 120 kV, 220 mA, pitch 1,15 mm, debljina sloja 0,625 mm.

Postotak suzenja karotidne arterije se odredivao prema NASCET kriterijima
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(108), a zatim je analiziran presjek plaka na mjestu najveceg suzenja. Mjerila se
gustoca tkiva u Hounsfieldovim jedinicama i biljezila se najmanja dobivena
vrijednost. U odnosu na prisutne karakteristike (izraZenost i veliCina masne
jezgre, gustoCe < 60 HU; fibrozna kapa, gustoce 60 - 130 HU; ovapnjenje,
gustoce > 130 HU; te ulceracija povrsine) KAP je kvalificiran kao stabilni ili
nestabilni (117, 119). Snimke MSCT su pohranjene u digitalnoj arhivi u formatu
Digital Imaging and Communications in Medicine (DICOM). Po potrebi su
ekstrahirane pojedine snimke u format Joint Photographic Experts Group
(JPEG).

Analiza MR-om je radena aparatom jakosti magnetskog polja 1,5 Tesla
(Toshiba ,Vintage®, Japan; Siemens Avanto 1,5 Tesla Erlangen, Njemacka),
upotrebom zavojnice za vratnu kraljeZnicu. Koristio se protokol opisan u studiji
Cai i suradnika, koristen u modificiranoj AHA klasifikaciji aterosklerotskog plaka
(25). Tako su se dobile T1, proton density (PD), T2 i time-of-flight (TOF) mjerene
snimke u aksijalnim i koronarnim ravninama. Odredivale su se sljedece
karakteristike KAP-a: stupanj suzenja lumena karotidne arterije, izrazenost i
veliCina lipidne jezgre, krvarenje, ovapnjenje, neovaskularizacija, ulceracija
povrSine i tromboza plaka prema modificiranoj klasifikaciji AHA (25). Prema
navedenoj modificiranoj AHA klasifikaciji, KAP-i koje karakterizira tanka fibrozna
kapa, velika masna nekrotiCnha jezgra, ulceracija ili krvarenje unutar plaka
predstavljaju plakove tipa IV-VI i kvalificirani su kao nestabilni plakovi, s obzirom
na vecéi rizik rupture (124). KAP-i koje karakterizira normalna ili zadebljana
fibrozna kapa, manja masna jezgra ili ovapnjenje predstavljaju plakove tipa I-1ll
te VII-VIII prema modificiranoj AHA klasifikaciji (124). S obzirom na maniji rizik
rupture, oni su kvalificirani kao stabilni plakovi (124). Snimke MR analize su
pohranjene u digitalnoj arhiviu DICOM formatu i, po potrebi, ekstrahirane u JPEG
format.

Slike su neovisno analizirala dva istrazivac¢a: Davorin Sef, dr. med. i prof.
dr. sc. Vinko Vidjak, dr. med. U slu€aju kad se rezultati dva istraZziva¢a nisu
podudarali (nestabilni ili stabilni KAP), u€injena je naknadna zajedni¢ka analiza.
Kombinacija dvije neinvazivne radioloSke dijagnosticke metode (UZV-CD i MR ili
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MSCT) omogucdila je precizniju analizu KAP-a i klasificiranje stabilnog odnosno

nestabilnog KAP-a.

4.4. Laboratorijska analiza

Predoperativho su bolesnicima ucCinjene rutinske biokemijske pretrage i
odreden CRP. UcCinjene su kompletna krvna slika (hemoglobin — Hb, broj
leukocita — L), razina SecCera (GUK), kreatinina, uree, jetrenih enzima,
koagulogram (protrombinsko vrijeme — PV, aktivirano parcijalno tromboplastinsko
vrijeme — APTV, fibrinogen) te lipidogram (razina kolesterola, triglicerida, LDL te

lipoproteina velike gustoée, high-density lipoprotein - HDL).

4.5. HistoloSka analiza karotidnog aterosklerotskog plaka

KAP je kirurSki odstranjen u bloku prilikom CEA uz poStivanje pravila
atraumatske tehnike i uz minimalnu manipulaciju s uzorkom. Obiljezen je distalni
kraj uzorka plaka i obraden je standardnim postupkom za dobivanje
patohistoloskih preparata koji ukljuCuje fiksaciju tkiva u 10 % puferiranom
formalinu, uklapanje u parafinske blokove, rezanje na debljinu 4 pm,
deparafiniziranje i bojenje standardnom metodom hemalaun-eozin. Svaki plak je
izrezan u serijske odsjecke duljine 0,5 cm. Dio plaka s najveéim promjerom je
oznacen oznakom ,0° a susjedni odsjecci oznakama A1, A2...iB1, B2... pri ¢emu
su A odsjecci bili proksimalni odsjecku , 0"

PatohistoloSka analiza plaka je provedena u odsjecku ,0“ i minimalno 2
proksimalna i 2 distalna odsjeCka. Histokemijsko Masson trikromno bojenje
koriSteno je za prikaz kolagena koji je semikvantitativno analiziran prema studiji
Verhoeven BAN i suradnika (163). Sadrzaj kolagena unutar plaka je klasificiran
kako slijedi: 0 — kolagena vlakna minimalno umnozZena ili nisu prisutna; 1 -
umjereno ili jako umnozena kolagena vlakna. Histoloski tip krvarenja unutar plaka
odredivao se prema studiji Derksen WJM i suradnika (164). Krvarenje unutar
plaka se tako klasificiralo kako slijedi: 0 — nema krvarenja; 1 — organizirani tip
krvarenja; 2 — amorfni tip krvarenja; 3 — amorfni tip krvarenja s distrofi¢nim

ovapnjenjem.
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Veli¢ina lipidne jezgre (engl. lipid core area) je semikvantitativho
analizirana u odnosu na ukupnu povrsinu pregledanog plaka (engl. total plaque
area - TPA), a rezultati su prikazani kako slijedi: lipidna jezgra < 10 % ukupne
povrSine pregledanog dijela plaka; 10 % - 40 % ukupne povrSine pregledanog

dijela plaka te > 40 % ukupne povrsine pregledanog dijela plaka.

4.6. Analiza imunohistokemijskog bojenja karotidnog aterosklerotskog
plaka

Imunohistokemijsko bojenje izrazenosti MMP-9 i COX-2 je provedeno u
odsjecku ,,0“ i jednom od susjednih odsjeCaka gdje su analizirane karakteristike
izraZzenosti navedenih proteina. U istrazivanju su koriStena primarna protutijela:
MMP-9 (Leica Mikrosysteme Vertieb GMBH, UK, monoklonalno, klon 15W2,
razriedenje 1:50), COX-2 (Abcam, SAD, monoklonalno, klon SP21, unaprijed
razrijedeno za upotrebu, engl. RTU), CD68 PG-M1 (DakoCytomation, Danska,
monoklonalno, klon PG-M1, engl. RTU), SMA (DakoCytomation, Danska,
monoklonalno, klon 1A4, engl. RTU), CD34 (DakoCytomation, Danska,
monoklonalno, klon QBend 10, engl. RTU).

Rezovi su deparafinirani, a antigeni MMP-9, COX-2, CD68 PG-M1, CD34
i SMA demaskirani u PT-modulu (DakoCytomation, Danska) na 97 °C, 20 minuta
u puferu iz EnVision flex komercijalnog ,3 u 1 seta (K8010, DakoCytomation,
Danska) i obradeni standardnim automatiziranim postupkom u Autostainer
aparatu (DakoCytomation, Danska) te kontrastirani hematoksilinom. Rezovi tkiva
kao pozitivne kontrole za navedene ispitivane biljege koristeni su prema
preporukama proizvodaca.

Semikvantitativna analiza makrofaga imunohistokemijskim bojenjem
protutijelom CD68 PG-M1 i VSMC protutijelom SMA odredivala se prema studiji
Verhoeven BAN i suradnika (163). Zastupljenost CD68 PG-ML1 pozitivnih stanica
unutar plaka se tako klasificirala kako slijedi: 0 — odsutne ili rijetke pozitivhe
stanice; 1 — nakupine > 10 stanica. Zastupljenost SMA pozitivhih VSMC unutar

plaka se tako klasificirala kako slijedi: O — rijetke VSMC koje ne zahvacaju cijelu
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cirkumferenciju krvne Zile; 1 — brojne VSMC zastupljene u cijeloj cirkumferenciji
krvne Zile te su brojnije od CD68 PG-M1 pozitivnih stanica.

U analizi histoloSkog tipa krvarenja odredivala se i MVD
imunohistokemijskim bojenjem CD34 prema studiji Derksen WJM i suradnika
(164). MVD provedena je imunohistokemijskim bojenjem CD34 pozitivnih
endotelnih stanica unutar plaka. Pregledom cijelog plaka identificirala su se ftri
podrucja plaka najvece MVD na vidnom polju poveéanja 100x. Svaka smede
obojena nakupina stanica s lumenom jasno odvojena od susjednih krvnih Zila i
ostalih stanica plaka smatrana je zasebnom krvnom zZilom. MVD je definiran kao
broj krvnih Zila. Posljedi¢no je izraCunat prosjek MVD po kvadrathom milimetru.

lzraZzenost MMP-9 i COX-2 proteina je semikvantitativno analizirana
usporedbom na serijskim rezovima plaka u CD68 PG-M1 pozitivhim makrofagima
i SMA pozitivnim VSMC: 0 - negativno, 1 - rijetke pojedinacne stanice ili 1
nakupina = 20 stanica (rijetke stanice - ST ili 1 nakupina - N =2 20 ST), 2 - manje
od 5 nakupina koje €ine = 20 stanica (< 5 N, =20 ST), 3 - = 5 nakupina koje €ine
2 20 stanica (2 5 N, 220 ST) ili 1 nakupina = 100 stanica (1 N, 2100 ST) (71). U
CD34 pozitivnim endotelnim stanicama analiza je ucinjena na 10 velikih vidnih
polja velikog povec¢anja 400x, a rezultati su prikazani kako slijedi: 0 - negativno,
1 - < 25 % obojenih endotelnih stanica, 2 — 25 % - 50 % obojenih endotelnih
stanica, 3 - > 50 % - 75 % obojenih endotelnih stanica i 4 - > 75 % obojenih
endotelnih stanica. Odredivao se i intenzitet MMP-9 i COX-2 bojenja u
analiziranim stanicama: O - negativno, 1 - vidljivo na povec¢anju 400x; 2 - vidljivo
na povecanju 100x i 3 - vidljivo na povecanju 40x.

Semikvantitativha analiza morfoloskih obiljezja plaka,
imunohistokemijskog bojenja makrofaga, VSMC, endotelnih stanica, proteina
MMP-9 i COX-2 u navedenim stanicama, te MVD ucinjena je s pomocu programa
,jtoupTekView* (Copyright©, version x64 3.7.8481., www.touptek.com). Slike
reprezentativnih vidnih polja su pohranjene u JPEG formatu. Identitet bolesnika
je zasti¢en identifikacijskim brojem protokola radioloSkog dijagnosti¢kog pregleda
i biopsije KAP-a. Dva istrazivaga su neovisno analizirala slike: Davorin Sef, dr.
med. i doc. dr. sc. Anita Skrti¢, dr. med. U slugaju kad se rezultati analize dva

istraZivaca nisu podudarali, u€injena je naknadna zajednicka analiza.
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4.7. Statisticka analiza

Prikupljeni podaci su prospektivho pohranjeni u Microsoft Excel bazu
podataka. ldentitet bolesnika je zasticen identifikacijskim brojem protokola
neinvazivnog radioloSkog dijagnostickog pregleda i biopsije KAP-a. U skladu s
cilevima i hipotezom ovog istrazivanja, kohorta ispitivaninh bolesnika je
klasificirana u skupine prema predoperativnoj klini¢koj simptomatologiji te prema
nalazu predoperativne radioloSke dijagnostike. Razlike u kategorijskim
varijablama izmedu ispitivanih skupina su se analizirale Fisherovim egzaktnim
testom, odnosno Fisher-Freeman-Haltonovim testom u slu€ajevima
kontigencijskih tablica formata vecih od 2x2 polja. Kolmogorov-Smirnovljevim
testom je napravljena analiza normalnosti raspodijele kontinuiranih vrijednosti te
su u daljnjoj analizi primijenjene neparametrijske metode.

IzraCunat je Kendallov tau-b korelacijski koeficijent izmedu izrazenosti MMP-9 i
COX-2 proteina te prisutnosti klinickin simptoma. Znacajne korelacije su se
dodatno analizirale ROC analizom kako bi se odredila diskriminacijska
sposobnost rezultata radioloskih pretraga i izrazenosti MMP-9 i COX-2 proteina
u predikciji simptomatskih KAP-a. Povr$ina ispod krivulje 80 % ili ve¢a odgovarala
je dobroj diskriminacijskoj sposobnosti te je koriStena binarna logistiCka regresija
u definiranju omjera izgleda (engl. odds ratio - OR) za vrijednosti koje su se u
ROC analizi pokazale zna¢ajnima. Mann-Whitney U test se koristio za analizu
razlika kontinuiranih varijabli izmedu asimptomatske i simptomatske skupine,
odnosno skupine sa radioloski stabilnim i nestabilnim plakom. Sve P vrijednosti
manje od 0,05 su smatrane zna€ajnima. Za procjenu minimalnog potrebnog broja
bolesnika koriStena je analiza snage testa i iskustvo iz prethodnih studija. Ako
oCekujemo da ¢e rezultat radioloSke pretrage, patohistoloske ili
imunohistokemijske analize karotidnog plaka verificirati obiljezja nestabilnog
plaka kod 75 % simptomatskih bolesnika i 25 % asimptomatskih bolesnika, za 80
% shagu testa i razinu znacajnosti a od 0,05, u studiju treba ukljuciti 30 bolesnika.
Nadalje, prema rezultatima studije koju su proveli Baroncini i suradnici (85), u
kojoj je ekspresija MMP-9 bila izrazena numericki, u arbitrarnim denzitometrijskim
jedinicama, za evaluaciju razlike u MMP-9 izmedu simptomatskih i

asimptomatskih bolesnika, uz pretpostavku za normalnu raspodjelu, za 95 %
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shagu testa (t-test za nezavisne uzorke) i razinu znacajnosti od 0,05 u istrazivanje
je bilo potrebno ukljuciti najmanje 14 ispitanika (7 ispitanika po skupini). U analizi
se koristila programska podrska IBM SPSS Statistics for Windows verzija 27.0.1.
te MedCalc® Statistical Software version 20.011 (MedCalc Software Ltd, Ostend,

Belgija; https://www.medcalc.org; 2021) za ROC analizu.
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5. REZULTATI

U ovo prospektivno istrazivanje uklju€ena je kohorta od 31 bolesnika s
indikacijom za CEA unutarnje karotidne arterije od ¢ega je bilo 13 (42 %)
simptomatskih i 18 (58 %) asimptomatskih bolesnika. |z istraZivanja je isklju¢eno
13 kandidata koji su pristali sudjelovati: 3 bolesnika zbog tehnickih razloga pri
snimanju MR ili zato Sto im MR nije potvrdio znacCajno suzenje karotidne arterije,
9 bolesnika kod kojih KAP-i nisu bili saCuvani u skladu s protokolom, te 1 bolesnik
kod kojeg KAP nije bio propisno obiljezen. Medu bolesnicima ukljuenima u
istraZivanje bilo je 18 muskaraca (58,1 %) i 13 Zzena (41,9 %), medijana dobi od
70 (64 - 75) godina. Medijan trajanja hospitalizacije je bio 5 (3 - 6) dana. Nije bilo
perioperativne smrtnosti. Bolesnici su radi potreba analize i usporedbe podijeljeni
na temelju klini¢kih simptoma karotidne bolesti u dvije skupine, simptomatske i

asimptomatske bolesnike.

5.1. Klini¢ka i laboratorijska obiljezja bolesnika s indikacijom za CEA

Klinicka i sociodemografska obiljeZja bolesnika su prikazana u tablicama
1 (kategorijske varijable) i 2 (kontinuirane varijable). Laboratorijska obiljezja
bolesnika su prikazana u tablici 2. Usporedba klinickih i laboratorijskih
pokazatelja po skupinama (simptomatski i asimptomatski bolesnici) je prikazana

u tablicama 7 i 8.
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Tablica 1. Klini¢ka i laboratorijska obiljezja bolesnika (prikaz kategorijskih

varijabli).

N %
Spol zenski 13 41,9
b muski 18 58,1
Operirana strana desna 19 61,3
P lijeva 12 387
. . asimptomatski 18 58,1
Simptomatski simptomatski 13 41,9
nema 18 58,1
Neuroloski deficit TIA 8 25,8
CVI 5 16,1
ne 28 90,3

CVI (CT mozga) da 3 9.7
nema 20 64,5

Diabetes mellitus tip1 1 3,2
tip 2 10 32,3
ne 22 71,0
Pusenje da 7 22,6
bivsi pusadi 2 6,5
ne 21 67,7
Koronarna bolest srca da 10 323
.. . .. ne 4 12,9
Arterijska hipertenzija da 27 871
ne 11 35,5
HLP da 20 64,5
Periferna arterijska ne 28 90,3
bolest da 3 9,7
ne 28 90,3

KOPB da 3 9,7
Bubrezna ne 28 90,3
insuficijencija da 3 9,7

*TIA - tranzitorna ishemijska ataka, CVI - mozdani udar, HLP - hiperlipidemija, KOPB - kroni¢na
opstruktivna plucna bolest
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Tablica 2. Klini¢ka i laboratorijska obiljezja bolesnika (prikaz kontinuiranih
varijabli).

. Centile
N Mean Min Max 55 Medijan 75

Dob (godine) 31 68,74 48,00 79,00 64,00 70,00 75,00

Suzenie ACI" 37 5158 000 10000 000 50,00 9500
sin. (%)
Suzenie ACI" 37 7235 000 99,00 6500 80,00 90,00
dex. (%)

Vrijeme prije

: 31 3,42 0,00 24,00 0,00 0,00 3,00
zahvata (tj)

Trajanje

hospitalizaciie 31 5,19 2,00 12,00 3,00 500 6,00
(dani)

Hb (g/L) 31 137,32 97,00 162,00 128,00 140,00 150,00
L (x109/L) 31 826 470 1390 7,00 7,50 10,00
CRP(mg/l) 31 985 040 3970 150 810 1550
GUK 31 621 400 1760 520 540 6,80
(mmol/L)

Kreatinin 31 108,90 5500 62300 77,00 89,00 94,00
(umol/L)

PV 31 091 056 140 080 090 1,00
APTV (s) 31 2631 2200 3590 2400 26,00 29,00
(Fg;l/’snoge” 13 4,09 260 7,60 305 350 445
D-dimeri 11 062 010 149 040 052 087
(mg/L)

Kolesterol 12 393 220 570 2,90 300 4,78
(mmol/L)

LDL (mmol/L) 11 2,34 0,70 3,60 1,50 2,50 3,30

HDL (mmol/L) 11 0,95 0,68 1,20 0,85 0,99 1,09

Trigliceridi

(mmol/L) 11 1,43 0,45 2,50 0,80 1,41 1,83
*ACI — unutradnja karotidna arterija, Hb - hemoglobin, L - leukociti, CRP - C-reaktivni protein,
GUK - glukoza u krvi, PV - protrombinsko vrijeme, APTV - aktivirano parcijalno
tromboplastinsko vrijeme, LDL - lipoprotein male gustoce, HDL - lipoprotein velike gustoce.




5.2. Karakteristike i tip KAP-a analiziranog predoperativnom neinvazivhom

radioloSkom dijagnostikom (UZV/CD, MR i/ili MSCT)

Karakteristike i tip KAP-a prema modificiranoj

AHA Kklasifikaciji

analiziranog neinvazivnom radioloSkom dijagnostikom (UZV/CD, MR i/ili MSCT)

prikazane su u tablici 3.

Tablica 3. RadioloSka obiljezja i tip plaka prema modificiranoj AHA klasifikaciji

analiziran neinvazivnom radioloSkom dijagnostikom (UZV/CD, MR i/ili MSCT).

N %

tvrdi 10 32,3

UZzV/Dopler nalaz mekani 7 22,6
mjeSoviti 14 45,2

. stabilni 10 32,3
MR i/ili MSCT nalaz nestabilni 21 67.7
1+2 0 0,0

3 2 6,5

AHA Klasifikacija 4*S 13 4.9
(1-8) 6 8 25,8
7 7 22,6

8 1 3,2
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5.3. Patohistoloske karakteristike i tip KAP-a

Semikvantitativna analiza zastupljenosti masne jezgre (udio u ukupnoj
povrsini plaka) i kolagena u KAP-u, histoloski tip krvarenja u KAP-u te histoloski
tip plaka (stabilni/nestabilni) prikazani su u tablici 4. Sesnaest bolesnika imalo je
masnu jezgru zastupljenu u vise od 40 % TPA. U 14 bolesnika masna jezgra bila
je zastupliena u 10 do 40 % TPA, a niti u jednog bolesnika nije se nasla masna
jezgra manja od 10 % TPA. Kolagena vlakna nisu bila umnozena ili su bila slabo
umnozena u 15 bolesnika, a u 16 bolesnika bila su umjerena ili jako umnozena.
Amorfni tip krvarenja s distrofi¢nim kalcifikatima bio je najvise zastupljen unutar
ispitivane skupine, u 16 bolesnika. U 9 bolesnika naden je organizirani tip
krvarenja unutar plaka. U 5 bolesnika u plaku nije nadeno krvarenja, a tek kod
jednog bolesnika bio je vidljiv amorfni tip krvarenja u plaku. Cetrnaest bolesnika
imali su histoloski stabilni tip KAP-a, a 17 bolesnika histoloski nestabilni tip KAP-

a.

Tablica 4. HistoloSka obiljezja plaka (masna jezgra, zastupljenost kolagena,

histoloski tip krvarenja) i histolo$ki tip karotidnog plaka.

HistoloSka obiljezja plaka N %
<10% 0 0,0
Masna jezgra 10-40 % 14 45,2
> 40 % 17 54,8
Kolagen nema ili sl'a'b'o umnoierj 15 48,4
umjereno ili jako umnozen 16 51,6
bez krvarenja 5 16,1
organizirano 9 29,0
Histoloski tip krvarenja amorfno 1 3,2
amorfno s distrofiénim 16 51,6
kalcifikatima
stabilni 14 45,2

Histoloski tip plaka nestabilni 17 54.8
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5.4. Semikvantitativna analiza makrofaga, glatkih misiénih stanica i
mikrovaskularne gustoée u KAP-u te analiza histoloskog tipa krvarenja

unutar plaka

Zastupljenosti CD68 PG-ML1 pozitivnih makrofaga i SMA pozitivhih VSMC
u KAP-u bolesnika prikazane su u tablici 5. Mikrovaskularna gusto¢a unutar KAP-
a bolesnika prikazana je u tablici 6.

U plaku 27 bolesnika nadene su nakupine vise od 10 CD68 PG-M1
pozitivhih makrofaga, dok u 4 bolesnika tih stanica nije bilo ili su bile rijetko
prisutne. U plaku 22 bolesnika nadene su brojne SMA pozitivne VSMC koje
zahvacaju cijeli opseg krvne Zile, dok su u 9 bolesnika nadene rijetke SMA
pozitivnhe VSMC koje ne zahvacaju cijeli opseg krvne Zile. Srednja vrijednost MVD
unutar plaka bila je 11,10 (min 0,00; max 34,00).

Tablica 5. Semikvantitativna analiza CD68 PG-M1 pozitivnih makrofaga i SMA

pozitivnih glatkih miSi¢nih stanica u KAP-u.

Stanice Semikvantitativna obiljezja N %
) odsutne ili rijetke stanice 4 9,7
CD68 PG-M1 makrofagi ] ]
nakupine > 10 stanica 27 90,3

rijetke stanice koje ne zahvacéaju cijeli

- 9 29,1

opseg krvne Zile
SMA glatke miSi¢ne stanice

brojne stanice koje zahvacaju cijeli 29 70.9

opseg krvne Zile '
Tablica 6. Mikrovaskularna gustoc¢a unutar plaka.

. Centili
N Mean Min Max —
25 Medijan 75
MVD 3 11,10 000 3400 500 1000 17,00

(n)

*MVD - mikrovaskularna gustoca
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5.5. Usporedba simptomatskih i asimptomatskih bolesnika s indikacijom za
CEA
5.5.1. Usporedba klini€¢kih i laboratorijskih pokazatelja

Razlike u klinickim i sociodemografskim kategorijskim varijablama izmedu
asimptomatskih i simptomatskih bolesnika prikazane su u tablicama 7. i 8. U
skupini simptomatskih bolesnika, njih 8 (61,5 %) je predoperativno imalo TIA-u
dok je preostalih 5 (38,5 %) bolesnika imalo CVI, medu kojima je u 3 (23,1 %)
bolesnika CVI bio potvrden CT-om mozga. Simptomatski bolesnici su
predoperativno imali zna¢ajno visi CRP (P = 0,016), kreatinin (P = 0,003), D-
dimere (P = 0,035), trigliceride (P = 0,028) (tablica 8.). U skupini simptomatskih
bolesnika, u 2 bolesnika su zabiljezene postoperativne komplikacije i to u jednog
bolesnika kratkotrajna epizoda TIA-e prilikom okluzije unutrasnje karotidne
arterije za vrijeme zahvata, te u drugog bolesnika hematom manje do umjerene
veli¢ine u podrucju vrata koji se povukao unutar 2 tiedna. Medu asimptomatskim

bolesnicima nije bilo perioperativnih komplikacija.
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Tablica 7. Klini¢ka i sociodemografska kategorijska obiljeZja u asimptomatskih i

simptomatskih bolesnika (Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni test).

Skupine
asimptomatski simptomatski =
N=18
N % N %
zenski 10 55,6 3 23,1
Spol muski 8 44,4 10 769 0139
. desna 12 66,7 7 53,8
Operirana strana lieva 6 33.3 6 46.2 0,710
ne 18 100,0 10 76,9
CVI na CT mozga da 0 0.0 3 23.1 0,064
ne 13 72,2 7 53,8
Diabetes mellitus tip 1 1 5,6 0 0,0 0,247
tip 2 4 22,2 6 46,2
ne 13 72,2 9 69,2
PusSenje da 3 16,7 4 30,8 0,481
bivsi pusaci 2 11,1 0 0,0
ne 13 72,2 8 61,5
Koronarna bolest srca da 5 7.8 5 385 0,701
N . N ne 3 16,7 1 7,7
Arterijska hipertenzija da 15 83.3 12 92.3 0,621
ne 6 33,3 5 38,5
HLP da 12 66,7 8 61,5 1,000
Periferna arterijska ne 16 88,9 12 92,3 1.000
bolest da 2 11,1 1 7,7 '
ne 16 88,9 12 92,3
KOPB da 2 11,1 1 7,7 1,000
Bubrezna ne 17 94,4 11 84,6 0558
insuficijencija da 1 5,6 2 15,4 ’
- ne 6 33,3 7 53,8
Statini da 12 66.7 6 46.2 0,294
. ne 10 55,6 3 23,1
Aspirin da 8 44,4 10 760 139
Postoperativne ne 18 100,0 11 84,6 0168
komplikacije da 0 0,0 2% 15,4 '

*hematom na vratu (1, 7,7 %); TIA za vrijeme zahvata (1, 7,7 %); TIA - tranzitorna ishemicka
ataka, CVI - mozdani udar, HLP - hiperlipidemija, KOPB - kroni¢na opstruktivna plu¢na bolest
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Tablica 8. Klini¢ka i laboratorijska obiljeZja u asimptomatskih i simptomatskih

bolesnika (kontinuirane varijable; Mann-Whitney U test).

_ Centili
Noo Mino Max o5 Medijan 75 P
. asimptomatski 18 63,00 78,00 64,75 67,50 72,25
Dob (godine) i tomatski 13 48,00 7900 6200 7100 7750 892
Suzenje ACI* asimptomatski 18 0,00 95,00 0,00 45,00 78,25 0077
sin. (%) simptomatski 13 0,00 100,00 15,00 80,00 99,00 ’
SuzZenje ACI* asimptomatski 18 0,00 99,00 72,25 80,00 91,25 0.713
dex. (%) simptomatski 13 0,00 99,00 47,50 80,00 92,50 ’
Traja_nje_ _ asimptomatski 18 2,00 12,00 3,00 5,00 6,00
?é’asr?i;ta"zac'Je simptomatski 13 2,00 9,00 400 600 750 16®
Hb (/L) a.3|mptomats.k| 18 122,00 155,00 128,75 140,00 144,75 0,084
simptomatski 13 97,00 162,00 117,50 140,00 150,00
9 asimptomatski 18 5,30 12,90 7,00 7,50 9,85
L (x10°L) simptomatski 13 4,70 13,90 6,20 7,50 10,80 0,952
asimptomatski 18 0,40 39,70 0,73 2,85 9,53
CRP(MIL)  Gimpomatski 13 150 3640 855 1330 1620 016
GUK asimptomatski 18 4,00 10,40 5,23 5,40 6,68 0.888
(mmol/L) simptomatski 13 4,40 17,60 4,90 5,40 6,80 ’
Kreatinin asimptomatski 18 55,00 193,00 73,75 80,50 89,25 0003
(umol/L) simptomatski 13 72,00 623,00 89,50 91,00 120,00 ’
PV asimptomatski 18 0,56 1,40 0,80 0,90 1,01 0873
simptomatski 13 0,72 1,20 0,78 0,88 1,01 ’
asimptomatski 18 22,00 31,00 23,75 26,00 28,35
APTV (s) simptomatski 13 22,00 3590 23,90 25,50 29,00 0.872
Fibrinogen asimptomatski 7 2,90 4,80 2,90 3,30 4,10 0.474
(g/L) simptomatski 6 2,60 7,60 3,05 3,85 7,38 ’
D-dimeri asimptomatski 5 0,10 0,52 0,25 0,46 0,52 0035
(mg/L) simptomatski 6 0,40 1,49 0,51 0,77 1,04 ’
Kolesterol asimptomatski 7 2,20 5,30 2,80 3,60 4,70 0291
(mmol/L) simptomatski 5 2,60 5,70 3,35 4,40 5,25 ’
asimptomatski 6 1,10 3,50 1,40 1,93 3,20
LDL(mmoliL) i homatski 5 0,70  3.60 1,60 260 345 0400
asimptomatski 6 0,68 1,20 0,85 0,96 1,13
HDL (mmollL) i htomatskik 5 070 109 078 099 105 °8
Trigliceridi asimptomatski 6 0,45 1,45 0,71 1,10 1,42 0.028
(mmol/L) simptomatski 5 1,04 2,50 1,42 1,83 2,35 ’

*ACl — unutarnja karotidna arterija, Hb - hemoglobin, L- leukociti, CRP- C-reaktivni protein, GUK
- glukoza u krvi, PV - protrombinsko vrijeme, APTV - aktivirano parcijalno tromboplastinsko
vrileme, LDL - lipoprotein male gustoce, HDL - lipoprotein velike gustoce.
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5.5.2. Analiza karakteristika i tipa KAP-a predoperativhom neinvazivhom

radioloSkom dijagnostikom

Razlike u modificiranoj AHA Kklasifikaciji KAP-a analiziranog
predoperativnom neinvazivnom radioloSkom dijagnostikom (MR ili MSCT)
izmedu asimptomatskih i simptomatskih bolesnika prikazane su u tablici 9. Nije
bilo statistiCki znacajnih razlika izmedu ispitivanih skupina u modificiranoj AHA
klasifikaciji. U kategorijama 1 i 2 prema modificiranoj AHA Kklasifikaciji nije

zabiljezen niti jedan nalaz.

Tablica 9. Obiljezja KAP-a u podskupinama prema modificiranoj AHA klasifikaciji
analiziranog MR ili MSCT dijagnostikom u asimptomatskih i simptomatskih

bolesnika (Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni test).

Skupine
asimptomatski simptomatski p
N=18 N=13
N % N %
1+2 0 0,0 0 0,0
3 2 11,1 0 0,0
4+5 7 38,9 7 53,9
AHA Klasifikacija (1-8) 6 3 16,7 5 38,5 0,271
7 5 27,8 1 7,7
8 1 5,6 0 0,0
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Pojavnost stabilnih i nestabilnin KAP-ova analiziranih predoperativhom
neinvazivhom radioloSkom dijagnostikom (UZV/CD, MR ili MSCT) i usporedba
nalaza izmedu asimptomatskih i simptomatskih bolesnika prikazane su u tablici
10. U skupini simptomatskih bolesnika bili su najzastupljeniji mjeSoviti i mekani
plakovi dijagnosticirani putem UZV/CD pretrage $to se znacajno razlikuje od
nalaza u asimptomatskih bolesnika gdje su najvise bili zastupljeni tvrdi plakovi (P
= 0,048). Predoperativnom neinvazivhom radioloSkom dijagnostikom (MR i/ili
MSCT) su u 12/13 simptomatskih bolesnika bili dijagnosticirani nestabilni plakovi
(P =0,020).

Tablica 10. Stabilni 1 nestabilni KAP-ovi analizirani predoperativnom
neinvazivnom radioloSkom dijagnostikom (UzZV/CD, MR ili MSCT) u
asimptomatskih i simptomatskih bolesnika (Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni
test).

Skupine
asimptomatski simptomatski p
N=18 N=13
N % N %

tvrdi 9 50,0 1 7,7
uzv/CD mekani 3 16,7 4 30,8 0,048

mjesSoviti 6 33,3 8 61,5

stabilni 9 50,0 1 7,7
MR/MSCT nestabilni 9 50,0 12 92,3 0,020
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Nestabilni plak u bolesnika dijagnosticiran predoperativnom MR

dijagnostikom prikazan je na slici 1.

Slika 1. MR snimka nestabilnog plaka (modificirana AHA klasifikacija tip VI) lijeve
zajedniCke karotidne arterije u bolesnika sa simptomatskom karotidnom bolesti.
A) 3D-TOF snimka plaka lijeve zajednicke karotidne arterije B) PD snimka plaka

lijeve zajedniCke karotidne arterije.
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Nestabilni i stabilni plak u bolesnika dijagnosticirani predoperativhom

MSCT dijagnostikom prikazani su na slikama 2. i 3.

Slika 2. MSCT prikaz nestabilnog mekanog plaka desne unutradnje karotidne
arterije. A) Prikaz plaka na razini racvista desne karotidne arterije (bijela strelica)
prikazuje nestabilni plak s tankom perifernom kalcifikacijom (modificirana AHA
klasifikacija tip VI). B) Rekonstrukcija desne unutarnje karotidne arterije s
projekcijom maksimalnog intenziteta prikazuje visokosignifikantno suZenje

uzrokovano nestabilnim plakom.
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ACl sin

A: 100 %

D: 100 % 4
A = 24 6imm

Slika 3. MSCT prikaz stabilnog tvrdog plaka lijeve unutradnje karotidne arterije.
A) Prikaz plaka na razini racvista lijeve karotidne arterije prikazuje ekstenzivno
kalcificirani stabilni plak koji uzrokuje visokosignifikantno suzenje lijeve
unutrasnje karotidne arterije (bijela strelica). B) Rekonstrukcija lijeve unutarnje
karotidne arterije s projekcijom maksimalnog intenziteta prikazuje stabilni
kalcificirani plak racvista lijeve karotidne arterije sa Sirenjem na pocetni dio

unutrasnje karotidne arterije (bijela strelica).
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5.5.3. Patohistoloska analiza KAP-a u asimptomatskih i simptomatskih

bolesnika

Razlike u udjelu masne jezgre u TPA, u histoloSkom tipu krvarenja, te
zastupljenosti kolagena u KAP-u izmedu asimptomatskih i simptomatskih
bolesnika prikazane su u tablici 11. HistoloSka obiljeZja stabilnog i nestabilnog
plaka prikazana su na slici 5.

Simptomatski bolesnici imali su zna€ajno veéi udio masne jezgre veci od
40 % (84,6 % prema 33,3 %, P=0,009). Asimptomatski bolesnici imali su
znacajno vecéu zastupljenost amorfnog tipa sa ili bez distrofi¢nih kalcifikata (72,2
% prema 30,8 %, P=0,025) (slika 6). Medu skupinama nije bilo statistiCki
znacajne razlike u umnozenom kolagenu u plaku. Razlike u MVD unutar KAP-a
izmedu asimptomatskih i simptomatskih bolesnika prikazane su u tablici 12 te
dodatno na slici 4. Simptomatski bolesnici su imali zna¢ajno ve¢u MVD unutar
plaka (P=0,003) (tablica 12).

Tablica 11. Histoloski tip krvarenja i zastupljenost kolagena u KAP-u u
asimptomatskih i simptomatskih bolesnika (Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni
test).

Skupine
asimptomatski simptomatski p
N=18 N=13
N % N %

<10 % 0 0,0 0 0,0
Masna jezgra 10-40% 12 66,7 2 15,4 0,009

> 40 % 6 33,3 11 84,6
Krvarenje ne 3 16,7 2 15,4 1,000
unutar plaka da 15 83,3 11 84,6 ’

bez krvarenja 3 16,7 2 15,4
I;istoloé_ki tip organizirano 2 11,1 7 53,8 0.025

rvarenja amorfno sa ili bez

distroficnih kalcifikata 3 722 4 308

nema ili slabo umnozen 8 44.4 7 53,8
Kolagen ﬂmjneéggg ili jako 10 55.6 5 46.2 0,722
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Tablica 12. Razlike u mikrovaskularnoj gustoc¢i (MVD) unutar KAP-a izmedu

asimptomatskih i simptomatskih bolesnika (Mann-Whitney U test)

. Centili
N Min - Max e ™ Medijan 75, ©
asimptomatski 18 0,00 17,00 2,00 6,50 10,75

simptomatski 13 1,00 34,00 9,00 17,00 21,00
*MVD - mikrovaskularna gustoca

MVD (n) 0,003

40

30

")

Asimptomatski Simptomatski

Slika 4. Razlike u mikrovaskularnoj gusto¢i (MVD) izmedu asimptomatskih i
simptomatskih bolesnika (Mann-Whitney U test, P = 0,003)
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Slika 5. HistoloSka obiljezja stabilnog i nestabilnog plaka (Hemalaun-eozin
bojenje; povecanje 20x). A) Stabilni plak s minimalnim udjelom masne jezgre i
debele vezivne kapsule (crvena dvostruka strelica), B) Nestabilni plak s masnom
jezgrom > 40 % (oznaceno podrucje crnim okvirom) i tanjom vezivnom kapsulom
(crvena dvostruka strelica), C) Nestabilni plak s ulceracijom povrSine (ulcerirana
povrSina oznaCena uglatom zagradom), D) Nestabilni plak s opseznim

kalcifikatima (oznacena podrucja).
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Slika 6. Histoloska obiljezja amorfnog tipa krvarenja s distroficnim kalcifikatima.
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5.5.4. Semikvantitativna analiza imunohistokemijskog bojenja KAP-a u

asimptomatskih i simptomatskih bolesnika

Semikvantitativno analizirane razlike u broju SMA pozitivnih VSMC i CD68
PG-M1 pozitivnih makrofaga u KAP-u izmedu asimptomatskih i simptomatskih
bolesnika prikazane su u tablici 13. Medu simptomatskim bolesnicima, njih 11
(84,6 %) je imalo veéi broj SMA pozitivnih VSMC u plaku u odnosu na

asimptomatske (61,1 %), ali razlika nije bila statisticki znacajna.

Tablica 13. Zastuplijenost SMA pozitivnih VSMC i CD68 PG-M1 pozitivnih
makrofaga u KAP-u u asimptomatskih i simptomatskih bolesnika (Fisher-

Freeman-Haltonov egzaktni test).

Skupine
asimptomatski simptomatski P
N=18 N=13
N % N %

SMA rijetke ’S'_I' kqje ne

glatke zahvaggju cijeli opseg 7 38,9 2 15,4

migicne  Kvnezile » 0,237
stanice ~ roineSTkojezahvacaju .0 g1 41 gap

cijeli opseg krvne Zile

CD68 <5N=220ST 3 16,7 1 7,7
Ecgl;magi 25N=220ST 15 83,3 12 92,3 0,620

N — nakupina stanica; ST - stanica

Razlike u izrazenosti COX-2 proteina u KAP-u izmedu asimptomatskih i
simptomatskih bolesnika su prikazane u tablici 14 te na slikama 7 - 9. Nije bilo
statistiCki znacajnih razlika izmedu ispitivanih skupina. Medu simptomatskim
bolesnicima, gotovo dvostruko viSe njih (53,8 % prema 27,8 %) je imalo visoku
izrazenost COX-2 u CD34 pozitivnim endotelnim stanicama (> 75 % pozitivnih
stanica), a njih 11 (84,6 % prema 50 %) imalo je vecu izrazenost u CD68 PG-M1
pozitivnim makrofagima (= 5 nakupina koje ¢ine = 20 stanica ili 1 nakupina = 100
stanica) u odnosu na asimptomatske bolesnike, ali razlike nisu bile statisticki

znacajne.
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Tablica 14. Analiza imunohistokemijskog bojenja COX-2 u CD34 pozitivhim
endotelnim stanicama, CD68 PG-M1 pozitivnim makrofagima i SMA pozitivnim
glatkim miSi¢énim stanicama KAP-a u asimptomatskih i simptomatskih bolesnika

(Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni test).

Skupine
asimptomatski simptomatski P
N=18 N=13
N % N %

bez ekspresije 1 5,6 1 7,7
COX-2 u CD34 1-25% 5 27,8 2 15,4
endotelnim 26 — 50 % 2 11,1 2 15,4 0,466
stanicama 51-75% 5 27,8 1 7,7

> 75 % 5 27,8 7 53,8
Intenzitet COX-2u 1 3 16,7 1 7.7
CD34 endotelnim 2 12 66,7 10 76,9 0,855
stanicama 3 3 16,7 2 15,4

bez ekspresije 0 0,0 1 7,7

rijetke STili1 N =20 ST 4 22,2 0 0,0
3(13);1 zk‘i;%?ri :G‘ <5N=20ST 5 27,8 1 77 0,129

=25N=20ST 6 33,3 8 61,5

1N=2=100 ST 3 16,7 3 23,1
Intenzitet COX-2u 1 5 27,8 1 7,7
CD68 PG-M1 2 5 27,8 1 7,7 0,139
makrofagima 3 8 44.4 11 84,6

bez ekspresije 1 5,6 1 7,7
COX-2 u SMA Rijetke ST ili1 N =220 ST 5 27,8 4 30,8
glatkim misi¢nim <5N=20ST 5 27,8 3 23,1 0,931
stanicama 25N=220ST 6 33,3 3 23,1

1N=2100ST 1 5,6 2 15,4
Intenzitet COX-2 u 1 3 16,7 1 7,7
SMA glatkim 2 6 33,3 4 30,8 0,881
miSi¢nim stanicama 3 9 50,0 8 61,5

N — nakupina stanica; ST — stanica; intenzitet: 1 - vidljivo na povecanju 400x; 2 - vidljivo na
povecanju 100x i 3 - vidljivo na povecanju 40x.
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Slika 7. Imunohistokemijsko bojenje COX-2 u endotelnim stanicama (serijski
rezovi). A) CD34 pozitivne endotelne stanice (crne strelice), B) COX-2 pozitivhe
endotelne stanice, jakog intenziteta bojenja (crvene strelice), C) CD34 pozitivhe
endotelne stanice (crne strelice), D) COX-2 negativne endotelne stanice (crne
strelice) ili umjerenog intenziteta bojenja (crvene strelice). A, B, povecanje 100x;

C, D povecanje 200x.
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Slika 8. Imunohistokemijsko bojenje COX-2 u CD68 PG-M1 pozitivhim
makrofagima (serijski rezovi). A) CD68 PG-M1 pozitivni makrofagi, B) COX-2
negativni makrofagi, C) CD68 PG-M1 pozitivni makrofagi, D) COX-2 pozitivni

makrofagi (jaki intenzitet bojenja). A-D povecanje x100.
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Slika 9. Imunohistokemijsko bojenje COX-2 u SMA pozitivnim VSMC stanicama
(serijski rezovi). A) SMA pozitivne VSMC, B) COX-2 negativhe VSMC, C) SMA
pozitivne VSMC, D) COX-2 pozitivne VSMC (jaki intenzitet bojenja). A-D
povecanje x100.
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Razlike u izrazenosti MMP-9 u KAP-u izmedu asimptomatskih i
simptomatskih bolesnika prikazane su u tablici 15. te na slikama 10 11. Znacajne
razlike zabiljezene su u izrazenosti MMP-9 u CD68 PG-M1 pozitivhim
makrofagima i to pretezno u plakovima = 5 nakupina gradenih od =20 CD68 PG-
M1 pozitivnih makrofaga, a koje su bile zastupljenije u skupini simptomatskih
bolesnika (P=0.020).

Tablica 15. Analiza imunohistokemijskog bojenja MMP-9 u CD34 pozitivnim
endotelnim stanicama, CD68 PG-M1 pozitivnim makrofagima i SMA pozitivhim
glatkim misiénim stanicama KAP-a u asimptomatskih i simptomatskih bolesnika

(Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni test).

Skupine
asimptomatski simptomatski p
N=18 N=13
N % N %

bez ekspresije 4 22,2 1 7,7

1-25% 4 22,2 4 30,8
MMP-9 u CD34 26 — 50 % 2 11,1 1 77 0897
endotelnim stanicama

51-75% 4 22,2 4 30,8

>75% 4 22,2 3 23,1
Intenzitet MMP-9 u 1 6 33,3 1 7,7
CD34 endotelnim 2 7 38,9 9 69,2 0,200
stanicama 3 5 27.8 3 23,1

bez ekspresije 0 0,0 1 7.7

rijetke ST ili 1
MMP-9 u CD68 PG- N 220ST > 218 ! o 0.020
M1 makrofagima <5N=220ST 4 22,2 0 0,0 ’

=>5N=20ST 5 27,8 10 76,9

1N=100ST 4 22,2 1 7,7
Intenzitet MMP-9 u 1 0 0,0 2 154
CD68 PG-M1 2 2 11,1 0 0,0 0,149
makrofagima 3 16 88,9 11 84,6

bez ekspresije 0 0,0 1 7.7

rijetke ST ili 1
MMP-9 u SMA glatkim N =20 ST 10 95,6 > e 0.803
miSiénim stanicama <5N=20ST 2 11,1 2 15,4 '

25N=220ST 5 27,8 4 30,8

1N=100ST 1 5,6 1 7,7
Intenzitet MMP-9 u 1 4 22,2 3 23,1
SMA glatkim 2 9 50,0 5 38,5 0,893
miSiénim stanicama 3 5 27.8 5 38,5

N — nakupina stanica; ST — stanica; intenzitet -1 - vidljivo na povecanju 400x; 2 - vidljivo na
povecanju 100x i 3 - vidljivo na povecanju 40x.
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Slika 10. Imunohistokemijsko bojenje MMP-9 pozitivnih stanica u nestabilnom plaku. A)
Izrazenost MMP-9 u CD34 pozitivhim stanicama, B) Izrazenost MMP-9 u SMA pozitivhim
VSMC, C) Izrazenost MMP-9 u CD68 PG-M1 pozitivnim makrofagima. A-C povecéanje
400x.
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Slika 11. Imunohistokemijsko bojenje MMP-9 negativnih stanica u nestabilnom
plaku na polju uve¢anja 400x. A) MMP-9 negativnhe CD34 stanice, B) MMP-9
negativne VSMC, C) MMP-9 negativni CD68 PG-M1 makrofagi.
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5.6. Usporedba bolesnika s radioloski dijagnosticiranim stabilnim i

nestabilnim plakovima
5.6.1. Usporedba klini€¢kih i laboratorijskih pokazatelja

Razlike u klinickim i sociodemografskim kategorijskim varijablama izmedu
skupina bolesnika sa stabilnim i nestabilnim plakom dijagnosticiranim
predoperativnom neinvazivnhom radioloSkom dijagnostikom (MR i/ili MSCT)
prikazane su u tablici 16. Bolesnici sa radioloski stabilnim plakom znacajno ¢eSce
su operirani zbog suzenja desne unutarnje karotidne arterije (P = 0,046), dok su
bolesnici s radioloski nestabilnim plakom znacajno ¢eSce prilikom postavljanja
indikacije za operaciju imali razvijene simptome karotidne bolesti (TIA, CVI) (P =
0,020), dok u raspodijeli ostalih kategorijskih vrijednosti prikazanih u tablici 16.
nije bilo znac¢ajnih razlika.

Razlike u klini¢kim i sociodemografskim kontinuiranim varijablama izmedu
bolesnika sa stabilnim i nestabilnim plakom dokazanim neinvazivhom
radioloSkom dijagnostikom (MR i/ili MSCT) prikazane su u tablici 17. U skupini s
nestabilnim plakom znacajno je izrazenije suzenje ACI desno (P = 0,016), dok je
slabije izrazeno lijevo (P = 0,034). Medu bolesnicima s nestabilnim plakom je
naden veci medijan vrijednosti predoperativhog CRP (8,90 prema 1,70) u odnosu

na bolesnike sa stabilnim plakovima, ali razlika nije statistiCki znacajna.
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Tablica 16. Klinicka i sociodemografska kategorijska obiljezja izmedu skupina

bolesnika sa stabilnim i nestabilnim plakom dokazanim predoperativnom

neinvazivnom radioloSkom dijagnostikom (MR/MSCT) (Fisher-Freeman-
Haltonov egzaktni test).
MR/MSCT
stabilni nestabilni p
N=10 N=21
N % N %
zenski 5 50,0 8 38,1
Spol muski 5 50,0 13 619 0701
Strana operirane  desna 9 90,0 10 47,6 0.046
karotidne arterije  lijeva 1 10,0 11 52,4 ’
- . asimptomatski 9 90,0 9 42,9
Klinicka slika simptomatski 1 10,0 12 5710 0020
nema 9 90,0 9 42,9
Neuroloski deficit TIA 1 10,0 7 33,3 0,048
CVvI 0 0,0 5 23,8
ne 10 100,0 18 85,7
CVI - CT mozga da 0 0.0 3 14,3 0,533
Ne 7 70,0 13 61,9
Diabetes mellitus Tip 1 0 0,0 1 4.8 1,000
Tip 2 3 30,0 7 33,3
ne 9 90,0 13 61,9
Pusenje da 1 10,0 6 28,6 0,334
bivsi pusadi 0 0,0 2 9,5
Koronarna bolest ne 7 70,0 14 66,7 1000
srca da 3 30,0 7 33,3 ’
Arterijska ne 1 10,0 3 14,3 1.000
hipertenzija da 9 90,0 18 85,7 ’
ne 4 40,0 7 33,3
HLP da 6 60,0 14 66,7 1,000
Periferna ne 10 100,0 18 85,7 0533
arterijska bolest da 0 0,0 3 14,3 ’
ne 9 90,0 19 90,5
KOPB da 1 10,0 2 9,5 1,000
Bubrezna ne 9 90,0 19 90,5 1.000
insuficijencija da 1 10,0 2 9,5 ’
. ne 4 40,0 9 42,9
Statini da 6 60.0 12 571 1,000
. ne 5 50,0 8 38,1
Aspirin da 5 50,0 13 610 701
Postoperativne ne 10 100,0 19 90,5 1.000
komplikacije da 0 0,0 2 9,5* ’

*hematom na vratu (1, 4,8 %); TIA za vrijeme zahvata (1, 4,8 %); TIA - tranzitorna ishemicka
ataka, CVI - moZdani udar, HLP - hiperlipidemija , KOPB - kroni¢na opstruktivna plu¢na bolest

67



Tablica 17. Razlike u klini¢kim i laboratorijskim obiljezjima izmedu bolesnika sa

stabilnim i nestabilnim plakom dokazanim

neinvazivnom

radioloSkom

dijagnostikom (MR/MSCT), (kontinuirane varijable Mann-Whitney U test)

) Centili
MR/MSCT N Min Max 5 Medijan 75 P
_ stabini 10 64,00 76,00 6475 6650 71,00
Dob (godine) \ tabini 21 4800 79.00 6400 7100 7600 O°°1
Suzenje ACI* stabilni 10 0,00 9500 000 3250 4625 .
sin. (%) nestabilni 21 000 10000 1500 7500 97,00
Suzenje ACI stabilni 10 8000 9900 8000 8350 9500
dex. (%) nestabilni 21 000  99.00 4750 7500 8500
Traja_nje_ ) stabilni 10 2,00 12,00 2,75 5,00 6,75
?é)jrﬁ’i')ta"zac”e nestabilni 21 2,00 900 3,00 6.00 600 0949
stabilni 10 126,00 15500 12850 14150 150,00
Hb (g/L) nestabilni 21 9700 162,00 12500 14000 14950 °82
. stabilni 10 620 1150  7.15 7,50 10,20
L (x10°L) nestabilni 21 470 1390 6,35 7.50 1025 2703
stabilni 10 040 3970 0,50 1.70 14,55
CRP(MOL)  ostabilni 21 040 3640  2.95 8.90 1575 014
stabilni 10 440 1040 528 590 7.80
GUK (mmoliL) o ctabilni 21 400  17.60 495 530 660 0174
Kreatinin stabini 10 5500 19300 6950 8050 9200
(umol/L) nestabilni 21 60,00 623,00 80,00 9000 9450
stabilni 10 081 109 086 0.90 0,99
PV nestabilni 21 0,56 140 0,74 0.89 103 %7
stabilni 10 22,00 31,00 2475 2650 30,63
APTV (s) nestabilni 21 22,00 3590 2300 2600 2700 319
Fibrinogen stabilni 2 350 480 263 4.15 985 00
(g/L) nestabilni 11 2,60 760 2,90 3.30 410
D-dimeri stabilni 3 010 052 010 0.46 052 .o
(mg/L) nestabilni 8 040 149 043 0,61 0,89 ’
Kolesterol stabilni 4 2,20 5,30 2,45 3,40 4.88 0396
(mmol/L) nestabilni 8 2,60 5,70 3,03 4,25 4,78 '
stabilni 4 110 350 129 193 3.13
LDL (mmollL)  ostabini 7 0.70 360 1,50 2.60 330 0071
stabilni 4 090 110 090 0.96 1.08
HDL (mmoliL) | cabini 7 0.68 120 070 0,99 109 o711
Trigliceridi stabilni 3 0,45 1,45 0,45 1,40 1,45 0306
(mmol/L) nestabiinii 8 080 250  0.86 1,61 211 ’

*ACl — unutradnja karotidna arterija, Hb - hemoglobin, L - leukociti, CRP - C-reaktivni protein,
GUK - glukoza u krvi, PV - protrombinsko vrijeme, APTV - aktivirano parcijalno tromboplastinsko
vrijeme, LDL - lipoprotein male gustoce, HDL - lipoprotein velike gustoce.
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5.6.2. Analiza karakteristika i tipa KAP-a neinvazivnom radioloSkom
dijagnostikom

Razlike u AHA klasifikaciji KAP-a izmedu skupina bolesnika sa stabilnim i
nestabilnim plakom dijagnosticiranim predoperativnim neinvazivnim radioloSkim
slikovnim metodama (MR/MSCT) su prikazane u tablici 18. U skupini bolesnika s
nestabilnim plakovima znacajno su zastupljenije AHA klasifikacije KAP-a tipa 5 i
6 u usporedbi s bolesnicima s nestabilnim plakovima (P < 0,001). U kategorijama

11 2 nije zabiljezen niti jedan nalaz.

Tablica 18. Podskupine KAP-a prema AHA klasifikaciji u bolesnika s stabilnim i
nestabilnim plakom dijagnosticirane predoperativnim neinvazivnim radioloskim

slikovnim metodama (MR ili MSCT) (Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni test)

MR/MSCT
stabilni nestabilni p
N=10 N=21
N % N %

3 2 20,0 0 0,0

4 0 0,0 5 23,8
AHA Kklasifikacija 5 0 0,0 8 38,1
(1-8) J 6 0 0,0 8 3y 000t

7 7 70,0 0 0,0

8 1 10,0 0 0,0
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5.6.3. Patohistoloska analiza i analiza imunohistokemijskog bojenja

radioloski nestabilnog i stabilnog KAP-a

Semikvantitativna analiza zastupljenosti masne jezgre (udio ukupne
povrSine plaka) i kolagena, te histoloski tip krvarenja u KAP-u izmedu bolesnika
sa stabilnim i nestabilnim plakom dijagnosticiranim predoperativnim neinvazivnim
radioloskim slikovnim metodama (MR/MSCT) prikazani su u tablici 19. U
bolesnika s nestabilnim plakovima je ¢eS¢e zastupljen udio masne jezgre veci od
40 % u odnosu na stabilne plakove (57,1 % prema 50,0 %), ali razlika nije

statistiCki znacCajna.

Tablica 19. Histolo$ki tip krvarenja i zastupljenost kolagena u KAP-u u bolesnika
sa radioloski stabilnim i nestabilnim plakom (Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni
test).

MR/MSCT
HistoloSka stabilni nestabilni p
obiljezja plaka N=10 N=21
N % N %
<10 % 0 0,0 0 0,0
Masna jezgra 10-40% 5 50,0 9 42,9 0,721
>40 % 5 50,0 12 57,1
Krvarenje ne 3 30,0 2 9,5 0296
unutar plaka  da 7 70,0 19 90,5 ’
bez krvarenja 3 30,0 2 9,5
Histoloé_ki tip  organizirano 1 10,0 8 38,1 0.190
krvarenja amorfno s distrofi¢nim 6 600 1 524
kalcifikatima
nema ili slabo umnozen 4 40,0 11 52,4
Kolagen umjereno ili jako 6 60,0 10 476 0,704
umnozen
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Zastupljenost SMA pozitivhih VSMC i CD68 PG-ML1 pozitivnih makrofaga
u KAP-u izmedu bolesnika sa stabilnim i nestabilnim plakom dijagnosticiranim
predoperativnim neinvazivnim radioloSkim slikovnim metodama (MR i/ili MSCT)
prikazana je u tablici 20. Nije bilo statistiCki zna€ajnih razlika.

Mikrovaskularna gusto¢a (MVD) unutar KAP-a izmedu bolesnika s
radioloski stabilnim i nestabilnim plakom prikazana je u tablici 21, te na slici 12.
U bolesnika s nestabilnim plakom je nadena znaCajno veca mikrovaskularna
gustoca unutar KAP-a (vrijednosti MVD, P = 0,049).

Tablica 20. Analiza imunohistokemijskog bojenja masne jezgre (lipidna
jezgra/TPA) i zastuplienosti SMA pozitivnih VSMC i CD68 PG-M1 pozitivnih
makrofaga KAP-a u bolesnika s radioloski stabilnim i nestabilnim plakom (Fisher-

Freeman-Haltonov egzaktni test).

MR/MSCT
. . gy S stabilni nestabilni
Stanice Semikvantitativna obiljezja N=10 N=21 P
N % N %
rijetke ST koje ne
SMA glatke zahvaggju cijeli opseg 3 30,0 6 28,6
v s krvne zile
misSicéne . . 0,999
stanice brojne ST koje
zahvacaju cijeli opseg 7 70,0 15 71,4
krvne Zile
CD68 PG-M1 <5N=20ST 1 11,1 3 14,3 1.000
makrofagi >5N=20ST 8 88,9 18 85,7 '

N — nakupina stanica; ST - stanica
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Tablica 21. Analiza mikrovaskularne gusto¢e unutar plaka izmedu bolesnika sa
stabilnim i nestabilnim plakom dokazanim predoperativnom neinvazivhom
radioloSkom dijagnostikom (MR/MSCT) (Mann-Whitney U test).

. Centili
MR/MSCT N Min Max 5 Medijan 75 P
MVD (n) Stabilni 10 0,00 15,00 1,75 6,50 10,75 0,049

Nestabilni 21 0,00 34,00 6,00 14,00 19,00

*MVD - mikrovaskularna gustoca
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30

20

MVD wnme (n)

10

Stabilni Mestabilni
Vrsta plaka

Slika 12. Razlike u mikrovaskularnoj gusto¢i (MVD) izmedu bolesnika sa
stabilnim i nestabilnim plakom dokazanim predoperativnom neinvazivnom
radioloSkom dijagnostikom (MR/MSCT), (Mann-Whitney U test, P=0,049).

Razlike u izrazenosti COX-2 u KAP-u izmedu bolesnika sa stabilnim i
nestabilnim plakom dijagnosticiranim predoperativnim neinvazivnim radioloSkim
slikovnim metodama (MR/MSCT) prikazane su u tablici 22. U skupini bolesnika s
nestabilnim plakovima znacajno je veca ekspresija (P = 0,038) te znacajno veci
intenzitet bojenja (P = 0,010) COX-2 u CD68 PG-M1 pozitivnim makrofagima.
Visoka ekspresija COX-2 (> 75 % pozitivnih stanica) u CD34 pozitivnim
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endotelnim stanicama je bila neSto veca u simptomatskih bolesnika u usporedbi

s asimptomatskim (42,9 % prema 30 %), ali razlika nije bila statisti¢ki znacajna.

Tablica 22. Imunohistokemijsko bojenje COX-2 u CD34 pozitivnim endotelnim

stanicama, CD68 PG-M1 pozitivnim makrofagima i SMA pozitivnim glatkim

miSi¢nim stanicama KAP-a u bolesnika s radiolo$ki stabilnim i nestabilnim plakom

(Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni test).

MR/MSCT
stabilni nestabilni P
N=10 N=21
N % N %

bez ekspresije 1 10,0 1 48
COX-2 u CD34 1-25% 3 30,0 4 19,0
endotelnim 26 -50% 1 10,0 3 14,3 0,905
stanicama 51-75% 2 20,0 4 19,0

> 75% 3 30,0 9 42,9
Intenzitet COX-2 u 1 2 20,0 2 9,5
CD34 endotelnim 2 8 80,0 14 66,7 0,245
stanicama 3 0 0,0 5 23,8

bez ekspresije 0 0,0 1 4.8

rijetke STiIiAN220ST 1 10,0 3 14,3
COX-2uCD68PG- 55 5957 5 50,0 1 48 0,038
M1 makrofagima

=25N=20ST 2 20,0 12 57,1

1N=100ST 2 20,0 4 19,0
Intenzitet COX-2 u 1 2 20,0 4 19,0
CD68 PG-M1 2 5 50,0 1 4,8 0,010
makrofagima 3 3 30,0 16 76,2

bez ekspresije 0 0,0 2 9,5
COX-2 u SMA rijetke STiIil1N=20ST 4 40,0 5 23,8
glatkim misiénim <5N=20ST 1 10,0 7 33,3 0,525
stanicama >5N=220ST 4 40,0 5 23,8

1N=100ST 1 10,0 2 9,5
Intenzitet COX-2 u 1 1 10,0 3 14,3
SMA glatkim 2 4 40,0 6 28,6 0,866
misi¢nim stanicama 3 5 50,0 12 57,1

N — nakupina stanica; ST — stanica; intenzitet — 1 - vidljivo na povecanju 400x; 2 - vidljivo na povecanju
100x i 3 - vidljivo na povecanju 40x.

Razlike u izrazenosti MMP-9 u KAP-u izmedu bolesnika sa stabilnim i

nestabilnim plakom dijagnosticiranim predoperativnim neinvazivnim radiolo$kim

slikovnim metodama (MR/MSCT) prikazane su u tablici 23. Nije uo€eno znac¢ajnih

razlika izmedu obje skupine. Veca ekspresija MMP-9 (> 50 % pozitivnih stanica)
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u CD34 pozitivnim endotelnim stanicama je bila ¢eS¢e zastupljena u bolesnika

sa nestabilnim plakovima (52,4 % prema 40 %) u odnosu na bolesnike sa

stabilnim plakovima, ali razlika nije bila statistiCki znacajna.

Tablica 23. Imunohistokemijsko bojenje MMP-9 u CD34 pozitivnim endotelnim

stanicama, CD68 PG-M1 pozitivnim makrofagima i SMA pozitivnim glatkim

misSiénim stanicama KAP-a u bolesnika s radioloski stabilnim i nestabilnim plakom

(Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni test).

MR/MSCT
stabilni nestabilni P
N=10 N=21
N % N %
bez ekspresije 2 20,0 3 14,3
1-25% 4 40,0 4 19,0
MMP-9 u CD34 26 - 50 % 0 00 3 143 0717
endotelnim stanicama
51-75% 2 20,0 6 28,6
>75% 2 20,0 5 23,8
Intenzitet MMP-9 u 1 3 00 4 190
CD34 endotelnim 2 6 60,0 10 47,6 0,470
stanicama 3 1 10,0 7 33,3
bez ekspresije 0 0,0 1 4,8
rijetke ST ili1 N = 20 1 10.0 5 238
MMP-9 u CD68 PG-M1 ST ’ ’ 0.344
makrofagima <5N=220ST 3 30,0 1 4,8 '
=25N=20ST 4 40,0 11 52,4
1N=100ST 2 20,0 3 14,3
Intenzitet MMP-9 u 1 0 0,0 2 9,5
CD68 PG-M1 2 2 20,0 0 0,0 0,187
makrofagima 3 ) 80,0 19 90,5
bez ekspresije 0 0,0 1 4,8
rijetke STili1 N =220 6 600 9 429
MMP-9 u SMA glatkim ST ’ ’ 0.848
stanicama <5N=220ST 1 10,0 3 14,3 !
>5N=20ST 2 20,0 7 33,3
1N=100ST 1 10,0 1 4.8
) 1 4 40,0 3 14,3
Inten_2|tet MMP—9 u SMA > 3 30,0 11 52.4 0.255
glatkim stanicama
3 3 30,0 7 33,3

N — nakupina stanica; ST — stanica; intenzitet — 1 - vidljivo na povecanju 400x; 2 - vidljivo na

povecanju 100x i 3 - vidljivo na povecanju 40x.
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5.7. Korelacije izrazenosti COX-2 i MMP-9 s prisutnos¢éu klinickih simptoma

karotidne bolesti

Korelacije izrazenosti COX-2 i MMP-9 u KAP-u s prisutnoséu
predoperativnih simptoma prikazane su u tablici 24. ZabiljeZzene su znacajne
pozitivhe, srednje jake korelacije s vec¢im intenzitetom bojenja COX-2 u CD68
PG-M1 pozitivnim makrofagima (Tau_b = 0,378, P = 0,030) te ve¢om MVD unutar
plaka (Tau_b = 0,463, P = 0,003). Kako bi se ustanovile optimalne vrijednosti u
predikciji nastanka simptoma, znacCajne varijable u korelacijskoj analizi su
dodatno analizirane ROC analizom prikazanom na slikama 13 i 14, te u tablicama
25 26.

Tablica 24. Korelacije izrazenosti COX-2 i MMP-9 u KAP-u te mikrovaskularna
gustoca s prisutnoséu Kklinickih simptoma karotidne bolesti, (Kendalov tau_b
koeficijent)

Prisutni simptomi

koeficijent korelacije 0,045
COX-2 u CD34 endotelnim stanicama 'l !

P 0,801
Intenzitet COX-2 u CD34 endotelnim koeficijent korelacije 0,066
stanicama P 0,707

koeficijent korelacij 0,312
COX-2 u CD68 PG-M1 makrofagima oefichent korelacie

P 0,074
Intenzitet COX-2 u CD68 PG-M1 koeficijent korelacije 0,378
makrofagima P 0,030
COX-2 u SMA glatkim misiénim koeficijent korelacije -0,032
stanicama P 0,849
Intenzitet COX-2 u SMA glatkim migiénim  koeficijent korelacije 0,129
stanicama P 0,460

koeficijent korelacij 137
MMP-9 u CD34 endotelnim stanicama oeficijent korelacije 0,13

P 0,431
Intenzitet MMP-9 u CD34 endotelnim koeficijent korelacije 0,137
stanicama P 0,430

koeficijent korelacij 0,279
MMP-9 u CD68 PG-M1 makrofagima oeficient korelacle

P 0,109
Intenzitet MMP-9 u CD68 PG-M1 koeficijent korelacije -0,086
makrofagima P 0,630
MMP-9 u SMA glatkim mi8i¢nim koeficijent korelacije 0,038
stanicama P 0,827
Intenzitet MMP-9 u SMA glatkim migiénim  koeficijent korelacije 0,067
stanicama P 0,698
Mikrovaskularna gusto¢a koeficijent korelacije 0,463

P 0,003
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Slika 13. ROC krivulja intenziteta bojenja COX2 u CD68 PG-M1 pozitivhim

makrofagima s obzirom na pripadnost skupini simptomatskih bolesnika s

karotidnom bolesti.
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Optimalna grani¢na vrijednost intenziteta bojenja COX-2 u CD68 PG-M1

pozitivhim makrofagima s obzirom na predikciju simptoma je > 2 (osjetljivost 84,6

% i specificnost 55,6 %) (tablica 25.). Dijagnosticki omjer vjerojatnosti (OR)

iznosio je 6,88 (95 % CI: 1,17 — 40,38) Sto govori da su bolesnici koji su imali

intenzitet bojenja COX-2 u CD68 PG-M1 pozitivnim makrofagima veci od 2

(pozitivne stanice vidljive na povecanju 100x), imali i gotovo 7 puta vecu

vjerojatnost da ¢e pripadati skupini simptomatskih bolesnika.

Tablica 25. Analiza ROC krivulje intenziteta bojenja COX-2 u CD68 PG-M1
pozitivnim makrofagima s obzirom na pripadnost skupini simptomatskih

bolesnika s karotidnom bolesti.

Povrsina ispod krivulie (AUC) 0,701
Standardna greska 0,0815
95% interval pouzdanosti 0,510 to 0,851
Z statistika 2,465
Razina znacajnosti P 0,014
Youdenov index J 0,4017
Optimalni dijagnosticki kriterij > 2
Osijetljivost 84,62
Specifi¢nost 55,56

Dijagnosticki OR (95% interval pouzdanosti)

6,88 (1,17 - 40,38)
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Slika 14. ROC krivulja mikrovaskularne gustoce unutar plaka (MVD) s obzirom

na pripadnost skupini simptomatskih bolesnika s karotidnom bolesti.
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Optimalna grani¢na vrijednost mikrovaskularne gustoce unutar KAP-a s
obzirom na predikciju simptoma je > 15 (osjetljivost 61,5 % i specifi€nost 94,4 %)
(tablica 26.). DijagnostiCki omjer vjerojatnosti (OR) iznosio je 8,0 (95 % CI: 1,50
—42,44) Sto govori da su bolesnici koji su imali vrijednost MVD > 15 imali i 8 puta

vecu vjerojatnost da ¢e pripadati skupini simptomatskih bolesnika.

Tablica 26. Analiza ROC krivulje mikrovaskularne gustoce unutar plaka (MVD) s

obzirom na pripadnost skupini simptomatskih bolesnika s karotidnom bolesti.

Povrdina ispod krivulje (AUC) 0,821
Standardna greSka 0,0827
95% interval pouzdanosti 0,641 to 0,934
z statistika 3,877
Razina znac€ajnosti P <0,001
Youdenov index J 0,5598
Optimalni dijagnosticki kriterij > 15
Osjetljivost 61,54
Specifiénost 94,44
Dijagnostic“:k_i OR (95% interval 8,00 (1,50 — 42,44)
pouzdanosti)
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6. RASPRAVA

Aterosklerotski plak je dinamiCka lezija arterijske stijenke izloZzena stalnom
remodeliranju izvanstanicnog matriksa o kojem ovisi njegova strukturna
stabilnost. Recentna istrazivanja pokazuju kako akutne promjene unutar
karotidnog plaka, poput krvarenja unutar plaka, pucanja fibrozne kape ili
ulceracije, mogu dovesti do razvoja ishemijskih kardiovaskularnih komplikacija
(27, 39). Nedavna istrazivanja na Zivotinjama sugeriraju da MMP-9 i COX-2
proteini mogu imati ulogu u pojedinim fazama aterogeneze tijekom kojih ih
proizvode upalne i VSMC stanice (36, 72). Jo$ uvijek nije dovoljno istrazeno
moze li to utjecati na incidenciju kardiovaskularnih komplikacija (36, 72). Takoder,
u literaturi postoji viSe istrazivanja koja prouCavaju ulogu MMP u
kardiovaskularnoj bolesti, ali je vecina njih analizirala serumsku koncentraciju
MMP. Time nije dovoljno istrazena izrazenost proteina u plaku in situ kao niti
moguca povezanost s radioloskim karakteristikama plaka (12, 35, 82, 131, 165).
Pregledom literature nisu nadena istraZivanja kojima je jasno objektivizirana
uloga izrazenosti MMP-9 i COX-2 proteina u analizi KAP-a u bolesnika s
karotidnom endarterektomijom te povezanost s radioloskim MR ili MSCT
karakteristikama KAP-a.

U istrazivanju smo proveli analizu karakteristika KAP-a predoperativhom
neinvazivhom radioloSkom dijagnostikom (UZV/CD, MR ili MSCT) te analizu
patohistoloskih i imunohistokemijskih karakteristika plaka, s naglaskom na
izrazenost MMP-9 i COX-2 proteina u plaku u simptomatskih i asimptomatskih
bolesnika nakon CEA. Asimptomatske i simptomatske bolesnike usporedili smo
i prema predoperativnim demografskim i klinickim obiljezjima, i uocCili smo
znacajne razlike u nekoliko analiziranih obiljezja.

MR i MSCT dijagnostikom su medu simptomatskim bolesnicima
dijagnosticirani nestabilni plakovi znaCajno Ces¢e nego u asimptomatskih
bolesnika u kojih je indicirana CEA (92,3 % prema 50,0 %, P = 0,020). Uocili smo
znacajnu razliku u poja¢anoj izrazenosti MMP-9 u CD68 PG-M1 pozitivhim
makrofagima u skupini simptomatskih bolesnika (P = 0,020). Takoder,
simptomatski bolesnici imali su zna€ajno vec¢i udio masne jezgre (> 40 %) u

odnosu na ukupnu povrsinu plaka (84,6 % prema 33,3 %, P = 0,009) te znacajno
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vecu vrijednost MVD unutar plaka (P = 0,003). Uocili smo da su simptomatski
bolesnici imali znaCajno vecCu zastuplijenost organiziranog histoloskog tipa
krvarenja (53,8 % prema 11,1 %, P = 0,025). Medu simptomatskim bolesnicima
je uoCena i veca zastuplienost SMA pozitivnih VSMC u KAP-u u odnosu na
asimptomatske (brojne SMA pozitivne VSMC koje zahvacaju cijeli opseg krvne
Zile) (84,6 % prema 61,1 %), ali opazena razlika nije bila statistiCki znacajna.
Zanimljivo je da smo kod simptomatskih bolesnika uocili znaCajno veci
predoperativni CRP (P = 0,016), i D-dimere (P = 0,035).

U istrazivanju smo usporedili i analizirali karakteristike bolesnika s
radioloski (UZV/CD, MR i/ili MSCT) predoperativno dijagnosticiranim stabilnim i
nestabilnim plakovima. Ovom dodatnom analizom pokazali smo da su radioloSka
obiliezja nestabilnosti KAP-a analiziranog neinvazivnom radioloSkom
dijagnostikom znac€ajno povezana s izrazeno$¢u COX-2 proteina u CD68 PG-
M1 pozitivnim makrofagima KAP-a, koji je bio visoko izrazen u bolesnika s
nestabilnim plakom. Bolesnici s radioloski dijagnosticiranim nestabilnim
plakovima imali su znac¢ajno vecu ekspresiju i intenzitet bojenja COX-2 u CD68
PG-M1 pozitivnim makrofagima u odnosu na bolesnike sa stabilnim plakovima (P
= 0,038, odnosno P = 0,010).

RadioloSka obiljezja nestabilnosti KAP-a analiziranog predoperativhom
neinvazivnhom radioloSkom dijagnostikom zna€ajno su povezana s izrazenoSc¢u
COX-2 proteina, ¢ime smo potvrdili dio hipoteze ovog istrazivanja. Dio hipoteze
koji se odnosi na znac¢ajnu povezanost radioloskih obiljezja nestabilnosti KAP-a
s izrazenoS¢u MMP-9 proteina nismo potvrdili istrazivanjem ove kohorte
bolesnika. Bolesnici s radioloSki dijagnosticiranim nestabilnim plakom su
znacajno CeSc¢e prilikom postavljanja indikacije za operaciju imali razvijene
simptome karotidne bolesti (TIA, CVI) (52,4 % prema 20 %, P = 0,020). U
bolesnika s radioloSki dijagnosticiranim nestabilnim plakom je nadena znacajno

veca mikrovaskularna gusto¢a unutar plaka (vrijednosti MVD, P = 0,049).
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6.1. Analiza klini€kih i laboratorijskih pokazatelja bolesnika

Usporedbom klini€kih i laboratorijskih pokazatelja izmedu simptomatskih i
asimptomatskih bolesnika u kohorti od 31 bolesnika kojima je u€injena CEA zbog
simptomatske ili asimptomatske karotidne bolesti prema zadnjim ESVS
smjernicama, nije bilo statisticki zna€ajnih razlika. Glavne sociodemografske
karakteristike, ukljuCuju¢i dob (medijan od 70 godina) i odnos spolova (udio
muskih bolesnika 58,1 %), su usporedive s podacima dosad objavljenih
istraZivanja koja uklju€uju bolesnike s indikacijom za CEA (108, 123, 166, 167).
Ucestalost faktora rizika ateroskleroze bolesnika u istraZzivanoj kohorti je relativno
usporediva s podacima iz drugih istrazivanja (108, 114, 123, 166-168).

Ovdje je bitno istaknuti da bolesnici nisu konsekutivho uklju€ivani u
istrazivanje niti su bili randomizirani u skupine. NaSa, kohorta, stoga, ne mora
predstavljati reprezentativan uzorak. Prije svega, radi potrebe testiranja hipoteze
i usporedne analize karakteristika simptomatskih i asimptomatskih bolesnika, bilo
je nuzno ukljuciti 40 % do 60 % simptomatskih bolesnika s indikacijom za CEA.
U naSu kohortu bilo je ukljueno 42 % simptomatskih bolesnika, dok je u
prethodnim istraZivanjima udio simptomatskih bolesnika varirao od 38 % do 62
% (166, 168).

Uocena je povecana ucestalost arterijske hipertenzije u 87,1 % bolesnika
Sto je usporedivo s podacima iz prethodno objavljenih istraZivanja u kojima je
zabiljeZena arterijska hipertenzija u 71,0 % do 86,8 % bolesnika (123, 166-168).

U naSem istrazivanju bilo je 35,5 % bolesnika sa Se¢ernom bolesti §to je
nesto veca ucCestalost nego u prethodno objavljenim studijama u kojima je
uCestalost od 23,0 % do 29.8 % (166-168).

Hiperlipidemija je zabiljezena u 64,5 % bolesnika u nasoj kohorti, Sto je
slicno prethodnim studijama u kojima je hiperlipidemiju imalo 55,0 % - 79,0 %
bolesnika (123, 167, 168).

PusSenje (aktivni i bivsi pusaci) je, kao €imbenik rizika, bilo evidentirano u
29,0 % bolesnika, Sto je u skladu s podacima niza istraZzivanja i uCestalosti
pusenja od 18,0 % do 80,0 % (108, 166, 168, 169). Nadalje, uCestalost KOPB-a
je bila 9,7 % i usporediva je s raspolozivim podacima iz ostalih studija u kojima je

uCestalost od 14,0 % do 21,0 % (166, 167). Velika uCestalost ateroskleroze kao
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¢imbenika rizika u nasoj je kohorti bolesnika s indikacijom za CEA bila u skladu
s podacima i zaklju€cima drugih istrazivanja o ucCestalosti u sli¢nih bolesnika, a
ocCekivano je veca u odnosu na epidemioloSke podatke iz opcCe populacije.

Pojavnost preostalih komorbiditeta koji povecavaju rizik od operacije u
istrazivanoj kohorti bolesnika takoder je usporediva s podacima recentnih
istraZivanja bolesnika prije CEA (166-168). Tako je koronarnu bolest u nasoj
kohorti imalo 32,3 % bolesnika, $to odgovara podacima iz drugih istrazivanja i
opisanoj ucestalosti od 23,5 % do 37,0 % (123, 166, 167). Unato€ tome, nije
zabiljezen perioperativni infarkt miokarda. Kroni¢nu bubreznu insuficijenciju prije
zahvata uocili smo u 9,7 % bolesnika, dok je zna¢ajno veca razina kreatinina
uocCena kod simptomatskih u odnosu na asimptomatske bolesnike (89,50 pymol/L
prema 73,75 pmol/L, P = 0,003).

Usporedbom predoperativnih laboratorijskih karakteristika, simptomatski
bolesnici imali su, osim vece vrijednosti kreatinina, zna¢ajno vece vrijednosti CRP
(8,55 mg/L prema 0,73 mg/L, P = 0,016), D-dimera (0,51 mg/L prema 0,25 mg/L,
P = 0,035) i triglicerida (1,42 mmol/L prema 0,71 mmol/L, P = 0,028). Vece
predoperativne vrijednosti CRP i D-dimera mogu biti povezane s jaim upalnim
odgovorom prisutnim u sklopu uznapredovalog aterosklerotskog procesa te
destabilizacije KAP-a kao mogucih uzroka simptoma cerebrovaskularne bolesti
(16, 44, 49, 131). Rost i suradnici su analizirali povezanost vrijednosti CRP s
uCestalo$cu simptoma karotidne bolesti (CVI, TIA) u Framinghamskoj studiji na
uzorku od 1462 bolesnika te su zakljucili da je povisena vrijednost CRP nezavisni
pokazatelj simptoma karotidne bolesti kod starijih bolesnika (44).

Povecéana vrijednost D-dimera prije operacije u nasim rezultatima je u
skladu s podacima nedavne retrospektivne studije u kojoj je analizirana vrijednost
D-dimera u usporedbi simptomatskih i asimptomatskih bolesnika prije CEA (170).
Autori su zakljucili da su serumske vrijednosti D-dimera bile zna€ajno povisene u
simptomatskih bolesnika s nestabilnim plakom, a pogotovo s prisuthom
ulceracijom plaka. Jedno od moguéih objadnjenja je da ulceracija plaka i
hiperlipidemija mogu uzrokovati ubrzani metabolizam fibrina uz povecanu

proizvodnju D-dimera (170).
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Nadalje, znacajno vece predoperativhe vrijednosti triglicerida kod
simptomatskih bolesnika su u skladu s dosadasnjim spoznajama o povezanosti
dislipidemije i razvoja cerebrovaskularne aterosklerotske bolesti (30, 107, 171).
Slijedom navedenog se namecée zakljuCak da serumske vrijednosti CRP i D-
dimera mogu, u tih bolesnika, biti pokazatelji uznapredovalosti aterosklerotskog
procesa, iako specifi€nost i pouzdanost nisu potvrdeni dosadasnjim podacima iz
literature.

S obzirom na to da u naSoj kohorti bolesnika nije bilo perioperativne
smrtnosti niti vecCih komplikacija, nije zabiljeZzena razlika u postoperativnim
klinickim ishodima usporedbom skupine asimptomatskih i simptomatskih
bolesnika.

Osim znacajne razlike u CeS¢oj pojavnosti predoperativnih klinickih
simptoma karotidne bolesti, nije bilo znacCajnih razlika u pojavnosti ostalih
predoperativnih kliniCkih ili laboratorijskin karakteristika bolesnika s indikacijom
za CEA u odnosu na predoperativhu radioloSku klasifikaciju bolesnika sa

stabilnim i nestabilnim plakovima,
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6.2. Analiza Kkarakteristika KAP-a predoperativhom neinvazivhom

radioloSkom dijagnostikom

Rezultati ovog istrazivanja potvrduju mogucénosti neinvazivne radioloSke
dijagnostike, poglavito MR i MSCT dijagnostike, u identificiranju bolesnika s
nestabilnim KAP-om kojima ¢e tako ranije biti indicirano i kirursko lijeCenje. MR i
MSCT dijagnostikom su u 12 od 13 (92,3 %) simptomatskih bolesnika
dijagnosticirani nestabilni plakovi (P = 0,020).

Ovaj nalaz je u skladu s podacima drugih istraZivanja i doprinosi
razumijevanju uloge MR i MSCT u dijagnostici karotidne bolesti s obzirom na to
da su obje slikovne tehnike trenutno najpreciznija metoda za razlikovanje
stabilnih i nestabilnih karotidnih plakova prije zahvata (25, 90, 123, 132, 172,
173).

Ovdje je bitho napomenuti kako najnovije ESVS smijernice i preporuke
multicentriCnih randomiziranih kontroliranih ispitivanja naglasavaju da je kod
asimptomatskih bolesnika potrebno razlikovati specificne radioloSko- morfoloSke
kriterje povezane s povecanim rizikom od CVI-a unato¢ optimalnom
medikamentnom lije€enju. Time su definirani pojedinacni kriteriji koji predstavljaju
indikaciju za kirursko lijecenje (8, 9, 97, 108, 114).

U nasim rezultatima smo prikazali da su u skupini simptomatskih bolesnika
najzastupljeniji plakovi koji spadaju u kategorije 5 i 6 (po 38,5 % bolesnika)
modificirane AHA klasifikacije s prisuthom velikom lipidnom nekroti€nom
jezgrom, odnosno krvarenjem unutar plaka. U skupini asimptomatskih bolesnika
najzastupljeniji su bili tvrdi kalcificirani plakovi koji spadaju u kategoriju 7 (27,8 %
bolesnika). Bitno je istaknuti da smo u ovom istrazivanju otkrili kako su bolesnici
s radioloski dijagnosticiranim nestabilnim plakom znacajno &eSc¢e, prilikom
postavljanja indikacije za operaciju, imali razvijene simptome karotidne bolesti
(CVI, TIA) u odnosu na bolesnike sa stabilnim plakom (52,4 % prema 20 %, P =
0,020). Takoder, u bolesnika s nestabilnim plakom nadena je znaCajno veca
mikrovaskularna gusto¢a unutar plaka (P=0,049) kao jedan od pokazatelja
nestabilnosti plaka.

Nase opazanje je u skladu s podacima istrazivanja u kojem se Million i
suradnici analizirali MR karakteristike nestabilnog KAP-a na uzorku od 161
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bolesnika. Njihovi rezultati su dokazali da MR dijagnostika moze pouzdano
izdvojiti visokorizicne karotidne plakove koji su ucestalije zastupljeni medu
simptomatskim bolesnicima, iako su autori u istrazivanju koristili aparat jakosti
magnetskog polja 3 Tesla dok je u naSem istrazivanju koriSten aparat jakosti 1,5
Tesla (123).

Cai i suradnici usporedili su rezultate MR analize karotidnih plakova i
rezultata histoloSke analize na uzorku od 60 bolesnika s indikacijom za CEA te
su pokazali da MRI ima osjetljivost 82 % i specificnost 91 % u otkrivanju plaka
tipa VI (25). Njihov zaklju€ak je da MR moze pouzdano razlikovati pojedine stadije
aterosklerotskog procesa u karotidnom plaku, iako su primijetili da rezolucija MR
dijagnostike nije bila zadovoljavajuca za razlikovanje komponenti plaka koje su
promjera manjeg od 0,25 mm. Slicno tome, artefakti uzrokovani manjim
pokretima bolesnika ili arterijskim pulzacijama mogu smanijiti kvalitetu slikovnog
prikaza (25).

Arai i suradnici su u svom istrazivanju usporedili predoperativne UZV/CD
i MR nalaze s histoloSkim nalazima KAP-a i dokazali povezanost nalaza UZV/CD
i MR karotidnih arterija s morfoloskim karakteristikama plakova. Nadalje, zakljucili
su kako UZzZV/CD nije dovoljan za precizno dijagnosticiranje tipa plaka te su
predlazili dodatnu MR dijagnostiku (173). Poznato je da je nedostatak UZV/CD
metode subjektivnost, odnosno ovisnost interpretacije nalaza o iskustvu i
edukaciji onoga koji je izvodi.

Saito i suradnici su u prospektivnom istrazivanju na 25 bolesnika analizirali
pouzdanost MR dijagnostike u identificiranju nestabilnih plakova (132). Njihovi
rezultati su pokazali da MR moze precizno dijagnosticirati nestabilne plakove s
prisutnim krvarenjem unutar plaka kao i velikom lipidnom jezgrom uz osjetljivost
od 70 % te specificnost od 100 % (132).

Poznato je da MSCT omogucuje precizno odredivanje stupnja suzenja
unutarnje karotidne arterije, ali i pouzdanu vizualizaciju koronarnih arterija te
razlikovanje karaktera plaka (117, 174). Prednost MSCT dijagnostike je u
moguénosti mjerenja gustoCe analiziranog tkiva (izrazene u Hounsfieldovim

jedinicama — HU), §to omogucuje razlikovanje sastava analiziranog tkiva (136).
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Saba i suradnici su u retrospektivnom istrazivanju na uzorku od 70
bolesnika napravili MSCT analizu KAP-a (119). Njihovi rezultati su pokazali da je
ulceracija plaka usko povezana s veliCinom lipidne jezgre, uz vrijednost tkivne
gustoce manju od 60 HU, te da je moguca povezanost takvih plakova s rizikom
od cerebrovaskularnih komplikacija (119).

Ajduk i suradnici su u svom istrazivanju pokazali da MSCT moze
dijagnosticirati karotidni plak kompliciran krvarenjem i to s osjetljivoS¢u od 100 %
i specificnoS¢u od 70,4 %, uz granicnu vrijednost tkivhe gustoce od 33,8 HU
(175). Drugim rije€ima, karotidni plakovi kojima je izmjerena gustoéa veca od 33,8

HU, nisu bili praéeni krvarenjem unutar plaka.
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6.3. Analiza histoloskih karakteristika KAP-a

Kako bi se detaljno razjasnila obiljezja KAP-a, ucCinjene su histoloSka
analiza KAP-a te semikvantitativna analiza imunohistokemijskog bojenja (SMA
pozitivnih VSMC i CD68 PG-M1 pozitivnih makrofaga). Tim su analizama
odredene karakteristike nestabilnog plaka u svrhu usporedbe plakova izmedu
dvije skupine bolesnika, kako u odnosu na pojavu klini¢kih simptoma tako i u
odnosu na radioloski stabilne i nestabilne plakove, sve u skladu s prethodnim
istraZivanjima (163, 164).

Simptomatski bolesnici imali su znacajno veci udio masne jezgre ( > 40 %)
u odnosu na ukupnu povrsinu plaka (84,6 % prema 33,3 %, P = 0,009) koja je
ujedno i jedna od glavnih karakteristika nestabilnog plaka. Heo i suradnici su
takoder proveli histoloSku analizu KAP-a i usporedbu plakova s/bez ulceracije te
su dokazali da su ulceracija i ruptura plaka usko povezani s razvojem Klinickih
simptoma (32). Pokazali su da je velika masna jezgra bila gotovo dvostruko ¢eSce
zastupljena u plakovima s ulceracijom (54,2 % prema 28,6 %, P = 0,074) (32).
Davies i suradnici su proveli istraZivanje u kojem su usporedili stabilne
aterosklerotske plakove i plakove s ulceracijom te su pokazali da je ¢ak 91,1 %
plakova s ulceracijom imalo ve¢u masnu jezgru, odnosno udio masne jezgre vedi
od 40 % u ukupnoj povrsini plaka (176).

Medu simptomatskim bolesnicima, njih 11 (84,6 %) je imalo vedi broj i
zastupljenost SMA pozitivnih VSMC u odnosu na asimptomatske bolesnike (61,1
%), ali razlika nije dosegla statistiCku znacajnost. Medutim, Davies i suradnici su
dokazali da su VSMC bile zastupljenije u aterosklerotskim plakovima s
ulceracijom u usporedbi sa stabilnim plakovima (176). Zakljucili su da proliferacija
VSMC pridonosi stabilnosti plaka unato€ tome $to moze biti povezana s vec¢im
stupnjem suzenja arterije (176).

Znacajno ¢esc¢a pojavnost vece MVD unutar plaka (medijan 14,0 prema
6,5, P = 0,049), kao jedan od pokazatelja nestabilnosti plaka, pojavljuje se u
bolesnika s radioloSki dijagnosticiranim nestabilnim plakom u odnosu na
bolesnike sa stabilnim plakom. Takoder, znaCajno ve¢a MVD unutar plaka
nadena je i medu simptomatskim bolesnicima s indikacijom za CEA (medijan 17,0

prema 6,5, P = 0,003). Slicno nasim rezultatima, Derksen i suradnici su pokazali
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kako je znacajno vec¢i MVD &eSc¢e zastupljen kod nestabilnih plakova te da je
MVD pogotovo veéi unutar plakova s organiziranim tipom krvarenja (164). U
dosadas$njim istrazivanjima, u€estalost krvarenja unutar plaka varira od 7,5 % do
92 % s obzirom na to da je vecina istrazivanja provedena na manjem uzorku
(164, 177, 178). Derksen i suradnici na uzorku od 794 karotidnih plakova opazili
su uCestalost krvarenja unutar plaka od 81 % (164). Medutim, MVD nema klinicki
znacCaj za postavljanje indikacije, odnosno selekciju plakova u asimptomatskih
bolesnika, jer se uzima intraoperativnho, kad je veC postavljena indikacija za
operaciju. Vrijednost MVD mogla bi imati prognosti¢ki znac¢aj za bolesnika, te kao
indirektni pokazatelj koji bi indicirao intenzivnije pracenje bolesnika, no potrebna
su daljnja istraZivanja kako bi se to potvrdilo. Korelacije izrazenosti MMP-9 s
prisutnoS¢u simptoma i nestabilnog plaka u ovoj kohorti nisu bile statisticki
znacajne.

Nasi rezultati su pokazali da su asimptomatski bolesnici imali znacajno
vecu zastupljenost amorfnog tipa krvarenja sa/bez distrofi¢nih kalcifikata (72,2 %
prema 30,8 %, P = 0,025). Najcesc¢i histoloski tip krvarenja medu simptomatskim
bolesnicima je bio organizirani (53,8 % prema 11,1 %). Sli€éno nasim rezultatima,
Derksen i suradnici su pokazali da su karotidni plakovi s organiziranim tipom
krvarenja imali veCu zastupljenost velike masne jezgre, vec¢i MVD i jaCu upalnu
reakciju (veéu zastuplijenost makrofaga), iako oni nisu analizirali usporedbu
simptomatskih i asimptomatskih bolesnika s indikacijom za CEA (164).

Prethodno navedeni rezultati su u skladu s o¢ekivanjima, s obzirom na to
da su karakteristike nestabilnog plaka, uklju€ujuci veliku lipidnu jezgru, prisutnost
neovaskularizacije i proliferaciju VSMC unutar plaka, ¢eS¢e zastupljene kod
simptomatskih bolesnika s indikacijom za CEA (163, 164). Ovdje treba navesti
da histoloSki pokazatelji nemaju vrijednost u postavljanju indikacije, vec¢ bi
indirektno mogli posluZiti kao pokazatelji veCe ucestalosti klini¢kih simptoma
karotidne bolesti.

Zastupljenost ve¢e masne jezgre i SMA pozitivnih VSMC je bila nesto veca
medu bolesnicima s radioloski dijagnosticiranim nestabilnim plakom, ali razlike

nisu bile statisticki znacajne.
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Vec ranijim istrazivanjima je dokazano da krvarenje unutar plaka
predstavlja znak nestabilnosti plaka i pogoduje povecanju nekroti¢ne jezgre te da
predstavlja kriticni trenutak kada stabilni plak postaje nestabilan (179, 180). Osim
neovaskularizacije, poznato je da na destabilizaciju plaka utjeCu upalni proces i
aktivacija upalnih stanica, migracija i proliferacija VSMC te razgradnja ECM (12).
Koncept nestabilnog plaka je usvojen i u zadnjim ESVS smjernicama u sklopu
preporuka za postavljanje indikacije za CEA i odluke o kirurSkom lije€enju.(9)
Unato€ mnogim istraZivanjima koja su pokusala pronaci biomarker koji bi imao
ulogu dijagnostiCkog pokazatelja uznapredovale ateroskleroze karotidne arterije
i prisutnosti nestabilnog plaka, pouzdanost ni jednog biomarkera nije do sada
utvrdena prospektivnim klini¢kim istrazivanjem.

Derksen i suradnici su proveli jedno od dosad najvecih istrazivanja na
uzorku karotidnih plakova prikupljenih od 794 bolesnika nakon CEA s ciliem
histoloSke analize plaka i opisa karakteristika nestabilnog plaka (164). Njihovi
rezultati su pokazali da je pojavnost organiziranog tipa krvarenja unutar plaka
bitna karakteristika nestabilnog plaka te da je povezana s pojavnoséu velike
lipidne jezgre, povecanim brojem makrofaga i veéom mikrovaskularnom
gustocom. Autori su zakljucili da je pojavnost organiziranog tipa krvarenja unutar
plaka bitna iz klinicke perspektive, pogotovo iz razloga Sto se s naprednom
tehnologijom MR dijagnostike moZe dijagnosticirati krvarenje unutar plaka
karotidne ili femoralne arterije.

Redgrave i suradnici su u svojoj studiji proveli histoloSku analizu karotidnih
plakova prikupljenih od 526 simptomatskih bolesnika nakon CEA (26). Uocili su
da je patogenetski mehanizam unutar karotidnih plakova sliCan onom prisutnom
u koronarnim plakovima te da je infiltracija makrofaga usko povezana s
nestabilnoscu plaka i posljedi€nom rupturom. Ovdje je bitno istaknuti da su autori
pokazali ve€u zastupljenost karakteristika nestabilnih plakova kod bolesnika koji
su unutar 60 dana prije zahvata preboljeli CVI u odnosu na TIA-u. Zanimljivo je
da su uocili kako su bolesnici koji su preboljeli TIA-u u vremenskom razdoblju
vecem od 180 dana prije zahvata pokazali znaCajno vecu zastupljenost
karakteristika nestabilnog plaka u usporedbi s bolesnicima koji su u istom periodu

preboljeli CVI (26). U slicnom istrazivanju je pokazano da infiltracija makrofaga
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unutar KAP-a moZze biti povezana s uCestaloS¢u cerebrovaskularnih komplikacija
kod bolesnika sa indikacijom za CEA (181).

6.4. Analiza izrazenosti MMP-9 i COX-2 proteina u KAP-u

U nastojanjima pronalaska adekvatnog biomarkera uznapredovale
ateroskleroze karotidne arterije i nestabilnog plaka, nedavna istrazivanja
sugeriraju da bi MMP-9 i COX-2 mogli imati klju¢nu ulogu u svim fazama
aterosklerotskog procesa. Medutim, joS uvijek nedostaju dokazi iz prospektivnih
klini¢kih istrazivanja o tome mogu li ti pokazatelji smanijiti ucestalost nuspojava i
cerebrovaskularnih  komplikacija, te kakvu toCno ulogu imaju u procesu
destabilizacije plaka (27, 36, 68, 90).

U naSem je istrazivanju izrazenost COX-2 proteina u CD68 PG-M1
pozitivnim makrofagima KAP-a bila visoko zastupljena u bolesnika s radioloSki
dijagnosticiranim nestabilnim plakom (P = 0,038), Sto potvrduje hipotezu da su
radioloSka obiljezja nestabilnog plaka analiziranog neinvazivnom radioloSkom
dijagnostikom znaCajno povezana s izrazenoS¢u COX-2 u KAP-u.
Semikvantitativnom analizom uocili smo da su bolesnici s nestabilnim plakovima
imali znac€ajno vecu izraZzenost te intenzitet bojenja COX-2 (P = 0,038, odnosno
P = 0,010) u CD68 PG-M1 pozitivnim makrofagima u odnosu na bolesnike sa
stabilnim plakovima. lzrazenost i intenzitet bojenja COX-2 u CD34 pozitivhim
endotelnim stanicama bili su nesto veci kod bolesnika s nestabilnim plakovima,
ali razlika u odnosu na stabilne plakove nije dosegla statistiCku znacajnost.

Nadalje, iako je veca izrazenost MMP-9 u CD34 stanicama ( > 50 %
pozitivnih stanica) bila ¢eS¢e zastuplijena u bolesnika s radiolo$ki nestabilnim
plakovima spram bolesnika sa stabilnim plakovima (52,4 % prema 40 %
pozitivnih stanica), razlika nije bila statisticki znacajna. Tako nije bilo mogucée
potvrditi dio hipoteze po kojemu bi radioloSka obiljeZja nestabilnog plaka
analiziranog neinvazivnom radioloSkom dijagnostikom mogla biti znacajno
povezana sa izrazenoS¢u MMP-9 u KAP-u. Medutim, prilikom analize
imunohistokemijskog bojenja izrazenosti MMP-9 i usporedbe klinic¢kih simptoma,

uoCili smo znacajno vecu izrazenost MMP-9 u CD68 PG-M1 pozitivhim
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makrofagima u simptomatskih bolesnika, i to pretezno u plakovima = 5 nakupina
gradenih od = 20 CD68 PG-ML1 pozitivhih makrofaga koji su bili zastupljeniji u
skupini simptomatskih bolesnika (P = 0,020).

Cipollone i suradnici su objavili istrazivanje u kojem su na uzorku od 50
bolesnika nakon CEA analizirali pojavnost COX-2 i PGE2 enzima u KAP-u (40).
Usporedbom asimptomatskih i simptomatskih bolesnika, zakljucili su da su CD68
(PG-M1) pozitivni makrofagi bili brojniji u plakovima simptomatskih bolesnika te
da je u istim plakovima pojavnost COX-2 i PGE2 enzima bila zna€ajno povecana.
To je u skladu s rezultatima naSeg istrazivanja, iako smo uocili da je pojavnost
COX-2 bila joS izraZzenija u bolesnika s radioloSki nestabilnim plakovima.
Spomenuti autori su zaklju€ili da je pojatana sinteza COX-2 u aktivnim
makrofagima u plakovima simptomatskih bolesnika usko povezana s nastankom
cerebrovaskularnin komplikacija (40).

Nekoliko prijadnjih istrazivanja je pokazalo povec¢anu izrazenost COX-2 u
aterosklerotskim plakovima, iako tada autori nisu mogli objasniti ulogu enzima u
rupturi aterosklerotskog plaka (24, 57, 58). Pojedine kasnije studije navode da bi
PGE2 i COX-2 mogli imati ulogu u povecanoj sintezi MMP enzima koji mogu
uzrokovati destabilizaciju plaka (27, 34, 40). Sukladno tome, nekoliko studija je
pokazalo da bi MMP-9 mogao imati jednu od kljuénih uloga u tom procesu (27,
32, 34, 40, 182, 183). Jager i suradnici su proucavali izraZzenost razli¢itih MMP u
makrofagima i VSMC unutar karotidnog plaka te su zaklju€ili da je MMP-9 imao
najvecu izrazenost (183).

Baroncini i suradnici su proveli istrazivanje u koje su ukljucili 30 bolesnika
nakon CEA i 9 uzoraka karotidne arterije s kadavera (85). Njihovi rezultati nisu
pokazali znacajno vecu izrazenost COX-2 u KAP-u simptomatskih bolesnika, vec
su uocili zna¢ajno manju izrazenost MMP-9 kod simptomatskih bolesnika u
odnosu na plakove asimptomatskih bolesnika i kadavera Sto je u suprotnosti s
rezultatima naSeg, ali i veéine ostalih istraZivanja (27, 34, 40, 85).

Loftus i suradnici su proveli analizu serumske vrijednosti MMP-9 u
bolesnika s indikacijom za CEA te istrazili moguéu povezanost s klini¢kim
simptomima i histoloSkim karakteristikama KAP-a (27). Autori su za vrijeme CEA

koristili transkranijski doplerski monitoring kojim su biljezili ucestalost
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tromboembolizacije. Zakljucili su da je znacajno vec¢a koncentracija MMP-9 u krvi
bila prisutna u simptomatskih bolesnika s recentnim simptomima unutar mjesec
dana prije operacije te u bolesnika sa zabiliezenom intraoperativhom
embolizacijom (27). Sli¢ne rezultate su objavili Razuvaev i suradnici u istraZzivanju
u kojem su proucavali koncentraciju MMP-9 zajedno sa MMP-7 u karotidnom
plaku nakon CEA (184).

Heo i suradnici su proucavali pojavnost MMP-2 i MMP-9 u KAP-u u
simptomatskih i asimptomatskih bolesnika nakon CEA (32). Istrazivanje je
provedeno na kohorti od 74 bolesnika i rezultati su ukazali na jasnu povezanost
izrazenosti MMP-2 i MMP-9 s obiljezjima nestabilnog plaka kao $to su ruptura

plaka i velika lipidna jezgra (32).
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6.5. Analiza korelacije izrazenosti COX-2 i MMP-9 s prisutnosc¢u klini¢kih
simptoma karotidne bolesti i radioloski dijagnosticiranom nestabilnosc¢u
KAP-a

Usporedbom izraZenosti COX-2 i MMP-9 u KAP-u s prisutno$éu
predoperativnih kliniCkih simptoma zabiljezili smo znacajne pozitivne, srednje
jake korelacije s veéim intenzitetom bojenja COX-2 u CD68 PG-M1 pozitivhim
makrofagima (Tau_b = 0.378, P = 0.030) te ve¢om MVD unutar plaka (Tau_b =
0.463, P = 0.003). ROC analizom smo uoCili da je optimalna grani¢na vrijednost
intenziteta bojenja COX-2 u CD68 PG-ML1 pozitivnim makrofagima, s obzirom na
predikciju simptoma, vidljiva na pove¢anju 100x (> 2) uz osjetljivost 84,6 % i
specificnost 55,6 %. Tim nalazom smo dodatno potvrdili dio hipoteze prema
kojem bi izrazenost COX-2 bila usko povezana s prisutno$¢u simptoma koji su
znacajno CesSce bili prisutni u bolesnika s nestabilnim plakom. Takoder, dodatnom
ROC analizom smo uoCili i da je optimalna grani¢na vrijednost MVD unutar KAP-
a, s obzirom na korelaciju sa simptomima, > 15 uz osjetljivost 61,5 % i
specificnost 94,4 %.

Do sada smo u istrazivanju uoCili kako su se simptomatski bolesnici
znacajno ceSce prezentirali s radioloski dijagnosticiranim nestabilnim plakom, te
da povecani intenzitet bojenja COX-2 u CD68 PG-M1 pozitivnim makrofagima i
velika MVD krvnih Zila unutar KAP-a pozitivho koreliraju s prisutno$¢u simptoma.
Iz toga posredno mozemo zakljuciti da se ¢eS¢a pojavnost povecanog intenziteta
bojenja COX-2 u CD68 PG-M1 pozitivhim makrofagima, zajedno s visokom MVD
unutar KAP-a, vjerojatno moze nadi u nestabilnom plaku.

Pregledom literature nismo naisli na istrazivanje u kojem je provedena
slicna analiza korelacija s izraZzenosti COX-2 ili MMP-9, ali smo uoCili nekoliko
istrazivanja u kojima je proucena korelacija serumske koncentracije MMP-9 i IMT
izmjerene UZV-om (74, 131, 185). Chen i suradnici su proucili korelaciju IMT sa
serumskom koncentracijom MMP-2 i MMP-9 u kohorti od 56 bolesnika s
preboljelim CVI-om (131). Zakljucili su da je najveci rizik od CVI-a bio prisutan
kod bolesnika s ve¢im KAP-om kojima je izmjerena veca IMT i koji su znac¢ajno
c¢eSc¢e imali nestabilan plak, veée vrijednosti serumske koncentracije MMP-2 te

MMP-9 (131). Rezultati ovog istraZivanja su u skladu s naSim opazZanjem kako je
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izrazenost MMP-9 u CD68 PG-M1 pozitivnim makrofagima KAP-a zna¢ajno veca
u simptomatskih bolesnika (P = 0,020) nego u asimptomatskih bolesnika, iako mi
u nasem istrazivanju nismo mijerili serumske koncentracije MMP-9 niti COX-2.
Tan i suradnici su ispitali povezanost serumske koncentracije MMP-9 1 IMT
u asimptomatskih ispitanika koji prema anamnezi nisu preboljeli CVI te su takoder
zakljucili da je povecana koncentracija serumske MMP-9 bila snazno povezana
s IMT i karakteristikama nestabilnog plaka dijagnosticiranog UZV-om (74).
Nasuprot tome, Abdelnaseer i suradnici su u istrazivanju na 30 bolesnika
s preboljelim ishemijskim CVI-om i 30 zdravih volontera dokazali korelaciju
povecanih vrijednosti serumske koncentracije MMP-9 s IMT i u asimptomatskih i

u simptomatskih bolesnika (185).
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6.6. Ogranicenja istrazivanja

Ovo istrazivanje ima nekoliko ograni¢enja. Semikvantitativnom analizom
smo uoCili nesto vecu izrazenost u pojedinim kategorijama i intenzitet bojenja
MMP-9 u CD68 PG-M1 pozitivnim makrofagima i SMA pozitivnim VSMC u
simptomatskih bolesnika u odnosu na asimptomatske bolesnike, ali bez statisticki
znaCajne razlike. Razlog nije jednostavno objasniti, ali bi jedno od mogucih
objasnjenja bilo da bi na ve¢em broju bolesnika razlika mogla postati statisticki
znacajna i u navedenim promatranim obiljeZjima. S druge strane, pojedina
istrazivanja, kako je navedeno u raspravi, imala su kontradiktorna opazanja te je
shodno tome moguce da niti dodatna istrazivanja ne bi donijela drukcije rezultate.
Slicno tome, dodatnom semikvantitativnom analizom i korelacijom izrazenosti
MMP-9 te COX-2 u pojedinim stanicama s radioloski dijagnosticiranim
nestabilnim plakom uocili smo moguc¢u povezanost u odnosu na stabilne plakove,
ali razlike nisu bile statistiCki znacajne. Nismo sigurni bi li istrazivanje na vecem
broju bolesnika pokazalo statistiCki znaCajnu razliku. Za to ima viSe razloga.
Jedan od razloga je Sto radioloSka dijagnostika nestabilnih i stabilnih plakova
ovisi o jakosti MR aparata Sto je, primjerice, vidljivo iz istrazivanja Milliona i
suradnika koji su proveli analizu upotrebom aparata jakosti magnetskog polja 3
Tesla (123). Nadalje, ocitavanje predoperativnog radioloSkog nalaza je
subjektivna metoda te MR u otkrivanju plaka tipa VI ima osjetljivost 82 % i
specificnost 91 % dok UZV/CD ima jo$§ manju pouzdanost (25). Dodatna veca
randomizirana i multicentricna prospektivna istrazivanja svakako bi mogla
umanijiti nedostatke i pristranosti uocene prilikom ovog istrazivanja.

lako su patohistoloSka analiza i analiza imunohistokemijskog bojenja plaka
provedene u pet odsjeCaka istog karotidnog plaka, $to nije predstavljalo ukupnu
povrSinu plaka, obiljeZja nestabilnih plakova su adekvatno analizirana, izuzev
perifernih dijelova plaka koji bi takoder mogli predstavljati ,,/Jocus minor“u razvoju
nestabilnog KAP-a.

Ovdje je bitno istaknuti da su ograni¢enja naSeg istrazivanja s
imunohistokemijskim bojenjem karotidnih plakova slicna ograniCenjima

prethodnih istrazivanja drugih autora. Takoder, zbog nekoliko financijskih i
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tehnickih ograni¢enja, dodatno istrazivanje na veéem broju ispitanika bilo bi
dugotrajno i zahtjevno.

U analizi karotidnog plaka MR dijagnostikom, iako smo postigli najbolju
mogucu rezoluciju za MR prikaz karotidnih arterija, jedno od ograni¢enja
istrazivanja moglo bi biti povezano s upotrebom MR metode bez primjene
kontrasta te prisutnih artefakata zbog pokreta tijela i arterijskih pulzacija.
Preciznost MR se moze povecati koriStenjem kontrastnog sredstva (MR
angiografija), ali koriStenje kontrasta predstavlja dodatni rizik za razvoj pojedinih
komplikacija. Nadalje, dodatna poboljSanja u dizajnu zavojnice, upotreba aparata
jakosti magnetskog polja 3 Tesla te moguce korekcije protokola snimanja mogle
bi povecati preciznost analize MR dijagnostikom. Takoder, prema podacima iz
literature poznato je da MSCT dijagnostika ima odredene nedostatke po pitanju
osjetljivosti i specificnosti u analizi pojedinih karakteristika nestabilnog plaka.
Unato¢ spomenutim nedostacima, analiza MR i MSCT slika karotidnih plakova

provela su dva ispitivaCa kako bi se povecala pouzdanost analize.
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7. ZAKLJUCCI

1.

Neinvazivnom radioloskom dijagnostikom (UZV/CD, MR i/ili MSCT) medu
simptomatskim bolesnicima znac€ajno ¢eSce su dijagnosticirani nestabilni
plakovi u odnosu na asimptomatske bolesnike u kojih je indicirana CEA
Sto pokazuje kako predoperativne neinvazivne radioloSke dijagnosticke
metode (UZV/CD, MR i/ili MSCT) mogu poboljSati probir bolesnika s

nestabilnim plakom u kojih je indicirana CEA.

Bolesnici s radioloski dijagnosticiranim nestabilnim plakom su, u odnosu
na bolesnike sa stabilnim plakom, imali znaCajno ceS¢e razvijene
simptome karotidne bolesti (TIA, CVI) u periodu postavljanja indikacije za
operaciju Sto potvrduje Cinjenicu da je nestabilni plak povezan s

povecanom ucestalosti klinickih simptoma karotidne bolesti.

Simptomatski bolesnici su imali zna€ajno viSi predoperativni CRP i D-
dimere u odnosu na asimptomatske bolesnike u kojih je indicirana CEA te
bi mogli biti pokazatelji ve¢e ucCestalosti klinickih simptoma karotidne

bolesti u bolesnika s povisenim CRP i D-dimerima.

U bolesnika s radiolo$ki dijagnosticiranim nestabilnim plakom nadena je
znacajno vec¢a MVD malih krvnih zila unutar KAP-a u odnosu na bolesnike
sa stabilnim plakom $to upucuje kako vec¢a MVD u plaku ima utjecaj na

destabilizaciju KAP-a.

U bolesnika s radiolo$ki dijagnosticiranim nestabilnim plakom nije nadena
veca zastupljenost morfoloskih obiljezja nestabilnog plaka (velika masna
jezgra, organizirani histoloski tip krvarenja, veci broj SMA pozitivnih VSMC
i CD68 PG-M1 pozitivnih makrofaga) u odnosu na bolesnike s radiolosKki
dijagnosticiranim stabilnim plakom. lako postoji korelacija radioloskih i
histoloskih obiljezja nestabilnog plaka s pojavom klini¢kih simptoma, MVD
bi mogla biti dobar pokazatelj nestabilnosti plaka i poveznica izmedu
radiolo$ki i histoloSki nestabilnih plakova s obzirom na to je ve¢a MVD bila
uoCena u simptomatskih bolesnika i bolesnika s radioloSki

dijagnosticiranim nestabilnim plakom.
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10.

Simptomatski bolesnici imali su zna¢ajno veéu zastupljenost velike masne
jezgre i znacajno ve¢u MVD unutar KAP-a u odnosu na asimptomatske
bolesnike u kojih je indicirana CEA. Takoder, simptomatski bolesnici imali
su znacajno vecu zastupljenost krvarenja histoloski organiziranog tipa
unutar ateroma. Ovaj nalaz upucuje kako velika masna jezgra, ve¢a MVD
te organizirani histoloski tip krvarenja unutar KAP-a mogu biti pokazatelji

vece ucestalosti klinicCkih simptoma karotidne bolesti.

Simptomatski bolesnici nisu imali znaajno vecu zastupljenost SMA
pozitivnih VSMC i CD68 PG-M1 pozitivnih makrofaga unutar KAP-a u
odnosu na asimptomatske bolesnike u kojih je indicirana CEA Sto upucuje
kako VSMC i CD68 PG-M1 pozitivni makrofagi nisu pokazatelji pojavnosti

klini¢kih simptoma karotidne bolesti.

UocCene su znacajne pozitivhe korelacije jaeg intenziteta bojenja COX-2
u CD68 PG-M1 pozitivnim makrofagima te veée MVD unutar KAP-a s
prisutnoScu predoperativnih simptoma u bolesnika s indiciranom CEA pri
¢emu bi intenzitet bojenja COX-2 u CD68 PG-M1 pozitivhim makrofagima

i MVD mogli biti pokazatelji pojavnosti klini¢kih simptoma karotidne bolesti.

lzrazenost te intenzitet bojenja COX-2 u CD68 PG-M1 pozitivhim
makrofagima unutar KAP-a su znacajno viSe zastupljeni u bolesnika s
radioloski dijagnosticiranim nestabilnim plakom u odnosu na bolesnike sa
stabilnim plakom nakon CEA $&to upucuje na €injenicu kako bi ekspresija

COX-2 u makrofagima KAP-a mogla biti pokazatelj destabilizacije plaka.

Izrazenost te intenzitet bojenja COX-2 u SMA pozitivnim glatkim misiénim
stanicama i CD34 pozitivnim endotelnim stanicama unutar KAP-a nisu
znaCajno viSe zastupljeni u bolesnika s radioloski dijagnosticiranim
nestabilnim plakom u odnosu na bolesnike sa stabilnim plakom nakon
CEA $to upucuje da ekspresija COX-2 u VSMC i endotelnim stanicama

KAP-a nije dobar pokazatelj radiolo$ki dijagnosticiranog nestabilnog plaka.

99



11.

12.

13.

lzrazenost COX-2 u CD68 PG-M1 pozitivnim makrofagima, SMA
pozitivnim glatkim misiénim stanicama i CD34 pozitivnim endotelnim
stanicama KAP-a nije znacajno veca u skupini simptomatskih bolesnika u
odnosu na skupinu asimptomatskih bolesnika u kojih je indicirana CEA Sto
upucuje da ekspresija COX-2 u navedenim stanicama plaka ne bi bila

dobar pokazatelj pojavnosti klinickih simptoma karotidne bolesti.

lzraZenost te intenzitet bojenja MMP-9 u CD68 PG-M1 pozitivhim
makrofagima, SMA pozitivnim glatkim miSiénim stanicama i CD34
pozitivnim endotelnim stanicama unutar KAP-a nisu znacajno veci u
bolesnika s radioloski dijagnosticiranim nestabilnim plakom u odnosu na
bolesnike sa stabilnim plakom nakon CEA $to upucuje da ekspresija MMP-
9 u navedenim stanicama plaka ne bi bila dobar pokazatelj radioloski

dijagnosticiranog nestabilnog plaka.

PojaCana izrazenost MMP-9 u CD68 PG-M1 pozitivnim makrofagima KAP-
a je znacajno viSe zastupljena u skupini simptomatskih bolesnika u odnosu
na skupinu asimptomatskih bolesnika u kojih je indicirana CEA &to upucuje
kako bi ekspresija MMP-9 u CD68 PG-M1 pozitivnim makrofagima KAP-a

mogla biti dobar pokazatelj pojavnosti klini¢kih simptoma karotidne bolesti.
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8. SAZETAK

Predoperativnom radioloSkom dijagnostikom (ultrazvuk/Color Doppler —
UZV/CD, magnetska rezonancija - MR, viSeslojna kompjutorizirana tomografija -
MSCT) mogu se analizirati komponente karotidnog aterosklerotskog plaka
(KAP). Imunohistokemijskim bojenjem endarterektomiranih karotidnih plakova
moze se procijeniti izrazenost proteina matriks metaloproteinaze 9 (MMP-9) i
ciklooksigenaze 2 (COX-2) koji imaju ulogu u remodeliranju aterosklerotskog
plaka.

Cilj istrazivanja bio je usporediti radioloSke, patohistoloske i
imunohistokemijske karakteristike KAP-a u simptomatskih i asimptomatskih
bolesnika s indikacijom za karotidnu endarterektomiju (CEA). Hipoteza
istrazivanja bila je da su radioloSka obiljezja nestabilnosti karotidnog plaka
analiziranog predoperativnom neinvazivnom radioloSkom dijagnostikom
(UzVICD, MR i/ili MSCT) znagajno povezana s izrazenoS¢u MMP-9 i COX-2
proteina u KAP-u i da su oni visoko zastupljeni u bolesnika s nestabilnim plakom.

Istrazivanje je bilo prospektivno kohortno i prijavljeno je u registar ISRCTN
(ID ISRCTN46536832). U istrazivanju je ucinjena predoperativha radioloSka
dijagnostika  karotidnih  arterija, patohistoloSka analiza te analiza
imunohistokemijskog bojenja endarterektomiranih karotidnih plakova.

U istrazivanje je bio uklju¢en 31 bolesnik s indikacijom za endarterektomiju
unutarnje karotidne arterije (CEA) od c&ega je 13 simptomatskih i 18
asimptomatskih bolesnika medijana dobi od 70 (64 - 75) godina, medu kojima je
bilo 18 muskaraca (58,1 %) i 13 Zena (41,9 %). U skupini simptomatskih
bolesnika, njih 8 (62 %) je predoperativno imalo tranzitornu ishemicku ataku (TIA)
dok je preostalih 5 (38 %) bolesnika imalo cerebrovaskularni inzult (CVI). Medijan
trajanja hospitalizacije je bio 5 (3 - 6) dana. Nije bilo perioperativhe smrtnosti. MR
i MSCT dijagnostikom su u 12 od 13 (92,3 %) simptomatskih bolesnika
dijagnosticirani nestabilni plakovi (P = 0,020). Medu bolesnicima s radioloSki
dijagnosticiranim nestabilnim plakom je nadena znacajno ve¢a mikrovaskularna
gusto¢a unutar plaka (P = 0,049), dok je u simptomatskih bolesnika uoCena
znacajno veca zastupljenost ve¢e masne jezgre (P = 0,009). Semikvantitativnom

analizom je utvrdeno da su bolesnici s nestabilnim plakovima imali zna€ajno vecu
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izrazenost te intenzitet bojenja COX-2 (P = 0,038, odnosno P = 0,010) u CD68
PG-M1 pozitivnim makrofagima. Dodatnom analizom korelacija i ROC analizom,
potvrdene su znacajne pozitivne, srednje jake korelacije vecCeg intenziteta bojenja
COX-2 u CD68 PG-M1 pozitivnim makrofagima unutar KAP-a s prisutnoScu
predoperativnih simptoma. Uocili smo znacajno veéu izrazenost MMP-9 u CD68
PG-M1 pozitivnim makrofagima u simptomatskih bolesnika (P = 0,020), ali
izrazenost MMP-9 nije bila znac¢ajno razliCita pri usporedbi radioloSki nestabilnih
I stabilnih plakova.

Predoperativne neinvazivne radioloSke dijagnosticke metode mogu
poboljSati probir bolesnika s nestabilnim plakom u kojih je indicirana CEA. Nasi
rezultati pokazuju da je COX-2 povezan s radioloski dijagnosticiranom
nestabilnoScu karotidnog plaka. MMP-9 bi mogao biti povezan s povec¢anim

rizikom od cerebrovaskularnih komplikacija.
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9. SUMMARY

Title: The expression of MMP-9 and COX-2 proteins in the analysis of carotid
atherosclerotic plaques in patients with carotid endarterectomy

Author: Davorin Sef, MD; Zagreb, 2022.

Components of carotid atherosclerotic plague can be analysed by non-invasive
preoperative radiological imaging (ultrasound/color doppler - USS/CD, magnetic
resonance imaging - MRI and multi-slice computed tomography - MSCT). The
expression of matrix metalloproteinase 9 (MMP-9) and cyclooxygenase-2 (COX-2)
proteins, that have a role in remodelling of atherosclerotic plaques, can be analysed
immunohistochemically. The aim of this study was to analyse the radiological,
pathohistological and immunohistochemical characteristics of carotid atherosclerotic
plaques (CAP) in symptomatic and asymptomatic patients with an indication for carotid
endarterectomy (CEA). We hypothesised that radiological features of unstable plaque,
analyzed by preoperative noninvasive radiological imaging (USS/CD, MR and/or MSCT),
can be associated with the expression of MMP-9 and COX-2 proteins in CAP and that
they are highly represented in patients with unstable plague. This prospective
observational study has been registered at the ISRCTN registry (ID ISRCTN46536832).
Preoperative radiological imaging, as well as postoperative pathohistological and
immunohistochemical analyses were performed.

We included 31 patients (42% symptomatic and 58% asymptomatic, median age
of 70 (64-75) years), of which 18 males (58.1%) and 13 females (41.9%), with an
indication for CEA. In the group of symptomatic patients, 8 (62%) had transient ischemic
attack preoperatively, while the other 5 (38%) patients had a cerebrovascular stroke.
Median duration of hospitalization was 5 (3-6) days. There was no perioperative
mortality. Unstable plaques were detected in 12/13 (92.3%, P=0.020) symptomatic
patients using MR and/or MSCT. A significantly higher microvascular density within the
plague was found (P=0.049) among patients with radiologically unstable plaque, while a
large lipid core was found significantly more often (P=0.011) among symptomatic
patients. The expression and intensity of COX-2 staining in CD68 PG-M1 positive
macrophages by semiquantitative analysis were significantly higher among unstable
when compared to stable plagues (P=0.038 and P=0.010, respectively). Additional
correlation and ROC analysis confirmed significant positive correlations of the high

intensity COX-2 staining in CD68 PG-M1 positive macrophages within CAP with the

103



presence of preoperative symptoms. We observed significantly higher expression of
MMP-9 in CD68 PG-M1 positive macrophages among symptomatic patients (P=0.020),
but there was no significantly difference when comparing the expression of MMP-9
between radiologically unstable and stable plaques.

Advanced non-invasive multimodality preoperative imaging could help in
improving identification of patients with unstable plaque that have an indication for CEA.
Our results suggest that COX-2 is associated with the unstable plaque detected with
preoperative imaging. MMP-9 could be associated with an increased risk of

cerebrovascular complications.
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