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POVEZANOST KARAKTERISTIKA INTRALUMINALNOG TROMBA
PRIKAZANIH MAGNETNOM REZONANCIJOM SA NJEGOVIM BIOHEMIJSKIM
ODLIKAMA I MORFOLOSKIM OSOBENOSTIMA ZIDA INFRARENALNE
ANEURIZME ABDOMINALNE AORTE

UvoD

Aneurizma abdominalne aorte (AAA) je najcesce lokalizovana u infrarenalnom segmentu i u
najveCem broju slucajeva sadrZi intraluminalni tromb (ILT) u aneurizmatskoj kesi. Uprkos
decenijama intenzivnog istrazivanja, uticaj ILT-a na progresiju AAA ostao je nedovoljno jasan.
Mnoge klini¢ke studije su potvrdile ulogu matriksmetaloproteinaza (MMP-ova), hemokina i elastaza
sekretovanih u ILT-u u razvoju AAA. Mijeloperoksidaze, elastase, MMP-2, 8 i 9 i activator
plazminogena tipa urokinaze iz ILT-a mogu imati znac¢ajnu ulogu u razgradnji elastina i kolagena tip
I'i 111 uaortnom zidu. Definisati adekvatnu dijagnosti¢ku metodu u preoperativnoj evaluaciji efekata
ILT-a na zid AAA je izuzetno vaznoO u individualnoj proceni rizika od rupture. Ultrazvucni pregled
i kompjuterizovana tomografija nisu dovoljno senzitivne da bi procenile razlike u strukturi ILT-ova.
Pregled magnetnom rezonancom (MR) omogucava razlikovanje ILT-ova na osnovu razli¢itih
intenziteta signala, te je cilj ovog istrazivanja bio da se ispita mogucnost MR pregleda u proceni
bioloske aktivnosti ILT-a i proteolitickih procesa u zidu infrarenalne AAA.

MATERIJAL | METODE

Istrazivanje je sprovedeno u vidu studije preseka u Klinici za vaskularnu i1 endovaskularnu
hirurgiju Klini¢kog centra Srbije u periodu od aprila 2017. do februara 2018. godine. U navedenom
periodu otvorenom hirurSkom lecenju podvrgnuto je ukupno 155 bolesnika sa asimptomatskom
AAA, od kojih je 50 ukljuceno u studiju na osnovu ukljucujucih (prisustvo tromba u aneurizmi,
degenerativna i fuziformna infrarenalna AAA planirana za otvoreno hirursko lecenje
transperitonealnim pristupom) i iskljucujuéih kriterijuma (asimptomatski bolesnici planirani za
endovaskularni tretman, bolesnici sa potkovicastim bubregom, inflamatorne i infektivne AAA,
sakularne AAA, kontraindikacije za MR pregled i primenu kontrasta). Pre operativhog zahvata,
tokom iste hospitalizacije, pacijenti ukljuceni u studiju ispitani su MR pregledom. Tokom operacije
uzimani su uzorci ILT-a i zida AAA za biohemijsku analizu.

Pregled magnetnom rezonancom

Pregled je raden ,,3 T Siemens Skyra scanner* aparatom (Skyra Siemens, Berlin, Nemacka)
sa 32-kanalnom matricom i 4-kanalnom zavojnicom za abdomen. Analizirani su aksijalni preseci na
nivou najveceg transverzalnog dijametra AAA dobijeni upotrebom T1-weighted (T1W) sekvence
nakon intravenske aplikacije paramagnetnog kontrastnog sredstva u arterijskoj fazi pregleda. Podaci

dobijeni MR pregledom obradivani su i analizirani na Syngo (Siemens, Berlin, Nemacka) radnim



stanicama uobiCajenim alatom. Mereni su najveci dijametar AAA (Dmax), ukupna povrsina ILT-a
(P-ILT), povrsina popre¢nog prescka AAA (P-AAA), srednja vrednost intenziteta signala ILT-a (IS
- ILT) i srednja vrednost intenziteta signala levog velikog slabiskog miSic¢a (IS - miSi¢a). Koli¢ina
tromba u aneurizmatskoj kesi izrazena je kroz relativnu povrsinu tromba (r-P-ILT) kao odnos
povrSine tromba i povrSine popreénog preseka AAA (P-ILT/P-AAA). ILT-ovi su medusobno
razlikovani na osnovu relativnog intenziteta signala ILT-a (r-1S-ILT) koji predstavlja odnos izmedu
srednje vrednosti intenziteta signala intraluminalnog tromba i srednje vrednosti intenziteta signala
velikog slabinskog misi¢a (IS — ILT/ IS - miSica).

Uzimanje uzoraka tkiva zida AAA i intraluminalnog tromba

Tokom operacije aneurizmatska kesa je otvarana uzduznom incizijom po srednjoj liniji. Deo
tromba u svojoj punoj debljini uzorkovan je sa prednjeg zida na mestu najveceg dijametra AAA, a
potom je uzorkovan i pripadajuci deo prednjeg zida AAA, cetvorougaonog oblika dimenzija 2x2cm.
Odmah nakon uzimanja uzorci zida AAA i ILT-a su odlagani u te¢ni azot i Cuvani na temperaturi od
-80°C do biohemijske analize.

Biohemijska analiza

Uzorci ILT-a i zida AAA su homogenizovani na T 10 basic ULTRA-TURRAX
homogenizeru za tkiva (IKA Dispersers, Nemacka) u 1 mL puferovanog fizioloskog rastvora (engl.,
phosphate buffer saline, PBS). Potom je dobijeni homogenat centrifugiran i u izdvojenim
supernatantima merene su koncentracije proteina metodom po Bradfordu. Koncentracije MMP-9,
neutrofilne elastase (NE/ELA), kolagena tip 111 (COL3), proteoglikana 4 (PG4) i elastina (ELN)
merene su ELISA testom.

Koncentracije MMP-9 i NE/ELA odredivane su u uzorku ILT-a i zida AAA, dok su
koncentracije COL3, ELN i PG merene samo u zidu AAA.

REZULTATI

Koncentracije MMP-9 i NE/ELA su bile statisti¢ki znacajno vece u ILT-u nego u zidu AAA
(MMP-9: 1923.71 + 339.33 vs. 1696.15 + 489.73 pg/ml, P=0.007; NE/ELA: 15.72 vs. 11.28 ng/ml,
P<0.001). Pokazana je znaajna pozitivna korelacija izmedu r-1S-ILT-a i koncentracije NE/ELA u
ILT-u (p=0.309, P=0.029) i negativna korelacija sa koncentracijom ELN-a u zidu AAA (p=-0.300,
P=0.034).

Znacajna korelacija izmedu r-1S-ILT-a i koncentracije MMP-9 u ILT-u nije utvrdena. Takode,
nije nadena znacajna povezanost izmedu r-1S-ILT-a i koncentracije MMP-9, NE/ELA, COL3iPGu
zidu AAA. Ostali MR parametri analizirani u ovom istrazivanju (Dmax i r-P-ILT) nisu pokazali
znacajnu korelaciju sa koncentracijama proteolitickih enzima i komponentama ekstracelularnog

matriksa.



Utvrdena je znacajna negativna korelacija izmedu koncentracije MMP-9 (p=-0.449, P<0.01)
i NE/ELA (p=-0.306, P=0.031) u ILT-u i koncentracije ELN u zidu AAA.

ZAKLJUCAK

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na mogucu ulogu intenziteta signala dobijenih MR
pregledom ILT-a u evaluaciji koncentracije proteolitickih enzima i sadrzaja zida AAA, pruzajuéi
tako dodatne informacije za individualnu procenu rizika od rupture AAA. Od buduéih studija se
oc¢ekuje da ovu dijagnosticku metodu detaljnije utvrde i ispitaju.

Kljuéne reci: magnetna rezonanca, aneurizma abdominalne aorte, intraluminalni tromb,
matriksmetaliproteinaze, neutrofilna elastaza, elastin

Nauc¢na oblast: Medicina
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CORRELATIONS BETWEEN MAGNETIC RESONANCE IMAGING
CHARACTERISTICS OF THE [INTRALUMINAL THROMBUS WITH ITS
BIOCHEMICAL PROPERTIES AND MORPHOLOGICAL FEATURES OF THE
INFRARENAL ABDOMINAL AORTIC ANEURYSM WALL

INTRODUCTION

Majority of AAAs develop in the infrarenal segment and are associated with the presence of
an intraluminal thrombus (ILT). Despite decades of intensive research, the implications of ILT on
AAA propagation are still unclear. Many clinical studies have confirmed the role of ILT’s locally
secreted matrix metalloproteinases (MMPs), chemokines, and elastases in AAA development. ILTs
secrete myeloperoxidases, elastases, MMP 2, 8 and 9, and urokinase-type plasminogen activator, all
of which are critical for elastin and collagen type I and 11l degradation in the aortic wall. In the
clinical setting, defining the best imaging method for preoperative evaluation of the effects of ILT
on the AAA wall is essential for individual assessment of AAA rupture risk. Ultrasonography and
computed tomography angiography are not sensitive enough to identify differences in ILT structure.
Magnetic resonance imaging (MRI) is a more adequate method of depicting the structural variations
of ILT based on differential signal intensity (SI). Therefore, the aim of the present study was to
analyze correlation of the SI of ILTs presented on MRI with the biochemical activity of ILTs and
their proteolytic effects on the AAA wall.

MATERIAL AND METHODS

From April 12, 2017 to February 5, 2018, a single center, cross-sectional study was conducted
at the Clinic for Vascular and Endovascular Surgery in Belgrade, Serbia. The study included
asymptomatic patients with infrarenal AAA who underwent open surgical repair. During the study
period, 155 patients with asymptomatic AAA underwent open surgical repair. After application of
inclusion (degenerative and fusiform infrarenal AAA with ILT inside the sac underwent open
surgical repair through a midline transperitoneal approach) and exclusion criteria (asymptomatic
patients scheduled for endovascular treatment, AAA associated with horseshoe kidney, inflammatory
or mycotic AAA, saccular AAA, contraindications for MRI and contrast administration), a total of
50 patients were included in the study. Before surgery, all patients selected for the study were
evaluated with MRI. ILT and AAA wall samples for biochemical analysis were harvested during the
surgery.

Measured MRI variables

MRI was conducted with a 3-Tesla whole-body MRI scanner (Skyra, Siemens, Berlin,
Germany) using a standard 32-channel surface 4-receiver coil. MRI data were processed and
analyzed by Syngo workstations (Siemens, Berlin, Germany). AAA diameter was measured at the

level of maximum diameter (Dmax) on T1w images after contrast administration in the arterial phase.



The relative ILT signal intensity (r-1ILT-SI) was determined by the ratio between mean ILT
Sl and mean left paravertebral psoas muscle Sl, at the level of the maximum AAA diameter (ILT Sl
/ muscle Sl). The relative ILT area was defined as a ratio between ILT cross-section area (ILT-CS
area) and AAA cross-section area (AAA-CS area) at the maximum diameter of AAA.

Harvesting ILT and aortic tissue

During the surgery, aneurysm sac was opened across the midline. A sample containing the
full ILT thickness as well as a quadrangular sample of the surrounding aortic wall (anterior
aneurysmatic wall section, approximately 2 cm x 2 cm) were harvested at the point of maximum
AAA diameter, as evaluated by MRI. All samples were stored at -80°C.

Biochemical analysis

Samples were homogenized in ice cold phosphate-buffer saline (PBS) with the use of a tissue
homogenizer (IKA Dispersers, Germany). Samples were centrifuged and the supernatants were
collected. The total protein concentration was measured by the Bradford assay, as previously
described. Sample concentrations of MMP-9, neutrophil elastase-2 (NE/ELA2), collagen type Il1
(COL3), proteoglycan 4 (PRG4), and elastin (ELN) were analyzed by ELISA.

Concentrations of MMP-9 and NE/ELA were analyzed in ILT and aortic tissue samples while
concentrations of COL3, ELN, and PRG4 were measured only in AAA wall tissue samples. Results
were normalized to total protein concentrations.

RESULTS

The concentration of MMP-9 and NE/ELA were significantly higher in the ILT compared
with the AAA wall (MMP-9: 1923.71 + 339.33 vs. 1696.15 + 489.73 pg/ml, P=0.007; NE/ELA:
15.72 vs. 11.28 ng/ml, P<0.001). Furthermore, the r-ILT-SI showed a positive correlation with
NE/ELA concentration in the ILT (p=0.309, P=.029) and a negative correlation with ELN content in

the AAA wall (p=-0.300, P=.034).

Between the r-ILT-SI and ILT MMP-9 concentration, no significant correlation was observed.
Moreover, there were no correlations between the relative ILT Sl and the concentration of MMP-9,
NE/ELA, COL3, or PRG4 in the AAA wall. Furthermore, analysis of additional MRI parameters
used in this study (Dmax and relative ILT area) did not reveal any correlations with measured
proteolytic enzymes and extracellular matrix components.

There was a significant negative correlation between MMP-9 (p=-0.449, P<0.01) and
NE/ELA (p=-0.306, P=0.031) concentration in the ILT and ELN in the AAA wall.



CONCLUSION

In conclusion, our findings show a potential novel usage of MRI in evaluation of thrombus
proteolytic enzyme concentrations and extracellular matrix content of the AAA wall, thus providing
additional information towards the potential assessment of AAA rupture risk.

These findings might indicate a pathway for future studies. However, more studies are
required to validate this potential new diagnostic method in AAA rupture risk assessment and in the
decision-making process.

Keywords: magnetic resonance imaging, abdominal aortic aneurysm, intraluminal thrombus,
matrix metalloproteinase, neutrophil elastase, elastin

Scientific field: Medicine

Subscientific field: Reconstructive surgery
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1. UVOD

1.1. Osnovna terminologija, podela i zna¢aj aneurizmatske bolesti abdominalne aorte

Re¢ aneurizma (avevpoopa) je grékog porekla i znadi Sirenje arterije. Po definiciji aneurizma
predstavlja trajno, ireverzibilno i lokalizovano prosirenje krvnog suda 1.5 puta vec¢e od ocekivanog
dijametra (1). Aneurizmatska dilatacija aorte moze da zahvati sve njene segmente, a priblizno 80%
svih aneurizmi lokalizovano je u infrarenalnom delu (2). Infrarenalna aneurizma abdominalne aorte
(AAA) podrazumeva izolovanu aneurizmatsku dilataciju infrarenalnog dela koju karakteriSe jasno
definisan aneurizmatski vrat ispod renalnih arterija (tubularni segment aorte ispod renalnih arterija
bez dilatacije). Nema apsolutnog konsenzusa o klasifikaciji AAA koje zahvataju renalne i ostale
visceralne arterije. U klini¢koj praksi najcesc¢e se koristi sledeca klasifikacija. Ako aneurizmatski
vrat nije definisan i aneurizma pocinje neposredno nakon renalnih arterija, AAA je jukstarenalna.
Dakle, jukstarenalne aneurizme ne zahvataju ishodiSta renalnih arterija, iako njihovo otvoreno
hirurS§ko leCenje zahteva u najmanju ruku klemovanje suprarenalnog dela abdominalne aorte.
Aneurizma je pararenalna ako jedna ili obe renalne arterije ishode iz nje. Otvoreno hirursko lecenje
ovih aneurizmi zahteva u najmanju ruku klemovanje aorte u suprarenalnom delu, a sa najmanje
jednom renalnom arterijom mora se uciniti neka hirurSka procedura (reimplantacija ili bypass). Ako
su u AAA ukljuCena i ishodiSta visceralnih arterija, naziva se suprarenalnom. Aneurizma je
torakoabdominalna ako pored abdominalne aorte ukljucuje i torakalnu aortu. U zavisnosti od
morfoloskih karakteristika, AAA mogu biti fuziformne kada aneurizmatska dilatacija zahvata celu
cirkumferenciju aorte ili sakularne ako aneurizmatska dilatacija ukljuc¢uje samo deo zida.

Mc Gregor i sar. su predlozili dijametar od 30 mm kao granicu za definisanje infrarenalne
AAA (3). Nacelno, definicija AAA je ostala nepromenjena do dana$njih dana. Poslednji vodi¢ koji
je publikovan od strane Evropskog drustva za vaskularnu hirurgiju (European Society for Vascular
Surgery) navodi da se kao AAA kod muskaraca bele rase definiSe proSirenje infrarenalne aorte ¢iji
je dijametar >30 mm. Takode, AAA se moze definisati i kao dijametar infrarenalne aorte koji je
>50% do dijametra suprarenalne aorte (4). Za Zene i 0sobe koje pripadaju azijskoj populaciji i manji
dijametar aorte se moze smatrati aneurizmatskom dilatacijom (5, 6).

Hemodinamski faktori se smatraju glavnim razlogom zbog Cega je infrarenalni deo aorte
najpodlozniji razvoju aneurizmatske bolesti. Naime, posle odvajanja visceralnih i renalnih arterija,
periferni otpor je najve¢i u infrarenalnom delu aorte uzrokujuéi veéi smicué¢i napon u zidu (“wall
shear stress “-WSS). Smicu¢i napon u zidu je odgovoran za aktivaciju endotelnih, glatkih miSi¢nih i
inflamatornih ¢elija $to za posledicu ima povecanu produkciju citokina, parametara oksidativnog
stresa 1 proteolitickih enzima (medu kojima zbog svog =znacaja posebno mesto imaju

matriksmetaloproteinaze - MMP) uzrokuju¢i slabljenje zida i razvoj aneurizme (7). U
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eksperimentalnoj studiji na misevima, transpozicijom infrarenalne aorte na mesto torakalne i
obrnuto, pokazana je veca ekspresija MMP-9 u zidu aorte koji je u infrarenalnoj poziciji (8). Druge
eksperimentalne studije su takode pokazale zna¢aj hemodinamskih faktora u nastanku infrarenalne
AAA (9, 10).

1.2. Etiologija i patogeneza AAA

U etioloSkom pogledu infrarenalne AAA su u 90% slucajeva degenerativne i nastaju
razgradnjom elastina u aortnom zidu. Zbog ateroskleroze kao dominantnog patoanatomskog
supstrata ove aneurizme su se ranije nazivale aterosklerotske aneurizme. Medutim, jasna uzro¢no-
posledi¢na veza izmadu ateroskleroze 1 aneurizmatske dilatacije abdominalne aorte jo$S uvek nije
dokazana, a utvrdene su razlike u mehanizmu nastanka aneurizmatske bolesti i ateroskleroze kod
stenozantno-okluzivne bolesti (11, 12). Redi oblici infrarenalne AAA su inflamatorne i infektivne
aneurizme, a urodene bolesti vezivnog tkiva su retko uzrok izolovane infrarenalne AAA (13-16).

U osnovi nastanka i razvoja degenerativnin AAA je degradacija ekstracelularnog matriksa
aortnog zida. Pored razgradnje kolagena i elasti¢nih vlakana koji predstavljaju glavne komponente
ekstracelularnog matriksa AAA, bitnu ulogu u gradi zida AAA imaju i proteoglikani (PG) (17).
Elasti¢na vlakna su gradena od elastina (ELN) i fibrilina i zajedno sa glatkim miSi¢nim ¢elijama daju
elasti¢nost aortnom zidu. Kolagen tip 1'i 111 (COL 1 i COL 3) prisutni su u mediji i adventiciji i zidu
aorte obezbeduju ¢vrstinu 1 otpornost prema pucanju. Razgradnja elasticnih vlakana i progresivno
smanjenje koncentracije elastina smatra se kljuénim u pocetnoj fazi aortne dilatacije i nastanku
aneurizme, dok se razgradnja kolagena smatra krucijalnom u nastanaku rupture (18).

Glavna gradivna komponenta tunike medije aorte je lamelarna jedinica koju ¢ini elastin,
glatke miSi¢ne Celije i kolagen sa matriksnom supstancom (19). Snaga aortnog zida je uslovljena
brojem lamelarnih jedinica koji je kod ljudi znatno manji nego kod drugih sisara, te je zbog toga
¢ovek jedini sisar koji oboljeva od AAA. lako torakalna i abdominalna aorta svojim kontinuitetom
predstavljaju jedinstven organ, postoje znacajne razlike u njihovoj gradi. Pored razliCitog
embrionalnog porekla torakalne (¢elije nervnog grebena) i abdominalne aorte (mezodermalno
poreklo) bitnu razliku u histoloskoj gradi tunuke medije ova dva dela aorte predstavlja broj
lamelarnih jedinica. Tokom embrionalnog razvoja tunika medija se uvecava hiperplazijom
lamelarnih jedinica u torakalnom delu aorte, a hipertrofijom postoje¢ih lamelarnih jedinica u
abdominalnom delu (19). 1z ovog razloga tunuka medija abdominalne aorte sadrzi 28-32 lamelarne
jedinice i gotovo u potpunosti se ishranjuje transintimalnom difuzijom iz lumena aorte. Tunika
medija torakalne aorte ima duplo veci broj lamelarnih jedinica (55-60 lamelarnih jedinica) i njen
spoljasnji sloj se ishranjuje iz vasa vasorum koje iz tunuke adventicije ulaze u tunuku mediju. Usled

pulsatilnog pritiska i ciklicnog rastezanja aortnog zida dolazi do degradacije ekstracelularnog
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matriksa koja je udruzena sa apoptozom glatkih miSi¢nih Celija i neovaskularizacijom medije uz
posledi¢nu infiltraciju inflamatornim ¢elijama kao Sto su neutrofili, limfociti i monociti (20, 21). Za
razgradnju elasticnih i kolagenih vlakana odgovorni su proteoliti¢ki enzimi medu kojima su od
najveceg znacaja MMP-ovi (poseban znacaj imaju MMP-2 i MMP-9) i neutrofilna elastaza
(NE/ELA), a pored njih u razgradnji ekstracelularnog matriksa aortnog zida ucestvuju i
apolipoprotein E (apo E), angiotenzin konvertujuci enzim (ACE), cisteinske proteaze katepsin S i K
(22, 23). Aktivirani neutrofili predstavljaju glavni izvor proteolitickih enzima ukljucujuéi
mijeloperoksidazu, MMP 8 i 9, NE/ELA i aktivator plazminogena tipa urokinaze (22). Glatke
misi¢ne Celije se smatraju glavnim izvorom MMP-2 koja se iz ovih ¢elija nakon apoptoze oslobada
u zid aneurizme (22). Za proteolitiCku aktivnost navedenih MMP-ova od znacaja je balans sa
modulatorima njihove aktivnosti. TKivni inhibitori matriksnih metaloproteinaza (,,The tissue
inhibitors of matrix metalloproteinases” - TIMP) sekretovani od strane trombocita i leukocita
inhibiraju njihovu aktivnost, dok sa druge strane lipokalin udruzen sa neutrofilnom gelatinazom
(,,neutrophil gelatinase-associated lipocalin” - NGAL) potencira aktivnost MMP-9 (24-26).
Proteoliticka aktivnost elastase kontrolisana je njenim inhibitorom al-antitripsinom ¢iji nedostatak
dovodi do posledi¢ne elastolize i razvoja AAA (27, 28). Urodeni deficit al-antitripsina je posledica
brojnih genetskih mutacija, dok se duvanski dim smatra glavnim uzrokom ste¢enog deficita (28).
Homozigotni nosioci genetskih mutacija imaju tezak deficit al-antitripsina. Takode, umereni deficit
ovog enzima koji postoji kod heterozigota postaje znacajan ako su osobe sa heterozigotnom
mutacijom pusaci (29). Pored navedenog u nastanku i razvoju degenerativnin AAA znac¢ajnu ulogu
ima i genetska predispozicija. Epidemioloska studija sprovedena od strane Powell i Greenhalgh-a
utvrdila je familijarnu sklonost koja se kre¢e od 25 do 70% u zavisnosti od rase i nacionalne
pripadnosti (30). Vecirizik od pojave AAA medu osobama u prvoj liniji srodstva pokazale su i druge
studije (31, 32). Familijarna sklonost je udruzena sa pojavom AAA u mladoj zivotnoj dobi, brzim
porastom AAA, vecom sklono$¢u rupturi ¢ak i kod AAA manjeg dijametra (32, 33). U meta analizi
objavljenoj 2016. godine nastanak AAA je doveden u vezu sa polimorfizmom slede¢ih gena:
CDKN2BAS, SORT1, LRP1, IL6R, MMP3, AGTRL1, ACE, i APOAL (34).

Takode je potvrdena uloga oksidativnog stresa u patogenezi AAA. Naime, pojedine studije
su pokazale da poviSen oksidativni stres u zidu aorte indukuje inflamaciju, poveéava aktivnost MMP-
ova i utiCe na apoptozu glatkih misi¢nih celija (35, 36). Povecana produkcija reaktivnih vrsta
kiseonika (superoksidni anjon i hidroksi radikal) i reaktivnih vrsta azota (azot oksid i peroksinitrit)
nadena je u zidu aneurizme, ali ne i u normalnoj aorti bez aneurizmatskog prosirenja sto upuéuje na
znacajnu ulogu slobodnih radikala u degeneraciji aneurizmatskog zida (36). Kao glavni izvor
superoksidnog anjona u zidu AAA smatraju se nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH)
oksidaza i inducibilna azot-oksid sintaze (iNOS) (37, 38).



Imajué¢i u vidu da je oksidativni stres posledica poremecaja ravnoteze endogenih
prooksidativnih faktora i antioksidativne zastite interesantno je osvrnuti se na ulogu antioksidativnih
enzima, kao $to je katalaza (antioksidativni enzim koji katalizuje detoksikaciju vodonik peroksida —
H20,), u patogenezi AAA. Prethodno je pokazano da katalaza ostvaruje protektivni efekat u razvoju
AAA modulacijom aktivnosti MMP-9, enzima koji ima dominantnu ulogu u patogenezi ovog
oboljenja (39). Dalje jedan od najcesce koris¢enih markera lipidne peroksidacije je malondialdehid
(MDA) koji predstavlja produkt peroksidacije polinezasi¢enih masnih kiselina i kao takav predstavlja
sistemski marker oksidativnog stresa. Stoga, nije iznenadujuce $to su njegove vrednosti povisene kod
pacijenata sa AAA (40, 41).

Inflamatorne AAA predstavljaju 4-7% svih AAA. Karakterise ih zadebljan fibrozan zid i
okolna perianeurizmatska fibroza koja moze da angazuje okolne strukture kao $to su ureteri,
digestivni trakt i leva renalna vena. lako patogeneza nije dovoljno jasna, pretpostavlja se da najvecu
ulogu ima hroni¢na autoimunska inflamatorna reakcija na antigene iz aterosklerotskog plaka kao $to
je tenascin ili u sklopu sistemskih inflamatornih bolesti (42-44). Pacijenti sa inflamatornom AAA su
u proseku 5-10 godina mladi od pacijenata sa degenerativnom aneurizmom i znatno ¢esce razvijaju
simptome aneurizmatske bolesti koji se manifestuju bolom u trbuhu i ledima uz povisene vrednosti
inflamatornih parametara (sedimentacija eritrocita i C-reaktivni protein) (4).

Infektivne (,,mikoti¢ne*) AAA karakteriSe infekcija aortnog zida gram pozitivnim (najcesce
iz roda staphylococcus i enterococcus) ili gram negativnim bakterijama (najce$¢e iz roda
Salmonella), a u redim slucajevima infekcija moze biti i gljiviéne etiologije. Mogu se razlikovati tri
osnovna tipa infektivne AAA: 1) klasi¢na mikoti¢na ancurizma koja nastaje kao posledica
infektivnog endokarditisa, 2) infektivna pseudoaneurizma koja nastaje kao posledica bakterijskog
aortitisa 1 transmuralne septicne nekroze sa posledicnom perforacijom zida aorte i 3) sekundarna
infekcija prave aneurizme (45, 46). Klasi¢éne mikoti¢ne aneurizme se danas retko srecu, a najéescéi
nacin infekcije aortnog zida u antibiotskoj eri je hematogenim putem preko vasa vasorum ili
direktnim Sirenjem iz endogenog infektivnog zarista (vertebralni osteomijelitis, periaortni apscesi i
sl.). Infektivne AAA su Cesto ekscentri¢ne sakularne i multilobularne morfologije, a karakteriSe ih
veoma brza progresija i sklonost ka rupturi (47).

Aneurizme usled bolesti vezivnog tkiva najéesce zahvataju torakalnu ili torakoabdominalnu

aortu, dok se izolovana AAA ove etiologije veoma retko srece (48).

1.3. Epidemioloske karakteristike AAA, prirodni tok bolesti i socio-ekonomski znacaj
Usled elastolize koja je progresivan i ireverzibilan proces, duzi zivotni vek 1 veca izloZzenost
populacije poznatim faktorima rizika za nastanak aneurizmatske bolesti (duvanski dim, gojaznost,
hiperlipidemija, sedentarni nacin zivota) doveli su do povecanja broja obolelih u opstoj poplulaciji,
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naro¢ito nakon 60. godine zivota (2, 49, 50). Muskarci oboljevaju ranije i ¢etiri puta ¢esée od zena.
Prevalenca AAA veceg dijametra od 4 cm u populaciji muskaraca izmedu 55 1 64 godina je oko 1%
sa porastom za 2-4% svake naredne decenije (2, 49, 50). Prirodni tok aneurizmatske bolesti dovodi
do postepenog uvecéanja dijametra i brojninh komplikacija: kompresija na okolne strukture i organe,
tromboembolijske komplikacije i ruptura zida. Zbog svojih komplikacija AAA je oznafena kao
deseti vodeé¢i uzrok smrti (51). Komplikacije AAA pracene su znacajnim morbiditetom,
invaliditetom i mortalitetom, a njihovo leCenje podrazumeva znacajne troSkove. Zbog svega

navedenog AAA ima veliki medicinski i socio-ekonomski znacaj.

1.4. Indikacije za hirurski tretman

Da bi se sprecile komplikacije, a pre svega ruptura AAA koja je i najopasnija, potrebni Su
pravovremena dijagnostika i hirur§ko leCenje. Hirursko lecenje se indikuje u slu¢aju kada procenjeni
rizik od rupture AAA prevazilazi rizik od perioperativnih komplikacija. Aktuelni vodi¢i hirurski
tretman preporucuju na 0snovu postojanja simptoma aneurizmatske bolesti i na osnovu dijametra
AAA. Hirurski tretman je indikovan u slucaju simptomatskih AAA (AAA udruzena sa bolovima u
trbuhu ili tromboembolijskim komplikacijama koje se ne mogu objasniti drugom etiologijom), a
takode se razmatra u slu¢aju asimptomatskih AAA ako je njen dijametar >5.5cm kod muskaraca i
>5cm kod osoba zenskog pola ili u slu¢aju uveéanja dijametra AAA >1cm u periodu od godinu dana
(4).

Eventualna korist od ranog otvorenog ili endovaskularnog hirur§kog tretmana u slu¢aju malih
AAA (dijametra izmedu 4 1 5.5 cm) nije pokazana u do sada sprovedenim randomizovanim studijama
(UK Small Aneurysm Trial - UKSAT, Aneurysm Detection And Management - ADAM Study,
Comparison of surveillance vs. Aortic Endografting for Small Aneurysm Repair - CAESAR, Positive
Impact of Endovascular Options for Treating Aneurysm early - PIVOTAL study) (52-58).

Pored redovnog prac¢enja malih AAA, razli¢ite grupe lekova su ispitivane u cilju smanjenja
brzine rasta i odlaganja potrebe za hirurSkim leCenjem. NajviSe su ispitivani beta blokatori,
doksiciklin i inhibitori angiotensin konvertujuéeg enzima. Medutim, efekti ni jednog od njih nisu
dokazani te nisu ukljuceni u $iru upotrebu (59-61). Pored nesumnjive koristi od prestanka pusenja i
kontrole krvnog pritiska, u tretmanu malih ili neoperisanih AAA preporucuju se antiagregacioni
lekovi i statini. Nevezano za smanjenje lipida u krvi, statini svojim pleiotropnim dejstvom uti¢u na
funkciju endotela, povecavaju stabilnost aterosklerotskih plakova, smanjuju oksidativni stres i
inflamaciju i inhibiraju trombogeni odgovor (62, 63). Stoga se smatra da upotreba statina moze imati
pozitivne efekte na stabilizaciju progresije AAA i formiranje intraluminalnog tromba (64). Uticaj
statina 1 antiagregacione terapije na koncentraciju proteolitickih enzima i gradivnih elemenata

ekstracelularnog matriksa zida AAA je predmet ispitivanja i u ovom radu.



1.5. Ruptura AAA

Zbog visokog mortaliteta uprkos operativnom lecenju ruptura je najznacajnija komplikacija
AAA, a neretko se javlja i kao prva manifestacija aneurizmatske bolesti. Ruptura podrazumeva
pucanje zida AAA sa krvarenjem i formiranjem hematoma u retroperitonealnom prostoru i ovakav
oblik rupture predstavlja retroperitonealnu rupturu. Ukoliko dode do pucanja prednjeg zida
aneurizme ili nakon popustanja zadnjeg lista peritoneuma dolazi do krvarenja u peritonealnu duplu,
tj. intraperitonealne rupture. Pored navedenih oblika postoje i redi oblici rupture AAA u
gastrointestinalni trakt ili donju Suplju venu sa formiranjem aorto-enteri¢ne ili aorto-kavalne fistule
(65-70).

Ukupan mortalitet usled rupture AAA iznosi 65-85% (71). Od pacijenata sa rupturiranom
AAA samo 50% prezivi put do bolnice, a mortalitet operisanih pacijenata takode iznosi oko 50% (2,
72).

lako manje invazivano, uvodenje endovaskularnog tretmana u leGenju rupturirane AAA nije
dovelo do boljeg prezivljavanja. Prema tri jedine do sada sprovedene multicentri¢ne randomizovane
studije (AJAX u Holandiji, IMPROVE u Velikoj Britaniji i ECAR u Francuskoj) nije nadena statisticki
znacajna razlika u tridesetodnevnom mortalitetu u zavisnosti da li je rupturirana aneurizma tretirana
otvorenom ili enedovaskularnom hirurgijom (73-75).

Od 1991. do 2019. godine u Klinici za vaskularnu i endovaskularnu hirurgiju Klinickog
centra Srbije operisano je preko 1200 bolesnika sa rupturiranom AAA, §to se trenutno smatra
najve¢om pojedinaénom serijom U svetu. UsavrSavanjem preoperativne, intraoperativne i rane
postoperativne strategije tridesetodnevni mortalitet je sa preko 50% smanjen na 28% (76-78).
Suprotno tome, ako se AAA operise U elektivnom postupku pre nego $to dode do rupture, mortalitet
je znacajno nizi i iznosi oko 1.5% (79). Zbog svega navedenog rupturu AAA je potrebno spreciti

pravovremenom dijagnostikom i hirur§kim lecenjem.

1.6. Faktori rizika za nastanak rupture AAA

1.6.1. Dijametar AAA

Povezanost dijametra AAA sa rizikom od rupture je jasno pokazan i znacajno raste kada je
dijametar ve¢i od 5.5 cm kod muSkaraca i 5 cm kod Zena, te su ove dimenzije uzete kao grani¢ne
kada treba razmotriti hirurski tretman. Medutim i AAA manjeg dijametra mogu rupturirati.
Zajedni¢ko ve¢e Americkog udruZenja za vaskularnu hirurgiju i Drustva za vaskularnu hirurgiju
(Joint Council of the American Association for Vascular Surgery and Society for Vascular Surgery)
u svom dokumentu su prikazali godis$nji rizik od rupture u zavisnosti od dijametra AAA (Tabela 1)
(80).



Tabela 1. Godisnji rizik od rupture u zavisnosti od dijametra AAA

Dijametar AAA (cm) Godis$nji rizik od rupture (%)
<4 0
4-5 0.5-5
5-6 3-15
6-7 10-20
7-8 20-40
>8 30-50

1.6.2. Porast dijametra AAA

Progresivno uvecanje dijametra AAA predstavlja prirodan tok aneurizmatske bolesti, a stopa
rasta je u korelaciji sa dijametrom AAA (81, 82). RESCAN studija (83) je utvrdila prose¢an porast
dijametra AAA od 2.21 mm/godiSnje, bez razlike u odnosu na polove. Ista studija je pokazala da je
stopa rasta AAA veca kod pusaca za 0.35mm/godiSnje, a manja kod osoba sa dijabetesom za
0.51mm/godisnje. Brzi porast dijametra se smatra znacajnim rizikom od rupture, te je operacija
indikovana i u slu¢aju manjih AAA ukoliko je porast dijametra veéi od 1cm za godinu dana (4).

1.6.3. PusSenje

Porast dijametra AAA i rizik od rupture je znacajno veci kod pusaca (84). Ovo se moze
objasniti ¢injenicom da duvanski dim redukuje ili ¢ak inhibira aktivnost al-antitripsina, $to narocito
dolazi do izrazaja kod pusaca sa heterozigotnim deficitom al-antitripsina (85).

1.6.4. Ostali faktori rizika

Pored navedenih u ostale faktore rizika za nastanak rupture AAA ubrajaju se: zenski pol,
hroni¢na obstruktivna bolest pluca, arterijska hipertenzija, steroidna i imunosupresivna terapija,

pozitivna porodi¢na anamneza za aneurizmatsku bolest i biomehanicki faktori (2, 29, 30, 32, 34, 86,

87).

1.7. Potreba za individualnom procenom rizika od rupture AAA

U svakodnevnoj praksi vidamo AAA znatno veceg dijametra koje nisu rupturirale, a sa druge
strane nije zanemarljiv procenat malih AAA (dijametar 4-5.5 cm) koje mogu rupturirati. Darling i
sar. su u autopsijskoj studiju, koja je ukljucila 473 neoperisana pacijenta sa degenerativnom AAA,
pokazali da je incidenca rupture AAA dijametra izmedu 4.1 i 5 cm iznosila 23.4% (88). Takode,
studija Nicholls-a i sar. je pokazala da je od 161 pacijenta upucéenih zbog rupturirane AAA njih 6.8%
imalo dijametar manji od 5 cm (89). Iz navedenog proisti¢e da se nekim pacijentima operacija
indikuje prerano zbog Cega se izlazu nepotrebnom riziku koji svaka operacija nosi, a sa druge strane

operacija se ne indikuje nekim pacijentima kod kojih ¢e rupture nastati. Stoga postoji potreba za
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individualnom procenom rizika od rupture, $to je u suprotnosti sa postoje¢im konceptom gde isti
kriterijumi odgovaraju svim pacijentima (,,one size fits all*).

U ovu svrhu praceni su nivoi MMP-9 i al-antitripsin u serumu kao biomarkeri proteoliticke
aktivnosti. Imajuc¢i u vidu da nivo cirkuliSu¢eg MMP-9 nije povisen samo kod pacijenata sa AAA i
da su podaci koji se odnose na al-antitripsin kontradiktorni, odredivanje koli¢ine navedenih
biomarkera u krvi nije uklju¢eno u §iru primenu prilikom donosenja odluke o tretmanu AAA (28,
90).

1.8. Biomehanicki aspekt rupture AAA

Sa biomehanickog aspekta do rupture dolazi kada napon u zidu AAA (“wall stress”)
nadvlada snagu zida koja se ovoj sili odupire (“wall strength ) (91, 92). Da bi se odredio individualni
rizik od rupture, potrebno je ove biomehanicke parametre detaljno preoperativno evaluirati i dovesti
ih u vezu. Dodatne teSkoce u preoperativnoj proceni stvara nehomogena distribucija napona i snage
zida AAA (tj. razli¢iti delovi zida iste AAA ne trpe isti napon i nemaju istu snagu).

Prema Laplace-ovom zakonom (T = p x r, gde je T napon u zidu, p pritisak, a r dijametar)
napon u zidu AAA je direktno srazmeran njenom dijametru. Kako ovaj zakon vazi samo u sluc¢aju
idealnih geometrijskih tela (lopta i valjak), $to AAA nije, poslednjih decenija su razvijani
kompjuterski programi i modeli radi preciznije procene napona i odredivanja mesta na zidu koji trpi
najveéi napon (peak wall stress - PWS). Kompjuterski model kona¢nih elemenata (,,Finite Element
Model“ — FEM) omoguc¢ava adekvatnu preoperativnu evaluaciju distribucije napona i superiornije
od dijametra ukazuje na mesto i vrednost PWS-a (71, 93-97).

Direktno preoperativno odredivanje snage zida nije mogucée jer ovaj postupak zahteva
uzimanje zida AAA i “in vitro” testiranje (97, 98). Iz ovog razloga razmatrani su brojni parametri
zida AAA koji bi mogli da ukazu na njegovu sklonost ka rupturi. Najéescée ispitivani parametri su:
distenzibilnost, krutost zida (stiffness), komplijansa i kalcifikati zida (98-106). Takode, u cilju
otkrivanja AAA koje su sklonije rupturi, razli¢ite neinvazivne dijagnosticke metode su koriS¢ene radi
procene stepena inflamacije zida AAA kao prediktora brzeg rasta i rupture. Sakalihasan i sar. (107)
su koristili pozitronsku emisionu tomografiju (PET) i pokazali poveéano nakupljanje 18-fluor deoksi
glukoze (*¥F-FDG) u zidu AAA sa brzim porastom dijametra, kao i onih sa velikom i bolnom AAA.
Forsythe i sar. (108) su istakli da poseban pregled magnetnom resonancom (MR) uz kori§éenje
ultramalih superparamagnetnih Cestica oksida gvozda (Ultrasmall superparamagnetic particles of
iron oxide - USPIO) kao specificnog kontrastnog sredstva, koji fagocituju inflamatorne ¢elije, moze
ukazati na stepen inflamacije zida AAA. Pokazano je da su AAA sa izraZenijim preuzimanjem
USPIO kontrasta u zidu imale brzi porast dijametra, kao i vecu stopu rupture i potrebe za hirurskim

le¢enjem. lako inicijalni rezultati ovih studija predstavljaju korak napred u preoperativnoj evaluaciji
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individualnog rizika od rupture, uvodenje ovih metoda u svakodnevnu praksu zahteva dodatna

ispitivanja u budu¢im klinickim studijama.

1.9. Uloga intraluminalnog tromba u razvoju i progresiji AAA

Treca znacajna komponenta sa biohemomehanickog aspekta je intraluminalni tromb (ILT),
struktura koja svojom lokalizacijom odvaja lumen aorte i njen zid. Cinjenice da se ILT ne nalazi u
svakoj AAA i da Cesto ne prekriva u potpunosti njen zid komplikuje razumevanje i ispitivanje
njegove uloge, ¢ineci ovu strukturu enigmati¢nom i jo$ nedovoljno jasnom nauci. lako neki autori
smatraju da je njegova uloga u odnosu na rupturu AAA protektivna jer u biomehanickom pogledu
ima ulogu §tita i smanjuje napon zida (100, 109-111), drugi autori nalaze da bas porast zapremine
ILT-a povecava rizik od rupture jer smanjuje difuziju kiseonika iz cirkuliSu¢e krvi u zid AAA
pojacavajuéi inflamaciju i slabljenja zida (97, 112-115). Zid AAA prekriven trombom je tanji sa
manjom koli¢inom elastina i znacajnom apoptozom glatkih miSi¢nih celija (116). Uticaj tromba na
snagu zida AAA razmatrali su i Vande Geest i sar. (117) u svom statistickom modelu koji pored
debljine tromba ukljucuje jos§ zivotnu dob, pol, familijarnu sklonost, dijametar i pusenje.

Pored navedene mehanicke uloge ILT-a od izuzetnog znacaja je i njegova bioloska aktivnost.
Naime, ILT je bioloski aktivna struktura koja se sastoji od ¢elijske komponente 1 fibrinske mreze
prozete kanali¢ima. Struktura ILT-a nije homogena, ve¢ se u trombu najée$¢e mogu razlikovati tri
bolje ili slabije definisana sloja: luminalni (najbogatiji ¢elijama — eritrociti, trombociti i bioloski
najaktivniji leukociti), medijalni (karakteriSe ga gusta fibrinska mreza bez ¢elijske komonente) 1
abluminalni sloj (nalazi se neposredno uz aortni zid, Zelatinozne je strukture bez prisutnih celija)

(112, 118). Svezi neorganizovani ILT-0vi u potpunosti imaju luminalni tip grade (Slika 1).



Slika 1. A) Viseslojan organizovani tromb sa definisanim luminalnim, medijalnim i

abluminalnim slojem. B) Neorganizovani tromb koji u potpunosti ima luminalni tip

grade.

Za bioloSku aktivnost je odgovorna celijska komponenta koju dominantno ¢ine leukociti
(neutrofili, makrofagi i limfociti) i nalazi se u luminalnom sloju tromba u debljini do 1cm (119, 120).
Leukociti se iz cirkuliSu¢e krvi zadrZavaju u luminalnom sloju tromba zahvaljujuci ekspresiji P-
selektina od strane aktiviranih trombocita i afiniteta neutrofila za vezivanje za fibrin-fibronektin
kopolimer u trombu. Dodatno neutrofili u luminalnom sloju produkuju hemotaticke supstance,
interleukin-8 i leukotrijen B4, ¢ime se dalje uvecava neutrofilna invazija tromba (121, 122). Kao sto
je ve¢ pomenuto, neutrofili su bioloski veoma aktivne ¢elije koje oslobadaju brojne proteoliticke
enzime medu kojima su MMP-9 i NE/ELA od klju¢nog znacaja za razgradnju ELN i COL 113 (120,
123, 124). Pored navedenih proteolitickih enzima, luminalni sloj tromba je bogat i inhibitorima
MMP-ova (TIMP- 1 i 2) koje se oslobadaju iz a-granula trombocita, kao i inhibitorom elastaze al-
antitripsinom (120). 1z ovog razloga, proteoliticki enzimi su u najvecoj koncentraciji u luminalnom
sloju, ali se uglavnom nalaze u inaktivnoj formi. Idu¢i od luminalnog prema abluminalnom sloju
pokazano je da postoji pozitivan gradijent aktivne MMP-9 (123). Zna¢ajnu ulogu u aktivaciji
proenzima MMP-ova ima fibrinoliticka aktivnost koja postoji u trombu i plazmin kao serin-proteaza.
Aktivacija proenzima usled fibrinoliticke aktivnosti je najizrazenija u abluminalnom sloju zbog
oslobadanja tkivnog aktivatora plazminogena (t-PA) iz aortnog zida (125, 126). Ispitivanje
biohemijske aktivnosti ILT-a je od velikog znacaja u razumevanju patogeneze AAA jer ova struktura
aktivno izlaze zid AAA lokalno sekretovanim citokinima, proteazama i slobodnim radikalima

doprinoseci degradaciji ekstracelularnog matriksa i progresije AAA (123, 127).
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1.10. Dijagnosticke metode u evaluaciji ILT-a

Definisanje najbolje dijagnosticke metode u preoperativnoj evaluaciji efekata koji ILT ima
na zid AAA je klju¢no za individualnu procenu rizika od rupture. Najcesce koris¢ene dijagnosticke
metode u evaluaciji AAA, ultrazvuéni pregled i kompjuterizovana tomografija, su brze, jeftine i
tehnicki jednostavne. Ovim metodama se adekvatno vizualizuje postojanje, distribucija i volumen
ILT-a, ali nisu dovoljno senzitivne u pogledu diferenicacije njihovih strukturalnih razlika (128). MR
pregled omogucava diferencijaciju morfoloskih karakteristika ILT-ova na osnovu razlika u
intenzitetu signala (1S). Castrucci i sar. (129) su jos 1995. godine pokazali odli¢nu korelaciju izmedu
MR kategorizacije ILT-a na osnovu izmerenih IS i intraoperativne makroskopske kategorizacije
zasnovane na stepenu njegove organizovanosti (Kategorija 1 — najve¢im delom solidni homogeni
tromb. Kategorija 2 — dezintegrisan tromb sa relativno tankim slojem solidnog tromba na luminalnoj
strani. Kategorija 3 — najve¢im delom solidan tromb, ali heterogen i viSeslojan). Skoro 20 godina
kasnije de la Motte i sar. (130) su u svojoj studiji pokazali da kvalitativna evaluacija morfologije
ILT-a MR pregledom moze biti kvantifikovana na osnovu odnosa IS ILT-a i velikog slabinskog
misica (signal intensity ratio - SIR). MR analizu ILT-a i njegov uticaj na porast aneurizme istrazivali
su Nguyen i sar. (131) i zakljucili da je porast aneurizme u periodu od 6 i 12 meseci znacajniji kod
aneurizmi sa ILT-om visokog IS. Takode, dosadasnje studije su pokazale da nizak IS odgovara
solidnom, organizovanom trombu niske celularnosti, dok visok IS ukazuje na svez, neorganizovani
tromb bogat eritrocitima (130, 131).

Mnoge studije su analizirale bioloSku aktivnost ILT-0va, ali jasan uticaj proteolitickih enzima
na zid aneurizme nije objas$njen. Takode, ako se izuzme rad Nchimia i sar. (132) u kome je koris¢en
specifican MR pregled sa superparamagnetnim oksidom gvozda kao kontrastnim sredstvom (“SPI10-
enhanced” MR), do sada nisu objavljene studije koje su korelirale MR karakteristike ILT-a sa

njegovom bioloskom aktivnosc¢u i strukturom zida AAA.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi istrazivanja su:

- Utvrdivanje povezanosti intenziteta signala intraluminalnog tromba dobijenog putem

magnetne rezonance i njegove bioloske aktivnosti

- Utvrdivanje povezanosti intenziteta signala intraluminalnog tromba dobijenog putem

magnetne rezonance i sastava zida AAA izrazene kroz sadrzaj kolagena, elastina 1 proteoglikana.

- Utvrdivanje povezanosti bioloske aktivnosti intraluminalnog tromba 1 sastava zida AAA
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3. MATERIJAL | METODE

Istrazivanje je sprovedeno u vidu studije preseka u Klinici za vaskularnu i endovaskularnu
hirurgiju Klini¢kog centra Srbije u periodu od aprila 2017. do februara 2018. godine. U periodu
trajanja studije otvorenom hirurskom leCenju podvrgnuto je ukupno 155 bolesnika sa
asimptomatskom AAA, od kojih je 50 ukljuc¢eno u studiju na osnovu ukljucujuéih i iskljucujucih
kriterijuma (Slika 2). Veli¢ina uzorka je utvrdena na osnovu formule za odredivanje veli¢ine uzorka.
Izracunato je da veli¢ina uzorka za mo¢ studije 1-beta=0.8 i nivo greske alpha=0.05 za korelaciju 0.4
iznosi 46 bolesnika (izmedu ispitivanih obelezja posmatranja, jacine intenziteta signala i MMP).
Postojeca literatura (132) pokazuje da se radi o korelaciji u nivou 0.3-0.4 za MMP-9. Eti¢ki komitet
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu je odobrio istrazivanje (No 29/V-18), a pacijenti su

ukljuceni u studiju nakon potpisivanja informisanog pristanka.

3.1. Ukljucujuéi i iskljucujuéi kriterijumi

A. Kiriterijumi za uklju¢ivanje u studiju:

-Bolesnici sa asimptomatskom degenerativnom fuziformnom infrarenalnom AAA planirani
za otvoreno hirursko le¢enje transperitonealnim pristupom

-Postojanje tromba u aneurizmi (dokazano preoperativnim ultrazvuénim ili MDCT
pregledom)

-Potpisani pristanak bolesnika za uc¢esce u studiju

B. Kriterijumi za iskljuéivanje iz studije:

-Bolesnici sa simptomatskom ili rupturiranom AAA, kao i asimptomatski bolesnici planirani
za endovaskularni tretman

-Bolesnici sa udruzenom AAA 1 potkovic¢astim bubregom

-Inflamatorne i infektivne AAA

-Sakularne AAA
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-Bolesnici kod kojih je pregled magnetnom rezonancom kontraindikovan (bolesnici sa
klaustrofobijom, implantiranim pejsmejkerom, insulinskom pumpom, kohlearnim implantom,
neurostimulatorom, intrakranijalnim metalnim klipsevima, metalnim stranim telom u oku i drugim
metalnim implantima koji su inkompatibilni sa magnetnim poljem, kao i oni kod kojih je
kontraindikovana aplikacija kontrastnog sredstva — bolesnici koji su alergi¢ni na gadolinijumski
kontrast, kao i bolesnici sa akutnom ili hroni¢nom bubreznom insuficijencijom kod kojih je brzina

glomerularne filtracije <30ml/min/1.73m2 zbog rizika od nastanka nefrogene sistemske fibroze.

U periodu od aprila 2017 do febrara

2018 operisano je 155 pacijenata sa
asimptomatskom AAA 11 nisu zadovoljili inkljuzione kriterijume
] * pararenalne AAA (n=3)
E‘ * AAA bez prisustva tromba (n=5)
* pacijenti operisani retroperitonealnim
144 pacijenta su razmatrana za pristupom (n=3)
ukljucivanje u studiju

Inkluzioni kriterijumi:
« infrarenalna AAA
¢ prisustvo tromba u aneurizmatskoj
kesi
* pacijenti tretirani transperitonealnim
pristupom

70 pacijenata nisu ukljuceni zbog ekskluzionih
kriterijuma
24 pacijenta su * odsustvo tromba ispod prednjeg zida (n=32)
odbila ucesce u * inflamatorna AAA (n=8)
studiji * sakularna AAA (n=11)
* kontraindikacije za MR pregled (n=12)
* Kontraindikacije za primenu kontrasta (n=7)

50 pacijenata su
ukljucena u studiju

Slika 2. Sematski prikaz uklju¢ivanja pacijenata u studiju.

Pre operativnog zahvata, tokom iste hospitalizacije, pacijenti ukljueni u studiju ispitani su
MR pregledom u Centru za radiologiju i magnetnu rezonancu Klinickog centra Srbije. Tokom
operacije uzimani su uzorci ILT-a i zida AAA za biohemijsku analizu koja je radena u Institutu za

medicinsku i klinicku biohemiju Medicinskog fakulteta u Beogradu.

3.2. Posmatrani parametri

Pre operacije notirane su demografske karakteristike bolesnika (Zivotna dob i pol), klinicki
znaCajan komorbiditet [indeks telesne mase (ITM), konzumiranje duvana; prisustvo arterijske
hipertenzije koja je definisana kao sistolni pritisak ve¢i od 140 mmHg i/ili dijastolni pritisak veci od
90 mmHg ili uputreba antihipertenzivne terapije; hiperlipidemija; dijabetes melitus; ishemijska
bolest srca (IBS) definisana na osnovu medicinske dokumentacije o angini pektoris, prelezanom
infarktu srca, prethodnom aorto-koronarnom bajpasu ili perkutanoj intervenciji na koronarnim

arterijama; sr¢ana insuficijencija definisana je kao ejekciona frakcija manja od 50%, medutim
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pacijenti ukljuceni u studiju nisu imali ejekcionu frakciju manju od 40%; hroni¢na obstruktivna
bolest pluca definisana je hroni¢nom upotrebom bronhodilatatorne terapije ili Tiffeneau-Pinelli
indeksom manjim od 0.7 koji je utvrden preoperativnom spirometrijom; periferna okluzivna
arterijska bolest definisana na osnovu nepalpabilnih perifernih pulseva ili na osnovu vrednosti pedo-
brahijalnih indeksa manjih od 0.9; karotidna bolest definisana stenozom unutrasnje karotidne arterije
vecom od 50% na osnovu preoperativnog ultrazvu¢nog pregleda; hroni¢na bubrezna insuficijencija
definisana brzinom glomerularne filtracije manjom od 60ml/min/1.73m2 sa prethodno
dokumentovanom bubreznom insuficijencijom] i hroni¢na preoperativna medikamentozna terapija
(Belezena je upotreba antiagregacione i antikoagulantne terapije, kao i upotreba statina. Smatrano je
da su pacijenti uzimali terapiju ukoliko je ona primenjivana u kontinuitetu najmanje 6 meseci pre
prijema u bolnicu.). Demografske i osnovne klini¢ke karakteristike pacijenata prikazane su u tabeli
2.

Tabela 2. Demografske i osnovne klini¢ke karakteristike pacijenata (n=50)
————————————————————————————————————————————
Zivotna dob 67.71+£8.13
Pol (muski) 45 (90%)
ITM (kg/m?) 26.14 £ 3.00
Pusenje 19 (38%)
Arterijska hipertenzija 44 (88%)
Hiperlipidemija 34 (68%)
Dijabetes melitus 7 (14%)
Ishemijska bolest srca 11 (22%)
Srcana insuficijencija 4 (8%)
Karotidna bolest 8 (16%)
Hroni¢na obstruktivna bolest pluca 22 (44%)
Periferna okluzivna arterijska bolest 5 (10%)
Hroni¢na bubrezna insuficijencija 9 (18%)
Antiagregaciona terapija 24 (48%)
Antikoagulantna terapija 0 (0%)
Upotreba statina 18 (36%)
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3.3. Pregled magnetnom rezonancom

Pregled je raden ,,3 T Siemens Skyra scanner* aparatom (Skyra Siemems, Berlin, Nemacka)
sa 32-kanalnom matricom i 4-kanalnom zavojnicom za abdomen. Analizirani su aksijalni preseci na
nivou najveéeg transverzalnog dijametra AAA Kkoji su dobijeni upotrebom T1-weighted (T1W)
sekvence nakon intravenske aplikacije paramagnetnog kontrastnog sredstva u arterijskoj fazi
pregleda. Podaci dobijeni MR pregledom obradivani su i analizirani na Syngo (Siemens, Berlin,
Nemacka) radnim stanicama uobi¢ajenim alatom. Mereni su najveci dijametar AAA (Dmax), ukupna
povrsina ILT-a (P-ILT), povrsina popre¢nog prescka AAA (P-AAA), srednja vrednost intenziteta
signala ILT (IS - ILT) i srednja vrednost intenziteta signala levog velikog slabiskog misic¢a (IS -
misica) (Slika 3). Koli¢ina tromba u aneurizmi izrazena je kroz relativnu povrsinu tromba (r-P-ILT)
kao odnos povrsine tromba i povrsine poprecnog preseka AAA (P-ILT/P-AAA). ILT su medusobno
razlikovani na osnovu relativnog intenziteta signala intraluminalnog tromba (r-IS-ILT) Kkoji
predstavlja odnos izmedu srednje vrednosti intenziteta signala intraluminalnog tromba i srednje

vrednosti intenziteta signala velikog slabinskog misic¢a (IS — ILT/ IS - miSica).

o RO .

; B Min / Max: 58,00 /244,00
Min / Max 54,00 /798,00 10RC A -
Mean/SD: 247 73 120774 LIN B |Mean/SD- 142.09 /18 53

Area: 26,88'%cm?

; 031
5,70 cm

RO Zoom 389 ROI1
Min/ Max 161,00/227.00 ; Min/Max 161.00/227,00 w
Mean/SD:200.80/1288 < *° IS-misica Mean/SD: 200/80/12.88  ©
Area:1,08'cm2 Area:1,08'cm2

Slika 3. Na slici su prikazani parametri dobijeni MR pregledom.

Najveci dijametar AAA (Dmax); intenzitet signala ILT (IS - ILT); intenzitet
signala levog velikog slabiskog misica (IS - misica); ukupna povrsina ILT (P-
ILT), povrsina poprecnog preseka AAA (P-AAA)

16



MR protokol se sastojao od slede¢ih sekvenci:

(a) T2-weighted half Fourier akvizicije single-shot turbo spin-echo (HASTE) koja je radena
u koronarnoj ravni sa vremenom repeticije (TR) = 1260 ms, vremenom eha (TE) = 87 ms, protokom
radiofrekventnog (RF) talasa (BW) = 700 Hz, flip uglom = 160°, polja posmatranja (FOV) = 400 x
400 mm, veli¢ine matriksa = 268 x 364, debljinom preseka (ST) = 6 mm

(b) T2-w HASTE radena je u aksijalnoj ravni sa: (TR) = 1300 ms, (TE) = 95 ms, (BW) = 710
Hz, flip uglom = 140°, (FOV) = 321 x 380 mm, veli¢ine matriksa = 221 x 380, (ST) = 6 mm

(c) T2-w HASTE sa saturacijom IS masti (FS) koja je radena u aksijalnoj ravni upotrebom:
(TR) = 1300 ms, (TE) = 95 ms, (BW) = 710 Hz, flip ugla = 140°, (FOV) = 321 x 380 mm, veli¢ine
matriksa = 216 x 320, (ST) = 6 mm

(d) T1-wflash2d (sekvenca hemijskog pomeranja) radena u aksijalnoj ravni upotrebom: (TR)
=187 ms, (TE) = 1.2 ms, flip ugla = 39°, (FOV) = 309 x 380 mm, veli¢ine matriksa = 208 x 256,
(ST) =6 mm

(e) Difuzija (DWI) radena u aksijalnoj ravni upotrebom: (TR) = 5800 ms, (TE) = 61 ms,
(BW) = 1530 Hz flip ugla = 90°, (FOV) = 297 x 380 mm, veli¢inom matriksa =113 x 192, (ST) =6
mm, sa vrednostima difuzijskog “b” koeficijenta od 40, 400, 800

(f) T1-w gradijent eho 3D (VIBE) radena u aksijalnoj ravni u arterijskoj, portnoj i hepatickoj
fazi pregleda posle intravenske administracije paramagnetnog kontrastnog sredstva gadobutrola
(Gadovist, 1.0 mmol/mL Bayer, Berlin, Nemacka) u koli¢ini od 1 mmol/kg telesne mase bolesnika,
upotrebom : (TR) =4.2 ms, (TE )= 2.0 ms, flip ugla =9°, (FOV) =309 x 380 mm, veli¢ine matriksa
=195 x 320, (ST) = 4mm.

3.4. Uzimanje uzoraka tkiva zida AAA i intraluminalnog tromba

Nakon izolacije AAA uspostavljanjem proksimalne i distalne kontrole krvarenja,
aneurizmatska kesa je otvarana uzduZznom incizijom po srednjoj liniji. Deo tromba u svojoj punoj
debljini uzorkovan je sa prednjeg zida na mestu najveceg dijametra AAA, a potom je uzorkovan i
pripadaju¢i deo prednjeg zida AAA, Cetvorougaonog oblika dimenzija 2x2cm (Slika 4). Odmah
nakon uzimanja uzorci zida AAA iILT odlagani su u te¢ni azot i cuvani na temperaturi od -80°C do

biohemijske analize.
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Slika 4. Sematski prikaz uzorkovanja tromba i dela zida aneurizmatske kese.

3.5. Biohemijska analiza

3.5.1. Homogenizacija tkiva i odredivanje koncentracije proteina

Za potrebe enzimskih imunotestova — ELISA (engl., enzyme-linked immunosorbent assay)
tkivo zida AAA i ILT (oko 100 mg) su najpre makazama mehaniCki usitnjena, a potom
homogenizovana na “T 10 basic ULTRA-TURRAX” homogenizeru za tkiva (IKA Dispersers,
Nemacka) u 1 mL puferovanog fizioloskog rastvora (engl., phosphate buffer saline, PBS). Potom je
dobijeni homogenat centrifugiran (15 minuta na 14000 g), i u izdvojenim supernatantima odredivana
je koncentracija proteina metodom po Bradfordu (133). U ovoj metodi za detekciju proteina
koris¢ena je Coomassie Brilliant Blue G-250 boja koja u prisustvu proteina sa kojima reaguje
nekovalentnim vezama menja boju (od braon do razli¢itih nijansi plave boje). Intenzitet dobijene
plave boje proporcionalan je koncentraciji proteina u uzorku. Apsorbanca je ocitana na ¢itau za
mikrotitarske ploce (Sunrise, TECAN, Dorset, Velika Britanija) na 570 nm. RazblaZenje uzoraka je
iznosilo 1:1000, u rastvoru 1x koncentrovane Coomassie Brilliant Blue G-250 boje. Koncentracija
proteina odredena je sa standardne krive koja je konstruisana primenom standardnih rastvora BSA

(engl. bovine serum albumine) u koncentracijama od 5-25 pg/mL.

3.5.2. Direktna ,,sendvi¢” ili The double antibody sandwich ELISA
ELISA predstavlja metodu za detekciju i merenje solubilnih antigena ili antitela u telesnim

tenostima i tkivima (134). U osnovi ELISA tehnike postoje dve reakcije: imunoloska i hemijska.

18



Imunoloska reakcija predstavlja reakciju antigena i antitela i ona se ne vidi. Reakcija enzima, koji se
koristi kao obeleziva¢ sekundarnog antitela, sa njemu specifi¢nim supstratom predstavlja hemijsku
reakciju pri kojoj nastaje obojeni proizvod ¢ineéi reakciju vidljivom. Enzimi se najées$ée vezuju za
antitela koja su specificna za neki antigen ili imunogluobuline (Ig). Koli¢ina enzima u antigen-
antitelo kompleksu odreduje se posredno merenjem koli¢ine proizvoda nastalog razgradnjom
odgovarajuéeg supstrata. Koriste se enzimi ¢iji supstrati daju obojene proizvode razgradnje i ¢ija se
koli¢ina lako moze kolorimetrijski meriti (alkalna fosfataza ili peroksidaza rena).

Za detekciju enzima i proteina ekstracelularnog matriksa zida AAA i ILT-a koris¢ena je
direktna ili ,,sendvi¢* ELISA tehnika. Koris¢eni su komercijalni kompleti monoklonskih antitela za
merenje  odgovaraju¢ih  antigena i to: za matriksmetaloproteinazu 2 (MMP-2),
matriksmetaloproteinazu 9 (MMP-9), humani kolagen (Collagen type Ill; COL3), humani elastin
(Human ELN), humani proteoglikan (Human PG) i humanu neutrofilnu elastazu (Human NE/ELA2)
(svi od Elabscience, Teksas, SAD).

Direktna ili ,,sendvi¢ ELISA je tehnika koja koristi dva antitela: prvo kojim se oblaze
namenska ploca i koje se naziva Capture Antibody i drugo obeleZzeno enzimom (konjugat) koje se
stavlja nakon nalivanja uzorka i vezuje se za antitelo-antigen (iz uzorka) kompleks. U cilju povecanja
osetljivosti i specifi¢nosti metode kao konjugat se koriste monoklonska antitela (135).

Metodoloski posmatrano, kod ovog oblika ELISA tehnike poznato specifi¢no antitelo za koje
se vezuje antigen iz ispitivanog uzorka je ve¢ fiksirano za dno udubljenja (bunara) mikrotitar ploce.
Posle uklanjanja uzorka, dodaje se konjugat koga Cine specifi¢na antitela za ispitujuci antigen
obelezena enzimom. Ova antitela se vezuju za antigen, ukoliko se on u prethodnoj fazi vezao za
plocu 1 nije ispran. Po dodavanju specificnog supstrata, enzim prevodi supstrat u proizvod pri ¢emu

se razvija boja. Pojava boje oznaCava pozitivan nalaz, a intenzitet boje je proporcionalan koli¢ini

prisutnog antigena u materijalu koji se ispituje. Postupak je Sematski prikazan na slici 5.

< ANTITELO ,OBELEZENO” ENZIMOM
«<——— BOJA

< ANTIGEN ISPITUJUCEG MATERIJAL

POZNATO SPECIFICNO ANTITELO y
<4—F————— VEZANO ZA UDUBLJENJE MIKRO PLOCE

Slika 5. Sematski prikaz direktne ,,sendvi¢“ ELISA tehnike

Sam postupak izvodenja ELISA metode obavljan je reagensima i rastvorima prema

protokolima utvrdenim od strane proizvodaca. Tipi¢an protokol se sastojao iz sledec¢ih faza:
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1) inkubacija uzoraka odnosno standarda (uzorci/standardi su nalivani na ploce koje su
ve¢ oblozene sa primarnim antitelom, 100 pL/bunaru 90 minuta na 37°C),

2) Odlivanje uzorka odnosno standarda

3) Inkubacija sa sekundarnim antitelom obeleZenim biotinom (100 pL/bunaru lh na
37°C),

4) Ispiranje (PBS koji sadrzi u 0.1 % Tween, 5 puta, 50 puL/bunarcicu),

5) Inkubacija sa avidin-enzimskim kompleksom (peroksidaza rena, 100 pL/bunaru, 30
minuta na 37°C),

6) Ispiranje (PBS koji sadrzi u 0.1 % Tween, 7 puta, 50 puL/bunarcicu),

7) Inkubacija sa supstratom (tetrametilbenzidin - TMB, 90 pl/bunaru, do 15 minuta na
na 37°C u mraku),

8) Zaustavljanje reakcije sa 50 uL. 1M HCl ili H2SOq i

9) Ocitavanje apsorbance na Citacu za mikrotitarske ploc¢e (Sunrise, TECAN, Dorset,
Velika Britanija) na 450 nm.

Svaki uzorak je raden u duplikatu. Koncentracija antigena odredivana je koriS¢enjem
standardne krive dobijene na osnovu vrednosti apsorbanci za rekombinantni protein koji je prethodno
serijski razblazen (MMP-2 dvostruko opadajuca razblaZzenja u rasponu od 50 pg/mL do O pg/mL;
MMP-9 dvostruko opadajuca razblazenja u rasponu od 2000 pg/mL do 0 pg/mL; COL3 dvostruko
opadajuca razblazenja u rasponu od 100 ng/mL do 0 ng/mL; Human ELN dvostruko opadajuca
razblazenja u rasponu od 30 ng/mL do 0 ng/mL; Human PG dvostruko opadaju¢a razblazenja od 100
ng/mL do 0 ng/mL; Human NE/ELA2 dvostruko opadajuca razblaZenja od 50 ng/mL do 0 ng/mL).
Koncentracija antigena je izrazavana u ng/mL za COL3, ELN, PG i NE/ELA2, dok je za MMP-9 i

MMP-2 koncentracija antigena izrazavana u pg/mL.

3.6. Odredivanje parametara oksidativnog stresa

Oksidativni stres predstavlja stanje u kome je ravnoteza izmedu prooksidanasa i
antioksidanasa pomerena u stranu prooksidanasa. Do nastanka oksidativnog stresa najc¢es¢e dolazi
usled prekomerne produkcije slobodnih radikala kiseonika. Slobodni radikali kiseonika dovode do
ostecenja svih ¢elijskih struktura, ukljuujuci i celijske membrane. Kao odbranu od slobodnih
radikala nase celije koriste razli¢ite enzimske i neenzimske antioksidanse. Najznacajniji neenzimski
antioksidansi su glutation 1 vitamini E, C 1 A, dok u neke od najznac¢ajnijih enzimskih antioksidanasa
spadaju katalaza, superoksid dizmutaza i glutation peroksidaza. Kako bismo ispitali stepen

zastupljenosti oksidativnog stresa u zidu AAA odredivan je sadrzaj lipidnih peroksida
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(malondialdehid, MDA), dok su antioksidativni kapaciteti u ovom tkivu procenjivani na osnovu
aktivnosti katalaze.

3.6.1. Homogenizacija tkiva

Za potrebe odredivanja aktivnosti katalaze i sadrzaja lipidnih peroksida (MDA) oko 300 mg
tkiva AAA je homogenizovano u 3 mL kalijum-hlorida (KCI 0.16 mol/L) ¢ime je dobijen 10%
homogenat. Za homogenizaciju tkiva primenjivana je ista procedura koja je koriS¢ena za potrebe
pripreme uzoraka za ELISA testove. Po zavrSetku homogenizacije homogenat je podeljen na dva
dela, pri ¢emu je 1 mL iskoris¢en za odredivanje aktivnosti katalaze, dok je u ostatku odreden sadrzaj
lipidnih peroksida.

3.6.2. Odredivanje sadrzaja lipidnih peroksida — MDA

Lipidna peroksidacija oznacava oSteCenje lipidnih komponenti celijske membrane
delovanjem slobodnih kiseoni¢nih radikala. Pri tome, peroksidacijom masnih kiselina sa 3 ili viSe
dvostrukih veza nastaje malondialdehid (MDA).

MDA na povisenoj temperaturi 1 kiselom pH (trihlorsiréetna kiselina, TCA 150g/L) reaguje
sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA, 3.75¢/L) i daje konjugat crvene boje sa maksimumom apsorpcije
na 532 nm. lako TBA mozZe reagovati i sa drugim aldehidima i nekim Se¢erima ova reakcija je Siroko
prihvacena za merenje lipidne peroksidacije.

Za odredivanje sadrzaja MDA koris¢en je 2 puta razblazen homogenat (zid aneurizme).

Epruvete uzorka i slepe probe su pripremane na nacin prikazan u tabeli br. 3.

Tabela 3. Pripremanje epruvete uzorka i slepe probe prilikom odredivanja koncentracije
MDA u zidu AAA.
Reagens Uzorak Slepa proba
Homogenat 1mL
dH20 imL
TCA 0.5mL 0.5
TBA 0.5mL 0.5mL

Epruvete su zatvorene klikerima i stavljene u vodeno kupatilo na 100°C tokom 15 minuta.
Po zavrSetku inkubacije epruvete su ohladene i centrifugirane na 3000 obrtaja 10 minuta nakon ¢ega
je ocitana apsorbanca na ¢itacu za mikrotitarske plo¢e na 535 nm (Sunrise, TECAN, Dorset, Velika
Britanija). Koncentracija lipidnih peroksida je odredena pomoc¢u nanomolarnog apsorpcionog

koeficijenta uz koriS¢enje sledece formule:
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(Auz-Asp) tV
— X

MDA xR x10
g pV
Pri cemu je:
o Auz — apsorbanca uzorka
o Asp — apsorbanca slepe probe

o € — molarni apsorpcioni koeficijent za MDA-TBA konjugat — 0.156mL/(nmol x cm)

o) tV — ukupna zapremina — 2mL

o pV — zapremina homogenata — 1mL
o R — razblazenje homogenata — 2

o 10 — prevodenje na g tkiva

3.6.3. Odredivanje aktivnosti katalaze

Katalaza je jedan od enzima antioksidativne zastite Celije i katalizuje prevodenje dva
molekula H202 u H20 i molekulski kiseonik:

2H,0,— 2H20 + O

Na ovoj reakciji zasniva se princip najveceg broja metoda u kojima se aktivnost katalaze
odreduje kao brzina smanjenja koncentracije vodonik peroksida u inkubacionoj meSavini.

Katalaza iz homogenata tkiva AAA razlaze vodonik peroksid (supstrat). Polaze¢i od
pretpostavke da je aktivnost katalaze proporcionalna koli¢ini utrosenog vodonik peroksida u jedinici
vremena (min), iz razlike u sadrzaju vodonik peroksida u inkubacionoj smesi pre i posle dodavanja
enzima, moze se izraCunati enzimska aktivnost. Koncentracija vodonik peroksida se odreduje
kolorimetrijski u prisusutvu amonijum molibdata ([(NH4)sM07024% 4H20], 34.4 mmol/L). Vodonik
peroksid sa amonijum molibdatom gradi kompleksno jedinjenje Zzute boje ¢ija se apsorbancija meri
na 410 nm.

Tkivnom homogenatu (zid AAA) je dodat apsolutni etanol u odgovaraju¢em odnosu (1 mL
homogenata + 10 pL apsolutnog etanola) i ovako pripremljen homogenat je razblazen destilovanom
vodom u odnosu 1:200.

Epruvete uzoraka, kontrole i slepe probe su pripremljene na naéin prikazan u tabeli br. 4.
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Tabela 4. Pripremanje epruvete uzoraka, kontrole i slepe probe za odredivanje aktivnosti

katalaze u zidu AAA.

Reagens Uzorak Kontrola Slepa proba
H202 (0.3g/L) 1mL 1mL
dH20 1mL

Preinkubacija 5 minuta, 37°C

Homogenat 0.1mL

dH20 0.1mL 0.1mL

Inkubacija 10 minuta 37°C

Amonijum molibdat (34.4mmol/L) 0.5mL 0.5mL 0.5mL

Jedinica katalazne aktivnosti (U) definisana je kao koli¢ina enzima koja katalizuje reakciju

razgradnje jednog nmol H202 u minuti. Aktivnost katalaze je izracunata prema slede¢oj formuli:

Aktivnost katalaze (U/g) =

(Ak-Asp)-(Auz-Asp) " 1,6
Ext 0,1

xR x10

Pri ¢emu je:

©)

©)

o

Ak — apsorbanca kontrole

Auz — apsorbanca uzorka

Asp — apsorbanca slepe probe

€ — molarni apsorpcioni koeficijent — 22.2L/(umol/cm)
t —vreme, 10 min

1,6 — ukupna zapremina reakcione smese

0,1 — zapremina homogenata

R — razblazenje homogenata — 200

10 — prevodenje na g tkiva
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3.7. Statisticka analiza

Za testiranje distribucije podataka koris¢en je Shapiro Wilk test. Vrednosti u tabelama za
parametre sa normalnom raspodelom prikazane su kao aritmeticka srednja vrednost + standardna
devijacija (SD). Varijable koje nemaju Gausovu raspodelu podataka prikazane su kao medijana i
interkvartilno rastojanje (25. i 75. percentil).

Poredenje varijabli sa normalnom distribucijom podataka izmedu dve grupe izvrSeno je
Studentovim t-testom za dve nezavisne populacije, dok je poredenje varijabli bez normalne
distribucije podataka izvrseno Mann-Whitney U testom. Za testiranje medusobne povezanosti
izmedu dva parametra koriS¢ena je Pearson regresiona analiza (za varijable sa normalnom
distribucijom podataka) ili Spearman korelaciona analiza (za verijable bez normalne distribucije
podataka). Kategorike varijable prikazane su kao apsolutne i relativne frekvence, a za analizu je
koriS¢en y2 test homogenosti ili u slucaju kada je dobijena frekvenca manja od 5, Fisher's exact test.

Za predvidanje zavisne dihotomne promenljive na osnovu vrednosti jedne ili viSe nezavisne
promenljive koriS¢ena je univarjantna ili multivarijantna logisti¢ka regresiona analiza. Nezavisne
varijable koje su u univarijantnoj logisti¢koj regresionoj analizi znacajni prediktori zavisne varijable
testirane su u multivarijantnoj analizi uz koris¢enje ,,enter metoda za selekciju varijabli. Prediktivna
vrednost ispitivanih nezavisnih varijabli prikazana je unakrsnim umnos$kom ili odds ratio (OR)
vrednoscu i 95% intervalom pouzdanosti za OR (95 Cl1%). Nivo znacajnosti za odbacivanje nulte
hipoteze definisan je kao p<0.05. Statisticka analiza uradena je primenom kompjuterskih programa
SPSS verzija 25.
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4. Rezultati

4.1. Vrednosti MR parametara i biomarkera u zidu AAA i ILT-u
U tabeli 5. prikazane su MR karakteristike AAA kod 50 ispitanih pacijenata.

Tabela 5. MR karakteristie AAA (N=50)

Dmax (cm) 5.48 (4.98-6.16)
IS-ILT 163.85 (141.01-204.115)
IS - miSica 175.59 + 33.50
r-1S-ILT 0.93 (0.81-1.15)
P-ILT (cm?) 10.98 (7.79-16.58)
P-AAA (cm?) 22.06 (19.06-27.39)
r-P-ILT 0.52+0.19

Najveci dijametar AAA (Dmax), intenzitet signala ILT (IS - ILT); intenzitet signala levog velikog
slabiskog misic¢a (IS - misSi¢a), relativni intenzitet signala intraluminalnog tromba (r-1S-1LT);
ukupna povrsina ILT (P-ILT), povrsina poprecnog preseka AAA (P-AAA), relativna povrsina

tromba (r-P-ILT)

U zidu AAA odredivane su koncentracije proteina ekstracelularnog matriksa kao i nivo
oksidativnog stresa (koncentracija MDA) 1 antioksidativne zastite (aktivnost katalaze). Rezultati su

pikazani u tabeli 6 i tabeli 7.

Tabela 6. Koncentracije proteina ekstracelularnog matriksa zida AAA

COL3 (ng/mL) 12.64 + 5.58
ELN (ng/mL) 0.84 (0.52-1.29)
PG (ng/mL) 5.62 (2.06-8.53)

Kolagen tip 3 (COL3), Elastin (ELN), Proteoglikan (PG)
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Tabela 7. Parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite u zidu AAA

MDA (nmol/g) 14.36 (11.09-41.80)

Katalaza (U/g) 4.12+1.96

Malondialdehid (MDA)

Proteoliticka aktivnost u ILT-u i zidu AAA procenjivana je na osnovu koncentracije
proteolitickih enzima MMP-9, MMP-2 i NE/ELA. Koncentracije navedenih enzima u ILT-u i zidu
AAA kao i njihove medusobne razlike prikazane su u tabeli 8. Koncentracije MMP-9 (slika 6) i
NE/ELAZ2 (slika 7) statisticki su znacajno vece u ILT-u nego u zidu AAA (MMP-9: 1923.71 + 339.33
vs. 1696.15 + 489.73 pg/ml, P=0.007; NE/ELA: 15.72 vs. 11.28 ng/ml, P<0.001), dok je
koncentracija MMP-2 znac¢ajno veca u zidu AAA (14.77 vs. 30.69 pg/ml, P<0.001) (slika 8).

Tabela 8. Koncentracije proteolitickih enzima u trombu i zidu aneurizme

Proteoliti¢ki enzimi Tromb Zid aneurizme P
MMP-9 (pg/mL) 1923 + 339 1696 + 489 0.007*
MMP-2 (pg/mL) 14.77 (11.89-18.40) 30.69 (27.17-32.60) <0.001**

NE/ELA2 (ng/mL) 15.72 (12.45-17.84) 11.28 (8.84-14.10) <0.001**

*Poredenje izvrseno Stundentovim t-testom,; ** Poredenje izvrseno Mann — Whitney U testom.
Matriksmetaloproteinaza 2 (MMP-2); Matriksmetaloproteinaza 9 (MMP-9); Neutrofilna elastaza
(NE/ELA2)

2500

p=0,007
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-
]
=]
-]
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Tromb Zid aneurizme

Slika 6. Koncentracija MMP-9 u trombu i zidu aneurizme
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Slika 8. Koncentracija MMP-2 u trombu i zidu aneurizme
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4.2. Medusobne korelacije MR parametara i biomarkera u ILT-u i zidu AAA.

4.2.1. Korelacija najveceg dijametra AAA sa ostalim MR parametrima.

Utvrdena je pozitivna korelacija izmedu Dmax i r-P-ILT (p=0.394, P=0.004) (Tabela 9, Slika
9).

Tabela 9. Korelacija Dmax sa ostalim MR parametrima

Dmax
MR parametri
p P
r-1S-ILT 0.182 NS
r-P-ILT 0.394 0.004

Najveci dijametar AAA (Dmax), relativni intenzitet signala intraluminalnog tromba (r-I1S-ILT);
relativna povrsina tromba (r-P-ILT); p— Spearmanov koeficijent korelacije, NS — bez statisticke

znacajnosti

Dmax

r-P-ILT

r-1S-ILT

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
p - Spearman koeficijent korelacije

Slika 9. Korelacija Dmax sa MR parametrima
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4.2.2. Korelacije razli¢itin MR parametara sa koncentracijama proteolitickih enzima u

ILT-uizidu AAA.

U tabeli 10 prikazani su rezultati korelacije MR parametara sa koncentracijom proteolitickih

enzima u ILT-u. Pokazana je pozitivna korelacija izmedu r-1S-ILT-a i koncentracija NE/ELA2 u

ILT-u (p=0.309, P=0.029) (slika 10). Korelacije izmedu ispitivanih MR parametara i koncentracije

proteolitickih enzima u zidu AAA nije dokazana (Tabela 11).

Tabela 10. Korelacija MR parametara i proteolitikih enzima u trombu

Proteoliticki r-IS-ILT Dmax P-ILT P-AAA LP-ILT
Enzimi o P 0 0 P o b ) 5
MMP-9 0225« Ns | 0020 Ng o | 700 Ns | ooz Ns | 0192 g
MMP-2 0101 Ns | 0%l g [ 70283 g | -OL7T7T g | -0166 g
NE/ELA2 0300 0020 | %92 Ns | 0052 NS | 0003 NS | 0119 NS

Matriksmetaloproteinaza 2 (MMP-2); Matriksmetaloproteinaza 9 (MMP-9); Neutrofilna elastaza
(NE/ELA2); Najveci dijametar AAA (Dmax); relativni intenzitet signala intraluminalnog tromba (r-1S-ILT); ukupna
povrsina ILT (P-ILT); povrsina poprecnog preseka AAA (P-AAA), relativna povrsina tromba (r-P-1LT); p—

Spearmanov koeficijent korelacije, NS — bez statisticke znacajnosti.* Pearsonov koeficijent korelacije

p=-0,101

NE/ELA2

r-1S-ILT

MMP9

-0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4

p - Spearman ili r-Pearson koeficijent korelacije

-0,2

Slika 10. Korelacija r-1S-ILT sa koncentracijom proteolitickih enzima u trombu
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Tabela 11. Korelacija MR parametara sa koncentracijom proteolitickih enzima u zidu AAA
P —

Proteoliticki r-1S-ILT Dmax P-ILT P-AAA LT
enzimi o p p P p P P p
MMP-9 005~ NS | 0176 NS | 0245 NS | o207 NS | 0266 NS
MMP-2 0138 Ns [ 002 nNs | -0I7 NS | go39 NS | -0126 ns
NE/ELA2 0.062 NS |-0030 ns [ -0151 NS 0.055 NS | -0183  Ns

Matriksmetaloproteinaza 2 (MMP-2); Matriksmetaloproteinaza 9 (MMP-9); Neutrofilna elastaza
(NE/ELA2); Najveci dijametar AAA (Dmax); relativni intenzitet signala intraluminalnog tromba (r-1S-1LT); ukupna
povrsina ILT (P-ILT); povrsina poprecnog preseka AAA (P-AAA); relativna povrsina tromba (r-P-ILT); p—

Spearmanov koeficijent korelacije, * Pearsonov koeficijent korelacije, NS — bez statisticke znacajnosti.

4.2.3.

Korelacije

razli¢itih MR parametara

ekstracelularnog matriksa u zidu AAA

sa koncentracijama proteina

Korelacije MR parametara sa koncentracijama proteina ekstracelularnog matriksa prikazane

su na tabeli 12. Utvrdena je znacajna korelacija izmedu r-1S-ILT sa koncentracijom ELN-a u zidu

AAA (p=-0.300, P=0.034). Sa porastom r-IS-ILT smanjuje se koncentracija ELN-a (Slika 11).

Tabela 12. Korelacija MR parametara sa koncentracijom proteina ekstracelularnog matriksa u zidu

AAA
| —
Proteini r-IS-ILT Dmax P-ILT P-AAA r-P-ILT
ekstracelularnog
matriksa p P P P P P P P
coL3 0.133* NS -0.147 NS -0.200 NS -0.080 NS -0.155
ELN 0300 0.034 | 0206 NS -0.074 NS -0.215 NS 0.037
NS
PG 0.139 NS 0.135 NS 0.233 NS 0.171 NS 0.153

Pearsonov koeficijent korelacije

Kolagen tip 3 (COL3); Elastin (ELN); Proteoglikan (PG); Najveci dijametar AAA (Dmax); relativni intenzitet signala
intraluminalnog tromba (r-1S-ILT),; ukupna povrsina ILT (P-ILT), povrsina popreénog preseka AAA (P-AAA);

relativna povrsina tromba (r-P-ILT); p— Spearmanov koeficijent korelacije, NS — bez statisticke znacajnosti. *
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r-1S-ILT

COoL3

-0,4 -0,3 -0,2 -0,1 0 0,1

p - Spearman ili r-Pearson koeficijent korelacije

0,2

Slika 11. Korelacija r-1S-1LT-a sa koncentracijom proteina ekstracelularnog
matriksa u zidu AAA

4.2.4. Korelacije razlicitih MR parametara sa parametrima oksidativnog stresa i
antioksidativne zaStite u zidu AAA.

Korelacije MR parametara sa parametrima oksidativnog stresa i antioksidativne zastite
prikazane su u tabli 13. Uocena je povezanost r-IS-ILT-a i aktivnosti antioksidativnog enzima
katalaze (p=0.333, P=0.018). Sa porastom aktivnosti katalaze u zidu aorte raste r-IS-ILT (Tabela 13
i slika 12). Nije dokazana statisti¢ki znacajna povezanost ostalih MR parametara sa aktivno$c¢u

katalaze i kolicinom stvorenog MDA u zidu AAA.

Tabela 13. Korelacija MR parametara sa parametarima oksidativnog stresa i antioksidativne zastite u

zidu aorte
%
P P P P p p P
MDA 0.118 NS 0.205 NS 0.143 NS 0.144 NS 0.078
Katalaza | 0.333* 0,018 0.144 NS 0.058 NS 0.220 NS -0.024 NS

Malondialdehid (MDA); Najveci dijametar AAA (Dmax); relativni intenzitet signala intraluminalnog tromba (r-1S-
ILT); ukupna povrsina ILT (P-ILT), povrsina poprecnog preseka AAA (P-AAA); relativna povrsina tromba (r-P-

ILT); p— Spearmanov koeficijent korelacije, * Pearsonov koeficijent korelacije, NS — bez statisticke znacajnosti.
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r-1S-ILT

Katalaza

MDA

] 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
p - Spearman ili r-Pearson koeficijent korelacije

Slika 12. Korelacija r-1S-1LT-a sa parametarima oksidativnog stresa i

antioksidativne zasStite.

4.3. Korelacije koncentracija ispitivanih biomarkera u ILT-u i zidu AAA.

Ispitivana je korelacija proteoliti¢kih enzima izolovanih iz ILT-a sa koncentracijom proteina
ekstracelularnog matriksa u zidu aneurizme (Tabla 14). Nadena je znacajna negativna korelacija
izmedu koncentracije MMP-9 (p=-0.449, P<0.01) i NE/ELA2 (p=-0.306, P=0.031) u trombu i ELN-
a u zidu AAA. Sa povecanjem koncentracije navedenih proteolitickih enzima u ILT-u, smanjuje se
koncentracija ELN-a u zidu AAA (slike 13 i 14).
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Tabela 14. Korelacija izmedu koncentracije proteolitickih enzima u ILT-u i koncentracije

proteina ekstracelularnog matriksa zida AAA
P —

Tromb
Proteini ekstracelularnog
MMP-9 MMP-2 NE/ELA2
matriksa
p P p P p P
CoL3 -0.040* NS -0.040 NS 0.220 NS
ELN 0449 0001 | 4009 NS 0306 0,031
PG 0.012 NS -0.155 NS 0.149 NS

Matriksmetaloproteinaza 2 (MMP-2); Matriksmetaloproteinaza 9 (MMP-9); Neutrofilna elastaza
(NE/ELA?2); Kolagen tip 3 (COL3); Elastin (ELN); Proteoglikan (PG); o — Spearmanov koeficijent

korelacije, * Pearsonov koeficijent korelacije NS — bez statisticke znacajnosti

MMP9 u trombu

PG (zid aneurizme) I p=0,012

COL3 (zid aneurizI r=-0,04

-0,5 -0,4 -0,3 0,2 -0,1 0

0,1
p - Spearman ili r-Pearson koeficijent korelacije

Slika 13. Korelacija izmedu koncentracije MMP-9 u ILT-u i

koncentracije proteina ekstracelularnog matriksa zida AAA.
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NE/ELA2 u trombu

PG (zid aneurizme) i
p=-0,306,
P=0,031
COL3 (zid aneurizme) i

-0,4 -0,3 -0,2 -0,1 0 0,1 0,2
p - Spearman koeficijent korelacije

0,3

Slika 14. Korelacija izmedu koncentracije NE/ELA2 u ILT-u i
koncentracije proteina ekstracelularnog matriksa zida AAA.

U ovom istrazivanju nisu utvrdene znacajne korelacije izmedu koncentracija proteolitickih

enzima u ILT-u i parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite u zidu AAA (tabela 15).

oksidativnog stresa i antioksidativne zastite u zidu AAA

Tabela 15. Korelacija izmedu koncentracije proteolitickih enzima u ILT-u i parametara

Tromb
Parametri
. MMP-9 MMP-2 NE/ELA2
oksidativnog stresa
MDA -0.104 NS -0.078 NS 0.129 NS
Katalaza 0012 NS 0.087 NS .0.008 NS

Matriksmetaloproteinaza 2 (MMP-2); Matriksmetaloproteinaza 9 (MMP-9); Neutrofilna

koeficijent korelacije NS — bez statisticke znacajnosti

elastaza 2 (NE/ELA2); Malondialdehid (MDA); o — Spearmanov koeficijent korelacije, * Pearsonov
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4.4. Korelacije parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite sa
koncentracijama proteolitickih enzima i proteina ekstracelularnog matriksa u zidu AAA.
Dokazana je pozitivna korelacije izmedu koncentracije MMP-2 u zidu AAA i markera lipidne
peroksidacije MDA (p=0.421, P<0.01), kao i izmedu koncentracije NE/ELA2 i aktivnosti
antioksidativnog enzima katalaze (p=0.401, P<0.01) (Tabela 16). Sa porastom navedenih markera
oksidativnog stresa dolazi do porasta koncentracije MMP-2 (Slika 15) i NE/ELAZ2 (Slika 16) u zidu

AAA.

Tabela 16. Korelacija izmedu koncentracije proteolitickih enzima i markera

oksidativnog stresa u zidu AAA
P ——@—@—§—§—@—@—@—S—S—S—_—_—_——_—“_

Zid aneurizme
Parametri
o MMP-9 MMP-2 NE/ELA2
oksidativnog stresa
p P p P p P
MDA -0.045 NS 0421 0002 | 5015 NS
Katalaza 0.029* NS 0.225 NS 0401  0.004

Matriksmetaloproteinaza 2 (MMP-2); Matriksmetaloproteinaza 9 (MMP-9); Neutrofilna
elastaza 2 (NE/ELA2); Malondialdehid (MDA); p— Spearmanov koeficijent korelacije, *

Pearsonov koeficijent korelacije NS — bez statisticke znacajnosti
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MMP2 zid aneurizme

Katalaza

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
p - Spearman ili r - Pearson koeficijent korelacije

o

Slika 15. Korelacija izmedu koncentracije MMP-2 u zidu AAA i

parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite.

NE/ELA2 zid aneurizme

Katalaza

MDA N £=0,015

[V} 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
p - Spearman koeficijent korelacije

Slika 16. Korelacija izmedu koncentracije NE/ELA2 u zidu AAA

i parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite.

Korelacije izmedu markera oksidativnog stresa i koncentracije proteina ekstracelularnog
matriksa u zidu AAA prikazane su u tabeli 17. Statisticki zna¢ajna korelacija je nadena izmedu
koncentracije COL3 i aktivnosti katalaze (p=0.457, P<0.01), kao i koncentracije MDA i PG
(p=0.331, P=0.019). Porast aktivnosti katalaze pracen je porastom koncentracije COL3 (Slika 17),

dok je porast koncentracije MDA povezan sa porastom koncentracije PG (Slika 18).
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Tabela 17. Korelacija izmedu parametara oksidativnog stresa i koncentracije proteina

ekstracelularnog matriksa zida AAA

Zid aneurizme
Parametri oksidativnog
COoL3 ELN PG
stresa
p P p P p P
MDA -0.116 NS 0.051 NS 0331 0019
Katalaza 0457 0001 | 4119 NS 0.135 NS

Kolagen tip 3 (COL3); Elastin (ELN); Proteoglikan (PG); Malondialdehid (MDA); p—

Spearmanov koeficijent korelacije, * Pearsonov koeficijent korelacije NS — bez statisticke

znacajnosti
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COL3 zid aneurizme

-0,116

-0,2 -0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
p - Spearman ili r - Pearson koeficijent korelacije

Slika 17. Korelacija izmedu koncentracije COL3 u zidu AAA i

parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite.

PG zid aneurizme

Katalaza

MDA

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

p - Spearman koeficijent korelacije

Slika 18. Korelacija izmedu koncentracije PG u zidu AAA i parametara

oksidativnog stresa i antioksidativne zastite.
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4.5. Ispitivanje razlika u pogledu bioloske aktivnosti ILT-a, kao i parametara
proteoliti¢ke aktivnosti i sadrzaja zida AAA izmedu grupe pacijenata sa niskim i visokim r-1S-
ILT-om.

Svi ispitanici su podeljeni u dve grupe u odnosu na vrednost medijane r-1S-1LT-a. Pacijenti
sa r-1S-1ILT-om manjim ili jednakim od 0.9250 svrstani su u grupu sa niskim r-1S-ILT-om, dok su
pacijenti sa signalom ve¢im od 0.9250 svrstani u grupu sa visokim r-1S-1LT-om.

Grupe su se razlikovale jedino po broju pacijenata sa ishemijskom bolesti srca (40% vs. 9.1%,
P<0.01) i upotrebi antiagregacione terapije (64% vs. 32%, P=0.046), njihova ucestalost je statisticki
znacajno veca u grupi pacijenata sa niskim r-1S-ILT-om. Znacajne razlike u pogledu ostalih

demografskih i klinickih karakteristika izmedu grupa nisu utvrdene (Tabela 18).

Tabela 18. Uporedivanje grupa na osnovu demografskih i osnovnih klini¢kih karakteristika

pacijenata
Nizak r-1S-ILT Visok r-1S-ILT
Karakteristike pacijenata P
(N=25) (N=25)

Zivotna dob 66.3+7.3 69.1+8.9 0.234

Pol (mugki) 22 (88%) 23 (92%) 0.999*

ITM (kg/m?) 26.9 +2.7 254 +3.1 0.081
Pusenje 9 (36%) 10 (40%) 0.770**

Arterijska hipertenzija 22 (88%) 22 (88%) 1.000*
Dijabetes melitus 4 (16%) 3 (12%) 0.999*
Ishemijska bolest srca 10 (40%) 1(9,1%) 0.005*
Srcana insuficijencija 4 (16%) 0 (0%) 0.110*
Karotidna bolest 3 (12%) 5 (20%) 0.702*
Hroni¢na obstruktivna bolest pluc¢a 10 (40%) 12 (48%) 0.755**

Periferna okluzivna arterijska

bolest 2 (8%) 3 (12%) 0.999*

Hroni¢na bubrezna insuficijencija 6 (24%) 3 (12%) 0.463*
Hiperlipidemija 18 (72%) 16 (64%) 0.544**

Antiagregaciona terapija 16 (64%) 8 (32%) 0.046
Upotreba statina 11 (44%) 7 (28%) 0.315**

Poredenje kontinuiranih varijabli je izvrseno Stundentovim t-testom,; * Poredenje izvrsen0
Fisher excact testom; ** Poredenje izvrseno y* testom. Indeks telesne mase (ITM);relativni

intenzitet signala intraluminalnog tromba (r-1S-1LT)
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Takode, navedene grupe se nisu statisticki znacajno razlikovale na osnovu najveceg dijametra

AAA ir-P-ILT-a (Tabela 19).

Tabela 19. Uporedivanje grupe pacijenata sa niskim i visokim r-1S-ILT na osnovu Dmax i

r-P-ILT
MR parametri Nizak r-I1S-ILT (N=25) Visok r-I1S-ILT (N=25) P
Dmax (cm) 5.1 (4.97-5.80) 5.58 (5.03-6.66) 0.151**
r-P-ILT 0.50 £ 0.15 0.55+0.22 0.365*

*Poredenje izvrSeno Stundentovim t-testom,; ** Poredenje izvrseno Mann — Whitney U testom.
Najveci dijametar AAA (Dmax), relativni intenzitet signala intraluminalnog tromba (r-1S-ILT);

relativna povrsina tromba (r-P-1LT)

4.5.1. Uporedivanje grupe pacijenata sa niskim i visokim r-1S-ILT-om na osnovu
bioloske aktivnosti ILT-a.

Rezultati poredenja pacijenata sa niskim i visokim r-IS-ILT-om na osnovu koncentracije
proteolitickih enzima u ILT-u prikazani su u tabeli 20. Dokazana je statisticki znacajna razlika u
koncentraciji NE/ELA2 izmedu dve ispitivane grupe. Pacijenti sa visokim r-1S-ILT-om imali su
statisticki znacajno vecu koncentraciju NE/ELA2 u ILT-u u poredenju sa pacijentima sa niskim
vrednostima r-1S-1LT-a (17.07 ng/mL vs. 13.62 ng/mL; P=0.028) (Slika 19).

Tabela 20. Koncentracije proteoliti¢kih enzima u ILT-u sa niskim i visokim r-1S-1LT

Proteoliticki enzimi Nizak r-1S-ILT (N=25)  Visok r-IS-ILT (N=25) P
MMP-9 (pg/mL) 1860 + 289 1986 + 378 0.192*
MMP-2 (pg/mL) 15.51 (12.88-19.49) 14.02 (11.08-15.90) 0.174%*

NE/ELA2 (ng/mL) 13.62 (11.76-17.15) 17.07 (13.48-18.93) 0.028%*

*Poredenje izvrSeno Stundentovim t-testom; ** Poredenje izvrseno Mann — Whitney U testom.
Matriksmetaloproteinaza 2 (MMP-2); Matriksmetaloproteinaza 9 (MMP-9); Neutrofilna elastaza
(NE/ELA2)
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Slika 19. Uporedivanje grupe pacijenata sa niskim i visokim r-1S-ILT-om na
osnovu koncentracije NE/ELA2 u ILT-u.

4.5.2. Uporedivanje grupe pacijenata sa niskim i visokim r-1S-ILT-om na osnovu
koncentracije proteolitickih enzima u zidu AAA.
Koncentracije proteoliti¢kih enzima u zidu AAA nisu se znalajnije razlikovale izmedu

pacijenata sa niskim i visokim r-1S-ILT-a (Tabela 21).

Tabela 21. Koncentracije proteoliti¢kih enzima u zidu AAA kod pacijenata sa niskim i

visokim r-1S-1LT-om

Proteoliticki enzimi Nizak r-1S-ILT (N=25)  Visok r-IS-ILT (N=25) P
MMP-9 (pg/mL) 1634 + 494 1757 + 487 0.378*
MMP-2 (pg/mL) 29.81 (25.35-32.02) 31.13 (28.15-33.48) 0.184%*

NE/ELA2 (ng/mL) 10.43 (6.53-13.07) 12.31 (9.24-15.43) 0.109%*

*Poredenje izvrseno Stundentovim t-testom; ** Poredenje izvrseno Mann — Whitney U testom.
Matriksmetaloproteinaza 2 (MMP-2); Matriksmetaloproteinaza 9 (MMP-9); Neutrofilna
elastaza (NE/ELA2)
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4.5.3. Uporedivanje grupe pacijenata sa niskim i visokim r-1S-ILT-om na osnovu

koncentracije proteina ekstracelularnog matriksa u zidu AAA.

Rezultati poredenja pacijenata sa niskim i visokim r-IS-ILT-om na osnovu koncentracije

proteina ekstracelularnog matriksa u zidu AAA prikazani su u tabeli 22. Pacijenti iz grupe sa visokim

r-1S-ILT-om imali su statisti¢ki znac¢ajno manju koncentraciju ELN-a u zidu AAA (0.76 ng/mL vs.

1.08 ng/mL; P=0.047) (Slika 20). Koncentracije ostalih komponenti ekstracelularnog matriksa se

nisu znac¢ajno razlikovale izmedu ispitivanih grupa.

Tabela 22. Koncentracije protenina ekstracelularnog matriksa u zidu AAA kod pacijenata

sa niskim i visokim r-1S-1LT-om.

o ] Nizak r-I1S-ILT Visok r-1S-ILT
Proteini ekstracelularnog matriksa P
(N=25) (N=25)
COL3 (ng/mL) 11.25 +£5.23 14.03 £5.61 0.078*
ELN (ng/mL) 1.08 (0.66-1.58) 0.76 (0.46-0.99) 0.047**
PG (ng/mL) 5.27 (2.01-7.26) 7.10 (2.09-8.82) 0.372**

*Poredenje izvrseno Stundentovim t-testom; ** Poredenje izvrseno Mann — Whitney U

testom. Kolagen tip 3 (COL3), Elastin (ELN), Proteoglikan (PG)

1,8

1,6

1,4

ELN, ng/mL
e 2
-] -} -

e
'S

&
N

1,58
p=0,047
B 1,08
0,99
0,76
0,66
0,46
Nizak r-IL-ILT Visok r-IL-ILT

Slika 20. Koncentracija ELN-a u zidu AAA kod pacijenta sa niskim i

visokim vrednostima r-1S-ILT-a
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4.5.4. Uporedivanje grupe pacijenata sa niskim i visokim r-1S-ILT-om na osnovu
parametara oksidativnog stresa u zidu AAA.

Rezultati poredenja pacijenata sa niskim i visokim r-IS-ILT-om na osnovu parametara
oksidativnog stresa u zidu AAA prikazani su u tabeli 23. Aktivnost antioksidativnog enzima katalaze
statisticki je znacajno veca kod pacijenata sa visim r-1S-ILT-om (4.70 U/g vs. 3.54 U/g; P=0.034)

(Slika 21). Nije dokazana znacajna razlika u koncentraciji MDA izmedu uporedivanih grupa.

Tabela 23. Parametari oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite u zidu AAA kod

pacijenata sa niskim i visokim r-1S-1LT-om

Parametri oksidativnog stresa  Nizak r-I1S-ILT (N=25) Visok r-IS-ILT (N=25) P
MDA (nmol/g) 14.36 (10.39-34.23) 15.38 (11.28-78.33) 0.516**
Katalaza (U/g) 3.54 +1.46 4,70 £2.23 0.034*

Poredenje izvrseno Stundentovim t-testom,; ** Poredenje izvrseno Mann — Whitney U testom.
Malondialdehid (MDA)

Katalaza U/g
A 1]

W

Nizak r-IL-ILT Visok r-IL-ILT

Slika 21. Aktivnost katalaze u zidu AAA kod pacijenta sa niskim i visokim

vrednostima r-1S-1LT-a
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4.6. Demografski i klinicki parametetri u predikciji visokih vrednosti r-1S-1LT-a.

Posmatrana je prediktivna sposobnost pola, starosti, ITM-a, pusenja, upotrebe statina i
antiagregacionih lekova u predikciji visokih (>0.925) vrednosti r-1S-ILT-a (Tabela 24). Od svih
ispitivanih prediktora ITM i antiagregaciona terapija predvidaju visoke vrednosti r-1S-ILT-a.

Tabela 24. Prediktivne vrednosti demografskih i klini¢ckih parametara na visoke vrednosti

r-1S-ILT
Demografski i klini¢ki parametri OR (95% IP) P

Zivotna dob 1.962 (0.621-6.193) 0.251

Pol (muski) 1.57 (0.239-10.300) 0.639

ITM (kg/m?) 0.291 (0.087-0.975) 0.045

Pusenje 1.185 (0.378 — 3.718) 0.771
Antiagregaciona terapija 0.265 (0.082-0.854) 0.026
Statini 0.495 (0.153-1.606) 0.242

Univarijantna logisticka regresiona analiza. Indeks telesne mase (ITM<25kg/m? obelezene su 0,
a vrednosti >25kg/m?obelezene su 1). Godine starosti pacijenta <67 obelezene su 0, a godine
starosti >67 obeleZene su 1. Vrednosti signala r-1S ILT <0.9250 obelezene su 0, a >0.9250

obelezene su 1. Odds ratio (OR); interval pouzdanosti (IP).
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Pacijenti sa ITM-om manjim od 25kg/m? imaju 3.4 puta (1/0.291) veéu $ansu da im r-IS-ILT
bude veéi od 0.9250 u poredenju sa pacijentima sa ITM-om manjim od 25kg/m2. Kod osoba koje su
na antiagregacionoj terapiji verovatnoca da ¢e vrednost r-1S-ILT-a biti manja od 0.925 je 3.77

(1/0.265) puta veca nego kod osobe koje ne uzimaju antiagregacionu terapiju (Slika 22).

1,2
: 0,975
0,854
0,8
&
X
i 0,6
e
+4
o
0,4
M 0,291 Bl 0,265
0,2
0,087 0,082
0
IT™ Antiagregaciona terapija
Slika 22. Prediktivne vrednosti ITM-a i antiagregacione terapije na
visoke vrednosti r-1S-1LT-a u univaijantnoj logisti¢koj regresionoj
analizi.

Antiagregaciona terapija i ITM uklju¢eni su u multiplu logisticku regresionu analizu kako bi
se ispitao njihov nezavisan uticaj na predikciju visokih vrednosti r-I1S-ILT-a. Terapija
antiagregacionim lekovima je prediktor visokih vrednosti r-1S-ILT-a nezavisno od ITM-a (Tabela
25). Ukoliko je pacijent na antiagregacionoj terapiji verovatnoca da ¢e se tokom pregleda detektovati
visoka vrednost r-1S-ILT-a je 3,4 puta manja (za 71%) u odnosu na osobe koje nisu na navedenoj

terapiji i ta prediktivna sposobnost je nezavisna od ITM-a (Slika 23).
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Tabela 25. Prediktivne vrednosti demografskih i klini¢ckih parametara na visoke vrednosti

r-1S-ILT-a
Prediktivni parametri ORa (95% IP) P
ITM (kg/m?) 0.320 (0.093-1.159) 0.084
Antiagregaciona terapija 0.294 (0.088-0.985) 0.047

Multipla logisticka regresiona analiza. Indeks telesne mase (Vrednosti ITM<25kg/m? obelezene
su 0, a vrednosti >25kg/m?obelezene su 1). Vrednosti r-1S-ILT<0.9250 obelezene su 0, a

vrednosti >0.9250 obelezene su 1. Korigovani odds ratio (ORa); interval pouzdanosti (IP).
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Slika 23. Prediktivne vrednosti ITM-a i antiagregacione terapije na visoke
vrednosti r-1S-ILT-a u multiploj logisti¢koj regresionoj analizi.

4.7. lIspitivanje razlika u pogledu bioloske aktivnosti ILT-a, kao i parametara
proteoliticke aktivnosti i sadrZzaja zida AAA izmedu grupe pacijenata koji su uzimali ili nisu
uzimali statine.

Svi ispitanici su podeljeni u dve grupe na osnovu toga da li su bili na terapiji statinima (Tabela
26). Broj pacijenata sa hiperlipidemijom bio je znacajno veéi u grupi koja je bila na terapiji statinima
(88.9% vs. 56.3%; P=0.026). Medutim, preko 50% pacijenata sa hiperlipidemijom nije uzimao
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statine (Slika 24). Procenat pacijenata koji su pored statina uzimali i antiagregacionu terapiju bio je
znacajno veéi od onog koji su uzimali samo antiagregacionu terapiju (66.7% vs. 37.5%; P=0.048)
(Slika 25).

Tabela 26. Uporedivanje grupa na osnovu demografskih i osnovnih klini¢kih karakteristika

pacijenata

Bez terapije statinima Terapija statinima

Karakteristike pacijenata P
(N=32) (N=18)

Zivotna dob 68.2 +8.2 66.8 + 8.3 0.577
Pol (muski) 31 (96.9%) 14 (77.8%) 0.050**

ITM (kg/m?) 25.9+2.9 26.6 +3.1 0.469
Pusenje 14 (43.5%) 5 (27.8%) 0.264**
Arterijska hipertenzija 27 (84.4%) 17 (94.4%) 0.399*
Dijabetes melitus 4 (12.5%) 3 (16.7%) 0.692*
Ishemijaska bolest srca 6 (18.8%) 5 (27.8%) 0.459**
Sréana insuficijencija 2 (6.3%) 2 (11.1%) 0.612*
Karotidna bolest 6 (18.8%) 2 (11.1) 0.694*

Hroni¢na opstruktivna bolest
15 (46.9%) 7 (38.9%) 0.585**
pluca
Periferna okluzivna arterijska
4 (12.5%) 1 (5.6%) 0.642*
bolest
Hroni¢na bubrezna
S 5 (15.6%) 4 (22.2%) 0.705*
insuficijencija

Antiagregaciona terapija 12 (37.5%) 12 (66.7%) 0.048

Hiperlipidemija 18 (56.3%) 16 (88.9%) 0.026*

Poredenje kontinuiranih varijabli je izvrseno Stundentovim t-testom,; * Poredenje izvrseno

Fisher excact testom; ** Poredenje izvrieno y* testom. Indeks telesne mase (ITM)
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Bez terapije statinima Terapija statinima

Slika 24. Ucestalost hiperlipidemije kod pacijenata na terapiji i bez
terapije statinima.

Antiagregaciona terapija

66,7%

37,5%

Bez terapije statinima Terapija statinima

Slika 25. Ucestalost antiagregacione terapije kod pacijenta na terapiji i

bez terapiie statinima

4.7.1. MR parametri kod pacijenata na terapiji i bez terapije statinima.
Rezultati poredenja grupe pacijenata koji su na terapiji i bez terapije statinima na osnovu MR
parametara prikazani su u tabeli 27. Kod ispitivanih MR parametara dokazana je razlika u vrednosti

r-1S-ILT-a izmedu ispitivanih grupa. Vrednosti r-1S-ILT-a su bile statisticki znacajno veée kod
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pacijenata koji nisu uzimali statine (1.01 vs. 0.84; P=0.041) (Slika 26). Ispitivane grupe se nisu
razlikovale na osnovu ostalih MR parametara.

Tabela 27. MR parametri kod pacijenata na terapiji i bez terapije statinima

MR parametri Bez terapije statinima (N=32)  Terapija statinima (N=18) P
Dmax (cm) 5.46 (4.96-6.34) 5.52 (5.01-5.90) 0.808**
r-1S-ILT 1.01 (0.85-1.18) 0.84 (0.73-0.98) 0.041
r-P-ILT 0.51+0.18 0.55 +0.20 0.446*

*Poredenje izvrSeno Stundentovim t-testom; ** Poredenje izvrseno Mann — Whitney U testom.
Najveci dijametar AAA (Dmax), relativni intenzitet signala intraluminalnog tromba (r-I1S-ILT);

relativna povrSina tromba (r-P-ILT)

1,4
1,2 1,18
1 1,01 0,08
0,85 + 0,84
= 0,8
=l p=0,041 0,73
&
= 0,6
0,4
0,2
0
Bez terapije statinima Terapija statinima
Slika 26. Vrednosti r-1S-ILT-a kod pacijenta na terapiji i bez terapije
statinima.

4.7.2. Uporedivanje grupe pacijenata koji su na terapiji i bez terapije statinima na
osnovu bioloske aktivnosti ILT-a.

Rezultati poredenja grupe pacijenata koji su na terapiji i bez terapije statinima na osnovu
koncentracije proteolitickih enzima u ILT-u prikazani su u tabeli 28. Nije dokazana statisticki

znacajna razlika izmedu ispitivanih grupa u pogledu koncentracije proteolitickih enzima u ILT-u.
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Tabela 28. Koncentracije proteolitickih enzima u ILT-u kod pacijenata na terapiji i bez

terapije statinima

Bez terapije statinima Terapija statinima
Proteoliticki enzimi P
(N=32) (N=18)
MMP-9 (pg/mL) 1966 + 338 1847 + 337 0.235*
MMP-2 (pg/mL) 14.58 (11.72-18.50) 14.78 (12.49 — 18.40) 0.895**
NE/ELA2 (ng/mL) 15.72 (12.78 — 18.51) 15.30 (11.21 — 17.46) 0.390**

*Poredenje izvrSeno Stundentovim t-testom; ** Poredenje izvrseno Mann — Whitney U testom.
Matriksmetaloproteinaza 2 (MMP-2); Matriksmetaloproteinaza 9 (MMP-9); Neutrofilna
elastaza (NE/ELA2)

4.7.3. Uporedivanje grupe pacijenata koji su na terapiji i bez terapije statinima na
osnovu koncentracije proteolitickih enzima u zidu AAA.
Koncentracije proteolitickih enzima u zidu AAA nisu se znacajnije razlikovale izmedu

pacijenata koji su na terapiji i bez terapije statinima (Tabela 29).

Tabela 29. Koncentracije proteolitickih enzima u zidu AAA kod pacijenta koji su na terapiji

| bez terapije statinima

Bez terapije statinima Terapija statinima

Proteoliticki enzimi P
(N=32) (N=18)
MMP-9 (pg/mL) 1675 + 527 1733 £ 426 0.690*
MMP-2 (pg/mL) 30.13 (27.58-32.17) 31.06 (25.47-33.52) 0.455**
NE/ELAZ2 (ng/mL) 11.28 (9.24 — 13.26) 11.66 (6.46 — 15.58) 0.928**

*Poredenje izvrseno Stundentovim t-testom; ** Poredenje izvrseno Mann — Whitney U testom.
Matriksmetaloproteinaza 2 (MMP-2); Matriksmetaloproteinaza 9 (MMP-9); Neutrofilna
elastaza (NE/ELA2)

4.7.4. Uporedivanje grupe pacijenata koji su na terapiji i bez terapije statinima na
osnovu koncentracije proteina ekstracelularnog matriksa u zidu AAA.
Koncentracije proteina ekstracelularnog matriksa se nisu znaéajno razlikovale izmedu

ispitivanih grupa (Tabela 30).
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Tabela 30. Koncentracije proteina ekstracelularnog matriksa u zidu AAA kod pacijenta koji

su na terapiji i bez terapije statinima

Proteini ekstracelularnog Bez terapije statinima Terapija statinima 5
matriksa (N=32) (N=18)
COL3 (ng/mL) 12.79 £ 4.98 12.36 + 6.67 0.797*
ELN (ng/mL) 0.80 (0.46-1.14) 0.89 (0.65-2.08) 0.210%*
PG (ng/mL) 5.58 (2.04-7.88) 5.70 (2.63 — 10.09) 0.620**

*Poredenje izvrseno Stundentovim t-testom; ** Poredenje izvrseno Mann — Whitney U

testom. Kolagen tip 3 (COL3), Elastin (ELN), Proteoglikan (PG)

4.7.5. Uporedivanje grupe pacijenata koji su na terapiji i bez terapije statinima na
osnovu parametara oksidativnog stresa u zidu AAA.
Aktivnost katalaze 1 koncentracija MDA se nisu znacajnije razlikovale u navedenim grupama

pacijenata (Tabela 31).

Tabela 31. Parametari oksidativnog stresa i antioksidativne zastite u zidu AAA kod

pacijenta koji su na terapiji i bez terapije statinima

Parametri oksidativnog Bez terapije statinima Terapija statinima .
stresa (N=32) (N=18)
MDA (nmol/qg) 15.51 (10.71-27.31) 13.98 (11.02-98.72) 0.848**
Katalaza (U/g) 4.09+2.12 4.18 +1.69 0.871*

*Poredenje izvrSeno Stundentovim t-testom; ** Poredenje izvrseno Mann — Whitney U testom.
Malondialdehid (MDA)

4.8. Ispitivanje razlika u pogledu bioloske aktivnosti ILT-a, kao i parametara
proteoliticke aktivnosti i sadrZaja zida AAA izmedu grupe pacijenata koji su na terapiji i bez
terapije antiagregacionim lekovima.

Svi ispitanici su podeljeni u dve grupe na osnovu toga da li su uzimali antiagregacionu
terapiju (Tabela 32). Procenat pacijenata koji su pored antiagregacione terapije uzimali i statine bio
je znacajno veci od onih koji su koristili samo statine (50% vs. 23.1%; P=0.048) (Slika 27). Navedene

grupe se nisu razlikovale na osnovu ostalih ispitivanih demografskih i klinickih parametara.
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Tabela 32. Uporedivanje grupa na osnovu demografskih i osnovnih klini¢kih karakteristika

pacijenata

Bez antiagregacione

Antiagregaciona terapija

Karakteristike pacijenata § P
terapije (N=26) (N=24)
Zivotna dob 68.2 +9.3 67.2 6.9 0.661
Pol (muski) 24 (92.3%) 21 (87.5%) 0.461*
ITM (kg/m?) 25.7+3.3 26.7+2.6 0.237
Pusenje 11 (42.3%) 8 (33.3%) 0.514**
Arterijska hipertenzija 22 (84.6%) 22 (91.7%) 0.373*
Dijabetes melitus 4 (15.4%) 3 (12.5%) 0.547*
Ishemijska bolest srca 3 (11.5%) 8 (33.3%) 0.064*
Srcana insuficijencija 1 (3.8%) 3 (12.5%) 0.275*
Karotidna bolest 3 (11.5%) 5 (20.8%) 0.305*
Hronic¢na obstruktivna
10 (38.5%) 12 (50%) 0.412**
bolest plu¢a
Periferna okluzivna
. 3 (11.5%) 2 (8.3%) 0.539*
arterijska bolest
Hroni¢na bubrezna
o 6 (19.2%) 4 (16.7%) 0.554*
insuficijencija
Terapija statinima 6 (23.1%) 12 (50%) 0.048
Hiperlipidemija 19 (73.1%) 15 (62.5%) 0.423**

Poredenje kontinuiranih varijabli je izvrSeno Stundentovim t-testom,; * Poredenje izvrsen0

Fisher excact testom,; ** Poredenje izvrseno y* testom. Indeks telesne mase (ITM)
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Slika 27. Ucestalost upotrebe statina kod pacijenta Koji su na

antiagregacionoj terapiji i bez antiagregacione terapije.

4.8.1. MR parametri kod pacijenata koji su na antiagregacionoj terapiji i bez
antiagregacione terapije.

Rezultati poredenja grupe pacijenata koji su na antiagregacionoj terapiji i bez antiagregacione
terapije na osnovu MR parametara prikazani su u tabeli 33. Navedene grupe se nisu razlikovale na

osnovu ispitivanih MR parametara.

Tabela 33. MR parametri kod pacijenata koji su na antiagregacionoj terapiji i bez

antiagregacione terapije

) Bez antiagregacione terapije Antiagregaciona terapija
MR parametri P
(N=26) (N=24)
Dmax (cm) 5.48 (4.89-6.40) 5.49 (5.13-6.08) 0.689**
r-1S-ILT 1.02 (0.85-1.19) 0.85 (0.74-1.07) 0.905**
r-P-ILT 0.52+£0.20 0.53+£0.18 0.828*

*Poredenje izvrseno Stundentovim t-testom,; ** Poredenje izvrseno Mann — Whitney U testom.
Najveci dijametar AAA (Dmax), relativni intenzitet signala intraluminalnog tromba (r-1S-ILT); relativna

povrsina tromba (r-P-ILT)
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4.8.2. Uporedivanje grupe pacijenata koji su na antiagregacionoj terapiji i bez
antiagregacione terapije na osnovu bioloske aktivnosti ILT-a.

Rezultati poredenja grupe pacijenata koji su na antiagregacionoj terapiji i bez antiagregacione
terapije na osnovu koncentracije proteolitickih enzima u ILT-u prikazani su u tabeli 34. Nije
dokazana statisticki znacajna razlika izmedu ispitivanih grupa u pogledu koncentracije proteolitickih

enzimau ILT-u.

Tabela 34. Koncentracije proteolitickih enzima u ILT-u kod pacijenata koji su na

antiagregacionoj terapiji i bez antiagregacione terapije.

Proteoliti¢ki Bez antiagregacione terapije Antiagregaciona terapija 5
enzimi (N=26) (N=24)
MMP-9 (pg/mL) 1942 + 290 1903 + 391 0.689*
MMP-2 (pg/mL) 13.93 (11.57-15.78) 15.82 (13.67-19.78) 0.834**
NE/ELA2 (ng/mL) 15.94 (12.68 — 18.39) 15.28 (11.60 — 17.62) 0.889**

*Poredenje izvrSeno Stundentovim t-testom; ** Poredenje izvrseno Mann — Whitney U testom.
Matriksmetaloproteinaza 2 (MMP-2); Matriksmetaloproteinaza 9 (MMP9); Neutrofilna elastaza
(NE/ELA2)

4.8.3. Uporedivanje grupe pacijenata koji su na antiagregacionoj terapiji i bez
antiagregacione terapije na osnovu koncentracije proteolitickih enzima u zidu AAA.
Koncentracije proteoliti¢kih enzima u zidu AAA nisu se znalajnije razlikovale izmedu

pacijenata koji su na antiagregacionoj terapiji i bez antiagregacione terapije (Tabela 35).

Tabela 35. Koncentracije proteoliti¢kih enzima u zidu AAA kod pacijenta Kkoji su na

antiagregacionoj terapiji i bez antiagregacione terapije

Proteolitic¢ki Bez antiagregacione terapije Antiagregaciona terapija .
enzimi (N=26) (N=24)
MMP-9 (pg/mL) 1729.5 + 392 1660 + 584 0.621*
MMP-2 (pg/mL) 29.59 (26.03-32.60) 31.06 (28.09-33.13) 0.374**
NE/ELA2 (ng/mL) 11.89 (9.20 - 13.37) 10.69 (8.08 — 15.91) 0.928**

*Poredenje izvrseno Stundentovim t-testom; ** Poredenje izvrseno Mann — Whitney U testom.
Matriksmetaloproteinaza 2 (MMP-2); Matriksmetaloproteinaza 9 (MMP-9); Neutrofilna
elastaza (NE/ELA2)
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4.8.4. Uporedivanje grupe pacijenata koji su na antiagregacionoj terapiji i bez
antiagregacione terapije na osnovu koncentracije proteina ekstracelularnog matriksa u zidu
AAA.

Koncentracije proteina ekstracelularnog matriksa se nisu znaéajno razlikovale izmedu

ispitivanih grupa (Tabela 36).

Tabela 36. Koncentracije proteina ekstracelularnog matriksa u zidu AAA kod pacijenta

koji su na antiagregacionoj terapiji i bez antiagregacione terapije

Proteini ekstracelularnog Bez antiagregacione Antiagregaciona terapija
matriksa terapije (N=26) (N=24)
COL3 (ng/mL) 12.47 + 4.06 12.82 + 6.96 0.830*
ELN (ng/mL) 0.74 (0.52-1.04) 1.13 (0.52-1.51) 0.219%*
PG (ng/mL) 5.62 (2.00-8.53) 5.64 (2.04 — 8.49) 0.156**

*Poredenje izvrseno Stundentovim t-testom; ** Poredenje izvrseno Mann — Whitney U

testom. Kolagen tip 3 (COL3), Elastin (ELN), Proteoglikan (PG)

4.8.5. Uporedivanje grupe pacijenata koji su na antiagregacionoj terapiji i bez
antiagregacione terapije na osnovu parametara oksidativnog stresa u zidu AAA.
Aktivnost katalaze i koncentracija MDA se nisu znacajnije razlikovale u navedenim grupama

pacijenata (Tabela 37).

Tabela 37. Parametari oksidativnog stresa i antioksidativne zastite u zidu AAA kod

pacijenta koji su na antiagregacionoj terapiji i bez antiagregacione terapije

Parametri oksidativnhog  Bez antiagregacione terapije  Antiagregaciona terapija

stresa (N=26) (N=24)
MDA (nmol/g) 15.13 (11.03-31.22) 13.59 (10.70-72.88) 0.254**
Katalaza (U/g) 411 +1.90 4.12 +2.06 0.955*

*Poredenje izvrseno Stundentovim t-testom; ** Poredenje izvrseno Mann — Whitney U testom.
Malondialdehid (MDA)
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4.9. Ispitivanje razlika u pogledu bioloske aktivnosti ILT-a, kao i parametara
proteoliticke aktivnosti i sadrzaja zida AAA izmedu grupe pacijenata koji su istovremeno
uzimali statine i antiagregacionu terapiju i grupe koja nije uzimala nijedan od navedenih
lekova.

Navedene grupe pacijenata se nisu znacajnije razlikovale na osnovu ispitivanih demografskih

i klini¢kih parametara (Tabela 38).

Tabela 38. Uporedivanje grupa na osnovu demografskih i osnovnih klini¢kih karakteristika

pacijenata
o Bez statina i bez o )
Karakteristike ) ) N Statini i antiagregaciona
- antiagregacione terapije .
pacijenata terapija (N=12)
(N=20)
Zivotna dob 68.6 + 9.3 66.8 +7.8 0.578
Pol (muski) 20 (100%) 10 (83.3%) 0.133*
ITM (kg/m?) 25.5+ 3.5 26.7 + 3.4 0.340
Pusenje 9 (45%) 3 (25%) 0.452*
Arterijska hipertenzija 16 (80%) 11 (91.7%) 0.626*
Dijabetes melitus 3 (15%) 2 (16.7%) 0.999*
Ishemijska bolest srca 3 (15%) 5 (41.7%) 0.116*
Sréana insuficijencija 1 (5%) 2 (16.7%) 0.540*
Karotidna bolest 2 (10%) 1 (8.3%) 0.999*
Hronic¢na obstruktivna
9 (45%) 6 (50%) 0.784**
bolest pluc¢a
Periferna okluzivna
- 3 (15%) 1 (8.3%) 0.999*
arterijska bolest
Hroni¢na bubrezna
S 2 (10%) 1 (8.3%) 0.999*
insuficijencija
Hiperlipidemija 13 (65%) 10 (83.3%) 0.422*

Poredenje kontinuiranih varijabli je izvrseno Stundentovim t-testom,; * Poredenje izvrseno

Fisher excact testom; ** Poredenje izvrieno y* testom. Indeks telesne mase (ITM)
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49.1. MR parametri kod pacijenata koji su istovremeno uzimali statine i
antiagregacionu terapiju i grupe koja nije uzimala nijedan od navedenih lekova.
Uporedivane grupe se nisu razlikovale na osnovu ispitivanin MR parametara (Tabela 39).

Tabela 39. MR parametri kod pacijenata koji su istovremeno uzimali statine i

antiagregacionu terapiju i onih koji nisu uzimali nijedan od navedenih lekova

~ Bez statina i bez antiagregacione Statini i antiagregaciona
MR parametri B B P
terapije (N=20) terapija (N=12)
Dmax (cm) 5.40 (4.91-6.41) 5.55 (5.13-6.07) 0.659**
r-1S-1ILT 1.06 (0.86-1.18) 0.82 (0.69-0.94) 0.116
r-P-ILT 0.53+0.21 0.58 £0.23 0.462*

*Poredenje izvrSeno Stundentovim t-testom; ** Poredenje izvrseno Mann — Whitney U testom.
Najveci dijametar AAA (Dmax), relativni intenzitet signala intraluminalnog tromba (r-I1S-ILT);

relativna povrsina tromba (r-P-1LT)

4.9.2. Uporedivanje grupe pacijenata koji su istovremeno uzimali statine i
antiagregacionu terapiju i grupe koja nije uzimala nijedan od navedenih lekova na osnovu
bioloske aktivnosti ILT-a.

Nije dokazana statisticki znacajna razlika izmedu ispitivanih grupa u pogledu koncentracije

proteolitickih enzima u ILT-u (Tabela 40).

Tabela 40. Koncentracije proteoliti¢kih enzima u ILT-u kod pacijenata koji su istovremeno

uzimali statine i antiagregacionu terapiju i onih koji nisu uzimali nijedan od navedenih

lekova
Proteoliticki Bez statina i bez Statini i antiagregaciona .
enzimi antiagregacione terapije (N=20) terapija (N=12)
MMP-9 (pg/mL) 1907 + 297 1740 + 331 0.152*
MMP-2 (pg/mL) 13.93 (11.43-15.93) 16.52 (12.23 - 19.68) 0.256**
NE/ELA2
16.29 (13.03 - 16.70) 15.53 (10.80 - 17.32) 0.552**
(ng/mL)

*Poredenje izvrseno Stundentovim t-testom; ** Poredenje izvrseno Mann — Whitney U testom.
Matriksmetaloproteinaza 2 (MMP-2); Matriksmetaloproteinaza 9 (MMP-9); Neutrofilna
elastaza (NE/ELA2)
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4.9.3. Uporedivanje grupe pacijenata koji su istovremeno uzimali statine i
antiagregacionu terapiju i grupe koja nije uzimala nijedan od navedenih lekova na osnovu
koncentracije proteolitickih enzima u zidu AAA.

Koncentracije proteolitiCkih enzima u zidu AAA nisu se znacajnije razlikovale izmedu
pacijenata koji su istovremeno uzimali statine i antiagregacionu terapiju i onih koji nisu uzimali

nijedan od navedenih lekova (Tabela 41).

Tabela 41. Koncentracije proteolitickih enzima u zidu AAA kod pacijenta koji su
istovremeno uzimali statine i antiagregacionu terapiju i onih koji nisu uzimali nijedan od

navedenih lekova

Proteoliti¢ki Bez statina i bez Statini i antiagregaciona 5
enzimi antiagregacione terapije (N=20) terapija (N=12)
MMP-9 (pg/mL) 1751 + 411 1711 £ 471 0.899*
MMP-2 (pg/mL) 29.59 (27.58-32.52) 31.17 (29.17-34.78) 0.182**
NE/ELA2
12.13 (9.48 —13.26) 13.30 (6.42 — 16.21) 0.552**
(ng/mL)

*Poredenje izvrSeno Stundentovim t-testom; ** Poredenje izvrseno Mann — Whitney U testom.
Matriks Metaloproteinaza 2 (MMP-2); Matriks Metaloproteinaza 9 (MMP-9); Neutrofilna
elastaza (NE/ELA2)

4.9.4. Uporedivanje grupe pacijenata koji su istovremeno uzimali statine i
antiagregacionu terapiju i grupe koja nije uzimala nijedan od navedenih lekova na osnovu
koncentracije proteina ekstracelularnog matriksa u zidu AAA.

Rezultati poredenja na osnovu koncentracije proteina ekstracelularnog matriksa u zidu AAA
u grupi pacijenata koji su istovremeno uzimali statine i antiagregacionu terapiju i grupi u kojoj
pacijenti nisu uzimali nijedan od navedenih lekova prikazani su u tabeli 42. Koncentracija ELN-a u
zidu AAA bila je statisticki znac¢ajno veca kod pacijenata koji su istovremeno uzimali statine i

antiagregacione lekove.
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Tabela 42. Koncentracije proteina ekstracelularnog matriksa u zidu AAA kod pacijenta
koji su istovremeno uzimali statine i antiagregacionu terapiju i onih koji nisu uzimali

nijedan od navedenih lekova

Proteini Bez statina i bez o )
] ) . Statini i antiagregaciona
ekstracelularnog antiagregacione terapije -
] terapija (N=12)
matriksa (N=20)
COL3 (ng/mL) 13.15+3.83 13.43 +7.52 0.887*
ELN (ng/mL) 0.78 (0.49-1.05) 1.21 (0.77-3.02) 0.044**
PG (ng/mL) 5.58 (1.79-7.65) 5.64 (1.98 — 10.62) 0.803**

*Poredenje izvrseno Stundentovim t-testom; ** Poredenje izvrseno Mann — Whitney U

testom. Kolagen tip 3 (COL3), Elastin (ELN), Proteoglikan (PG)

4.9.5. Uporedivanje grupe pacijenata koji su istovremeno uzimali statine i
antiagregacionu terapiju i grupe koja nije uzimala nijedan od navedenih lekova na osnovu
parametara oksidativnog stresa u zidu AAA.

Aktivnost katalaze 1 koncentracija MDA se nisu znacajnije razlikovale u navedenim grupama

pacijenata (Tabela 43).

Tabela 43. Parametari oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite u zidu AAA kod
pacijenta koji su istovremeno uzimali statine i antiagregacionu terapiju i onih koji nisu

uzimali nijedan od navedenih lekova

Bez statina i bez

Parametri ] ] - Statini i antiagregaciona
o antiagregacione terapije ~
oksidativnog stresa terapija (N=12)
(N=20)
MDA (nmol/g) 16.16 (11.47-27.31) 13.59 (11.28-80.58) 0.985**
Katalaza (U/g) 3.99 +2.03 4.02 +1.83 0.959*

*Poredenje izvrseno Stundentovim t-testom; ** Poredenje izvrseno Mann — Whitney U testom.
Malondialdehid (MDA)
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5. Diskusija

Polaze¢i od hipoteze da ILT visokog intenziteta signala ima vecu biolosku aktivnost
postavljeni su ciljevi istrazivanja. U istrazivanje je uklju¢eno 50 pacijenata sa asimptomatskom
infrarenalnom AAA Ccije su karakteristike pre operacije ispitivane MR pregledom, a tokom operacije
uziman je segment prednjeg zida AAA sa pripadaju¢im delom ILT-a radi biohemijske analize.
Odredivana je koncentracije proteolitickih enzima u oba uzorka, kao i komponente ekstracelularnog
matriksa i parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite u aortnom zidu. Demografske i
klinicke karakteristike pacijenata su bile uobiCajene za pacijente sa aneurizmatskom boles¢u
znacajnim procentom aktivnih pusaca (38%). Kao najces¢e udruzene bolesti zabeleZene su arterijska
hipertenzija (88%), hiperlipidemija (68%) i hroni¢na obstruktivna bolest pluca (44%).

Ova studija je imala za cilj da pokaze mogucu ulogu uobicajenog kontrastnog MR pregleda
u proceni bioloske aktivnosti ILT-a i njegovog uticaja na zid AAA ispitivanjem korelacija MR
karakteristika ILT-a sa parametrima njegove proteoliticke aktivnosti i sadrzajem osnovnih
komponenti ekstracelularnog matriksa. BioloSka aktivnost ILT-a je u velikoj meri uslovljena
lokalnim inflamatornim odgovorom. Proinflamatorni citokini, reaktivne vrste kiseonika i proteaze
oslobodene od strane inflamatornih ¢elija koje se nalaze u sastavu ILT-a imaju znacajnu ulogu u
razvoju AAA (136). Prethodna istrazivanja su pokazala da visoke koncentracije NE/ELA i MMP-9
produkovane od strane neutrofila u trombu mogu doprineti razgradnji ekstracelularnog matriksa u
zidu AAA (124). Uloga MMP-2 u formiranju i progresiji AAA, kao i prisustvo ovog enzima u ILT-
u je dobro poznato (137, 138). Za razliku od MMP-9 i NE/ELA, koje dominantno stvaraju leukociti,
glavni izvor MMP-2 predstavljaju glatke miSi¢ne Celije iz aortnog zida (22). Znacajno veca
koncentracija MMP-2 enzima u zidu AAA u poredenju sa koncentracijom u ILT-u potvrdena je i
ovim istrazivanjem. Ovakav nalaz ukazuje da MMP-2 nastala u samom trombu ima zanemarljivu
ulogu u razgradnji zida AAA i moZe se smatrati ireclevantnom u proteolitickoj aktivnosti ILT-a.
Imaju¢i u vidu navedeno, u ovoj studiji su koncentracije MMP-9 i NE/ELA uzete kao marker
bioloske aktivnosti ILT-a.

Kao $to je predloZeno i od strane drugih autora (130, 131), klasifikacija ILT-ova je vrSena na
osnowvu r-1S-1LT-a koji predstavlja odnos izmedu intenziteta signala ILT-a i levog velikog slabinskog
misica dobijenih na TIW sekvenci MR pregleda. Potencijalna uloga r-1S-ILT-a u predikciji bioloske
aktivnosti tromba sa mogué¢im uticajem na aortni zid analizirana je na osnovu korelacije sa
koncentracijom proteolitickih enzima u ILT-u i sadrzajem ekstracelularnog matriksa zida. Takode,
ispitanici su podeljeni u dve grupe u odnosu na vrednost medijane r-1S-ILT-a koje su potom

uporedivane prema biohemijskim karakteristikama aortnog zida i tromba.
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Shodno ¢Cinjenici da je visi intenzitet signala na TIW sekvenci posledica prisustva
methemogloba, Nguyen i sar. (131) su pokazali da svezi trombi sa ve¢om koli¢inom krvnih ¢elija
imaju vedi intenzitet signala. Ista studija apostrofira brzi porast dijametra AAA u grupi sa viSim
intenzitetom signala ILT-a §to moZe biti posledica njegove vece biohemijske aktivnosti. Kori§¢enjem
istog nacina diferenciranja ILT-ova, ovim istrazivanjem je utvrdeno da ILT sa vi§im r-1S-ILT-om na
T1W sekvenci MR pregleda korelira sa ve¢om koncentracijom NE/ELA u trombu i manjim
sadrzajem ELN u zidu AAA. Takode, nadena je veca koncentracija ovog enzima u ILT-u i manja
koncentracija ELN u zidu u grupi pacijenata sa visokim r-1S-ILT-om. Pored toga, prikazani rezultati
pokazuju znacajnu negativnu korelaciju izmedu koncentracije NE/ELA 1 MMP-9 u trombu i sadrZaja
ELN-a u zidu AAA. lako i MMP-9 dominantno produkuju neutrofili, znacajna korelacija izmedu
koncentracije ovog enzima u ILT-u i zidu AAA sa vrednostima r-1S-ILT-a nije nadena. Uprkos
znacajnoj korelaciji izmedu navedenih parametara, vrednosti Spirmanovog koeficijenta korelacije
izmedu 0.300 i 0.449 ukazuju na povezanost srednje snage te bi buduca istrazivanja sa ve¢im brojem
ispitanika mogla pokazati snazniju korelaciju. Takode, primenom MR pregleda koji omogucava
preciznije odredivanje koli¢ine ILT-a 1 njegovog intenziteta signala moze se posti¢i bolja
diferencijacija tromba $to bi moglo dovesti do veée snage korelacije. U jednoj od nedavno
objavljenih studija Zhu i sar. su istakli da specijalni “3D black blood” MR pregled uz koris¢enje
“DANTE-SPACE ” sekvence ima vecu izotropnu rezoluciju i moze obezbediti preciznije odredivanje
intenziteta signala ILT-a (139). Pored ostalog, u budu¢im prospektivnim studijama trebalo bi
definisati opseg vrednosti r-1S-ILT-a koji bi ukazivao na visoku proteoliticku aktivnost ILT-a
povezanu sa brzim porastom AAA.

Detaljnija evaluacija bioloske aktivnosti tromba mogla bi se ocekivati od specificnijih
dijagnostickih metoda koje preciznije prikazuju histolosku strukturu tromba. Do sada su jedino
Nichmi i sar. (132) odredivali intenzitet neutrofilne infiltracije ILT-a upotrebom MR pregleda uz
koriS¢enje specificnog SPIO kontrasta koji fagocitovan od strane neutrofila omogucava bolju
procenu histoloske grade. Pokazano je da preuzimanje SPIO kontrasta u ILT-u korelira sa
zastupljeno$¢u leukocita odgovornih za produkciju proteolitickih enzima. Ovi autori su takode nasli
pozitivhu korelaciju sa nivoom MMP-9 u trombu. Infiltracija inflamatornim celijama se moze
proceniti i PET-om na osnovu stepena preuzimanja 8F-FDG-a (140). Medutim, zbog izlaganja
pacijenata jonizuju¢em zracenju upotreba ove metode ne bi bila adekvatna za rutinsku evaluaciju
rizika od rupture u slu¢aju malih asimptomatskih AAA. Pored navedenih imidZing tehnika, pokazano
je da se neutrofilna aktivnost u trombu moze proceniti odredivanjem nivoa NGAL u plazmi koji
pozitivno korelira sa stepenom proteoliticke aktivnosti tromba i porastom AAA (141, 142).

Ovim istraZzivanjem nije pokazana znacajna povezanost izmedu relativnog intenziteta signala

i koncentracije MMP-9 u ILT-u niti sa sadrzajem COL3 i PG u zidu AAA. Ovakav rezultat moze biti
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posledica inaktivne forme MMP-9 jer su u studiji odredivane koncentracije enzima, a ne njihova
aktivnost.

Koli¢ina ILT-a u aneurizmatskoj kesi je procenjivana na osnovu r-P-ILT-a na aksijalnom
preseku u nivou maksimalnog dijametra AAA. Pokazana je znaCajna povezanost izmedu
maksimalnog dijametra AAA i koli¢ine ILT-a. Sli¢nu pozitivnu korelaciju sa debljinom tromba na
prednjem zidu pokazali su Koole i sar. (143). Tunika adventicija i spoljasnji sloj tunike medije se
ishranjuju preko nutritivnih krvnih sudova (vasa vasorum), dok se intima i unutrasnji sloj tunike
medije snabdevaju kiseonikom i ostalim hranljivim materijama iz lumena aort. Zbog toga se moze
pretpostaviti da depozicija i koli¢ina ILT-a uti¢u na ishranu unutrasnjeg sloja zida AAA doprinoseci
njegovoj razgradnji i slabljenju. Koncar (97) je u svom istrazivanju pokazao da apsolutna, a posebno
relativna zapremina ILT-a predstavljaju znacajan parameter u proceni rizika od rupture. Medutim,
autor nije nasao znacajnu Korelaciju izmedu koli¢ine ILT-a u aneurizmatskoj kesi i koncentracije
ispitivanih proteolitickih enzima u ILT-u i aortnom zidu. Takode, r-P-ILT nije zna¢ajno menjala nivo
komponenti ekstracelularnog matriksa u aortnom zidu. U literaturi se mogu naci razliciti podaci o
uticaju debljine tromba na nivo proteoliticke aktivnosti u zidu AAA. Wiernicki i sar. (144) su
pokazali vecu aktivnost proteolitiCkih enzima u zidu AAA Kkoji je prekriven tanjim trombom.
Suprotno njihovoj studiji, Kahn i sar. (145) su na$li pozitivnu korelaciju izmedu debljine ILT-a i
aktivnosti MMP-2 i 9 u pripadaju¢em aortnom zidu, dok je u studiji Koolea i sar. (143) pozitivna
korelacija primeéena samo sa nivoom MMP-2 aktivnosti. Znac¢ajna korelacija sa aktivnos¢u MMP-
9 u pomenutoj studiji nije nadena. Pored toga, vecina dosadasnjih istrazivanja ukazuje na to da je zid
AAA prekriven trombom tanji i sa oskudnijim sadrzajem elasti¢nih vlakana (116, 127, 143).

Prethodne studije su ukazale da proinflamatorni citokini (TNF-a, IL-6, IL-1pB, and IFN-y)
imaju vaznu ulogu u razvoju aneurizmatske bolesti abdominalne aorte jer stimuliSu aktivnost
neutrofila i makrofaga (146). Dodatno, proteoliticka aktivnost ILT-a u velikoj meri zavisi od
modulatora aktivnosti MMP-a kao $to su TIMP i NGAL (26, 141, 147). NGAL produkovan od strane
neutrofila potencira proteoliti¢ku aktivnost ILT-a nezavisno ili vezivanjem za MMP-9. Osim toga,
aktivnost NGAL-a moze biti indukovana razli¢itim citokinima i faktorima rasta koji uklju¢uju IL-1a
i B, IL-2, IL-17, insulin sli¢an factor rasta tip 1, TGF-a i TNF- a (147). U fokusu ovog istrazivanja
bilo je ispitivanje potencijalne uloge MR pregleda u odredivanju koncentracije najbitnijih
proteolitickih enzima ILT-a (NE/ELA i MMP-9) i komponenti ekstracelularnog matriksa aortnog
zida (ELN, COL3 i PG). Medutim, u cilju detaljnije evaluacije proteoliticke uloge ILT-a u patogenezi
AAA, u budu¢im studijama dodatno treba ispitati kakav doprinos proinflamatorni citokini i
modulatori aktivnosti MMP-ova imaju u bioloskoj aktivnosti ILT-a.

Ovim istrazivanjem potvrdena je vec¢a koncentraciju MMP-9 i NE/ELA u ILT-u u poredenju

sa susednim aortnim zidom, §to je pokazano i ranijim istrazivanjima (148). Ovakav nalaz sugerise
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da navedeni proteoliticki enzimi usled veée koncentracije u trombu mogu konveksno difundovati u
okolni zid AAA doprinoseci razgradnji ekstracelularnog matriksa. Takode je poznato da aktivnost
MMP-9 u zidu AAA znacajno prevazilazi njenu lokalnu ekspresiju $to upucéuje na to da deo MMP-
9 u zid AAA dolazi iz okolnog ILT-a (149).

NE/ELA je od posebnog znaaja u proteolitickoj aktivnosti ILT-a jer direktno aktivira
proenzim MMP-9, a pored toga razgraduje i njegov glavni inhibitor TIMP-1 (150). Dodatno
proenzimi MMP-a postaju aktivirani usled fibrinoliti¢ke aktivnosti za koju se moze pretpostaviti da
je izraZzenija u svezim trombovima prezentovanim vi§im intenzitetom signala (151). Ovakva
aktivacija proenzima je verovatno najizrazenija u sloju koji je postavljen uz sam zid aneurizme, a
karakteriSe ga najveca aktivnost tPA (126). Ispitivanje efekata i uticaj fibrinolitiCke aktivnosti na
sastav zida AAA i njenu eventualnu progresiju potrebno je sprovesti u buduc¢im istraZivanjima.

Dobro je poznato da aktivnost proteolitickih enzima nije ujednacena u svim slojevima ILT-a
(120). U ovoj studiji je koncentracija proteolitickih enzima odredivana u homogenatu pune debljine
tromba, a ne izolovano u abluminalnom sloju gde se ocekuje da je proteoliticka aktivnost najveca.
Puna debljina tromba je ukljucena u ispitivanje iz nekoliko razloga. Naime, poznato je da nisu svi
ILT-ovi strukturisani iz jasno definisanih slojeva (152). Viseslojna struktura je karakteristika solidnih
dobro organizovanih ILT-ova, dok neorganizovani u potpunosti imaju luminalni tip grade (112).
Pored toga, MR protokolom koji je definisan za ovo istrazivanje nije bilo moguce razlikovati
specifi¢ne slojeve ILT-a na T1W sekvencama. Zbog ovih razloga, dodatno usavrSavanja MR tehnika
treba da omoguci detaljniju evaluaciju strukture tromba $to bi omogucilo precizniju procenu
proteoliticke aktivnosti u pojedinim slojevima organizovanih viSeslojnih ILT-ova.

Uticaj oksidativnog stresa kao vaznog patofizioloSkog mehanizma u razgradnji zida AAA
ispitivan je i od strane autora. Oksidativni stres u aortnom zidu nastaje usled hiperprodukcije
slobodnih radikala, za koju su najodgovorniji NADPH oksidaza i iNOS, uprkos suprostavljanju
antioksidadtivnih enzima kao Sto su katalaza, superoksid dizmutaza, glutation peroksidaza, glutation
reduktaza i tioredoksin ¢ija je aktivnost u oksidativnom stresu takode poviSena (37, 38, 153). Nivo
oksidativnog stresa je znacajno visi u tkivu AAA u poredenju sa zdravim delom iste aorte (36).
Poznato je da slobodni radikali, produkovani u aortnom zidu tokom inflamatornog odgovora,
direktno ostecuju glatke miSi¢ne Celije i razgraduju ekstracelularni matriks (154). Pored toga,
slobodni radikali reaguju sa tiolnom grupom latentnih proenzima MMP-ova i njihovom aktivacijom
doprinose u razgradnji aortnog zida (155). Uloga oksidativnog stresa je od znac¢aja i u ranoj fazi
aneurizmatske bolesti §to je pokazano i u eksperimentalnom modelu porastom ekspresije superoksid
dizmutaze i povecanjem aktivnosti MMP-9 tokom samog formiranja AAA (156). Autor u ovom
istrazivanju nije utvrdio povezanost nivoa oksidativnog stresa (procenjen na osnovu koncentracije

MDA) i antioksidativne zaStite (procenjena na osnovu aktivnosti katalaze) u zidu AAA sa koli¢inom
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tromba u njenoj kesi. Ranije studije (113, 157) su pokazale da je parcijalni pritisak kiseonika
znacajno visi u zidu aorte Koji je prekriven tanjim trombom, ali i da uveéanje debljine tromba iznad
Smm vise ne doprinosi smanjenju parcijalnog pritiska kiseonika $to je moguée obrazlozenje i za
rezultate ove studije. Koole i sar. (143) takode nisu nasli povezanost debljine tromba sa markerima
oksidacije lipida, Sto je u saglasnosti sa rezultatima ovog istrazivanja. Drugacije rezultate su nasli
Wiernicki i sar. (153). Analizirajuci razli¢ite delove zida AAA koje cirkumferentno prekriva ILT.
Ovi autori su pokazali da je oksidativni stres ve¢i u onom delu zida koji je prekriven ILT-om debljine
manje od 1cm.

U ovom istrazivanju nije nadeno da su koncentracije ispitivanih proteoliti€¢kih enzima u ILT-
u povezane sa stepenom oksidativnog stresa, tj. sa koncentracijom MDA 1 aktivnos¢u katalaze u
aortnom zidu. Sa druge strane, autor je nasao ve¢u koncentraciju proteolitickih enzima u zidu AAA
u slucaju povisenog oksidativnog stresa. Medutim, nije pokazano da je sadrzaj elastina u aortnom
zidu u direktnoj korelaciji sa ispitivanim parametrima oksidativnog stresa. O manjem sadrzZaju
elastina se jedino indirektno moZe pretpostaviti na osnovu nalaza koji ukazuje na povezanost
aktivnost katalaze i koncentracije MDA sa veé¢im sadrzajem COL3 i PG u aortnom zidu. Sli¢no ovom
nalazu, Wiernicki i sar. su histoloskom analiziom aortnog zida pokazali veéi sadrzaj kolagena i
zanemarljivu koli¢inu elasti¢nih vlakana u delu zida sa izrazenijim oksidativnim stresom (153). lako
je uloga katalaze u atenuaciji aktivnosti MMP-ova i inhibiciji razvoja AAA pokazana u prethodnim
studijama na animalnim modelima (39, 158), detaljniju eveluaciju oksidadtivnog stresa u patogenezi
i progresiji AAA treba sprovesti u budu¢im studijama koje ¢e ukljuciti ve¢i broja prooksidativnih i
antioksidativnih parametara i ispitati njihov uticaj na proteoliti¢ku aktivnost i gradu aortnog zida.

Pored proteoliticke aktivnosti, od velikog klinickog znacaja su 1 mehani¢ke osobine ILT-a
koje takode treba uzeti u obzir prilikom procene individualnog rizika od rupture AAA (159, 160).
Od posebnog znacaja je procena kompresibilnosti ILT-a jer trombovi vece kompresibilnosti u
biomehanickom pogledu mogu imati ulogu amortizera, te smanjujuéi napon u zidu mogu prevenirati
nastanak rupture (161). Dodatno se uticaj tromba na napon zida AAA ogleda promenama u
obnavljanju i remodelovanju ekstracelularnog matriksa $to je, pored ostalog, direktno uslovljeno
naponom koji zid aorte trpi (162). Dinamski MR pregled pod kontrolom EKG-a (ECG-gated) pruza
mogucénost procene kompresibilnosti tromba 1 detaljnije ispitivanje njegovog uticaja na zid AAA
(163). Zbog svega navedenog, dalja istrazivanja u ovoj oblasti treba da ukljuce istovremenu
evaluaciju biomehanickih i biohemijskih osobina ILT-a i njihovo sinergisti¢ko delovanje na zid AAA
Sto bi omogucilo bolju predikciju porasta AAA irizika od rupture.

Mogu¢i uticaj statina i antiagregacionih lekova na bioloske karakteristike ILT-a 1 zida AAA
ispitivane su i od strane autora uporedivanjem dve grupe pacijenata podeljenih na osnovu uzimanja

navedene terapije. Pacijenti su svrstavani u grupe ako je terapija u kontinuitetu trajala najmanje 6
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meseci pre operacije, odnosno ako u istom intervalu lekovi nisu uzimani, sto se smatralo dovoljnim
periodom da statinska i antiagregaciona terapija ispolje efekte na ILT i zid AAA. Statine je koristilo
36% ispitanika, dok je antiagregacionu terapiju uzimalo njih 48%.

Statini su dobro poznati hipolipemici jer inhibicijom kontrolnog enzima sinteze holesterola
HMG-CoA (3-hidroksi-3-metil-glutaril-koenzim A) reduktaze smanjuju biosintezu endogenog
holesterola, a povecanjem aktivnosti receptora za LDL (low-density lipoprotein) holesterol na
hepatocitima povecavaju klirens holesterola iz krvi. Nezavisno od dejstva na metabolizam
holesterola, terapija statinima moze biti od koristu u lecenju 1 prevenciji mnogih vaskularnih
oboljenja zbog svojih pleiotropnih efekata (62, 164-167). U nedavno publikovanom sistematskom
pregledu i meta-analizi pokazano je da uzimanje statina moze smanjiti progresiju AAA, rizik od
rupture i perioperativni mortalitet kod elektivno operisanih pacijenata (64). Medutim, efekti statina
na patofizioloske mehanizme u razvoju aneurizmatske bolesti do sada nisu dovoljno razjasSnjeni. U
mnogim studijama je utvrdeno da ova grupa lekova redukuje razgradnju kolagena jer smanjuje
inflamatorni odgovor (168, 169) i stabilizuje ravnotezu MMP-ova i njihovih inhibitora (170-172).
Stoga je u ovom istrazivanju analiziran uticaj statina na proteoliti¢ku aktivnost u ILT-u i zidu AAA
sa moguc¢im efektom na strukturu aortnog zida i MR prezentaciju ILT-a.

Koncentracije proteolitickih enzima u ILT-u 1 aortnom zidu, kao i sadrzaj osnovnih
komponenti ekstracelularnog matriksa aortnog zida nije se znacajnije razlikovao izmedu ispitivanih
grupa. Rezultati ove studije pokazuju da je r-IS-ILT manji u grupi pacijenata koji su uzimali statine.

Kako su veée vrednosti r-1S-ILT-a povezane sa svezim trombom bogatijeg celularnog
sadrzaja (131), niZze vrednosti ovog parametra u statinskoj grupi mogu biti u vezi sa stabilizacijom
ILT-a ulsed antiinflamatornog i antitrombogenog dejstva statina. Antiinflamatorni efekti statina su
dokazani u mnogim studijama (168, 169, 173), ali njihov mehanizam nije u potpunosti razjasnjen.
Medutim, postoje dokazi da statini mogu uticati na inhibiciju adhezionih molekula, kao Sto je
intercelularni adhezioni molekul 1 (ICAM-1) koji ima vaznu ulogu u vezivanju inflamatornih ¢elija
(174). Pored toga, smanjenjem endotelne produkcije azot-monoksida statini umanjuju ekspresiju P-
selektina i adheziju leukocita (175, 176). Smanjenje infiltracije inflamatornim éelijama i ekspresije
MMP-ova u zidu AAA Kajimoto i sar. (177) su objasnili efektom atorvastatina na redukciju
ekspresije c-Jun N-terminal kinaze (JNK). Pored redukcije adhezije inflamatornih Celija, statini svoja
antiinflamatorna dejstva ispoljavaju i blokadom ekspresije proinflamatornih gena za IL-1, iINOS i
TNF-o (178).

lako se koncentracija proteolitickih enzima (MMP-2, MMP-9 i NE/ELA) u ILT-u i aortnom
zidu nije razlikovala u terapijskoj i kontrolnoj grupi pacijenata, postoje studije koje pokazuju da
statini indirektno dovode do manje ekspresije MMP-ova u zidu AAA usled antiinflamatornog dejstva

(172, 179). U manjoj randomizovanoj studiji Evans i sar. (170) su utvrdili znacajno manju aktivnost
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MMP-9 u zidu AAA nakon terapije simvastatinom u poredenju sa placebom. Efekti simvastatina u
redukovanju nivoa MMP-2 i MMP-9 dokazani su i u animalnom modelu AAA (180). Uloga statina
u inhibiciji stvaranja hemokina i MMP-9 u zidu AAA kod ljudi objasnjena je blokadom Racl/NF-
kB puta (179). lako vecina studija potvrduju znacaj statina u smanjivanju nivoa MMP-9 u aortnom
zidu, efekat upotrebe statina u regulisanju nivoa drugih proteaza (MMP-1, 2, 8 i 13) je razli¢it (181-
183). U navedenim studijama nije nadeno da terapija statinima ima uticaj na nivo inhibitora MMP-
ova (TIMP 1,2,3 i 4). Za razliku od ovog istrazivanja u kome je autor merio koncentraciju
proteolitickih enzima u uzorcima ILT-a i aortnog zida, u veéini drugih studija koje prikazuju
pozitivne efekte statina nivo proteoliti¢kih enzima je odredivan na osnovu aktivnosti ili ekspresije.

Pored navedenih pleiotropnih efekata statina, i samo smanjenje nivoa holesterola deluje
antiinflamatorno. U vezi sa tim, Dawson i sar. (184) su pokazali da terapija simvastatinom u
kombinaciji sa ezetimibom znacajnije redukuje nivo MMP-9 i IL-6 u zidu AAA u poredenju sa
monoterapijom simvastatinom.

Autor nije nasao znacajne razlike u koncentraciji elastina, kolagena i proteoglikana u zidu
AAA izmedu uporedivanih grupa pacijenata. Shodno tome, rezultati istrazivanja ne ukazuju na
mogucu ulogu statina u supresiji proteolitickih procesa u aortnom zidu sa efektima na sadrzaj
ekstracelularnog matriksa. Takode, histoloSkom analizom preparata zida AAA Kalyanasundaram i
sar. (178) nisu pokazali da simvastatin utiCe na ocuvanje eclastina i redukciju infiltracije
inflamatornim ¢elijama.

Zbog uloge oksidativnog stresa u patogenezi AAA, u ovom istrazivanju su ispitivani efekti
terapije statinima u regulisanju oksidativnog stresa i antioksidativne zastite. Nije pokazan uticaj
statina na nivo ispitivanih parametara oksidativnog stresa u zidu AAA, kao ni na koli¢inu ILT-a u
aneurizmatskoj kesi.

Medutim, rezultati prethodnih studija ukazuju na to da statini mogu smanjiti oksidativni stres
u zidu AAA razli¢itim mehanizmima. Samo smanjenje nivoa lipida u Krvi i njihove peroksidacije
umanjuje oksidativni stress u krvnim sudovima (185). Postoje i drugi antioksidativni efekti statina
koji nisu zavisni od holesterola. Usled Racl posredovane inhibicije aktivnosti NADPH oksidaze i
smanjenja ekspresije angiotenzin-1 receptora, statini redukuju angiotenzinom Il indukovanu
produkciju slobodnih radikala u glatkim misi¢énim ¢elijama krvnih sudova (186). Pored toga,
pokazano je da upotreba simvastatina smanjuje produkciju slobodnih radikala u zidu AAA
supresijom aktivnosti NF-kB. (187).

Od ranije je poznato da je nivo MDA povisen u serumu pacijenata sa AAA, kao i tokom
operacije AAA (40, 41). Meditim, smanjenje koncentracije MDA u zidu AAA usled eventualnog
efekta statina na supresiju lipidne peroksidacije autor u svom istrazivanju nije nasao. Suprotno

rezultatima ovog istraZivanja, druge studije su prikazale da statini znacajno povecavaju aktivnost
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katalaze u zidu AAA (186, 187). Takode je utvrdeno da statini svoje dejstvo na aktivnost katalaze
ostvaruju preko Akt signalnog puta (188). Imajuci u vidu da su NADPH oksidaza 1 iNOS glavni izvor
superoksidnog anjona u zidu AAA, ovi enzimi se mogu Smatrati znacajnijim i senzitivnijim
markerima oksidativnog stresa nego $to su to MDA i katalaze koje su ispitivane u ovom istrazivanju.
Mada je pokazano da atorvastatin smanjuje ekspresiju NADPH oksidaze kod pacova (186), buduce
studije treba da ispitaju uticaj statina na nivo NADPH oksidaze i iINOS-a u zidu AAA kod ljudi.
Dosadasnja istrazivanja nisu dovoljno razjasnila ulogu statina u kontroli progresije AAA. Medutim,
aktuelni vodici navode da ova grupa lekova moze biti od koristi kod pacijenata sa AAA (4, 189).

Agregacija i aktivacija trombocita u luminalnom sloju ILT-a ima klju¢nu ulogu u formiranju,
ekspanziji i modulaciji proteoliticke aktivnosti ILT-a (190). Pretpostavljeno je da inhibicijom
funkcije trombocita antiagregaciona terapija moze umanjiti ulogu ILT-a u eventualnoj razgradnji
aortnog zida (191). U ovom istrazivanju autor nije na$ao razlike u koli¢ini ILT-a i njegove
proteoliticke aktivnosti kod pacijenata koji su bili na antiagregacionoj terapiji ili bez nje. Takode,
razlike u koncentraciji proteolitickih enzima i sadrzaja ekstracelularnog matriksa aortnog zida nisu
uocene izmedu ispitivanih grupa. Evaluacija uloge antiagregacione terapije u patogenezi AAA u
ovom istrazivanju ima nekoliko ograni¢enja. Naime, terapijska grupa je bila heterogena u pogledu
vrste antiagregacionih lekova i njihovog mehanizma dejstva. Od antiagregacionih lekova pacijenati
su uzimali inhibitore ciklooksigenaze-1 (acetilsalicilnu kiselinu u dnevnoj dozi 75-100mg),
antagoniste P2Y 12 receptora (klopidogrel u dnevnoj dozi od 75mg, tikagrelor 90mg dva puta na dan)
ili dvojnu antiagregacionu terapiju. Pored toga, antiagregaciona terapija je u najve¢em broju
slucajeva prekidana 5-7 dana pre prijema u bolnicu te rutinskim testovima za ispitivanje funkcije
trombocita nije bilo moguce proceniti da li je efekat lekova u inhibiciji trombocita bio adekvatan.
Owens i sar. (192) su na animalnom modelu pokazali da terapija acetilsalicilnom kiselinom i
klopidogrelom znacajno smanjuje rizik od rupture AAA. Takode je utvrdeno da ova terapija redukuje
akumulaciju trombocita i makrofaga uz smanjenje aktivnosti MMP-2 i 9. | u drugim
eksperimentalnim studijama je pokazano da antiagregaciona terapija inhibitorima GPl1b/111a i P2Y12
receptora redukuje progresiju AAA smanjujuci leukocitnu infiltraciju tromba uz poveéanje broja
glatkih miSi¢nih ¢elija i manju razgradnje elasti¢nih vlakana (190, 193). Efekat antiagregacione
terapije na progresiju AAA nije potvrden u svim klini¢kim studijama (194). U ve¢ pomenutoj studiji
Owens i sar. (192) su retrospektivnom analizom 1578 pacijenata sa aneurizmom aorte utvrdili da
upotreba acetilsalicilne kiseline i antagonista P2Y12 receptora redukuju rizik od disekcije i rupture.
Lindholt i sar. (195) su pokazali da male doze aspirina smanjuju stopu rasta AAA ¢iji je dijametar
izmedu 4 14.9cm. Medutim, u drugim studijama korist od antiagregacione terapije u progresiji AAA
nije potvrden (83, 196).
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Moguc¢i uticaj ispitivanih lekova na sadrzaj ekstracelularnog matriksa AAA autor je jedino
pokazao u slucaju istovremene upotrebe statina i antiagregacione terapije. lako je u ovoj grupi
pokazana veca koncentraciju ELN-a u zidu AAA nego u grupi pacijenata koji navedene lekove nisu
uzimali, evantualno sinergisti¢ko delovanje statina i antiagregacione terapije u prevenciji progresije

AAA treba detaljnije ispitati u prospektivnim i randomizovanim studijama.
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6. Zakljudci
1) Rezultati ovog istrazivanja pokazuju mogucu ulogu MR pregleda u proceni bioloske
aktivnosti ILT-a i sastava zida AAA jer r-1S-ILT-a veéi od 0.925 na T1W sekvenci upucuje na vecu
koncentraciju NE/ELA u ILT-u i manji sadrzaj ELN u aortnom zidu.
2) Veca bioloska aktivnost ILT-a procenjena na osnovu koncentracije NE/ELA i MMP-9
povezana je sa manjom koncentracijom ELN-a u zidu AAA, te se moze pretpostaviti da ove AAA
imaju vecu sklonost ka Sirenju i pucanju.
3) Koncentracija NE/ELA i MMP-9 znacajno je ve¢a u ILT-u nego u okolnom aortnom zidu,
S§to moze ukazati da stvaranje ovih enzima od strane ILT-a moze doprineti proteolitickoj razgradnji
ekstracelularnog matriksa.
4) Koli¢ina ILT-a u aneurizmatskoj kesi odredena na osnovu r-P-ILT-a ne utie na nivo
proteoliticke aktivnosti i sadrzaj ekstracelularnog matriksa aortnog zida.
5) Koncentracija MDA i aktivnost katalze, kao markeri oksidativnog stresa i antioksidativne
zaStite u zidu AAA, ne zavise od koli¢ine 1 bioloske aktivnosti ILT-a.
6) Ve¢i nivo oksidativnog stresa u zidu AAA prati ve€a koncentracija proteolitickih enzima,
dok njegovu ulogu na sadrzaj ELN treba detaljnije ispitati u budu¢im studijama.
7) Na osnovu rezultata ovog istrazivanje ne moze se re¢i da antiagregaciona terapija i statini
uticu na bioloSku aktivnost tromba i nivo proteolitiCke aktivnosti u zidu AAA. Zbog vece
koncentracije ELN-a u aortnom zidu kod pacijenata koji su istovremeno uzimali statine i
antiagregacione lekove, ova terapija se moze smatrati protektivnom u pogledu dalje progresije

aneurizmatske bolesti i njenih komplikacija.
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