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Histologicka analyza zrazeniny pri endovaskularnej lieCbe
akutnej ischemickej cievnej mozgovej prihody

Hlavné stanovisko prace

Autori ¢lanku prezentuju pohl'ad na problematiku histolo-
gického zloZenia zrazeniny pri akatnej ischemickej cievnej
mozgovej prihode.

Major Statement
The authors of the article present a view of the histological
clot composition in acute ischemic stroke.

Abstrakt

Endovaskularna liecba akutnej ischemickej cievnej moz-
govej prihody (iICMP) je celosvetovo stanovenou metddou
vol'by. Emergentna reperfuzia akatnej iCMP je vSeobecne
odportcanym angiografickym ako aj klinickym cielom.
Napriek vysokej uspesnosti, existuje stale urcité mnoz-
stvo pacientov, ktori nereaguju na endovaskularnu liecbu.
Mechanizmy rezistencie nie su doteraz iplne pochopené,
pravdepodobne kvoli patogenéze a zloZeniu zrazeniny,
ktorej etiologia je variabilnad od kardioembodlie po atero-
sklerozu velkych ciev. Od velkého uspechu prvotnych
s$tidii zameranych na vnitorni kompoziciu zrazeniny sa
zacali prevratné analyzy zamerané na asociaciu medzi etio-
logiou a histologickym zlozenim zrazeniny, ktoré vyznam-
ne ovplyviuju vysledky endovaskularnej lieCby. Narastom
dokazov o heterogenite zrazenin dochadza k coraz vicsej
implementécii histologickych analyz intrakranialnej zraze-
niny s cielom navrhnut’ jednotnu terapeuticko-preventivnu
schému v zavislosti od pric¢iny iCMP a objasnit’ limitacie
endovaskularnej liecby.

Kruacové slova: ischemicka cievna mozgova prihoda, en-
dovaskularna lieCba, mechanicka trombektomia, histolo-
gické zlozenie, zrazenina

Abstract

Histological clot analysis in endovascular treatment

of acute ischemic stroke.

Endovascular treatment of acute ischemic stroke (iCMP)
is the method of choice worldwide. Emergent reperfusion
of acute iCMP is a generally recommended angiographic
as well as clinical goal. Despite of high success rate, there

is still a certain number of patients who do not respond to
endovascular treatment. The mechanisms of resistance are
still not fully understood, probably due to the pathogene-
sis and composition of the clot, the etiology of which is
variable from cardioembolism to atherosclerosis of large
vessels. Since the great success of the initial studies focu-
sing on the internal composition of the thrombus, ground-
-breaking analyses have begun focusing on the association
between etiology and histological composition of the clot,
which follows the results of endovascular treatment. Incre-
asing evidence on the heterogeneity of clots leads to grea-
ter implementation of histological analyses of intracranial
clots to propose a unified therapeutic-preventive scheme
depending on the causes of stroke and clarify the limita-
tions of endovascular treatment.

Key words: ischemic stroke, endovascular treatment, me-
chanical thrombectomy, histological composition, clot

Uvod

Akutna iCMP je bezné ochorenie, ktoré postihuje kazdého
Stvrtého Cloveka pocas Zivota a zostava druhou najCastej-
Sou pric¢inou timrtia a tretou najcastejSou pric¢inou dlho-
dobej invalidity'. Lie¢ba iCMP pri uzavere velkej cievy
je zamerana na jej rychlu rekanalizaciu za pouzitia intra-
venoznej trombolyzy alebo mechanickej trombektomie
(MT)2 Vo véacsine krajin je trombolyza prostrednictvom
rekombinantného tkanivového aktivatora plazminogénu
(rt-PA) vyuzitd iba u 15 % pacientov, priCom viac ako po-
lovica z nich nereaguje na jej podanie®. Zlyhanie reperfzie
sa pripisuje faktorom ako je velka trombova zataz, stary
trombus, umiestnenie trombu, neadekvatna davka trombo-
lytika a liekova rezistencia. Vd’aka svojmu preukazanému
priaznivému ucinku je mechanickéd trombektomia odpora-
canou liecbou velkych arterialnych uzaverov v prednej aj
zadnej cirkulécii. Napriek tomu, viac ako 30 % vSetkych
technicky uspesnych MT je klasifikovanych ako marna
rekanalizacia t. j. Uiplné reperfuzia bez dobrého klinické-
ho vysledku®. Dovody klinicky neuspe$nych neurovasku-
larnych intervencii nie s Uplne objasnené a mechanizmy
rezistencie na endovaskularnu liecbu st nad’alej prebieha-
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jucou a diskutovanou témou. Az do roku 2015 sa o histolo-
gickom zlozeni trombu a jeho vnutornej organizacii vedelo
vel'mi malo. Pokrok v MT priniesol aj moznost’ analyzy
akutne extrahovanych trombov ¢o viedlo k tvorbe velkého
mnozstva §tidii zameranych na vnutorné zlozenie trombu,
jeho vztahu k pri¢ine iCMP a pred-intervenénym zobra-
zovanim. Pochopenim tejto stvislosti mozno zodpovedat’
etiologiu iCMP a ovplyvnit stratégiu sekundéarnej preven-
cie vzniku akutnej ischémie*. Bolo naznadené, Ze histolo-
gické zlozenie trombu zohrava ulohu pri jeho odstraniovani
z cirkulacie. Stidie naznaduju, Ze tromby bohaté na fibrin
su spojené so zvySenym poctom rekanalizaénych precho-
dov a zvysenou odolnostou voéi trombolyze®. Cim viac
cievnych prechodov, tym horsi vysledny funkény vysledok
pacienta. Preto efekt prvého prechodu (FPE) s dosiahnutim
vybornej rekanalizacie na trovni TICI3/TICI2¢ na kon-
trolnej angiografii pri endovaskularnej liecbe, predstavuje
hlavny technicky ako aj klinicky ciel v podmienkach emer-
gentnej reperfuzie.

Tento ¢lanok poskytuje komplexny pohl'ad na histolo-
gickt analyzu trombov v teréne akutnej ischemickej ciev-
nej mozgovej prihody. Uvadzame vztah medzi zlozenim
trombu a jeho radiologickymi zobrazovacimi charakteris-
tikami.

Histologické aspekty trombu u akiitnej ischemickej
cievnej mozgovej prihody

Velké mnozstvo §tidii opisalo zdkladné charakteristiky
ako je velkost, dizka, morfolégia a konzistencia zrazenin.
Trombus obsahuje cely rad zloziek, pricom tie zakladné
zahfnaju Cervené krvinky, biele krvinky, fibrin a krvné
dostiky?. Niektoré stidie rozdel'uji tromby podla tychto
zloziek na tvrdé/biele tromby s prevahou fibrinu, makké/
Cervené tromby s prevahou erytrocytov a staré¢ tromby
s obsahom kalcifikovanej zlozky?. Pomocou svetelného
mikroskopu s pouzitim zakladného farbenia H&E mozno
tromby rozdelit’ na: tromby bohaté na erytrocyty, fibrin-do-
stickové tromby a zmie$ané tromby°. LepSiu diferenciaciu
medzi fibrinom a dostickami umoziiuje farbenie pomocou
Sarlatovo modrej (Martius scarlet blue)?. PouZitim imuno-
histochemického farbenia proti dostickovému glykoprote-
inu CD42b mozno spolahlivo identifikovat’ oblasti bohaté
na trombocyty, ktoré sit mimo toho ¢asto spojené s pritom-
nostou von Willenbrandovho faktora?. Podl'a doteraj$ich
dostupnych dat bola pozorovana vel’ka heterogenita akttne
extrahovanych trombov. Singh a spol. vo svojom prehl’ade
poukézali na zna¢nu rozmanitost’ histologického vzoru zra-
zenin ¢o mozno pripisovat’ ndhodnym neorganizovanym
silam pdsobiacim na tvorbu trombu’. Existuje hypotéza,
ze tromby s vysokym obsahom trombocytov pochadzaji
z rupturovaného aterosklerotického platu, zatial’ ¢o trom-
by bohaté na fibrin a erytrocyty su formované v srdcovom
svale?. Toto zistenie v§ak nie je uplne jednozna¢né, nakol’-
ko mnozstvo stadii vyvratilo tento tradicny histologicky

koncept bielych a ¢ervenych zrazenin. Behrens a spol. vo
svojej Stidii s vacSim poctom pacientov (n = 145) dokaza-
li, Ze fibrin a dosticky st hlavné komponenty kardioembo-
lickych zrazenin zatial’ ¢o tromby s prevahou cervenych
krviniek st nekardialneho povodu®.

UltraStrukturalna analyza a vnutorna organizacia
zrazenin

Uspesnost’ mechanickej trombektomie je vyrazne ovplyv-
nend faktormi ako tuhost, lepivost, lokalizacia, velkost,
deformovatel'nost’ a mechanické trenie zrazenin®. Tromby
mozno vel'mi jednoducho rozdelit do dvoch zakladnych
kategorii podla prevladajucej zlozky na tromby s prevahou
¢ervenych krviniek a fibrin-dosti¢kové tromby!?. Charakte-
ristickd organizacia trombu pozostava z vonkajSieho obalu
vytvoreného z krvnych dosticiek obklopujuce heterogénne
jadro!. Tromby s prevahou erytrocytov obsahujt iba tenku
fibrinovu vrstvu, vd’aka ¢omu su lepSie pristupné pre rt-PA
trombolyzu®. Okrem toho, vykazuju lepSiu integraciu do
aspira¢ného katétra a lep$i rekanalizaény outcome’. Dos-
tickovo-fibrinové tromby st vysoko komplexné s hustou
fibrinovou sietou na svojom povrchu. Obsahuji von Wil-
lebrandov faktor (vWF), leukocyty, extracelularnu DNA
a neutrofilové extracelularne pasce (NETs)!2. Tieto zraze-
niny su tuhsie a silnejSie interaguju s cievnou stenou preto
st aj oznatované za odolnejSie voci trombolyze a MT*.
Pritomnost’ leukocytov v zrazenine mdze indukovat’ pro-
zépalovy a prokoagulac¢ny stav a rovnako horSiu uspes-
nost’ rekanalizaciel4,8. NETs sa vytvoria z aktivovanych
neutrofilov a funguji ako efektivne leSenie pre Cervené
krvinky a krvné dosticky’. Tim, Ze podporuju koagulaciu
a zabrafnuju uc¢innému pdsobeniu enzymu Stiepiaceho von
Willebrandov faktor st spojené s horSim vysledkom reka-
nalizacie a zvySenym pocétom rekanalizaénych prechodov®.
Von Willebrandov faktor, extracelularna DNA ako aj pri-
tomnost” kalcia st d’alSie komponenty trombu zodpoved-
né za horsie vysledky endovaskularnej lieCby. Pritomnost’
baktérii moze naznaCovat’ septicky zdroj ako napriklad
je bakterialna endokarditida®. Hayosh a spol. publikovali
prospektivnu $tudiu zamerant na meranie trombinovej ak-
tivity v zrazeninach rozlicného pévodu. Je pozoruhodné,
ze v tromboch pochadzajicich zo srdca sa zaznamenala
vysokd trombinova aktivita, zatial' ¢o v tromboch pocha-
dzajucich z LAA bola v dosledku vysokého arteridlneho
prietoku a rychleho vymyvania trombinu, aktivita nizka'.

Etiolégia CMP a zloZenie trombu

Asociacia medzi histologickym zloZenim intrakranidlneho
trombu a jeho etioldgiou je doteraz neobjasnend. Vzhla-
dom na vysoku variabilitu v klinickych nélezoch sa neda
vyslovit' jednozna¢ny etiologicko-histologicky korelat.
Brinjikni a spol. vo svojej retrospektivnej analyze s va¢sim
poctom pacientov (n = 1350) nepreukézali suvislost medzi
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zlozenim a etiologiou trombu6. Konvencné histologické
modely ¢ervenych a bielych zrazenin predstavuji pomerne
slepy bod, nakol’ko heterogenita v klinickych nalezoch je
prili§ vysoka a uroven dokazov nizka. Zda sa, ze rutinné
histologické farbenie pomocou H&E nam pravdepodobne
neobjasni pdvod trombu a tim padom aj pri¢inu iCMP. Nie-
ktor¢ klinické §tadie v§ak obratili svoju pozornost’ k analy-
zam na molekularnej Grovni. Nefibrinové komponenty ako
je VWE, ktory prispieva k agregacii krvnych dosticiek, sa
spaja so zvySenym rizikom vzniku iCMP16. Nizka hladina
enzymu ADAMTS13, ktora sposobuje jeho dezintegraciu
bola spojend s hor§im rekanalizaénym vysledkom!'”. Akti-
vita vVWF moéze byt vyssia v platoch lokalizovanych v aor-
talnom obluku alebo karotickych tepnach’. Rovnako NETs
a extracelularna DNA sa nachadzaji vo vaésom zastlipe-
ni v dostickovo-fibrinovych tromboch kardioembolicke;j
etiologie®’. Z etiologického hl'adiska nam doterajsie data
priniesli nekonzistentné histologické vzory a preto inter-
pretacia predpokladanej etioldgie intrakranialnych trom-
boembolov by mala byt opatrna. Z tohto dévodu by mal
byt buduci vyskum zamerany na imununohistochemické
markery, ako je von Willebrandov faktor, ADAMTS13
alebo extracelularna DNA, ktoré moézu priniest’ voditko
v d’alSom vyskume.

ZloZenie trombu a zobrazovacie modality
pred endovaskuliarnou trombektomiou

K zékladnému diagnostickému manazmentu iCMP patria
zobrazovacie modality ako je nativne CT, CT angiografia
(CT AG) a magneticka rezonancia (MR). Zakladné charak-
teristiky trombu, ktoré uz boli opisané v predchadzajucich
stidiach zahinaji denzitu trombu, priepustnost na CT AG,
znak citlivosti cievy (Susceptibility Vessel Sign, SVS), ale-
bo kvitntici artefakt's. Na nativnom CT, takzvany hyper-
dense middle cerebral artery sign (HMCAS), alebo priznak
hyperdenzného trombu je asociovany s trombami bohaty-
mi na erytrocyty, ¢o podl'a doteraj$ich dat signalizuje vys-
Siu mieru Uspesnej rekanalizacie ako dostickovo-fibrinové
tromby. Méze vSak byt zavadzajuci, pretoze je neSpeci-
ficky a Casto krat sa spaja s intrakranialnymi kalcifikatmi
vnutri tepny. Tromby, ktoré naopak st izodenzné koreluju
s vysSim obsahom dostic¢iek a fibrinu a vykazuji vyssiu
rezistenciu na trombolyzu?. Obdobne Blooming artefact
(BA, kvitntci artefakt na MR) bol popisovany v stvislos-
ti s erytrocytarnymi trombami’. Susceptibility Vessel Sign
(SVS) predstavuje hypointenzivny signal na MR vysetre-
ni ako znak pritomnosti trombu bohatého na erytrocyty®.
Permeabilita trombu predstavuje schopnost’ krvi pradit’
cez intraarterialny uzaver kvantifikovana na nativnom CT
ako zvySenie atenuacie trombu. Podl'a Santos a spol. bola
dokazana spojitost’ medzi zvySenou permeabilitou trombu
a zlepsenym klinickym vysledkom, koncovym mRS sko-
re a zvySenou mierou rekanalizacie, ktord bola pozoro-
vana u erytrocytarnych trombov!'®2. Dosti¢kovo-fibrinové

tromby su vd’aka komplexnej Struktire a vysSiemu obsahu
fibrinu menej priepustné. Podl'a staidie MR CLEAN boli
kardioembolické iCMP asociované s absenciou HMCAS
a nizSou atenuéciou trombu ¢o naznacuje prevahu fibrin-
-dosti¢kovych komponentov?. Navyse nekardioembolické
tromby boli dlhSie, lokalizované v prednej cirkulacii, za-
tial’ co mensSie tromby, ktoré su schopné cestovat’ vyssie do
intrakranialneho obehu?. O tom, ¢&i st zobrazovacie cha-
rakteristiky trombu spojené s predpokladanou etioldégiou
iCMP je diskutabilné. Prognostickd hodnota niektorych
ukazovatel'ov ako je HMCAS alebo SVS sa v konecnom
dosledku opiera o tradi¢ny koncept Cervenych a bielych
zrazenin, ktorych etiologia nie je spolahlivo ucelena. Na
druhu stranu, vieme, Ze niektoré zobrazovacie charakteris-
tiky st spojené s roznou odpoved’'ou na EVL ¢o méze viest’
k urychleniu stratifikacie kandidatov na rt-PA trombolyzu
alebo pouzitia vhodného trombektomického zariadenia.

ZloZenie trombu a Kklinicky vysledok
po endovaskuldrnej trombektémii

Pouzitie rt-PA trombolyzy v teréne iCMP je limitované
casovym oknom do 4,5 hodin od nastupu symptémov, pri-
¢om ucinnost’ samotného trombolytika rychlo klesa s na-
rastajucim ¢asom?!. Nie je prekvapenim, Ze tromby bohaté
na erytrocyty lahSie reaguju rt-PA trombolyzu. Erytrocyty
sice nemaju vplyv na fibrinova Struktaru, ale su schopné
zvacsovat’ velkost’ porov vo fibrinovych sietach a zvySo-
vat’ tak pdsobenie fibrinolytika’?2. Okrem toho su defor-
movatelné a 'ahSie sa uvol'nia zo sietoviny fibrinu. Fibrin-
-dostickové tromby obsahuju pridatné komponenty ako st
NETs, extracelularnu DNA a vWF, ktoré vytvaraji bariéru
pre pdsobenie trombolytika. VysSie hladiny vWF sa spéja-
ji s rt-PA rezistenciou a vy$8im NIHSS skore?. Tieto zis-
tenia su v stlade s pracou Prochazka a spol. ktori potvrdili
zhorseny klinicky outcome a vysSie NIHSS skore, ktoré
korelovalo s narastom plazmatického vWF?, NETs, kto-
ré vznikaji dekondenzaciou jadrového chromatinu z akti-
vovanych neutrofilov maju okrem protektivnej imunitnej
ulohy aj protrombogénne a prokoagulacné vlastnosti a su
hojne zastupené u kardioembolickych zrazenin>?2. Ich pri-
tomnost’ nasvedcuje zhorSenému reperfuznemu outcomu
v dosledku vyssieho poctu rekanalizanych prechodov pri
MT a vy$8im NIHSS skore**?. Tieto uvedené bunkové
markery vratane neutrofilov a bielych krviniek mézu sp6-
sobit’, Ze trombolyza bude menej ucinna vd’aka ochrannej
bariére, ktoru vytvaraja. Preto, cielend lieCba namierend na
komponenty ako je pouzitie deoxyribonukledzy 1 (DNAza
1), ktora Stiepi NETs, alebo pridanie enzymu ADAMTS13,
ktory hydrolyzuje multiméry vWF mézu v budicnosti pri-
spiet’ ako doplnok k Standardnej rt-PA trombolyze.
Mechanicka trombektomia je revoluénym endovasku-
larnym nastrojom na lie¢bu arteridlnych uzaverov v pred-
nej i zadnej cirkulacii. Na klinicky vyznam dosiahnutia
¢o najlepsej rekanalizacie poukazal Dargazanli a spol. vo
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svojej doplnkovej $tudii k prevratnej ASTER trial kde de-
monstroval lepsi vysledny funkény outcome u pacientov
s dosiahnutim TICI2c a TICI3 rekanalizéacie pri porovna-
ni s TICI2b rekanalizaciou®. Preto ESO/ESMINT usmer-
nenia odportcéaju TICI3 ako angiograficky ciel, pokial’ je
to samozrejme bezpeéne dosiahnutelné?. V stcasnosti je
efekt prvého prechodu (First Pass Effect, FPE) s pouzitim
jedného trombektomického zariadenia odporucanym cie-
lom nakolko koreluje s lep§im klinickym vysledkom?.
Bolo naznacené, ze fibrin-dostiCkové tromby vyzaduji
viac prechodov trombektomickym zariadenim na dosiah-
nutie takmer kompletnej alebo kompletnej rekanalizacie’.
Bohuzial, ¢im viac prechodov, prolongovany procedural-
ny Cas, alebo pridavné trombektomické zariadenie, tym
horsi vysledny funkény outcome®. Fibrinové tromby v do6-
sledku vysokej denzity pravdepodobne nebudii nachylné
na fragmentaciu, ale pravdepodobnost’ dosiahnutia tispes-
nej extrakcie je nizSia v dosledku vyssieho odporu a huste;j,
kompaktnej $truktiry’. Tento fakt potvrdili Duffy a spol.
zistenim, ze opakované alebo netspesné prechody boli
spojené s trombami bohatymi na fibrin*®. Naopak, prevaha
erytrocytov v tromboch je spojena s nizSou tuhost'ou, vys-
$iu deformovatel'nostou trombu, lepSou prisposobivost'ou
do aspiracného katétra a lepSou integraciou medzi vzpera-
mi stentu’. Pravdou je, ze v dosledku ten$ej a menej organi-
zovanej fibrinovej siete mézu byt tieto tromby nachylne;j-
Sie na fragmentaciu pocas vyberania stent retrieverom. Na
validaciu tohto predpokladu su vSak potrebné d’alSie stadie
zamerané na jednotlivé trombektomické zariadenia v za-
vislosti od histologického vzoru zrazenin.

Zaver

Histologické zlozenie trombov je predmetom velkého
mnozstva prebiehajtcich stadii. Vysoka variabilita doteraj-
Sich publikovanych dat limituje moznost’ individualizacie
liecby a preto d’alSie Studie zamerané na ultrastrukturalnu
analyzu trombu vratane imunohistochemickych markerov
predstavuju prinos v komplexnom manaZmente pacienta
s iCMP.
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Obrazova priloha

Obr. 1. Hypodenzna area — rozvinuta ischémia na kontrolnom CT po 24 Obr. 2. Tandemovy uzaver M1 a M2 segmentu arteria cerebri media (Ar-

hodinéach (Archiv Radiologickej kliniky FN Trnava) chiv Radiologickej kliniky FN Trnava)
Fig. 1. Hypodense area — developed ischemia on control CT after 24 ho-  Fig. 2. Tandem occlusion of M1 and M2 segment of MCA (Archive of
urs (Archive of Department of Radiology, Faculty Hospital Trnava) Department of Radiology, Faculty Hospital Trnava)

Obr. 3. Extrahovana zrazenina po¢as mechanickej trombektomie (Archiv ~ Obr. 4. Extrahovana zrazenina poc¢as mechanickej trombektémie (Archiv
Réadiologickej kliniky FN Trnava) Radiologickej kliniky FN Trnava)

Fig. 3. Extracted clot after mechanical thrombectomy (Archive of Depart-  Fig. 4. Extracted clot after mechanical thrombectomy (Archive of Depart-
ment of Radiology, Faculty Hospital Trnava) ment of Radiology, Faculty Hospital Trnava)
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Obr. 5. Krvna zrazenina tvorend prevazne erytrocytmi (hviezdicka) s ten-
kou vrstvou fibrinu na povrchu s trombocytmi a leukocytmi (8ipky). Pre-
vaha erytrocytovej zlozky svedéi pre tzv. Gerveny trombus, HE. (Ustav
patologickej anatomie LF UK a UNB, Bratislava)

Fig. 5. Blood clot formed mainly by erythrocytes (star) with a thin layer
of fibrin on the surface with platelets and leukocytes (arrows). The predo-
minance of the erythrocyte component indicates the so-called red-blood
cells thrombus, HE. (Department of Pathological Anatomy of the Faculty
of Medicine, UK and UNB, Bratislava)

Obr. 6. Krvna zrazenina s prevahou fibrin-dostickovej tromby — nalez
sved¢i pre tzv. biely trombus. (Ustav patologickej anatémie LF UK
a UNB, Bratislava)

Fig. 6. Blood clot with a predominance of fibrin-platelet thrombus - the
finding indicates a so-called white thrombus. (Department of Pathological
Anatomy of the Faculty of Medicine, UK and UNB, Bratislava)





