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Uticaj tri razliCite hirurSke tehnike na histoloske i imunohistohemijske
karakteristike venskih graftova

Cilj: Velika safenska vena predstavlja najvise koris¢eni krvni sud za hirursku
revaskularizaciju. Mehanizam propadanja i okluzije venskih graftova nakon
revaskularizacije 1 dalje je nepoznat. Smatra se da hirurSka tehnika pripreme
ima vaznu ulogu u ranoj i kasnoj okluziji graftova.

Metodologija: Nase istrazivanje imalo je za cilj analizu uticaja tri razliCite
tehnike na histoloske i imunohistohemijske karakteristike venskih graftova.

Izmedu juna 2019. godine i decembra 2022. godine, uklju¢eno je 83 pacijenta
koji su zahtevali hirurSku revaskularizaciju miokarda. Ovi ispitanici su bili
nasumiéno podeljeni u tri razli¢ite grupe klasi¢na, no-touch i endoskopska u
zavisnosti od tehnike kori§¢ene za pripremu venskih graftova. Uzorci vene
su slati na histoloSku (hematoksilin eozin bojenje) i imunohistohemijsku
(CD31, Faktor VIII, Kaveolin, eNOS bojenje) analizu.

Reziltati: Klasi¢na, no-touch i endoskopska grupa je ukljucivala 27 pacijenta
(srednje godine 67.66+5.6), 31 pacijenta (srednje godine 66.5£7.4) i 25
pacijenata (srednje godine 66+5.5) redom. Hematoksilin eozin bojenje je
otkrilo niZi stepen mikrostrukturalnih o$te¢enja u no-touch grupi (2, IQR 1-
2) u poredenju sa klasiénom i endoskopskom tehnikom (3, IQR 2-4), (4, IQR
2-4) redom (p<0.001). Imunohistohemijska analiza je otkrila vi$i stepen
bojenja venskih uzoraka pripremanih no-touch tehnikom u poredenju sa
klasi¢nom i endoskopskom grupom (CD31 antitelo p=0.02, Faktor VIII
p<0.001, Kaveolin p=0.001, i eNOS p=0.003). Nije bilo razlike u velikim
nezeljenim kardijalnim i neuroloskim dogadajima izmedu poredbenih grupa.
Komplikacije rana na mestu uzimanja venskih graftova su bile statisticki
manje prisutne u endoskopskoj grupi.

Zakljucak: Najbolja ocuvanost mikrostrukture venskih graftova bila je u
grupi vena pripremanih no-touch tehnikom, dok je najmanji procenat
komplikacija mesta preparacije bio u grupi endoskopski pripremanih vena.
Kombinacija dve tehnike i razvijanje endoskopski no-touch tehnike moze
poboljsati rezultate.
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Influence of three different surgical techniques on the histological and
immunohistochemical characteristics of vein grafts

Background and Objectives: The saphenous vein is one of the most common
used grafts (SVG) for surgical revascularisation. The mechanism of the SVGs
occlusion is still unknown. Surgical preparation techniques have an important
role in the early and late graft occlusion. Our study analyzed the influence of
the three different surgical techniques on the histological and
immunohistochemical characteristics of the vein grafts harvested by three
different techniques.

Methods: Between Jun 2019 and December 2020, 83 patients who underwent
surgical revascularization were prospectively randomly assigned into three
groups according to saphenous vein graft harvesting (conventional (CVH), no-
touch (NT) and endoscopic (EVH)) technique. The vein graft samples were sent
on the histological (hematoxylin-eosin staining) and immunohistochemical
(CD31, Factor VIII, Caveolin and eNOS) examinations.

Results: the CVH, NT, and EVH groups included 27 patients (mean age
67.66+5.6), 31 patients (mean age 66.5+7.4) and 25 patients (mean age 66+5.5),
respectively. Hematoxylin-eosin staining revealed a lower grade of
microstructural vein damage in the NT group (2, IQR 1-2) in comparison with
CVH and EVH (3, IQR 2-4), (4, IQR 2-4) respectively (p <0.001).
Immunohistochemical examination revealed a high grade of staining in the NT
group compared to the CVH and EVH group (CD 31 antibody p=0.02,
FVIII, p<0.001, Caveolin, p=0.001, and eNOS, p=0.003).

The best preservation of the structural vein integrity was in the NT group, while
the lowest rate of leg wound complication was in the EVVH group. Those facts
increase the interest in developing and implementing the endoscopic no-touch
technique.
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Skracenice

ACB -aortokoronarni bypass

DKA — desna korornarna arterija

EDD - end-dijastolni dijametar

EKC — ekstrakorporalna cirkulacija
EKG — elektrokardiogram

ESD — end-sistolni dijametar

HBI — hroni¢na bubrezna insuficijencija
HOBP — hroni¢na obstruktivna bolest plu¢a
IABP — intraaortalna balon pumpa

IM — infarkt miokarda

KVB — kardiovaskularne bolesti

MR — mitralna regurgitacija

PCI — perkutana koronarna intervencija
PVB — periferna vaskularna bolest

VSV - velika safenska vena



1. Uvod

1.1 Koronarna bolest

Bolest koronarnih arterija ili ishemijska bolest srca dovodi do redukcije protoka krvi

usled stvaranja fibrokalcifikovanih plakova (aterosklerozne promene) unutar zida i lumena

epikardnih krvnih sudova srca. U slu¢aju povec¢anih potreba, a zbog nemoguénosti dopremanja

dovoljne koli¢ine krvi u sr¢ani mi$i¢, dolazi do posledi¢ne ishemije i simptoma bolesti (1).

Procenjeno je da oko 110 miliona ljudi godi$nje Sirom sveta oboli od koronarne bolesti, od

kojih 8,9 miliona umre tokom iste godine, a veliki broj ima znacajne posledice koje umanjuju

kvalitet zivota i radnu sposobnost (2). Procenat od 15,6% ukupnog broja svih uzroka smrti

svrstava koronarnu bolest u najéesc¢i uzrok mortaliteta Sirom sveta ali i u nasoj zemlji.
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Slika 1. Prevalencija i incidencija ishemijske bolesti srca u svetu (Preuzeto i
preradeno Khan M, 2022)

Upravo zato prevencija kardiovaskularnih bolesti predstavlja jedan od glavnih ciljeva

savremene medicine. Preventivne mere ¢e se znafajno smanjiti broj kardiovaskularnih

nezeljenih dogadaja ili ¢e se pak odloziti njihovo javljanje (3). Ishemijska bolest srca se moze

manifestovati kao stabilna angina ili akutni koronarni sindrom (nestabilna angina ili infarkt

miokarda). U zavisnosti od toga nacini le€enja mogu biti razli€iti.

1.2 Lecenje koronarne bolesti

Nacini leenja koronarne bolesti mogu biti:

1. Promena stila i nacina Zivota — promena ishrane i umerena fizi¢ka aktivnost.



2. Medikamentozna terapija — najcesce koris¢eni lekovi (lekovi za kontrolu i
smanjenje lipida u krvi, antihipertenzivni llekovi, lekovi za kontrolu nivoa Secera u

krvi, B blokatori, Nitroglicerin, Blokatori Ca kanala i drugi).
1.2.1 Revaskularizacione metode

3. Transkateterske intervencije na koronarnim krvnim sudovima — balon dilatacije i
stentiranje

4. Hirurska revaskularizacija miokarda — aortokoronarni bypass (ACB)

Hirurska revaskularizacija miokarda predstavlja jednu od najceS¢e koriS¢enih metoda
leCenja koronarne bolesti. Su$tina same procedure je konstruisanje novih provodnika
(premoscenja, bypass-a, graftova) izmedu aorte ili drugih velikih arterija i segmenta epikardnih
koronarnih krvnih sudova iza mesta hemodinamski znacajne stenoze koja redukuje lumen, u

cilju dovodenja dodatne i dovoljne koli¢ine krvi u miokardno tkivo (4,5).

Slika 2. Shematski prikaz aortokoronarnog bypass-a
Istorijat hirurgije koronarnih krvnih sudova

Kada posmatramo istorijski, sve hirurske procedure koje su koriS¢ene za

revaskularizaciju sréanog misi¢a mozemo podeliti na indirektne i direktne.



1.2.2 Indirektna hirur§ka revaskularizacija

Indirektna hirurSka revaskularizacija predstavljala je pocetak u leCenju ishemijske
bolesti srca i sa danaSnjeg glediSta ima samo akademski znacaj. U metode indirektne

revaskularizacije spadaju:

1. Procedura usmerena ka denervaciji srcanog misi¢ca — presecanje cervikalnih nervnih
puteva koji vode do srca. Ove procedure su bile neuspesne jer u osnovi nisu imale za cilj
da poboljsaju protok kroz krvne sudove nego da maskiraju bol koja nastaje kao posledica
ishemije (uklanjanje anginoznog bola).

2. Procedure usmerene ka kreiranju kolateralnog krvotoka — kao $to samo ime govori ove
metode su imale za cilj da obezbede stvaranje kolateralnog krvotoka. Isprobavane su
razli¢ite metode kao Sto je erodiranje talkom 1 azbestom u cilju stvaranja inflamacije koja
¢e potencijalno svoriti novu mrezu krvnih sudova koja ¢e obezbediti ishranu sréanog
misica.

3. Procedure usmerene ka stvaranju arterio-venske fistule — ideja retrogradnog protoka koji
¢e obezbediti dovoljan dotok krvi u oboleli krvni sud. Ova metoda se zavrSila neslavno.

4. Procedure usmerene ka stvaranju komunikacije izmedu perifernih arterija i koronarnih
krvnih sudova (1910. godina Alexis Carrel prvo aorto-koronarno premos$éavanje) — prva
pretecCa ideje aortokoronarnog bypassa koji je sproveo pomenuti hirurg a za koju je kasnije
i dobio Nobelovu nagradu. On je pokusao premos$éavanje descedentne aorte i glavnog
stabla leve koronarne arterije. Pas koji je bio eksperimentalni model je neosredno posle
same intervencije uginuo ali se ova procedura smatra prvom procedurom usmerenom na
sam krvni sud.

5. Vinbergova procedura preteca aortokoronarnog premoséenja — podrazumevala je
proceduru u kojoj se deo unutra$nje torakalne arterije uranjao u 5 cm dugacak tunel u
miSicu leve komore. Ova procedura je bila prva koja je direktno obezbedivala novi dotok
oksigenirane krvi. Definitivne mane ove procedure su bile: neophodnost minumum 6
meseci da se formiraju kolteralni krvni sudovi i stenoza prednje descedentne grane mora
biti 90 i viSe procenata. Ova metoda je pokazala dobre klini¢ke i angiografske rezultate, i

koristila se sve dok je nije zamenila direktna revaskularizacija ACB procedura.
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Slika 3. Vinbergova procedura preteca savremene hirurske revaskularizacije miokarda

(Preuzeto i preradjeno Gorlin R, 1966)

1.2.3 Direktna hirurska revaskularizacija
1. Procedura endarterektomije krvnih sudova srca

Prva endarterektomija krvnog suda i to bez primene kardiopulmonalnog bypass-a izvedena je
26. oktobra 1956. godine. Prva endarterektomija uz primenu masine za vantelesni krvotok
izvedena je 1960. godine. Princip procedure je vadenje aterosklerotskog plaka sa posledi¢nom

rekonstrukcijom otvorenog krvnog suda.
2. Procedura premoscavanja

Direktna revaskularizaciona procedura koja se danas $iroko primenjuje za le¢enje koronarne
bolesti jeste hirur§ko premoscavanje ili bypass procedura. Prvu takvu proceduru koja se kao
takva i danas koristi izveo je Robert Goetz (Albert Einstein College of Medicine-Bronx
Municipal Hospital Center in New York) 2. Maja 1960. godine kada je konstruisao anastomozu

izmedu desne koronarne arterije i desne unutrasnje torakalne arterije. Ruski hirurg Vasilii



Kolessov primenjuje levu unutras$nju torakalnu arteriju za premosc¢avanje koronarnih stenoza

bez primene masine za vantelesni krvotok kod 5 bolesnika i rezultate objavljuje 1967. godine.

Pionir u primeni autolognog grafta velike safenske vene bio je Argentinski hirurg Rene
Favoloro koji je Maja 1967. godine zbog komplikacije tokom endarterektomije desne
koronarne arterije iskoristio autolognu veliku safensku venu (VSV) i konstruisao bypass

izmedu desne koronarne arterije i ascedentne aorte (6).

Danas vise od 50 godina nakon prve procedure, aortokoronarni bypass sa izvedenih 62
operacije na 100000 stanovnika predstavlja jednu od najceS¢e primenjivanih hirurSkih
procedura u svetu (7). Unutrasnja torakalna arterija predstavlja zlatni standard za hirursku
revaskularizaciju miokarda, zbog svoje dugotrajne prohodnosti koja iznosi od 85 do 95% u
desetogodiSnjem periodu, $to u klinickom smislu obezbeduje veoma dobru protekciju
operisanih bolesnika od nezeljenih kardijalnih dogadaja (8,9). OgraniCenje u broju arterijskih
graftova i neophodnost kompletne revaskularizacije miokarda koja podrazumeva primenu vise
graftova, obezbeduje da VSV i dalje predstavlja najvise koriS¢eni graft za hirurSku
revaskularizaciju miokarda (10). Zbog svojih dobrih karakteristika VSV kao §to su: relativno
jednostavna hirurSka preparacija, priprema i dovoljna duzina grafta za revaskularizaciju vise
koronarnih arterija ona i dalje ima veoma $iroku primenu u ACB hirurgiji (11). Nasuprot tome
disfunkcija venskih graftova nakon revaskularizacije predstavlja najveéi problem i glavnu
limitaciju ovog krvnog suda. Studije su pokazale da je 15 — 30% graftova disfunkcionalno
nakon godinu dana, preko 50% graftova nakon 10 godina od operacije. Ove brojke variraju od
studije do studije ali je vrlo verovatno da je napredovanje hirurSkih tehnika i primena
medikamentozne terapije nakon operativnog leenja u znacajnoj meri pobolj$alo prohodnost

venskih graftova (12).

Slika 4. Shematski prikaz distalne anastomoze aorto-koronarnog bypassa
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Slika 5. Graficki prikaz broja hirurskih procedura tokom tri godine

Razlog propadanja venskih graftova je i dalje nejasan, opsti je konsenzus da je u pitanju
multifaktorijalno delovanje. Najznacajniji faktori koji dovode do okluzije graftova su:
dijametar i kvalitet graftova, manipulacija i hirurS§ka tehnika preparacije kao i Sivenje
anastomoze, karakteristike koronarnog korita i mesta konstrukcije distalne anastomoze (13).
Cinjenica da uzro¢nici koji uti¢u na prohodnost venskih graftova mogu biti nepromeljivi i
promenljivi sva istrazivanja su usmerena na mogucnost korigovanja promenljivih ¢inilaca od
kojih su hirurska tehnika i na¢in pripreme graftova klju¢ni faktori za bolju prohodnost a samim
tim duze prezivljavanje i bolji kvalitet zivota pacijenata nakon hirurske revaskularizacije.
Napredovanje u hirurs§koj tehnici pripreme, preparacije i konstrukcije venskog bypass-a
omogucilo je povecanje procenta prohodnosti graftova nakon revaskularizacije miokarda (14).
Manipulacija od starne hirurga koji priprema krvni sud prouzrokuje ostecenje endotelnih ¢elija
Sto uslovljava smanjenje antitrombocitne funkcije endotela uz posledi¢no prouzrokovanje
vazospazma, trombogeneze i okluzivne intimalne hiperplazije. Pored endotelnog sloja i ostali
slojevi zida vene imaju takode vaznu ulogu za prohodnost i dugitrajnost venskih graftova, a

mogu biti osteceni u toku procesa pripreme VSV (15).

Nase istrazivanje je proisteklo iz Cinjenica da odabir hirurSke tehnike preparacije i

pripreme venskih graftova znacajno moze uticati na njegovu strukturu i funkciju. Histoloske i
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imunohistohemijske analize umnogome mogu odrediti koja od primenjenih hirurskih tehnika

ima najmanje traumatsko delovanje na VSV koris¢enu kao graft za ACB.
1.3 Anatomske i histoloske karakteristike velike safenske vene
1.3.1 Anatomske karakteristike

Velika safenska vena (alternativno duga safenska vena) je velika potkozna, povrSinska vena
noge. To je najduza vena u ljudskom telu, i prostire se celom duzinom donjeg ekstremiteta
vracajuci krv iz stopala, potkolenice i butine do duboke femoralne vene u koju se uliva u

ingvinalnoj regiji.

VSV nastaje na mestu spajanja dorzalnog venskog spleta i vene palca. Nakon prolaska
ispred medijalnog maleolusa (mesto gde se najceS¢e moze videti i palpirati) nastavlja dalje
medijalnom stranom potkolenice. U predelu kolena prolazi oko posteriorne ivice medijalnog
kondila femura, a dalje u predelu proksimalnog i prednjeg dela butine zaranja dublje kroz
fasciju kribrozu i uliva se u zajedni¢ku femoralnu venu u poziciji safeno-femoralnog spoja

(16).
Pritoke velike safenske vene

Nekoliko pomo¢nih vena noge se uliva u VSV u predelu butine, ali nije svaka prisutna kod
svih individua zbog postojanja anatomskih varijacija. Mnoge od njih se nalaze u blizini usc¢a

zajednicke femoralne vene. Najcesce pritoke su:

- Povr$na cirkumfleksna ilija¢na vena u 83% slucajeva
- Superficijalna epigastri€na vena u 78 % slucajeva
- Superficijalna spoljasnja pudendalna vena 90% sluc¢ajeva

- Prednja akcesorna safenska vena 51% slucajeva (17).

U predelu kolena velika safenska vena prima pritoke iz pedalne strane stopala preko srednje
marginalne vene. Dok u predelu potkolenice velika safenska vena komunicira preko Cockett-
ovih preforatora sa prednjim i zadnjim tibijalnim venama koje primaju mnogo kutanih venski
sudova. U blizini kolena ona komunicira sa tibijalnom venom preko Boyd-ovih perforatora, a
u predelu butine komunikacija sa femoralnom venom se ostvaruje preko Dodd- ovih

perforatora (18).



«—— Safenofemoralni spoj
Duboka femoralna
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Cockett-ovi perforatori

Slika 6. Povrsinski i duboki vesnki sistem donjih ekstremiteta (Preuzeto i preradeno

Tafur A, 2012)

1.3.2 Histoloske karakteristike

Normalna histoloSka grada VSV podrazumeva postojanje tankog sloja intime koja je pokrivena

endotelom a od medijalnog sloja je odvojena nerazvijenom unutraSnjom elasticnom laminom

koja poseduje veliki broj diskontinuiteta.
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Slika 7. Tunica intima velike safenske vene (Hematoksilin-eozin bojenje, uvelicanje x 200)



Mediju kao srednji sloj u gradi venskog zida ¢ini unutrasnja longitudinalna i spoljasnja
kruzna misi¢na vlakna sa retko prisutnim elasti¢nim vlaknima. Unutrasnji longitudinalni sloj

postaje zadebljan na mestu valvula.

100 pm

Slika 8. Tunica media velike safenske vene (Hematoksilin-eozin bojenje, uveli¢anje x 100)

Spoljasnji sloj je adventicija koja je saCinjena od kolagenih vlakana i sadrzi vaza vazorum.
Povremeno se mogu detektovati i1 longitudinalna miSi¢na vlakna. U poredenju sa debljinom
zida arterijskih graftova venski je znacajno deblji $to uslovljava da je postojanje vaza vazorum
veoma znacéajno u nutriciji zida. Zid unutrasnje torakalne arterije se ishranjuje direktno iz krvne

struje, dok je za ishranu zida vene neophodno postojanje nutritivnih krvnih sudova (19).



Slika 9. Tunica adventitia velike safenske vene (Hematoksilin-eozin, uveli¢anje x 100)

Adventicija

Media
Bazalana
membrana Intima

Enditel

Adventicija
Media
Lumen

Slika 10. Shematski prikaz svih slojeva zida velike safenske vene (Preuzeto i preradeno Jose
A, 2011)
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1.4. Hirurske tehnike preparacije i pripreme venskih graftova

U zavisnosti od nac¢ina hirurSke pripreme tj. naruSavanja stepena integriteta koze, ali i odvajanja

vene od okolnog tkiva hirurske teknike mozemo podeliti na:

1. Otvorena hirurska tehnika

a) kompletno otvorena tehnika

b) bridge tehnika

c) tehnika preparacije sa okolnim tkivom (no-touch)
2. Endoskopska tehnika

1.4.1. Otvorena hirurska tehnika
A) Kompletno otvorena tehnika

Najces¢e primenjivana tehnika preparacije i pripreme venskih graftova. Podrazumeva
longitudinalnu inciziju koze i potkoznog tkiva u duzini koja je neophodna za dovoljnu duzinu

vene koja se koristi kao graft kao sto je prikazano na slici 11.

Slika 11. Incizija koZe i potkoznog tkiva u duzini grafta

Rutinski se najéesce uzima vena sa potkolenice, s obzirom da dijametar tog dela VSV cesto
odgovara dijametru koronarnog krvnog suda koji se revaskularizuje. Vena se evidentira ispred
medijalnog maleolusa (vizuelno ili ultrazvuénim pregledom), a zatim se pravi longitudinalna
incizija skalpelom u duzini od 1 — 3 cm ta¢no iznad projekcije vene. Nakon detekcije vene
incizija se produzava u zavisnosti od potrebne duzine graftova. Kada su koza i potkozno tkivo

preseeni i kada je safena jasno vidljiva u svom vezivnom lezistu, finim makazama se vrsi
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njena preparacija. Ovim postupkom se vena polako odvaja od okolnih struktura i izdize iz
lezista. Krvni sud treba drzati vaskularnom pincetom isklju¢ivo za adventiciju tako da je graft
izlozen minimalnoj trakciji. Preparacija se izvodi presecanjem tkiva neposredno uz njenu
makroskopski vidljivu konturu. Pazljivom preparacijom se pronalaze sve pritoke i podvezuju
Sto je predstavljeno na slici 12. Nakon toga vena se preseca, propire i razduvava fizioloSkim
rastvorom ili rastvorom heparinizirane krvi. Nakon zavrSene preparacije proverava Se

hemostaza a potom se potkoza i koza usivaju Savnim materijalmom po slojevima (20, 21).

Slika 12. Klasi¢nom metodom pripremljen graft safenske vene

B) Bridge tehnika

Ova tehnika podrazumeva pravljenje viSe manjih incizija koze i potkoznog tkiva neposredno
iznad projekcije velike safenske vene. Deo koze izmedu incizija ostaje intaktan. Preparacija
grafta se vr$i na slican nacin kao i kod predhodne tehnike, s tim $to zahteva vece hirur§8ko
iskustvo i bolju tehniku. PaZnja mora biti usmerena kako bi se smanjilo istezanje i manipulacija
grafta s obzirom da je ograni¢en prostor na mestu gde je koza ostala intaktna. Prevencija
povrede safenskog nerva je znacajna s obzirom da se prilikom povrede javljaju postoperativne
neuralgije i ispadi u senzibilitetu. Nakon preparacije bo¢ne grane se podvezuju kao u
predhodno pomenutoj tehnici, §to je prikazano na slici 13. Ova tehnika se uglavnom koristi kod
bolesnika koji imaju znacajne faktore rizika koji mogu kompromitovati zarastanje rane.
Osnovna ideja tehnike je da se o¢uvanjem integriteta koze pojedinih segmenata smanji tenzija

na ranu i omoguéi nesmetano zarastanje iste (21).
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Slika 13. Bridge tehnika pripreme velike safenske vene
C) Tehnika preparacije sa okolnim tkivom (no-touch)

Ovu tehniku je jos 1996. godine implementirao kardiohirurg Domingos Souza. On je dobio
ideju da venski graft priprema na slican nacin kao i pediklovani graft unutrasne torakalne 1
radijalne arterije. Osnovni cilj bio je prevencija i redukcija spazma tokom hirurske
manipulacije graftom, ali i o¢uvanje okolnog tkiva koji predstavlja prirodni stent i potporu veni
nakon implantacije. Tehnika podrazumeva kompletno presecanje koze u duzini potrebnog za
graft, a ono §to je razlikuje od klasi¢ne tehnike preparacije jeste prezervacija perivaskularnog

tkiva kao $to je prikazano na slici 14.

Slika 14. No-touch tehnika pripreme grafta velike safenske vene
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Sustina tehnike je oCuvanje fascije oko grafta Sto doprinosi da krvni sud ima mehanicku
potporu koja je neophodna za protekciju i sprecavanje dilatacije VSV nakon implementacije u
arterijski sistem. Ujedno priprema bez direktnog kontakta instrumenata sa krvnim sudom
smanjuje ostecenje endotela, medije, adventicije i vaza vazorum. Ovako pripremljen graft je
manje sklon spazamu, i ne zahteva dodatno razduvavanje vene. Preparacija perivaskularnog
tkiva i podvezivanje i presecanje bo¢nih grana mogu se izvoditi makazama ili elektronozem

(22).

Slika 15. Venski graft pripremljen no-touch tehnikom
1.4.2. Endoskopska tehnika

Preparacija primenom ove tehnike pocinje longitudinalnom incizijom u duzini 1,5 — 2 cm sa

medijalne strane potkolenice neposredno ispod kolena. Uredajem koji se zove disektor ulazi se

Slika 16. Endoskopska tehnika pripreme grafta velike safenske vene
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sloj neposredno uz venu i uz pomo¢ insuflacije ugljen dioksida omoguéava se dobra
vizualizacija 1 precizna preparacija vene i njenih bo¢nih grana. Preparacija se vr$i prema
proksimalno i distalno u duZini koja je neophodna da se izvrSi kompletna revaskularizacija.
Bocne grane se presecaju bipolarnom dijatermijom. Nakon zavrzetka preparacije male
punktiformne incizije se prave proksimalno i distalno, vena se podvezuje i preseca da bi mogla
da se izvuce iz tunela napolje. Dalja priprema i podvezivanje bo¢nih grana obavlja se na slican

nacin kao 1 kod klasi¢ne tehnike preparacija (21).
1.5. Prohodnost venskih graftova i faktori koji na nju uti¢u

Veliki znacaj safenskog grafta za hirurSku revaskularizaciju umanjuje ¢injenica da se ovi krvni
sudovi nakon konstruisanja bypass-eva mogu zapusiti u kracem ili duzem postoperativnom
periodu. Studije su pokazale da je ve¢ prve ili druge nedelje nakon operacije okludirano 10%
venskih graftova, 17 — 20% posle 6-12 mesec, 15 — 30% graftova disfunkcionalno nakon
godinu dana. Posle ovog perioda stopa okluzije graftova VSV napreduje tempom oko 2-4%.
Pet godina nakon procedure oko 35% graftova je okludirano , a oko 50% ima znacajne
stenoti¢ne promene. Nakon 10 godina od procedure preko 50% venskih graftova je okludirano.
Rezultati istrazivanja su jako hetereogeni te se ne moze izvuéi precizni podatak o prohodnosti
graftova VSV. Primena novih lekova u postoperativnom periodu je doprinela znaéajno
smanjenju rane okluzije graftova. Cinjenica je da venki graftovi pokazuju manju sklonost ka
okluziji tokom vremenskog perioda, pa krvni sudovi koji su prohodni u prvih pet godina imaju

veliku Sansu za prohodnost i na desetogodi$njem nivou praéenja (12,22,23).

Patofizioloski mehanizmi koji menjaju normalnu arhitekturu VSV nakon hirurgije i koji

direktno dovode do suzavanja ili okluzije graftova su:

- Akutna tromboza
- Intimalna hiperplazija

- Ateroskleroza graftova
1.5.1. Akutna tromboza grafta

Akutna tromboza je patoloski mehanizam okluzije graftova koji se javlja unutar 30 dana
od hirurs$kog zahvata. Najces¢i uzrok okluzije venskih graftova u prvom postoperativnom
mesecu. Akutna tromboza nastaje usled tehnickih razloga kao sto su: mali dijametar
revaskularizovanog krvnog suda i prijemnog korita (mali run-off), nesklad izmedu dijametra

venskog grafta i koronarne arterije Sto rezultira turbulentnim protokom i stazom krvi, tehnicki

15



problemi tokom Sivenja distalne ili proksimalne anastomoze, neadekvatna duzina koja dovodi
do kinkinga ili zatezanja grafta i drugo. Ishemija grafta i oSteCenje endotela kao posledica
mehanicke traume i distenzije tokom pripreme takode je faktor rizika za akutnu trombozu. Neki
autori smatraju da su poslednja dva faktora i najzacajnija za propadanje graftova VSV.
Uklanjanje endotela dovodi do protrombogenog efekta, s obzirom da endotelne ¢elije imaju
takvo naelektrisanje da odbijaju trombocite od svoje povrsine, pored toga endotelni faktori koji
se lu¢e imaju antikoagulacioni efekat i sprecavaju vazospazam grafta i primajuceg krvnog suda.
Razduvavanje vene u toku rutinske pripreme grafta dovodi do oStec¢enja medije i intime, Studije
su pokazale da se manuelnim razduvavanjem veoma lako dosezu velike vrednosti pritiska
preko 600mmHg (24).

1.5.2 Intimalna hiperplazija

Intimalna hiperplazija je skup patoloSkih procesa koji se odvijaju u subakutnom toku od mesec
do godinu dana nakon implantacije VSV. Njega prouzrokuju hemodinamski ¢inioci kao $to su
krvni pritisak ali i pulzatilni stres koji predstavlja kljucnu razliku izmedu arterijskog i venskog
sistema. Pored njih nehemodinamski ¢inioci koji nastaju prevashodno ostec¢enjem grafta tokom
hirur$§ke manipulacije prouzrokuju aktivaciju glatkomisi¢nih ¢elija tunike medije dovodeéi do
tzv. neointimalne hiperplazije. Visok pritisak ali pre svega pulzatilni protok koji nije prisutan
u venskom sitemu dovodi do stimulacije proliferacije glatkomiSi¢nih ¢elija medije i njihove
migracije u intimalni sloj gde se proliferacija nastavlja. Oste¢ena intima i endotel ubrzavaju
proces proliferacije i migracije, gde je znacajno izrazenija u odnosu na neosteceni deo vene i
arterije. Ishemija koja se javlja nakon uklanjanja vasa vazorum tokom pripreme VSV jedan je
od vodec¢ih uzro¢nika neointimalne hiperplazije (25). Oste¢enje 1 ishemija dovode do
oslobadanja protrombotskih i proinflamatornih supstanci (CD 40, Von Willenbrandov faktor,
tkivni faktor) koji aktiviraju prokoagulantnu kaskadu koja vodi ka okluziji grafta. Istovremeno
aktivirani trombociti ispoljavaju molekule na svojoj povrsini od kojih je znacajan P-selektin.
Aktivirani trombociti sekretuju supstance koje imaju parakrini efekat kao sto su tkivni faktor,
Von Willenbrandov faktor i CD40 ligand izazivajuci lokalno zapaljenje ali i omogucavaju

hemotaksiju limfocita i infiltraciju zida grafta (26).
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1.5.3. Ateroskleroza graftova

Aterosklerotski plakovi se formiraju na polju intimalne hiperplazije i najcesce se sre¢u godinu
dana nakon hirurske revaskularizacije (iako je prava ateroskleroza grafta registrovana samo 3
meseca nakon operacije). Ove promene najceS¢e dovode do postepenog suzavanja lumena a
potom i do kompletne okluzije vene. Aterosklerotske promene vene vrlo su sli¢ne promenama
u arterijskom vaskularnom sistemu, razlika je u tome Sto se razvijaju brze i imaju nestabilniju
strukturu, $to opet moze usloviti rupturu, akutnu trombozu ili embolizaciju. Lee i sar. pokazali
su u studiji da venske aterosklerotske lezije nestabilnije, podloznije perforaciji jer se u njima
razvija vec¢i maksimalni tenzilni stres u uslovima pulzatilnog protoka, nego u plaku arterijskog
krvog suda (23,27).

Osteéenje, tromboza rana
okluzija

Hirurgka trauma, vazospazam

Ishemija. aktivacija slobodnih
radikala ROS
Aktivacya trombocita

ATEROSKLEROZA

Tnflamacija sa aktivacijom
neutrofila i monocita
Proliferacija GMC

~ I

Intimalno ;adeblj anje
Kasna okluzija grafta

Slika 17. Akutne, subakutne i hroni¢ne promene venskih graftova nakon implantacije
(Preuzeto i preredeno Wan S, 2012)

1.6 Faktori koji uti¢u na ostecenje i prohodnost graftova velike safenske vene

Sve cinioce koji uti€u na prohodnost venskih graftova mozemo globalno podeliti na
nepromenjljive i promenljive. U zavisnosti od toga kada ti faktori uti¢u podelu mozemo izvrsiti

na preoperativne, intraoperativne i postoperativne (28).
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1.6.1. Preoperativni faktori

Ovi faktori predstavljaju grupu nepromenljivih ¢inioca koji uticu na prohodnost venskih

graftova, a drugacije se zovu i preegzistencionalni ¢inioci.

Dilatacija lumena i pojava varikoziteta vena donjih ekstremiteta dovode do histoloskih
promena sa nakupljanjem celija zapaljenskog odgovora makrogafa/monocita i mast ¢elija.
Posledi¢no ove ¢elije dovode do osteéenja i daljeg remodelinga zida vena §to moze imati uticaj
i na njihovu prohodnost nakon revaskularizacije (29). Zidovi varikoznih vena sadrZze manju
koli¢inu kolagenih vlakana, i zadebljanje medijalnog sloja, ali i insuficijencijom valvularnog
aparata prouzrokovaci turbulentni protok kroz graft nakon implantacije na arterijski sistem u
kome vladaju veci pritisci i pulzatilni protok (30). Pojedini autori, a i nasa klinicka iskustva
ukazuju da izrazeni varikoziteti donjih ekstremiteta ne dovode do znacajne promene u
morfologiji glavnog stabla velike safenske vene, tako da u nekim situacijama mozemo
iskoristiti nepromenjeni deo vene kao graft (31). Shah i sar. ispitivali su da li dijametar velike
safenske vene znacajno uti¢e na prohodnost graftova VSV (p = 0.001). Grupa autora je
analizirala razli¢ite dijametre koji su uticali na prohodnost graftova, od najgoreg do najboljeg
>55mm — 45do 5.4 mm — 3.5do 44 mm — 2.5 do 3.4 mm — 2 do 2.4 mm. Pored
dijametra, debljina zida VSV je takode faktor koji utice na prohodnost (p =0.07). Pri ¢emu je
debljina svrstana u tri kategorije zadebljan zid, normalan, i istanjen. Zadebljali zid je racunat
ako je >1.5 mm, normalna debljina 1 do 1.5 mm, i istanjen ispod 1 mm. Zadebljali zid vene

korelirao je sa loSom prohodnos$¢u graftova (32).

Koronarni krvni sud koji se revaskularizuje pokazano je da najloSije rezultate u
prohodnosti ostvaruju graftovi nasiveni u sistemu desne koronarne arterije DKA, zatim optuzne
marginalne arterije, posteriorne descedentne arterije, dijagonalne pa na Kkraju prednje
descedentne arterije (32). Postoje razliCite teorije zaSto graftovi usiveni na sistem DKA imaju
slabiju prohodnost. Jedna je tehnicki aspekti pozicioniranja graftova, drugi su razlika u protoku
s obzirom da kroz sistem leve arterije krv protice isklju¢ivo u dijastoli zbog velikih pritisaka,
dok u sistemu DKA krv protice u obe faze sr¢anog ciklusa. Jos$ jedan od faktora jeste taj Sto se

za revaskularizaciju LKA ¢eSc¢e koriste arterijski graftovi (33).

Dijametar koronarnog krvnog suda koji zahteva bypass (run-off krvnog suda) u

znacajnoj meri uti¢e na prohodnost implantiranog grafta. Razlog tome jeste to Sto krvni sud
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veceg kalibra ima vecée vaskularno korito ili “run-off” te na taj nacin utice na fluidnost protoka
kroz graft i distalni deo premos¢enog krvnog suda. Studije su pokazale da prohodnost graftova
raste sa prelaskom iz jedne u drugu kategoriju krvnih sudova: dijametar primaju¢eg krvnog
suda od —0 do 0.9 mm, — 1.0 do 1.4 mm, — 1.5 do 1.9 mm, — 2 do 2.4 mm, — 2.5 do 3.4 mm
(32).

Nesklad izmedu dijametra venskog grafta i koronarnog krvnog suda — ovaj odnos u
dijametrima takode uslovljava prohodnost graftova. Odredivanje SR odnosa koji predstavlja
dijametar velike safenske vene podeljen sa dijametrom koronarnog krvnog suda, smatra se da
SR ratio < od 2.8 onda je okluzija graftova ucetalija (32)

1.6.2 Intraoperativni faktori

Promenljivi faktori koji se prevashodno odnose na hirusku tehniku preparacije, pripreme i
Sivenja graftova na koronarne krvne sude. Na ove ¢inioce mozemo ispoljiti najveci uticaj, te

zapravo poboljSanjem 1 unapredenjem hirurske tehnike mozemo povecati prohodnost graftova.
Hirurska preparacije velike safenske vene

Jedan od najvaznijih Cinilaca na koji mozemo ostvariti najveci uticaj jeste hirurSka
tehnika pripreme graftova ze hirurSku revaskularizaciju. Svaka preparacija i manipulacija
krvnim sudom predstavlja traumu. Stepen povredivanja znaajno poveceva i procenat

propadanja graftova nakon revaskularizacije.

Oéstra ili tupa mehanic¢ka povreda dovodi do ostecenja nekad i svih slojeva zida krvnog
suda. Laceracija bo¢nih grana ili glavnog stabla VSV zahteva proSivanje i rekonstrukciju sto
povecava rizik od stenose a ujedno narusava laminarni protok krvi i predstavlja locus minoris
za stvaranje tromba. Hvatanje grafta pincetom ili buldog klemom dovodi do osteéenja pre
svega endotela $to inicira aktivaciju trombocita i dovodi do akutne okluzije graftova. Upravo

iz ovih razloga krvni sud treba §to manje dirati isntrumentima tokom pripreme i preparacije.

U najvecem broju slu¢ajeva preparaciju vr§imo tako $to inciziju radimo neposredno uz
sami krvni sud, ovakav nacin preparacije dovodi do oSteenja adventicije koja svojim
¢vrstinom predstavlja potporu krvnom sudu. Gubitkom adventicijalnog sloja krvni sud postaje
manje otporan narolito na pulzatilni stres i visoki krvni pritisak pritiska u arterijskom
vaskularnom koritu, Sto ¢e usloviti njegovo brze propadanje. Adventicija predstavlja i sediste

nutritivnih sudova — vasa vasorum, a ima i znacajnu enzimsku aktivnost u stvaranju endogenih
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vazodilatatora. Hirurska zastita adventicijalnog sloja ima znacajnu ulogu i mora biti imperativ

prilikom svake pripreme grafta VSV.

Podvezivanje presecenih bo¢nih grana takode je veoma znacajna hirurska radnje. Ono
mora biti izvedeno tako da ¢vor ligature padne blizu baze grane. Na ovaj nacin se prevenira
stvaranje malih bazena u slucaju vezivanja ligature distalnije od baze, ili pak stenoze vene u

sluaju vezivane ligature previse blizu graftu (34).
Distenzija venskog grafta

HirurSki postupak kojim se tecnost (fizioloSki rastvor, heparizirana krv, ili neka druga
kombinacija solucija) ubruzgava iz sprica preko metalne kanile direktno u limen vene. Ova
manipulacija se izvodi iz viSe razloga: da bi se prevaziSao spazam krvnog suda koji je nastao
tokom preparacije, da bi se proverio kvalitet grafta 1 podvezale sve bocne grane, zbog pravilne

orjentacije i pozicioniranja grafta nakon konstruisanja distalne anastomoze.

Mauelna distenzija vene predstavlja jednu od manipulacija koja znacajno dovodi do
oSte¢enja gotovo svih slojeva krvnog suda, sa posebnim osvrtom na endotel i mediju.
Istrazivanja ukazuju da intraluminalni pritisak tokom distendiranja vrlo lako dosegne vrednosti
od 600 mmHg a u slu¢ajevima nekontrolisanog pritiska na klip Srica i preko 850 mmHg (35).
Neverovatna je ¢injenica da pritisak od svega 50 mmHg dovodi do gubitka 26% endotela vene,
dok pritisak oko 100 mmHg od 47 do 54%, pritiska od 200 mmHg dovodi do gubitka 65%
¢elija , a pritiska od 500 mmHg koji nije teSko dosti¢i prouzrokuje oste¢ene i gubidak od ¢ak
85 — 92 % endotelnih ¢elija (36). Prekomerna distenzija vene redukuje endotelom zavisnu i
endotelom nezavisnu relaksaciju grafta $to dalje ukazuje da je pored ostecenja endotelnog sloja
ostecen 1 glatkomiSi¢ni sloj medije (35). Pored toga $to visoki pritisak dovodi do gubitka
endotelnih ¢elija, on stimuliSe 1 progenitorske ¢elije 1 dovodi do neoitimalne proliferacije.
Vrednost pritiska, njegov nagli porast i duzina trajanja pritiska direktno korelira sa stepenom
neoitimalnog zadebljanja. Tako pritisak od 100 mmHg dovodi do skoro duplog zadebljanja
intime u odnosu na bazi¢ne vrednosti, a pritiska od 300 mmHg ¢ak do 400% povecava

neointimalnu proliferacije (36).

Gubitak kontinuiteta endotela omogucava kontakte medije, trombocita i faktora rasta (
faktor rasta fibroblasta FGF-2, faktori rasta trombocita PDGF A i B, vaskularni endotelni faktor
rasta, i druge) koji cirkuliSu unutar krvne struje. Glatkomisi¢nje Celije zatim diferenciraju i

povecavaju aktivnost metaloproteinaza i ekspresiju citoskeletnih proteina, koji omogucéavaju

20



glatkomiSiénu migraciju i proliferaciju. Ushodna regulacija adhezionih molekula povecava
nakupljanje neutrofila. Sekrecija mitogena od strane inflamatornih ¢elija prosiruje ostecenje

venskog zida i na medijalni sloj (35).

Sekretorna funkcija endotela ogleda se produkciji veoma vaznih supstanci kao $to su
azot-monoksid (NO) i prostaciklini. Azot-monoksid (NO) je veoma potentan vazodilatator koji
se sintetiSe u endotelu uz pomo¢ aozot-oksid sintaze. Najvaznija uloga ove supstance je
odrzavanje adekvatnog vaskularnog tonusa. Ostale znaCajne uloge koje obezbeduju duzu
prohodnost graftova su inhibicija agregacije trombocita i formiranje koaguluma, smanjenje
leukocitne infiltracije i migracije glatkomisi¢nih ¢elija. HirurS$ka manipulacija i distenzija vene
dovodi do ostecenja endotela a samim tim i smanjenja produkcije NO. Iako endotel moze da
se obnovi tokom vremena, negova funkcija u produkciji NO ostaje zauvek smanjena ili potpuno
inhibirana. Sli¢no kao NO i prostaciklin predstavlja jako potentnu vazodilatatornu supstancu,
ali 1 sa slicnim delovanjem na agregaciju trombocita i formiranje koaguluma. Jednom oSteceni
endotel iako ima sposobnost regeneracije ostaje trajno insuficijentan u svojoj sekretornoj

funkciji $to smanjuje prohodnost graftova VSV (37).
Prezervacija i cuvanje graftova do implantacije

Nakon preparacije i1 pripreme velika safenska vena se odlaze u rastvor sve do momenta
konstrukcije bypass-a. Sve te¢nosti koje koristimo za odlaganje graftova mozemo podeliti na

kristaloidne, koloidne i heparinizovanu krv.

1.1 Fizioloski rastvor (0,9%) predstvalja najéesce koriS¢enu te¢nost za pripremu venskih
graftova. Ovaj rastvor sadrzi 154 mmol/L natrijuma, kiselosti 5.0 PH, i blago je
hipertoni¢an sa oko 308 mOsmo/L. Primena ovog sredstva smanjuje vazoreaktivnost
grafta, ujedno smanjuje endotelom posredovanu vazodilatatornu funkciju.

1.2 Autologna heparizirana krv kada se koristi kao prezervaciono sredstvo pokazuje
minimalno ostecenje endotela. U kontrolisanoj humanoj studiji koja je poredila topli
fizioloski rastvor i toplu autolognu heparinizovanu krv, pokazano je da je endotel vene
prezerviran u fizioloSkom rastvoru bio mnogo losiji u poredenju sa venom ¢uvanoj U
krvnom rastvoru. Medutim fiziologki rastvor nize temperature (4C°) pokazao je dobru
prezervaciju endotelnih ¢elija (38).

1.3 Puferisani rastvori obezbeduju fiziolosku kiselost sredine za ¢uvanje velike safenske

vene. U sastav ovog rastvora ulaze nutrienti i antioksidansi koji imaju bolji balans jona.
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Upravo ovaj sastav obezbeduje bolju ocuvanost endotelnog integriteta i funkcije u
poredenju sa ¢uvanjem vene u fizioloskom rastvoru ili heparinizaroj krvi.

U ovu grupu rastvora spadaju: University of Wisconsin preservation solution, Histidin-
tryptophan-ketoglutarate solution, TiProtec, He solution, Glutathione — ascorbic L-
arginin (GALA) (39).

1.6.3. Postoperativni faktori

Ovi ¢inioci uticu na prohodnost venskih graftova nakon implantacije istih na arterijski sistem.
Oni su nepromenjivi i obi¢no dovode do itermedijarnog i kasnog propadanja venskih graftova.
S obzirom da je pritisak u venama donjih ekstremiteta visok tokom posturalnog stava sa
vrednostima od 90 mmHg, prebacivanjem vene na arterijski sistem u kome su pritisci veci jeste
faktor koji vodi ostecenju ali nije krucijalan. Smatra se da pulzatilni protok arterijskog sistema
predstavlja glavni faktor okida¢ intimalne hiperplazije a zatim i ateroskleroze. Ovakav proces

se naziva ,,arterijalizacija“ venskog grafta.

Adaptacija vene na arterijsku sredinu koja ukljucuje drugacije hemodinamicke uslove,
a koji povecavaju oksidativni stres se karakteriSu dilatacijom lumena, zadebljanjem zida vene.
Ove promene nastaju kao posledica migracije i proliferacije Celija, kao i ekstracelularnog
matriksa ]Jto se naziva remodeling vene. Venski graftovi izloZzeni umerenom protoku, i stresu
na zid usled visokog arterijskog pritiska se adaptiraju zadebljenjem zida pre nego dilatacijom.
Dilatacija je maksimalno izraZzena u prvih nekoliko meseci nakon implantacije oko 20 do 30%,
sa minimalnom dilatacijom nakon tog perioda. Zadebljanje zida krvnog suda predstavlja
adaptaciju na povisSeni krvni pritisak i pulzatilni stres. Ekspanzija svih slojeva krvnog suda
nastaje kao posledica nakupljanja ekstracelularnog matriksa, proliferacije 1 migracije celija

glatkomisi¢nih ¢elija (40).
Endotelni signali

Endotel vene oslobada mitogene i1 hemotaksi¢ne supstance, regulatore ekstracelularnog
remodelinga, i vazoaktivne signale koji regulisu dilataciju i dopustaju adaptaciju krvnog suda
na protok krvi, pulzatilni stres, 1 pritisak koji vlada u arterijskom sistemu. OStecenje endotela
u toku pripreme graftova prekida ove signale i narusava ili potpuno sprecava adaptaciju.
Denudacija endotela uzrokovana protokom krvi u ranom postoperativhom periodu izaziva
inhibiciju endotelne azot-oksid sintaze i smanjenje produkcije azot monoksida rezultira

ekspresijom hematotaksi¢nih preoteina (MCP-1) i Interleukina (IL-8) koji dovode do
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neointimalnog zadebljanja, proliferacije i infiltracije makrofaga. Endotelin -1 (ET-1) je
inflamatorni mediator vazokonstricije i endotelne proliferacije. Ushodna regulacija ET-1
primeéena je u zidu vene unutrar polja neointimalne hiperplazije. Antagonisti ET-1 receptora
pokazali su smanjenje proliferacije ¢elija, pored toga redukovali su zadebljanje intime i medije

vene i povecali dilataciju lumena (41).

Imflamatorne ¢elije kao Sto su makrofagi i granulociti se masovno regrutuju nakon
implantacije vene u arterijski sistem. Ovo obi¢no dovodi do ekspresije proimflamatornih
medijatora, §to vodi u remodeling i intimalnu hiperplaziju. Pored toga pojacani oksidativni
stres 1 sekrecija slobodnih radikala (ROS) dodatno pojaava remodeling graftova nakon
hirurske revaskularizacije miokarda. UspeSna adaptacija vene je krucijalna za njenu dugoro¢ni
prohodnost, nasuprot toga nemoguénost prilagodavanja vodi njihovoj okluziji. Iako je puno
toga poznato o venskoj adaptaciji arteriskom sitemu to znanje nije prevedeno u adekvatnu

terapiju koja pobolj$ava prohodnost istih (42).
Ateroskleroza venskih graftova

Ovaj proces predstavlja samo nastavak intimalne hiperplazije venskih graftova i odgovoran je
za kasno propadanje graftova. Obicno je to period nakon jedne godine od miokardne
revaskularizacije. Ateroskleroza je mnogo progresivnija u graftovima safenske vene u odnosu
na nativne koronarne krvne sudove. Kada se uporeduju sa aterosklerotskim plakovima
koronarnih arterija, ove promene u venskim graftovima su mnogo vise prozete inflamatornim
¢elijama ali 1 transformisanim penastim ¢elijama. Kao i1 kod nativne ateroskleroze plakovi u
venskim graftovima mogu biti naglo oSteceni sto prouzrokuje akutnu trombozu sa posledi¢nim
nezeljenim efektima. Razlika je u tome S$to su aterosklerotske promene vena difuzne,
koncentricne, sa veoma fragilnim fibroznim kapama koje su sklonije ka rupturama i
tromboti¢nim i embolijskim komplikacijama. Upravo zbog takvih karakteristika veoma je
komplikovano izvoditi perkutane intervencije i plasiranje stentova u graftovima VSV.
Postvalja se pitanje da li u slucaju reoperacija stare venske graftove treba zameniti novim ili
ostaviti, neki autori tvrde da prisustvo tako izmenjenih graftova povecava rizik od embolijskih

komplikacija (43).
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1.7. Prevencija okluzije venskih graftova

Dobro je poznato da je okluzija venskih graftova multifaktorijlana. Upravo je ovo i glavna
prepreka za adekvatnu prevenciju okluzije. Ono $to mozemo uciniti u cilju smanjenja procenta

propadanja graftova mozemo podeliti u nekoliko kategorije:
1.7.1. Smanjenje faktora rizika

Faktori rizika za pojavu ateroskleroze ostaju i nakon revaskularizacije miokarda, neki od njih
imaju direktno negativno dejstvo na prohodnost graftova.

- Pusenje: studije su pokazale uticaj na kratkorocne 1 dugoro¢ne rezultate prohodnosti
graftova, ali i na smanjenje preZivljavanja nakon aortokoronarnog bypassa.

- Dislipidemija: evidentno je da hiperlipidemija predstavlja jedan od glavnih rizika za razvoj
ateroskleroze i okluzije venskih graftova. Visoke vrednosti triglicerida u krvi imaju
znacajnu ulogu za kasnu okluziju graftova.

- Visok krvni pritisak: pospesuje aterosklerozu i povecava stres na implantirane vene u
arterijski krvni sistem.

- Dijabetes melitus: postoje podeljenja miSljenja o uticaju Se¢erne bolesti na propadanje
graftova nakon revaskularizacije. Neki autori smatraju da visoke vrednosti Secera u krvi

narusava vazodilatatorne mehanizme $to dovodi do propadanja istih.
1.7.2. Hirurska tehnika

Evidentno je da je hirur§ka tehnika jedan od najznacajnijih Cinilaca posebno rane okluzije
graftova. Ovaj ¢inilac je promenljive prirode i na njega moZzemo ispoljiti najveéi uticaj.
Poboljsanje hirurske tehnike pripreme i prezervacijegraftova, sivenje anastomoza i odredivanje
duzine VSV u znacajnoj meri mogu produziti prohodnost implantiranih graftova. Upravo je

ovaj aspekt i naviSe prou¢avan U nasim istrazivanju.
1.7.3. FarmakoloSka terapija

- Aspirin: najnovija istrazivanja pokazuju da je prohodnost graftova bila duza u grupi
pacijenata kod kojih je primenjivan aspirin u odnosu na placebo grupu. Upravo zbog toga
se preporucuje rana administracija leka nakon operacije. Jedna stvar koja smanjuje uticaj
aspirina jeste jedna Cinjenica da jedna grupa ljudi ne reaguju na primenu leka. Trenutne
preporuke su da kod pacijenata aspirin treba startovati 6 sati nakon procedure ukoliko

hirursko krvarenje to dozvoljava.
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Dvojna antiagregaciona terapija: preporuke za hirurSku revaskularizaciju miokarda
predlazu primenu dvojne antitrombocitne terapije nakon aortokoronarnog bypass-a.

Statini: Hiperlipidemija kao jedan od glavnih uzroka propadana graftova zahteva i
adekvatnu kontrolu i leCenje. Statini su grupa lekova koja reguliSe lipidni status, ali i
poboljsava prohodnost graftova. Americka asocijacija za srce preporucuje primenu statina

nakon operacije (44).
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2. Ciljevi istrazivanja
Istrazivanje ukljucuje jedan primarni cilj i vise sekundarnih ciljeva.
2.1. Primarni cilj

- Ispitivanje histoloskih i imunohistohemijskih osobina venskih graftova koris¢enih za
revaskularizaciju miokarda koji su pripremanih pomocu tri razli¢ite hirurske tehnike (klasi¢na,

bez dodira — no-touch, endoskopska tehnika).
2.2. Sekundarni ciljevi

- Pracenje ranog postoperativnog oporavka pacijenata sa posebnim osvrtom na pojavu
velikih neZeljenih dogadaja (perioperativni infarkt miokarda, zahtev za ponovnom

revaskularizacijom ili rekoronarografijom, cerebrovaskularni dogadaji, smrtnog ishoda).

- Prac¢enje brzine zarastanja i oporavka mesta preparacije graftova, kao 1 pojava
nezeljenih dogadaja kao $to su infekcije rane, ispadi u senzibilitetu, bolne senzacije donjih

ekstremiteta, otok i limforeja.

- Klini¢ki pregled i pracenje pacijenata unutar godinu dana od operativnog zahvata u cilju
evidentiranja velikih nezeljenih dogadaja (anginozne tegobe, infarkt miokarda, ponovne
revaskularizacije miokarda, crebrovaskularni dogadaji, smrtni ishod), kao i problema
zarastanja rana, infekcije rana, pormecaji senzibiliteta i bolne senzacije na mestu preparacije

venskih graftova.
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3. Materijal i metode

Proskektivna randomizovana studija izvedena na Klinici za kardiohirurgiju Instituta za
kardiovaskularne bolesti Dedinje i Centra za patologiju Univerzitetskog klinickog centra Ni§ u
periodu od Juna 2019. godine do Decembra 2020. godine. Odobrenje od strane Eti¢kog
komiteta Instituta za kardiovaskularne bolesti Dedinje i Medicinskog fakulteta u NiSu izdato
Februara 2019.

3.1. Ukljucujudi i iskljucujuci faktori
Faktori za ukljucivanje bolesnika u studiju bili su:

- Indikovana hirurska revaskularizacija miokarda zbog viSesudovne koronarne bolesti
- Zadovoljavaju¢i anatomski kriterijumi velike safenske vene (dijametar lumena > od 2mm,
a <od 5mm)

- Preparacija venskih graftova od strane jednog hirurga
Faktori koji izkljuc¢uju bolesnike iz studije:

- Kombinovana hirurgija sr¢anih valvula i miokardne revaskularizacije

- Bolesnici hitno operisani zbog nemogucnosti perkutanog leCenja koji su hemodinamski
nestabilni

- Bolesnici koji su planirani za revaskularizaciju miokarda primenom radijalne arterije kao
drugog grafta za revaskularizaciju

- Bolesnici sa zna¢ajnom ishemijskom boles¢u donjih ekstremiteta

- Varikozno izmenjena ili znacajno povredenja vena tokom preparacije.

Bolesnici koji su ispunjavali uslove za ukljucenje u istrazivanje prostom randomizacijom su
razvrstavani u tri grupe. Prvu grupu cine bolesnici kod kojih je velika safenska vena
pripremljena klasi¢nom tehnikom. Druga grupa ukljucuje bolesnike kod kojih je vena
pripremljena tehnikom bez dodira ,,no-touch®, i trec¢a grupa koja ukljucuje ispitanike kod kojih

je vena pripremana endoskopskom tehnikom preparacije.
3.2. Preoperativna priprema pacijenata

Svim pacijentima primljenim za hirur§ku revaskularizaciju miokarda na osnovu indikacija
postavljenih angiografskim pregledom koronarnih krvnih sudova od strane tima za srce, svaki

od ispitanika je imao transtorakalni ultrazvucni pregled koji je isklju¢ivao postojanje znacajne
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valvularne bolesti, preoperativno je svakom ispitaniku uraden ultrazvuéni pregled velike

safenske vene takozvani ,,mapping vene*.
Mapiranje velike safenske vene

Mapiranje velike safenske vene se prema institucionalnom protokolu izvodi na odeljenju
preoperativne pripreme, dan pre operativnog zahvata. Bolesnik je u lezeCem polozaju na
ledima, a obe noge su potpuno otkrivene do prepona. Pozicija operacionog stola se podesava u
obrnuti trendelenburgov polozaj (noge se spustaju dole) i na taj nacin se vene donjih
ekstremiteta ispunjavaju krvlju. Da bi se obezbedio optimalni poloZaj noge su blago savijene i
rotirane put spolja. Linearna sonda ultrazvu¢nog aparata se postavlja ispred medijalnog
maleoulsa odakle i po¢injemo pregled. Vena se detektuje na monitoru kao kruzna struktura
kolabsibilna na kompresiju sondom (slika 18). Pomeranjem sonde pratimo pravac pruZanja
velike safenske vene 1 ujedno na kozi obeleZavamo. Pored pravca pruzanja veoma je vazno
odrediti dijametar vene, to ¢inimo obi¢no u predelu maleolusa, na sredini potkolenice,
neposredno ispod kolenog zgloba, na sredini butine. Ukoliko je dijametar <od 2 mm ili > od
5 mm takve vene nisu koriS¢ene kao graftovi i1 bolesnici nisu bili uklju¢ivani u studiju. U
slu¢aju postojanja neke sumnje merenje mozemo izvrSiti na bilo kom delu toka safenske vene.
Drugi parametar koji pratimo jeste dubina prostiranja vene u odnosu na povrsinu koze, ukoliko
se vena prostire na dubini manjoj od 3mm ispod povrsine koZe takve vene nisu bile povoljne
za endoskopsku i no-touch tehniku preparacije i bolesnici su bili iskljuc¢ivani iz studije. Ovom
metodom takode detektujemo i obelezavamo velike bo¢ne grane i perforatore, koji mogu
komplikovati preparaciju grafta. Maping ukljucuje i detekciju venskih varikoziteta Koji

predstavljaju kontraindikaciju za upotrebu vene kao grafta.
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Slika 18. Ultrazvucni pregled velike safenske vene
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Obavestenje i informisani pristanak ispitanika

Svaki ispitanik koji se po ukljuuju¢im kriterijumima kandidovao za ucesée u istrazivanju
dobio je formular u kome se navodi kratko objasnjenje istrazivanja koje objasnjava postojanje
rizika od uceséa u studiji. Takode je svaki ispitanik nakon informisanja potpisao pristanak za

ucesce u istrazivanju.
Randomizacija ispitanika

Ispitanici koji su ispunili uslove za ulazak u studiju randomizovani su prostom randomizacijom
kompijuterskim programom u tri razliite grupe u zavisnosti od hirurSke tehnike pripreme

venskih graftova.
Demografske i preoperativne karakteristike

Ispitanicima koji su ukljuéeni u istazivanje preoperativno su u excel tabelu upisivani
demografski podaci pacijenata (pol, starost, mesto zivljenja) i prethodni faktori rizika i bolesti
(hipertenzija, dijabetes melitus, hiperlipidemija, periferna vaskularna bolest, hroni¢na
obstruktivna bolest plu¢a, hroni¢na bubrezna bolest, prethodni sréani infarkti, sr¢ana slabost, i
druge bolesti). Svaki ispitanik je skorovan EuroSCORE Il kalkulatorom na osnovu kojeg je

odredenja predikcija mortaliteta ispitanika.
3.3. Preparacija i priprema venskih graftova

Nakon sterilne pripreme operativnog polja vrsi se preparaciji venskih graftova na tri razli¢ita

hirur§ka nacina a na osnovu randomizacije pacijenta.
Klasi¢na tehnika

Ova metoda je ujedno i najzastupljenija u nasoj svakodnevnoj hirurskoj praksi obuhvata

nekoliko faza pripreme grafta:
1. Ekspozicija velike safenske vene

Podrazumeva longitudinalnu inciziju koze i potkoznog tkiva upravno u odnosu na
pravac pruZanja vene, pocevsi od regije medijalnog maleolusa prema kolenu ili butini. DuZina
incizije direktno zavisi od broja venskih graftova koji su neophodni (jedan graft zahteva
inciziju od 20-25 cm u zavisnosti od dimenzija srca, mesta distalne anastomoze, konstitucije

pacijenta i zahteva hirurga). Presecanje koze i potkoze vrsi se skalpelom ili makazama. Tokom
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ove faze preparacije neophodno je uporedo sa presecanjem raditi hemostazu podvezivanjem
preseCenih povrs$nih kutanih i potkoznih vena. Narocito je vazno voditi racuna prilikom
pravljenja kozne incizije, da ne bi doslo do povredivanja velike safenske vene narocito ako je
ona lokalizovana u povrSinskim slojevima neposredno ispod derma (obi¢no kod mrsavijih
pacijenata i osoba Zenskog pola). Posle incizije koZe i potkoze sledi faza fine preparacije vene

i njeno odvajanje od bo¢nih grana.
2. Preparacija vene i podvezivanje bocnih grana

Ova faza zahteva koriS¢enje finih makaza za preparaciju a ujedno i zahteva fine poteze hirurga
kako ne bi doslo do povredivanja veoma fragilnih struktura. Smanjenom manipulacijom
instrumenata redukuje se stepen osteé¢enja vene i svodi na minimalne vrednosti. Preparacija
poc¢injemo od medijalnog maleolusa postepenim odvajanjem vene iz njene adventicijalne loze
i preparisanjem, podvezivanjem i presecanjem boc¢nih grana. Tokom preparacije posebnu
paznju treba posvetiti oCuvanju safenskog nerva. Povreda nerva izaziva kratkoro¢ne i
dugoroc¢ne bolne senzacije i ispade u senzibilitetu potkolenice i stopala. Podvezivanje bo¢nih
grana se izbodi lanenom ligaturom 100, tako da ¢vor padne na odgovaraju¢e mesto. U slucaju
da se ligatura veze preblizu glavnog stabla to ¢e uzrokovati njeno suzavanje i1 uvrtanje, a u
slucaju da je ligatura vezana predaleko ostaje mrtvi prostor koji moze biti mesto potencijalnog

stvaranja tromba. Tokom faze preparacije vena se uvek odrzava u vlaznoj sredini.
3. Kanulacija i razduvavanje vene

Nakon zavrSene preparacije vene proksimalni deo se klemuje mosquito peanom i zatim presece.
U lumen vene se ubacuje metalna kanila preko koje ubrizgavamo fizioloski rastvor dok je na
distalnom delu vene postavljena fina bulldog klema. Ovim postupkom umreno dilatiramo venu
koja se Cesto spazmira tokom preparacije a ujedeno i proveravamo integritet venskog zida i
postojanje grana koje nisu podvezane. Tokom ubrizgavanja fizioloskog rasvora vodimo ra¢ina
o intenzitetu pritiska kako bi sprecili barotraumu vene i njenu prekomernu distenziju. U slu¢aju
oStecenja zida vene i posledi¢nog isticanja te€nosti pribegava se proSivanju iste primenom finih
prolenskih savova 7-0 i 8-0. Ukoliko je moguée deo na kome je vena o$tecena eliminiSemo i

ne koristimo kao graft.
4. Skladistenje i prezervacija graftova

Pre presecanja vene iz svog leZiSta uvek se konsultuje glavni hirurg da 1li je vena

zadovoljavajuce duzine i kvaliteta. Nakon pripreme venski graftovi se prezerviraju u posudi sa
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fizioloskim rastvorom, i ostaju $to kraéi period do implantacije. Te¢nost u ¢iniji za skladistenje

je sobne temperature.
5. Zatvaranje rane na nozi

Nakon okluzije proksimalnog i distalnog kraja velike safenske vene, neophodno je u€initi jos§
jednan detaljan pregled hemostaze. Bilo koji izvor krvarenja neophodno je ligirati ili klipsovati.
Nakon toga se rekonstrukcija rane sprovodi po slojevima. Potkoza se prosSiva kontinuiranim
over-over resorptivnim polifilamentnim Savom 0 ili 2-0 u zavisnosti od anatomske konstitucije.
U slucaju da je potkozno tkivo debelo Sivenje se moZe izvesti u vise slojeva. Nakon
zadovoljavaju¢e aproksimacije potkoze koza se proSiva u zavisnosti od afiniteta hirurga ili

intradermalnim resorptivnim ili najlonskim Savom.

Nakon kompletnog uSivanja rane, noga se premazuje antisepticnim sredstvom, pokriva
se sterilnim gazama i umotava bandaz zavojem od vrhova prstiju do butine. U slucaju
oslabljenih pulseva bandazni zavoj stoji zamotan do kraja operacije i reverzije heparina nakon

cega se uklanja.
Preparacija vene bez dodira (no-touch tehnika)

Tehnika pripreme venskog grafta kojom nas je naucio li¢no njen izumitelj prof. dr Domingos

Souza sa klinike Orebro iz Svedske.

Tehnika podrazumeva preparaciju vene sa okolnim tkivom u vidu peteljke, Sto
protektuje venu od spazma i oSteéenja tokom preparacije. Okolno tkivo vene predstavlja

spoljasnu potporu veni i ujedno sprecava spazam i knikovanje nakon implantacije.
1. Ekspozicija velike safenske vene

Kao 1 u prethodnoj tehnici ekspozicija se izvodi longitudinalnom incizijom koze skalpelom u
duzini potrebnoj za duzinu graftova. Potkozno tkivo se postepeno preparise, za razliku od
klasicnog metoda preparacije. Preparacija potkoznog tkiva vrSi se elektro-noZzem
(Dijatermijom) snagom struje do 20. Sustina preparacije je da se oko vene prezervira fascija i
na taj nacin saCuva eksterna potpora venskog grafta. Tokom ove faze pripreme krvni sud se

samo nazire kroz tkivo koje ga okruzuje.

2. Preparacija no touch tehnikom
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Preparacija vene se izvodi zajedno sa okolnim tkivom. Preciznim potezima dijatermije se vrsi
postepeno odvajanje peteljke venskog grafta od ostatka potkoznog tkiva. Bocne grane se

preparisu i podvezuju sli¢no kao i kod klasi¢ne tehnike pripreme.
3. Kanulacija i razduvavanje vene

Nakon komplene preparacije vena se na krajevima podvezuje i preseca. U proksimalni kraj se
ubacuje metalna kanila koja sluzi za propiranje vene. Klju¢na razlika u pripremi u odnosu na
klasi¢nu pripremu venskog grafta je u razduvavanju. Kod ove tehnike nema razduvavanja
fizioloskim rastvorom. Vec se to vrsi preko specijalnog konektora na arterijskoj kanili kada se
heparinizirana krv po pritiskom koji vlada u sistemskoj cirkulaciji pusta preko kanile u venski
krvni sud. Ovim postupkom se dilatira vena ako je doslo do njenog spazma a ujedno se i

proverava hemostaza i kontinuitet i kvalitet venskog grafta.
4. Skladistenje i prezervacija grafta

Nakon pripreme venski graftovi skladisteni su u fizioloski rastvor sobne temperature. Slicno

kao i kod klasi¢nog nacina pripreme.
5. Zatvaranje rane na nozi

Ova faza se izvodi sli¢no kao i prethodna, s tim $to treba naglasiti da kod no - touch tehnike
nastaje veci defekt potkoze tako da Sivenje mora biti veoma pazljivo kako bi se prevenirale
komplikacije infekcije i dehiscencije rane. Sivenje se izvodi resorptivnim polifilamntnim
Savom kontinuirano sa hvatanjem fascije misi¢a na dnu rane, na taj nacin se defekt potpuno

zatvara. Koze se uSiva resorptivnim ili najlonskim Savom u zavisnosti od afiniteta hirurga.

Nakon kompletnog uSivanja rane, noga se premazuje antisepticnim sredstvom, pokriva
se sterilnim gazama i umotava bandaz zavojem od vrhova prstiju do butine. U slucaju
oslabljenih pulseva bandazni zavoj stoji zamotan do kraja operacije i reverzije heparina nakon

cega se uklanja.
Endoskopska tehnika

Za razliku od predhodne dve tehnike, endoskopska tehnika je najskorijeg datuma. Glavna
razlika je $to se ovom tehnikom iskljucuje komplenta incizija koZe i potkoznog tkiva u duZini

graftova koji su neophodni, nasuprot tome ona zahteva par malih rezova koji su neophodni za
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operativni rad. Takode je neophodno znati da ova tehnika iziskuje dodatnu opremu i setove

koji su neophodni za hirurski rad.

1. Oprema korisc¢ena za endoskopsku preparaciju vene
- Endoskopski stub Wolf sa prate¢com opremom i endoskopom 5.5 mm.
- VirtuoSaph®Plus Endoscopic Vessel Harvesting System proizvodaéa (Terumo, Tokyo,

Japan) koji sadrzi sterilni Dissector, Harvester i Trocar.

Disketor je deo VirtuoSaph®Plus Endoscopic Vessel Harvesting sistema saginjen od PTFE
(Politetrafluoroetilena) velike glatkoce. Sadrzi atraumatski koni¢ni vrh koji ukljucuje sistem

za distribuciju CO..

Harvester je instrument koji se sastoji od V- keeper ili V lock ( koji sluzi za zaudavanje
vene nakon preparacije disektorom), V- cutter ( sluzi za presecanje i koagulaciju bo¢nih grana

tokom procesa preparacije vene).
Trocar sluzi kao port za ulazak harvestera u tunel koji je napravljen tokom faze disekcije.
1. Ekspozicija safenske vene

Klju¢na razlika endoskopske tehnike preparacije jeste isklju¢ivanje veoma dugih rezova koje
koristimo kod prethodne dve metode. Najcesce se pravi mala kozna incizija u duzini od 1-2 cm
na medijalnoj strani potkolenice neposredno ispod kolenog zgloba, tacnije unutrasnjom ivicom
gastroknemi¢nog misi¢a. Nakon incizije vrsi se preparacija i detekcija vene u potkoznom tkivu.
Nakon detekcije vena se veoma pazljivo odvoji od okolnog tkiva i zauzda silikonskom trakom

ili lanenom ligaturom.
2. Disekcija i preparacija endoskopskom tehnikom

Disektor spojen sa optikom i izvorom CO> (maksimalnog pritiska 12 mmHg i protok 3-4 I/min)
uvodi se kroz inciziju na koZi neposredno ispod vene. Nakon toga se zadnjom stranom uz
neposrednu blizinu krvnog suda neznim pokretima gura put napred prema medijalnom
maleolusu. Nakon zavrSetka preparacije zadnje strane disektor se izvlaci put spolja i zatim se
vr$i preparacija i odvajanje vene sa prednje strane. Preparacija uklju€uje i bo¢ne grane, veoma
neznim pokretima napred nazad vrsi se odvajanje bo¢nih grana od okolnog tkiva i postepeno
spustanje vene u formirani tunel u potkoZznom tkivu. Kada se zavrsi preparacija vene dovoljne
duzine za broj graftova koji je neophodan prelazi se na slede¢u fazu preparcije koja

podrazumeva presecanje bo¢nih grana. Ova faza podrazumeva zamenu disektora novim
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instrumentom harvesterom koji sluzi za preparaciju bo¢nih grana krvnog suda. Princip
podrazumeva obuhvatnje ispreparisane vene, detekcija bo¢nih grana i njihovo presecanje V cut
bipolarnom dijatermiom snagom 12. Nakon presecanja svih bo¢nih grana, na distalnom delu
ispreparisanog krvnog suda se pravi punktiformni rez kroz koji je peanom hvata vena i izvlaci
na povrsinu gde se podvezuje i preseca. Vena se nakon toga izvlaci harvesterom na povrsinu

koze.
3. Kanulacija i razduvavanje vene

Nakon zavr$ene preparacije u lumen vene se ubacuje metalna kanila preko koje ubrizgavamo
fizioloski rastvor dok je na distalnom delu vene postavljena fina bulldog klema. Ovim
postupkom umreno dilatiramo venu koja se Cesto spazmira tokom preparacije a ujedno i
proveravamo integritet venskog zida i postojanje grana koje nisu podvezane. Tokom
ubrizgavanja fizioloSkog rasvora vodimo raCuna o intenzitetu pritiska kako bi sprecili
barotraumu vene 1 njenu prekomernu distenziju. Bo¢ne grane se podvezuju lanenom ligaturom.
U slucaju ostecenja zida vene 1 posledicnog isticanja tecnosti pribegava se proSivanju iste
primenom finih prolenskih $avova 7-0 i 8-0. Ukoliko je moguce deo na kome je vena o$teéena

eliminiSemo 1 ne koristimo kao graft.
4. Skladistenje i prezervacija grafta

Nakon pripreme venski graftovi skladisteni su u fizioloski rastvor sobne temperature. Sli¢no

kao 1 kod klasi¢nog naCina pripreme.
5. Zatvaranje rane na nozi

Kod ove tehnike koZna incizija napravljena za endoskopske instrumente se zatvara pomocu
dva pojedinacna $ava, takode se punktiformne incizije na krajevima preparacije zatvaraju

pojedinacnim Savom.

Nakon uSivanja incizionih mesta noga se uvija bandaZz zavojem umerenom jafinom
kompresije. U slu¢aju oslabljenih pulseva bandazni zavoj stoji zamotan do kraja operacije i

reverzije heparina nakon ¢ega se uklanja.
3.4. Uzorkovanje i obrada patohistoloskog materijala

Uzorak vene safene dug 1 cm uzet je od svih pacijenata podvrgnutih konvencionalnoj,

endoskopskoj i ,,no-touch* hirurskoj tehnici, bez prethodne distenzije same vene (u CVH i
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EVH grupama). Dobijeni uzorci vena fiksirani su potapanjem iseCaka u 10%-tni rastvor
neutralnog formalina. Pre same laboratorijske obrade, na¢injena su tri poprecna preseka vena
debljine do 3mm, od svakog dobijenog venskog uzorka, a potom su isti pakovani u numericki
obelezene nosace parafina (modle). Tkivni iseCci su oblikovani u parafinske blokove i seceni
u debljini od 3pum koris¢enjem mikrotoma (Leica RM2255, Leica Microsystems, Nussloch,
GmbH, Germany). Nakon deparafinizacije u termostatu i ksilolu, histoloski preparati su
rehidratisani provodenjem kroz opadajuce koncentracije etanola (100%, 96%...) i dovedeni do
destilovane vode. Usledilo je bojenje hematoksilinom u trajanju od 8 minuta, a zatim ispiranje
pod u tekucoj 1 destilovanoj vodi. Nakon toga, tkivni ise€ci su bojeni eozinom u trajanju od 20
minuta, isprani teku¢om 1 destilovanom vodom i dehidratisani u rastu¢im koncentracijama
alkohola (96%, 100%), potom prosvetljeni primenom ksilola 1 na kraju montirani kori§¢enjem

kanada balsama i pokrovnih stakalca.

Dobijeni histoloski preparati su analizirani kori§¢enjem svetlosnog mikroskopa marke
Olympus BX50 (Olympus, Japan) opremljenim digitalnim fotoaparatom Leica DFC 295
(Leica Microsystems, Germany) pod razli¢itim uvecanjima. PatohistoloSka evaluacija je bila
usmerena na procenu integriteta intimalnog sloja i stepenu degenerativnih promena u
unutrasnjoj elasticnoj membrani, elasticnim 1 glatkim miSi¢nim vlaknima medijalnog i
rastresitom vezivnom tkivu adventicijalnog sloja, kao i na prisustvu vasa vasorum i okolnog
perivaskularnog masnog tkiva (Slika 19,20,21). Uocene patohistoloske promene su gradirane
kao: 0 —odsutne, 1 — minimalne, 2 — blage, 3 — umerene, 4 — izrazene, 5 — veoma izrazene, 6 —

ekstenzivne/teske.

Gradusnom ocenom 0 oznacene su vene bez ikakvih strukturnih oStecenja u svim slojevima
zida, sa o¢uvanim perivaskularnim masnim tkivom; gradusnom ocenom 1 oznacene su vene sa
minimalnim narusavanjem integriteta endotela (<10%), ponegde u vidu istezanja ili odvajanja
od subendotelnog sloja, fokalno oSte¢enim perivaskularnim masnim tkivom i adventicijalnog
sloja bez strukturnog ostecenja vasa vasorum i ¢itavog medijalnog sloja; gradusnom ocenom 2
— oznacene su vene sa fokalnim istezanjem ili odvajanjem endotelnog sloja (<25%), bez
oSte¢enja unutraSnje elastiéne membrane i1 medijalnog sloja zida, ali sa blagim oSte¢enjem
adventicijalnog rastresitog veziva i vasa vasorum, ukljucujuéi i oStecenje perivaskularnog
masnog tkiva; gradusnom ocenom 3 oznaceni su uzorci sa evidentnim istezanjem endotela (25-
50%), u nekim slucajevima fokalnim odvajanjem, sa minimalnim oSteenjem elasti¢ne
mebrane 1 medijalnog sloja, ali srednje umerenim oSte¢enjem adventicijalnog sloja i vasa

vasorum, kao i odsustvom perivaskularnog masnog tkiva; gradusnom ocenom 4 oznacene su
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vene sa >50% ostecenim, odvojenim endotelom, fokalno oste¢enom elasticnom membranom,
ponegde sa fokalnim odvajanjem miSi¢nih vlakana medijalnog sloja, kao i oSteenim
adventicijalnim slojem i1 delimi¢no odsutnim vaskularnim strukturama (vasa vasorum);
gradusnom ocenom 5 oznacene su vene sa vrlo izrazenim (subtotalnim ) o$te¢enjem intimalnog
sloja — endotela (<75%), pracene diskontinuitetom intimalnog od dubljih slojeva zida, kao i
elasticnih 1 miSi¢nih vlakana medijalnog sloja sa izrazenim defektima adventicijalnog sloja i
odustvom vasa vasorum; vene sa potpuno naruSenim integritetom endotela,
razdvojenim/separisanim elastiénim i miSi¢nim vlaknima medije, kao i izrazito oSteenim,
gotovo odsutnim adventicijalnim slojem, ukljucuju¢i 1 potpuno odsustvo vasa vasorum

definisani su gradusnom ocenom 6.
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Slika 19. Zid velike safenske vene bojen hematoksilin-eozinom

A — OStecena tinica intima

B — Oc¢uvana tunica intima
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Slika 20. Zid velike safenske vene bojen hematoksilin-eozinom

A — Ocuvana tunica media
B — Ostecena tunica media

Slika 21. Bojenje hematoksilin-eozin

A — Oc¢uvana tunica adventitia
B — Ostecena tunica adventitia
Imunohistohemijska analiza

Uzoreci vena su fiksirani u formalinu 1 uklopljeni u parafin, seCeni na mikrotomu u debljini do
3 um, a zatim montirani na predmetna stakla. Nakon deparafinizacije, usledila je rehidratacija
sa opadaju¢im koncentracijama etanola (100%,96%...) dovodenjem do destilovane vode.
Proces bojenja nastavljen je inkubacijom tkivnih isecaka sa tripsinom u cilju demaskiranja
antigena u trajanju od 90 min, nakon ¢ega je usledila blokada endogenih (tkivnih) peroksidaza

primenom 3% rastvora vodonik peroksida u trajanju od 10 min. Procedura je nastavljena
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demaskiranjem antigena, odnosno izlaganjem tkivnih preseka visokoj temperaturi potopljenih
u odgovarajuci pufer za demaskiranje (Tabela 1). Usledila je inkubacija sa primarnim antitelom
(zecije poliklonalno antitelo na Caveolin, proizvodac: Abcam, razblazenje 1:350; zeCije
poliklonalno antitelo na eNOS, proizvodac: Abcam, razblazenje 1:200; zecije poliklonalno
antitelo na von Willebrandov factor, proizvoda¢: DAKO, ready to use; misije monoklonalno
antitelo na CD31, proizvodac: DAKO, ready to use) u vlaznoj komori, nakon ¢ega su tkivni
uzorci ispirani u TBS-u tri puta u trajanju od 3 minuta. Posle ispiranja usledila je inkubacija
preseka sa Primary Antibody Enhancer komponentom kita, a slede¢i korak je predstavljao
inkubaciju preseka sa fotosenzitivnim HRP Polymer reagensom. TKivni preseci su potom
inkubirani u rastvoru mesavine supstrat-hromogen (3,3-diaminobenzidin — DAB, Dako Liquid
DAB+ Substrate Chromogen System, K3467), isprani teku¢om vodom 1 kontrastirani Mayer-
ovim hematoksilinom. Nakon toga je izvrSena dehidracija tkivnih preseka, primenom serije
rastuc¢ih koncentracija etanola, a isti su potom pokriveni odgovaraju¢om sintetskom smolom 1

pokrovnim staklom.

Rezultati: Na mestima gde je trazeni antigen bio prisutan u tkivu uocen je precipitat
hromogena braon boje (oksidisani produkt diamunobenzidina i peroksidaze — mesta vezivanja
odgovarajuceg antigena 1 za njega specificnog antitela), za razliku od okolnog tkiva koje je

bojilo plavo (hematoksilin) jedra i membrane celija.
Kontrola kvaliteta i specificnosti imunohistohemijske reakcije

Tokom procesa bojenja preparata paralelno se boje i “pozitivni® i “negativni* kontrolni uzorci
radi potvrde specificnosti 1 kvaliteta imunohistohemijske metode. Kao pozitivna kontrola u
toku imunohistohemijskog bojenja koriS¢eni su tkivni uzorci za koje je ranije utvrdeno da
sadrZe antigene koje je moguce vizuelizovati primenjenom metodom. Ovi preseci su tretirani
na isti nacin kao 1 ispitivani tkivni uzorci. Negativnu kontrolu (kontrola reagenasa) predstavljali

su tkivni uzorci na koje se umesto primarnih antitela aplikovan neimunizovani serum.
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Imunohistohemijska analiza zasnovana je na semikvantitativnoj proceni pozitivne
ekspresije imunohistohemijskih markera: Caveolin, eNOS, von Willebrand factor i CD31. Svi
preseci vena podvrgnuti su detaljnoj patomorfoloskoj evaluaciji radi utvrdivanja stepena
defektnosti i gubitka integriteta endotelnog, medijalnog i adventicijalnog sloja (slike 22,23,24)
uz poseban osvrt na imunohistohemijsku vizuelizaciju ostecenja vaskularnih elemenata
adventicije (vasa vasorum) i skorirani kao: 0 — negativno imunohistohemijsko bojenje, 1 —
imunohistohemijska pozitivnost — bojenje u tragovima (fokalna), 2 — minimalna
imunohistohemijska pozitivnost, 3 — umereno imunohistohemijsko bojenje, 4 — jako pozitivno
imunohistohemijsko bpjenje.
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Slika 22. Bojenje endotela antitelom CD31

A — ocuvane endotelne Celije
B — ostecene endotelne Celije

Slika 23. Bojenje Caveolin antitelom tunica media

A — ocuvana glatkomiSi¢na struktura
B —raslojavanje i dovajanje glatkomiSiénih ¢elija
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Slika 24. Bojenje Caveolin antitelom tunica adventitia

A — ocuvana adventicija 1 vaza vazorum
B — oStecena adventicija 1 vaza vazorum

100 um
e

Tabela 1. Koris¢ena antitela, njihovi proizvodaci, razblazenje, pretretman, inkubacija, kit i

kataloSki broj
. Proizvodac ..
Primarno e . . Inkubacija . Proizvodac /
antitelo / KaLal}oskl. Razblazenje Pretretman AT Kit Katalo¥ki. br.
Rabbit Anti- Epitope Th iontifi
Caveolin 1 retrieval . ermosclentific
- Abcam, . . Ultravision /
antibody - . solution pH9, 30 min na
c | 1:350 20 mi sobnoi T LP- HRP
aveolae ab2910 <0 min, ) polymer | Cat. No. TL-125-
Marker, mikrotalasna HL
polyclonal pecnica
. 0,01M citratni Thermoscientific
Rabbit .
Abcam, pufer pH6, 20 . Ultravision /
polyclonal . . preko noéi
Anti-eNOS 1:200 mif. na+ac | 0 HRP
. ah5589 mikrotalasna polymer Cat. No. TL-125-
antibody L, HL
pecnica
. Epitope L
c?l aflg:ltal DAKO retrieval Ultravision ThermOiclentlfIC
poly Ready to solution pH9, 30 min na
von . . LP- HRP
. FLEX use (RTU) 20 min, sobnoj T
Willebrand . polymer Cat. No. TL-125-
1S527 mikrotalasna
Factor . HL
pecnica
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Mouse Epitope -
monoclonal DAKO retrieval Ultravision Thermijentlflc
Anti-CD31, Ready to solution pH9, 30 min na L P. HRP
Endothelial FLEX use (RTU) 20 min, sobnoj T
Cell, Clone 15610 mikrotalsna polymer | Cat. N‘L- I'—'125'

JC70A peénica

3.5.Intraoperativni i rani postoperativni nezeljeni dogadaji

Ukljucuju informacije upisane u excel bazu nakon operativhog zahvata i tokom boravka

ispitanika u bolnici.

Intraoperativni podaci ukljucuju (datum operacije, broj uradenih bypaseva, vrstu graftova koje
smo koristili za revaskularizaciju i na¢in konstruisanja distalne i1 proksimalne anastomoze,
nain 1 mesto preparacije venskih graftova, dijametar, duzina 1 kvalitet vene, mesto
uzorkovanja materijala, krvne sudove srca koje smo revaskularizovali kao i njihove dijametre
na mestu anastomoze i distalno, trajanje operacije, duzina trajanja masine za vantelesni krvotok

i trajanje kleme odnosno ishemiskog sréanog aresta).

Rani postoperativni rezultati ukljucivali su: drenazu unutar Sest i 24 ¢asova od procedure,
duzinu trajanja mehanicke ventilacije, zahteva za krvnim derivatima, eksploracija grudnog
koSa zbog krvarenja, vrednosti kardiospecifi¢énih enzima high sensitive troponin I, CK, CK-

MB, promene u EKG monitoringu nakon operacije, duzina boravka u intenzivnoj nezi i bolnici.
Rani period pracenja do 30 dana

Rani period pracenja ispitanika usmeren je na velike nezeljenje dogadaje koji su zabelezeni
intrahospitalno i kasnije do 30 dana tj. prve kontrole bolesnika. Izvodi se klini¢kim pregledom
hirurga ili kardiologa u zavisnosti od vrste patoloSskog problema. Ovi neZeljeni dogadaji
predstavljaju sekundarne ciljeve istrazivanja i odnose se na velike kardiovaskularne i
cerebrovaskularne nezeljene dogadaje, mortalitet, kao i komplikacije rana naro¢ito na mestu

preparacije velike safenske vene.
Kardiovaskularni neZeljeni dogadaji

1. Angina pectoris - definisana prema svetskoj zdravstvenoj organizaciji kao bol u
grudima ili diskomfor koji ogranicava fizicku aktivnost (Setanje uzbrdo) lokalizovana
oko grudne kosti ili levoj strani grudnog kosSa sa tendencijom Sirenja u levu ruku a koji

prolazi nakon 10 minuta odmora ili uzimanjem nitroglicerina (45).
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2. Perioperativni infarkt miokarda — karakteriSu bolovi ili nelagodnost u predelu grudnog
kosa, pracene EKG promenama koje predstavljaju ishemiju, uz novonastale ispade u
kinetici sr¢anog misic¢a i elevaciju kardiospecifi¢nih enzima (petostruko poveéanje CK-
MB frakcije 99" percentila normalne referentne vrednosti i poveéanje visoko
senzitivnog Troponina I) (46).

3. Rekoronarografija ili naknadna revaskularizacija — izvodenje naknadne evaluacije
koronarnog korita i konstruisanih graftova zbog hemodinamske ili ritmoloske
nestabilnosti nakon hirurSke revaskularizacije. Procedura podrazumeva evaluaciju u
sali za kateterizaciju sa posledi¢nim plasiranjem stenta ili uvodenje u operacionu salu 1
konstruisanje dodatnog bypass-a na teritoriji krvnog suda koji pravi ishemijske
probleme.

Cerebrovaskularni dogadaji

1. Tranzitorni ishemijski atak (mini slog) — kratkotrajni neuroloski deficit (amaurose
fugax, konfuzija ili nemoguénost govora, utrnulost ili slabost jedne strane tela, gubitak
balansa i koordinacije) koje traje manje od 24h, bez novonastalih zona ishemije
mozdanog parenhima na kontrolnom CT pregledu.

2. Slog — definisan kao novonastali neuroloski deficit koji prati pareza ili plegija jedne
strane tela, 1 potvrdena novonastala ishemijska ili hemoragijska lezija nakon uradenog

kontrolnog CT snimka.
Mortalitet

Rani mortalitet definisan kao smrtni ishod unutar 30 dana od dana operativnog zahvata. Podelu
smo izvrSili na smrtni ishod kardijalnog porekla kod kojih je uzrok smrti zbog patoloskog
stanja srca koje je do toga dovelo. Nekardijalni uzrok smrti sva ostala patoloska stanja ili

akcidenti koji mogu dovesti do smrtnog ishoda.
Komplikacije zarastanja presternalne rane

1. Povrsinska infekcija grudne rane je definisana kao infektivni proces koji zahvata koZzu
potkoZno tkivo i pektoralnu fasciju, bez Sirenja infekcije na grudnu kost. Klini¢ka slika
je blaga prati je crvenilo oko rane, dehiscencija svih slojeva, drenaza rane
(seropurulentna ili purulentna), retko povecanje telesne temperature. Brisom je jasno

izolovan uzro¢nik infekcije.
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2. Duboka sternalna infekcija je definisana na osnovu sledec¢ih kriterijuma 1) izolovani
uzro¢nik infekcije iz medijastinalnog tkiva ili te¢nosti, 2) prisustvo bola ili nestabilnosti

grudne kosti, 3) telesna temperatura preko 38 C i gnojna drenaza iz medijastinuma (47).
Komplikacije rana na mestu preparacije velike safenske vene

1. Infekcija i dehiscencija rane na nozi — je praéenja crvenilom rane, pojavom
seropurulentnog ili purulentnog sekreta rane uz razilazenje svih slojeva rane. Kao i

izolovanjem uzroé¢nika infekcije mikrobioloskim pregledom.

DSty ~mbalf's

Slika 26. Infekcija rana na nozi nakon uzimanja velike safenske vene
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2. Bol na mestu preparacije — hroni¢ni bolni nadrazaj na mestu kozne incizije ili njenoj
neposrednoj blizini. Moze se javljati periodi¢no ili u kontinuitetu duzi vremenski
period, i mora se kupirati medikamentoznom terapijom za bol.

3. Parestezije i gubitak senzibiliteta na mestu preparacije vene — neuroloski ispadi
senzibiliteta u vidu trnjenja, mravinjanja ili bockanja razli¢itog intenziteta i trajanja a u
neposrednoj blizini rane ili dorzalnoj strani stopala definisani su kao parestezije.
Potpuno odsustvo osecaja senzibiliteta oko rane ili dorzuma stopala definisano je kao

gubitak senzibiliteta.
Kasni period pracenja godinu dana nakon operativnog lecenja

Ukljucuje telefonski razgovor hirurga i bolesnika godinu dana nakon operativnog zahvata. Ima
za cilj da utvrdi postojanje velikih neZeljenih kardiovaskularnih i cerebrovaskularnih dogadaja
u prethodnom periodu. Takode registruje mortalitet i neposredni uzrok smrti i njenu
kvalifikaciju u predhodno navedene dve kategorije. Komplikacije hirurskih rana kao §to su
infekcije, dehiscencije sa posebnim osvrtom na mesto preparacije velike safenske vene.
Neuroloske komplikacije u vidu bola, parestezija, utrnulosti i otoka ekstremiteta na mestu

uzimanja velike safenske vene.
3.6. Statisticka analiza

Potrebna minimalna veli¢ina uzorka za detekciju veli¢ine efekta od 0.5 u analizi varijanse tri
grupe varijabli za nivo statistiCke znacajnosti od 0.05 i statisticku snagu od 0.9 iznosi 54
ispitanika. Veli¢ina efekta dobijena je na osnovu pretpostavljenih odnosa vrednosti objasnjene
1 rezidualne varijanse od 0.2 prema 0.98. Izracunavanje veliCine uzorka uradjeno je pomocu

programa G-power 3.1.6

Podaci studije su obradivani statistickim softverom SPSS 25.0 za Windows 10. Sve statisticke
metode su smatrane znacajne ukoliko je p vredost bila <0.05. Deskriptivna statisticka analiza
je ukljucivala srednju vrednost, medijanu, standardnu devijaciju, i interkvartilnu razliku
pomenutih parametara. Razlika u distribuciji specifi¢nih parametara izmedu testiranih grupa
je bila determinisana primenom 2 ili Fisher's test. Normalnost distribucije numerickih varijabli
je bila testirana primenom Shapiro Wilk i Kolmogorov Smirnov testovima. Komparacija
izmedu grupa je uinjena je primenom ANOVA i Kruskal-Wallis H testovima. Binomna
logisticka regresiona analiza je koriS¢ena da detektuje odnos izmedu zavisnih i nezavisnih

binarnih varijabli
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4. Rezultati

4.1 Demografski podaci

Istrazivanje je ukljucilo 83 ispitanika koji su randomizovani u tri grupe na osnovu
hirurskih tehnika koje smo Koristili za pripremu VSV. Prva grupa ispitanika kod kojih je velika
safenska vena pripremljena klasicnom tehnikom ukljucila je 27 ispitanika prosecne starosti
67,66+5,6 godina, od kojih su 13 (48%) bili ispitanici muskog pola. Druga grupa je ukljucila
31 ispitanika kod kojih je velika safenska vena preparisana tzv. No - touch tehnikom, prosecna
starost grupe iznosila je 66,5+7,5 godina od kojih je 23 (74%) bilo muckog pola. Treca grupa
ukljucivala je pacijente kod kojih je vena pripremljena endoskopskom tehnikom, ukupan broj
ispitanika je iznosio 25, a prosecna starost 66+5,5 godina, od kojih je 18 (75%) bilo muskog
pola. Svi bolesnici su bili u grupi niskog operativnog rizika procenjenog EuroSCORE Il ¢ije
su vrednosti bile 1.8 (IQR 1.2-3.2) za klasi¢nu grupu, 1.8 (IQR 1.2-2.85) za no-touch grupu i
2.11 (IQR 1.5-2.9) za endoskopsku grupu. Hereditet za koronarnu bolest koji je bio statisticki
ucestaliji u tre¢oj grupi ispitanika ( Hi-kvadrt test p = 0.02). Ostale preoperativne karakteristike

prikazane u tabeli 2. nisu se statisticki razlikovale u ispitivanim grupama.

Tabela 2. Preoperativne karakteristike ispitivanih grupa

Preoperativne Klasi¢na grupa No-touch grupa Endoskopska P vrednost
karakteristike N (27) N (31) grupa N (25)
Muski pol 13 (48%) 23 (74%) 18 (75%) 0.79
Godine 67.66+5.6 66.5+7.4 66+5.5 0.62
Indeks telesne mase 27.38+£3.4 26.28+3.6 28.2+3.99 0.15
NYHA
I 1(3.7%) 1 (3.2%) 2 (8%) 0.4
I 20 (74%) 23 (74%) 13 (52%) '
" 6 (22.2%) 7 (22.5%) 10 (40%)
EuroSCORE I 1.8(IQR1.2-3.2) 1.8(IQR1.2-2.85) 2.11(IQR1.5-2.9) 0.58
Hipertenzija 26 (96.3%) 30 (96.8%) 25 (100%) 0.64
Hiperlipidemija 24 (88.8%) 25 (80.6%) 21 (84%) 0.69
Diabetes mellitus 13 (48.1%) 18 (58%) 16 (64%) 0.64
Tip | 2 (15.4%) 6 (33.3%) 4 (25%)
Tip Il 11 (84.6%) 12 (66.6%) 12 (75%)
PVB 4 (14.8%) 2 (6.45%) 2 (8%) 0.53
HOBP 3 (11.1%) 3(9.7%) 1(4%) 0.62
HBI 3 (11.1%) 5 (16.1%) 1 (4%) 0.35
Predhodni Slog 2 (7.4%) 2 (6.45%) 2 (8%) 0.99
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Pusenje

Genetsko
opterecenje za KVB
Preoperativna
medikamentozna
terapija

1. B blokatori
2. Diuretici
ACE
inhibitori
Statini
Digitalis
Aspirin
Plavix

w

No ok

9 (33.3%)
14 (51.8%)

23
17
11

18
11

16 (51.6%)
20 (64.5%)

32
20
12

21
16

9 (36%)
7 (28%)

0.3
0.02

0.8

Skraéenice: KVB — kardiovaskularne bolesti; HOBP — hroni¢na obstruktivna bolest

pluca; HBI — hroni¢na bubrezna insuficijencija; PVB — periferna vaskularna boles

Preoperativna koronarna angiografija je pokazala da je prose¢an broj zahvacéenih krvnih

sudova svih ispitanika bio 3 (IQR 3-3). Difuzna koronarna bolest je statisti¢ki bila u¢estalija u

prvoj grupi ispitanika ( Hi-kvadrat test,p=0.02,). Ostale angiografske karakteristike bolesnika

su prikazane u tabeli 3.

Tabela 3. Preoperativne karakteristike koronarne bolesti

sudova

Karakteristike Klasi¢na grupa | No-Touch grupa | Endoskopska | P vrednost
koronarne bolesti N (27) N (31) grupa
N (25)
Preoperativni IM 16 (59.2%) 14 (45.1%) 15 (60%) 0.44
Vreme od IM
1. >3 meseca 14 (87.5%) 11 (78.6%) 11 (73.3%) 0.57
2. <3 meseca 0 2 (14.3%) 2 (13.3%)
3. unutar 30 dana 2 (12.5%) 1 (7.1%) 1 (6.6%)
4. unutar 7 dana 0 0 1 (6.6%)
Lokacija IM
1. Anteroseptalni 5 (33.3%) 2 (14.3%) 1 (6.6%)
2. Anterolateralni 1 (6.6%) 4 (26.6%) 0 0.13
3. Anteroposteriorni 1 (6.6%) 0 1 (6.6%)
4. Diaphragmalni 3 (20%) 3 (21.4%) 7 (46.6%)
Angina pectoris 26 (96.3%) 30 (96.7%) 20 (80%)
1. Stabilna 18 (69.2%) 23 (76.6%) 8 (40%) 0.01
2. Nestabilna 8 (30.7%) 7 (23.3%) 12 (60%) Hi-kvadrat test
Zahvacenost koronarnih 3 (IQR 3-3) 3 (IQR 3-3) 3 (IQR 3-3) 1
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Bolest glavnog stabla 9 (33.3%) 6 (19.3%) 12 (48%) 0.07
Stepen stenose
koronarnog krvnog suda
1. LAD 90 (IQR 70-95) 90 (IQR 80-95) 90 (IQR 80 - 0.65
2. Cx 90 (IQR 80-99) | 85 (IQR 80-100) 99) 0.93
3. RCA 90 (IQR 75-100) | 90 (IQR 80-100) | 90 (IQR 80 - 0.44
4. Dg 80 (IQR 65-95) 90 (IQR 90-94) 95) 0.68
100 (IQR 80-
100)
99 (IQR 68 —
99)
Difuzna kororonarna 11 (40.7%) 3(9.7%) 5 (20%) 0.02
bolest
Predhodne PCI 3 (11.1%) 5 (16.1%) 7 (28%) 0.27

Skraéenice: IM — infarkt miokarda; PCI — perkutana koronarna intervencija

Bolesnici iz trec¢e grupe su imali statisti¢ki znac¢ajno vece end - dijastolne i end-sistolne
dijametre leve komore na trans-torakalnom ultrazvu¢nom pregledu srca (Studentov T test za
nezavisne uzorke p=0,002 i p=0,005, redom), iako nije bilo znacajne razlike u vrednostima
ejekcionih frakcija leve komore medu grupama. Ostali ehokardiografski parametri prikazani su
u tabeli 4.

Tabela 4. Preoperativne ultrazvuéne karakteristike

Ehokardiografske Klasi¢na No-touch Endoskopska | P vrednost
karakteristike grupa grupa grupa
N (27) N (31) N (25)
Ejekciona frakcija (%) | 50 (IQR 40-50) | 50 (IQR 45 -55) | 45 (IQR 27-50) 0.21
EDD (mm) 522 +4.7 50.2+ 4.26 55.1+5.36 0.002
ESD (mm) 34.5+5.36 32.9+5.35 38.2+6.8 0.005
MR (stepen) 1 (IQR 0-1) 1 (IQR 0-1) 1 (IQR 0-2) 0.3

Skracenice: EDD — end dijastolni dijametar; ESD — end sistolni dijametar; MR —

mitralna regurgitacija

Svi pacijenti su operisani primenom masine za vantelesni krvotok, i kod svih je kao
graft za revaskularizaciju teritorije prednje descedentene grane kriS¢ena leva unutras$nja
torakalna arterija. Ukupno trajanje procedure je bilo statisticki zan¢ajno duze u grupi ispitanika

sa endoskopski pripremanim venskim graftovima (Studentov T test za nezavisne uzorke

47



p<0.001). Krvna kardioplegija je znacajno ¢eS¢e bila koris¢ena u grupi sa endoskopskom
venom (Hi-kvadrat test p=0.001). Ostale karakteristike operativnog zahvata prikazane su u
tabeli 5.

Tabela 5. Intraoperativne karakteristike ispitivanih grupa

Intraoperativne Klasi¢na grupa | No-touch grupa | Endoskopska | P vrednost
karakteristike N (27) N (31) grupa N (25)
Broj bypass-eva 3 (IQR 3-4) 3 (IQR 2-3) 3 (IQR 3-4) 0.25
Mamarna arterija, n (%) 27 (100%) 31(100%) 25(100%) 1
Velika safenska vena 2 (IQR 2-2) 2 (IQR 1-2) 2 (IQR 1-3) 0.78
(broj)
Prose¢na duzina VSV 39.448.5 36.4+9.8 38.2£7.9 0.43
(cm)
Prose¢an dijametar VSV 3.5£0.5 3.41+0.4 3.3£0.5 0.11
(mm)
Mesto preparacije VSV
1. Potkolenica 7 (25.9%) 10 (32.3%) 8 (32%)
2. Natkolenica 2 (7.4%) 8 (25.8%) 6 (19.4%) 0.26
3. Oba 18 (66.6%) 13 (42%) 11 (35.4%)
Kvalitet VSV 0.13
1. dobar 26 (96.3%) 30 (96.7%) 21 (84%)
2. los 1 (3.7%) 1 (3.2%) 4 (16%)
LAD dijametar (mm) 1.5+0.3 1.5+0.3 1.5+0.2 0.73
RCA dijametar (mm) 1.6x0.5 1.3x0.1 1.5+0.3 0.06 (T test)
Cx dijametar (mm) 1.5+0.4 1.4+0.2 1.5+0.3 0.44
Dg dijametar (mm) 1.23+0.5 1.4+0.3 1.4+0.3 0.49
Mesto proksimalne
anastomoze
1. Ascedentna aorta 27 (100%) 30 (96.7%) 25 (100) 0.9
2. Drugi graftovi 0 (0%) 1 (3.2%) 0 (0%)
Sekvencijalni graftovi 2 (7.4%9 0 (0%) 1 (4%) 0.32
Trajanje aortne kleme 55.5+16.6 60.4£17.9 57.3+15.3 0.53
(min)
Trajanje EKC (min) 90.4+26.8 99.8+28.6 95.8+20.9 0.39
Trajanje operacije (min) 194.1+34.8 199.3+47.9 253.2+37.5 <0.001
Vrsta kardioplegije 0.001
1. Kristaloidna 26 (96.3%) 22 (71%) 13 (52%)
2. Krvna 1 (3.7%) 9 (29%) 12 (48%)
Inotropna potpora 9 (33.3%) 12 (38.7%) 12 (48%)
1. Adrenalin 4 (44.4%) 5 (41.6%) 9 (75%) 0.35
2 Dobutamin 0 0 1 (8.3%)
3 Noradrenalin 5 (55.5%) 7 (58.3%) 2 (16.6%)
IABP 0 0 0 1
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Skracenice: EKC — ekstrakorporalna cirkulacija; IABP — intraaortalna balon pumpa; VSV —

velika safenska vena

Parametri ranog postoperativnog perioda nisu se znacajno razlikovali izmedu

analiziranih grupa. Duzina trajanja mehanicke ventilacije bila je statisticki krac¢a u grupi sa

endoskopski pripremljenom venom (Mann Whitney test, p=0.05). Nije bilo razlike u duzini

boravka u intenzivnoj nezi ali je grupa sa no-touch venom imala statisticki duzi boravak u

bolnici u odnosu na ostale dve grupe (Mann Whitney test, p=0.05). Vrednosti torakalne drenaze

i revizija zbog krvarenja nisu pokazale odstupanje izmedu poredbenih grupa. Laboratorijske

analize kardiospecificnih enzima u ranom postoperativnom periodu nisu pokazale znacajnu

razliku izmedu analiziranih grupa.

Ostali postoperativni i laboratorijski parametri su prikazani u tabeli 6 i 7.

Tabela 6. Potoperativne karakteristike ispitivanih grupa

Postoperativne Klasi¢na grupa No-touch grupa Endoskopska P
karakteristike N(27) N(31) grupa N(25) vrednost
Torakalna drenaza 150 (IQR 100-300) | 150 (IQR 100-250) | 200(IQR 100-275) | 0.65
unutar 6 sati
Torakalna drenaza 300(IQR 250-500) | 400(IQR 300-600) | 400 (IQR 275- 0.65
unutar 24 sata 500)
Revizija zbog 1 (3.7%) 1 (3.22%) 0 0.64
krvarenja
Mehani¢ka ventilacija | 11 (IQR 9-13) 12 (IQR 9-13) 9 (IQR 8-11,5) 0.05
(sati)
Reintubacija 0 0 0 1
EKG
1. Normalan 25 (92.5%) 29 (93.5%) 24 (96%)
2. ST elevacija 2 (7.4%) 1 (3.2%) 1 (4%) 0.7
3. ST depresija 0 0 0
4. Tinverzija 0 1 (3.2%) 0
Postoperativna EF (%) | 47.94£9.3 49.8+9.2 41+12.2 0.006 (T
test)
Boravak u intenzivnoj | 1 (IQR 1-2) 1(IQR 1-2) 1(IQR 1-2) 0.9
nezi (dani)
Boravak u bolnici 6 (IQR 5-7) 7 (IQR 7-8) 6 (IQR 5-8) 0.05
(dani)
Mortalitet 0 (0%) 1 (3.2%) 0 (0%) 0.43
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Tabela 7. Postoperativne laboratorijske analize ispitivanih grupa

Laboratorijske Klasi¢na grupa No-touch Endoskopska P vrednsost
analize N(27) grupa N(31) grupa N(25)
Traneksami¢na 27 (100%) 31 (100%) 25 (100%) 1
kiselina
Preoperativni hs 7.75(1QR3.8- 7.3 (IQR3.18 - 9.9 (IQR5.6 - 0.45
Troponin 23.6) 14.3) 15.25)
hs Tropinin 2 sata 2164.8 2765 (IQR 3100 (IQR 0.4
nakon procedure (IQR1437.5- 1976.3 -4662.2) | 2907.3 -4717)

4605.6)
hs Troponin 6 sati 4128.7 (IQR 3864 (IQR 3890 (IQR 0.9
nakon procedure 2585.9 -5985.6) | 2525.3-5494.3) | 2530.8 —5988.8)
CK 6 sati nakon 374 (IQR 325- | 334 (IQR291- | 398 (IQR 348 - 0.32
procedure 466) 570) 593.5)
CK 24 sata nakon 438 (IQR 347- | 398 (IQR 302 - 555.5 (IQR 0.2
procedure 615.5) 553) 357.2 -917.5)
CK-MB 6 sati nakon | 35.9 (IQR27.5- | 27.5(IQR 25.4 | 34.3 (IQR 26.4 — 0.24
procedure 47.2) -46) 45.7)

Skraéenice: CK — kreatin kinaza

Istrazivanje nije registovalo statisti¢ku razliku unutar grupa u postoperativni nezeljenim

dogadajima $to je pokazano u tabeli 8.

Tabela 8. Rani postoperativni nezeljeni dogadaji

Postoperativni Klasi¢na grupa | No-touch grupa Endoskopska P vrednost

neZeljeni dogadaji N (27) N (31) grupa
N (25)

Postoperativni IM 0 (0%) 1 (3.22%) 1 (4%) 0.6

Postoperativni Slog 1 (3.7%) 0 (0%) 0 (0%) 0.35

Dezorjentacija 1 (3.7%) 6 (19.3%) 2 (8%) 0.14

Postoperativha AF 6 (22.2%) 8 (25.8%) 5 (20%) 0.83

Perikardni izliv 1 (3.7%) 1 (3.22%) 0 (0%) 0.63

Pleuralni izliv 0 (0%) 2 (6.4%) 1 (4%) 0.41

Skracenice: AF — atrijalna fibrilacija; IM — infarkt miokarda
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4.2 Rezultati histoloske analize

Hematoksilin-eozin bojenje je detektovalo ostecenja sva tri sloja zida venskih graftova
prikazanih na slici 27. Statistickom obradom podataka detektovan je znacajno manji stepen
oStecenja zida venskog grafta u no-touch grupi (2(1QR 1-2)) u poredenju sa grupom u kojoj je
vena pripremana klasicnom (3(IQR 2-4)) i endoskopskom tehnikom (4(IQR2-4)) (Mann
Whitney test p<0,001) Grafikon 1. U ukupno 25 (30.1%) od ukupnog broja uzorka vena,
detektovan je oblik intimalne hiperplazije i subendotelnog edema. Ove promene nisu bile
povezane sa preoperativnim karakteristikama pacijenata (pol, starost, telesna tezina 1 visina,
dijabetes melitus). Ostecenje adventicije je bilo znacajno vece u endoskopskoj i klasi¢noj grupi
u odnosu na no-touch grupu (Hi-kvadrat test, p<0,001). Nije bilo registrovanih uzoraka sa
difuznim adventicijalnim oSteenjem u no-touch grupi. Osteéene vasa vasorum je bilo
intenzivnije u endoskopskoj i klasi¢noj grupi u poredenju sa no-touch tehnikom (Hi-kvadrat
test, p=0,009). Ostale histoloske karakteristike preparata obojenih hematoksilin-eozin
prikazani su u tabeli 9.

Klasicna

A *
Endoskopska
D
\ Sk
No-touch A A =
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Slika 27. Histoloska analiza uzoraka vena pripremanih razli¢itim tehnikama pokazuje

odvajanje endotela (strelica) i fokalno oSte¢enje adventicije sa fokalnim odsustvom vaza
vazorum (zvezdica) u klasi¢noj grupi (A — H&E x40, B — H&E x200, C H&E x200). Fokalni
defekti endotela (strelica) i adventicije sa fokalnim odsustvom vaza vazorum (zvezdica) u
endoskopskoj grupi (D — H&E x40, E — H&E x200, F — H&E x200). O¢uvane mikrostrukture
zida vene, adventicije i vaza vazorum u No-touch grupi (G — H&E x40, H — H&E x200, | —

H&E x200).

Broj venskih graftova

[

Klasi¢na

Tehnike preparacije venskih graftova

No-touch

Stepen oStecenja zida
vene (H&E bojenje)

[ Stepen 0 (odsutno)
Stepen 1 (minimalno)

[ Stepen 2 (blago)

[l Stepen 3 (umereno)

B Stepen 4 (znacajno)

M Stepen 5 ( vilo znacajno)
M Stepen 6 (tesko)

Endoskopska

Grafikon 1. Distribucija prema stepenu oSte¢enja graftova pripremanih razli¢itim tehnikama

(Hematoksilin-eozin bojenje)

Tabela 9. Imunohistohemijska analiza stepena o$te¢enja zida venskih uzoraka primenom tri

razli¢ite hirurSke tehnike (bojenje Hematoksilin-eozin)

Hematoksilin-Eozin Klasi¢na No-touch Endoskopska P vrednsot
bojenje grupa N(27) grupa N(31) grupa
N(25)
Stepen oSteCenja zida 3 (IQR 2-4) 2 (IQR 1-2) 4 (IQR 2-4) <0.001
vene
Osteéenje endotela vene 7 (25.9%) 8 (25.8%) 7 (28%) 0.98
Ostecenje medije vene 5 (18.5%) 7 (22.5%) 4 (16%) 0.8
Intimalni edem 5 (18.5%) 10 (32.25%) 10 (40%) 0.23
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Ostecenje adventicije (0 7 (25.9%) 25 (80.6%) 5 (20%) <0.001
-ne, 1- lokalno, 2 — 14 (51.8%) 6 (19.3%) 15 (60%)
difuzno) 6 (22.2%) 0 (0%) 5 (20%)

Ostecenje vaza vazorum 6 (22.2%) 0 (0%) 7 (28%) 0.009

4.3. Rezultati imunohistohemijskog istraZzivanja

Imunohistohemijsko bojenje CD31 antitelom detektovalo je oSte¢enja unutar sva tri
sloja zida krvnog suda prikazana na slici 28. CD31 antitelo je pokazalo znatno visi stepen
prebojavanja (Sto predstavlja mali stepen oStec¢enja) uzoraka u no-touch grupi (4(IQR2-4)) u
odnosu na stepen u konvencionalnoj i endoskopskoj grupi koja je pokazala isti stepen (2(IQR
2-4)) (Mann Whitney test, p=0.02) (Grafikon 2). Nije bilo statisticke razlike ostecenja izmedu
konvencialne i endoskopske grupe. Procenom endotelnog bojenja koje ukazuje na oStecenje
istog utvrdeno je da je ocuvanost endotelnih c¢elija statisticki veéa u grupi no-touch
pripremljene vene u odnosu na ostale dve grupe (Hi-kvadrat test, p=0.03). Isto antitelo je
pokazalo bolju oCuvanost adventicijalnog sloja i vase vasorum u no-touch grupi (Hi kvadrat

test, p=0.06, p =0.09, redom). Ostali rezultati CD31 bojenja prikazani su u tabeli 10.

Endoskopska

No-touch
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Slika 28. Imunohistohemijsko bojenje antitelom CD31 pokazalo je lokalno blago bojenje
endotela (strelica) i odsustvo bojenja vaza vazorum i adventicije (zvezdica) u klasi¢noj grupi
(A — CD31 x40, B - CD31 x200, C — CD31 x200), fokalno minimalno bojenje endotela
(strelica), defekte adventicije i odsustvo vaza vazorum (zvezdica) u endoskopskoj grupi
uzoraka (D — CD31 x40, E — CD31 x100, F — CD31 x200) i jako bojenje (braon boja) endotela,
adventicije i vaza vazorum unutar uzoraka no-touch grupe (G — CD31 x40, H — CD31 x200, |
— CD31 x200)

CD 31 bojenje

Stepen 0 (nema bojenja)
B Stepen 1 %n‘ag)

Stepen 2 (minnnlno)
M Stepen 3 (umereno)
M Stepen 4 (jako)

Broj venskih graftova

No-touch

Klasi¢na Endoskopska

Tehnika preparacije venskih graftova

Grafikon 2. Distribucija oSte¢enja vesnkih graftova po grupama (Imunohistohemijsko bojenje
antitelom CD31)

Tabela 10. Imunohistohemijska analiza stepena oSteCenja zida venskih uzoraka primenom tri

razli¢ite hirurSke tehnike (bojenje CD31 antitelom)

Bojenje antitelom Klasi¢na No-touch Endoskopska P vrednost

CD31 grupa N(27) grupa N(31) grupa
N(25)

Stepen bojenja 2 (IQR 2-4) 4 (IQR 2 -4) 2 (IQR 2-4) 0.02

Ostecenje endotela vene 6 (22.2%) 16 (51.6%) 7 (28%) 0.03

(0 — ne, 1-lokalno, 2 - 17 (62.96%) 8 (25.8%) 16 (64%)

difuzno) 4 (14.8%) 6 (19.3%) 2 (8%)

Ostecenje medije vene 2 (7.4%) 1 (3.22%) 1 (4%) 0.75

54



Ostecenje adventicije 19 (70.3%) 30 (96.77%) 22 (88%) 0.06
vene (0 — ne, 1- lokalno, 7 (25.9%) 1(3.22%) 2 (8%)
2 — difuzno) 1 (3.7%) 0 (0%) 1 (4%)

Ostecenje vaza vazorum 4 (14.8%) 0 (0%) 3 (12%) 0.09

Imunohistohemijsko bojenje Faktorom VIII otkrilo razli¢ite stepene oStec¢enje zida venskih

uzoraka u razli¢itim ispitivanim grupama $to Se moze videti na slici 29.

Klasi¢na

Endoskopska

No-touch

Slika 29. Imunohistohemijsko bojenje primenom Faktor VIII antitela pokazuje jako bojenje
(braon bojom) lokalno ostec¢enog endotela (strelica) i odsustvo vaza vazorum u adventicijalnom
sloju (zvezdica) uzoraka vene pripremane klasi¢nom tehnikom (A — Faktor VIII x40, B —
Faktor VIl x200, C — Factor VIII x100), fokalno umereno bojenje endotela (strelica), defekt
adventicijalnog sloja i odsustvo vaza vazorum (zvezdica) kod uzoraka vene pripremanih
endoskopskom tehnikom (D — Faktor VIII x40, E — Faktor VIII x200, F — Faktor V11 x200) i
jako bojenje (braon boja) endotelnog sloja i vaza vazorum u adventiciji venskih uzoraka
pripremanih No-touch tehnikom (G — Faktor VIII x40, H — Faktor VIII x200, | — Faktor VIII
x200).

55



Bolja o¢uvanost venskog zida (endotela, medije i adventicije) registrovana je u grupi no-touch

pripremane vene u odnosu na ostale dve (Hi-kvadrat test, p<0.001) sto je prikazano graficki na
Grafikonu 3.

Broj venskih graftova

Klasi¢na

No-touch

FVII bojenje

[J Stepen 1 (trag)

M Stepen 2 (minimalno)
M Stepen 3 (umereno)
M Stepen 4 (jako)

Endoskopska

Tehnika preparacije venskih graftova

Grafikon 3. Distribucija oSte¢enja vesnkih graftova po grupama (Imunohistohemijsko bojenje

antitelom Faktor VIII)

Ostecenje endotelnog sloja bilo je statisticki manje izrazeno u no-touch grupi (Hi-kvadrat test

p=0.038). Ostali parametri imunohistohemijskog bojenja faktorom VI1II prikazani su u tabela

11.

Tabela 11. Imunohistohemijska analiza stepena oste¢enja zida venskih uzoraka primenom tri

razli¢ite hirurske tehnike (bojenje Faktor VIII antitelom)

Bojenje antitelom Klasi¢na No-touch Endoskopska P vrednost
Faktor VIII grupa grupa N(31) grupa group

N(27) N(25)

Stepen bojenja 2 (IQR 2-4) 4 (IQR 2-4) 2 (IQR 2-2) <0.001

Ostecenje endotela vene 27 (100%) 30 (96.7%) 21 (84%) 0.038
(0- ne, 1-lokalno, 2 — 0 1 (3.22%) 4 (16%)

difuzno) 0

Ostecenje medije vene 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
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Ostecenje adventicije 26 (96.29%) 31 (100%) 25 (100%) 0.35
vene (0 -ne, 1- lokalno, 2 1 (3.7%)
— difuzno)
Ostecenje vaza vazorum 1 (3.7%) 0 (0%) 0 (0%) 0.35

Caveolin monoklonsko antitelo je detektovalo razlicite stepene oStecenja slojeva venskog zida

(endotela, adventicije i nutritivnih krvnih sudova vasa vasorum) uzoraka, slika 30.

Klasi¢na

Endoskopska

No-touch

Slika 30. Imunohistohemijsko bojenje antitelom Caveolin u sve tri grupe uzoraka (klasi¢na,
no-touch i endoskopska) pokazalo je jako bojenje (braon boja) intime i medije. Registrovano
je lokalno osteéenje sredi€njeg miSi¢nog sloja (sterlica) i adventicijalnog sloja (zvezdica) u
klasi¢noj grupi uzoraka (A — Caveolin x40, B — Caveolin x100, C — Caveolin x200), fokalni
defekti endotela (strelica) i adventicijalnog sloja (zvezdica) u endoskopskoj grupi uzoraka (D
— Caveolin x40, E — Caveolin x100, F — Caveolin x200) i kompletno ocuvan zid vene sa vaza
vazorum unutar adventicijalnog sloja u no-touch grupi uzoraka (G — Caveolin x40, H —
Caveolin x100, | — Caveolin x200)
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Najveci stepen ostecenja zida vesnkih graftova registrovan je u klasi¢noj grupi 3 (IQR 2-4),
(p=0,001), dok je u ostale dve grupe stepen oStecenja statisticki neznacajan no-touch i
endoskopska grupa 4 (IQR 4-4) i 4 (IQR 2-4) redom (Grafikon 4). Ostecenje medije je Caveolin
antitelom bilo najvise detektovano u klasi¢noj grupi (Hi- kvadrat test, p=0.007). Vasa vasorum
je bila najo¢uvanija u no-touch grupi (Hi-kvadrat test, p=0.09). Ostale karakteristike bojenja
ovim antitelom su predstavljenje u tabeli 12.

” Caveolin bojenje

Endoskopska

[ Stepen 2 (minimalno)
Stenen 3 (umereno)
B Stepen 4 (jako)

Broj venskih graftova

wi

Klasi¢na No-touch

Tehnika preparacije venskih graftova

Grafikon 4. Distribucija oSte¢enja vesnkih graftova po grupama (Imunohistohemijsko bojenje

antitelom Caveolin)

Tabela 12. Imunohistohemijska analiza stepena o$tecenja zida venskih uzoraka primenom tri

razli¢ite hirurske tehnike (bojenje Caveolin antitelom)

Bojenje antitelom Klasi¢na No-touch Endoskopska P vrednost
Caveolin grupa N(27) grupa N(31) grupa N(25)
Stepen bojenja 3 (IQR 2-4) 4 (IQR 4-4) 4 (IQR 2-4) 0.001
Ostecenje endotela vene 14 (51.8%) 22 (70.9%) 12 (48%) 0.01
(0 -ne, 1-lokalno, 2 — 10 (37%) 8 (25.8%) 13 (52%)
difuzno) 3 (11.1%) 1 (3.22%) 0 (0%)
Ostecenje medije vene 7 (25.9%) 2 (6.4%) 0 (0%) 0.007
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Ostecenje adventicije 24 (88.8%) 31 (100%) 23 (92%) 0.15

vene (0 - ne, 1- lokalno, 2 (7.4%) 0 (0%) 0 (0%)
2 - difuzno) 1(3.7%) 0 (0%) 2 (8%)
Ostecenje vaza vazorum 4 (14.8%) 0 (0%) 3 (12%) 0.09

Imunohistohemijsko bojenje endotelnom nitro-oksid sintazom registrovalo je defekte endotela
u vidu ovajanja od unutrasnje elasti¢ne lamine, takode je bojenje detektovalo raslojavanje

medijalnog sloja 1 osSte¢enje adventicije sa nutritivnom mreZom krvnih sudova. Ove promene

prikazane su na slici 31.
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Slika 31. Imunohistohemijsko bojenje eNOS antitelom pokazalo je mininimalno bojenje
endotela (strelica) i odsustvo vaza vazorum u adventicijalnom sloju (zvezdica) u grupi uzoraka
vene koja je pripremana klasi¢nom metodom (A — eNOS x40, B — eNOS x200, C — eNOS
x200), minimalno bojenje endotela (strelica), fokalni defekti adventicijalnog sloja sa vaza
vazorum (zvezdica) u endoskopskoj grupi (D — eNOS x40, E — eNos x200, F — eNOS x200), i
jako bojenje endotela i vaza vazorum unutar adventicije u grupi No-touch venskih uzoraka (G
—eNOS x40, H — eNOS x200, | — eNOS x200).
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Bojenje antitelom eNOS je pokazalo da je najocuvaniji zid venskih graftova pripremljenih no-
touch tehnikom 4 (IQR 2.7-4), (Mann Whitney test, p=0,003) (Grafikon 5). Endotelni sloj vene
je bio najocuvaniji u no-touch grupi ispitanika (Hi-kvadrat test, p=0.015), takode je u istoj
grupi o¢uvanost adventicije i vaze vazorum (Hi-kvadrat test, p=0.07, p=0.02, redom). Ostale
karakteristike bojenja ovim antitelom su prikazane u tabeli 13.

eNOS bojenje

O Stepen 0 (nema bojenja)
[ Stepen 1 (trag)
[ Stepen 2 ((muumlno)

[ Stepen 3 (umereno)
20 | Stepen 4 (jako)

25

Broj venskih graftova

Klasiéna

No-touch Endoskopska

Tehnike preparacije venskih graftova
Grafikon 4. Distribucija oste¢enja vesnkih graftova po grupama (Imunohistohemijsko bojenje
antitelom eNOS)

Tabela 13. Imunohistohemijska analiza stepena o$te¢enja zida venskih uzoraka primenom tri

razli¢ite hirurSke tehnike (bojenje eNOS antitelom)

Bojenje antitelom Klasi¢na No-touch Endoskopska P vrednost
eNOS grupa N(27) grupa N(31) vena N(25)

Stepen bojenja 2 (IQR 2-4) 4 (IQR 2.7-4) | 2(IQR 2-2) 0.003

Ostecenje endotela vene 9 (33.3%) 15 (48.4%) 3 (12%) 0.015
(0 -ne,1-lokalno, 2 — 9 (33.3%) 4 (12.9%) 9 (36%)
difuzno) 4 (14.8%) 2 (6.45%) 6 (24%)

Osteéenje medije vene 1 (3.7%) 0 (0%) 0 (0%) 0.4

Ostecenje adventicije 11 (40.7%) 19 (61.3%) 11 (44%) 0.07
vene (0 — ne, 1- lokalno, 8 (29.6%) 2 (6.45%) 5 (20%)
2 — difuzno) 3 (11.1%) 0 (0%) 2 (8%)
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Ostecenje vaza vazorum 6 (22.2%) 0 (0%) 6 (24%) 0.02

4.4 Postoperativni kardiovaskularni i cerebrovaskularni neZeljeni dogadaji tokom

boravka u bolnici

Jedan od sekundarnih ciljeva istrazivanja bio je i pracenje i analiziranje velikih nezeljenih
sréanih, vaskularnih i mozdanih dogadaja (perioperativni infarkt miokarda, zahtev za
ponovnom revaskularizacijom ili rekoronarografijom, cerebrovaskularni dogadaji, smrtnog
ishoda). Po jedan bolesnih iz grupe no-touch (3,22%) i endoskopski (4%) pripremljenih
graftova je imao perioperativni infarkt miokarda na osnovu jasnih kriterijuma. Prolazna
dezorjentacija i oslabljenost kongnitivnih funkcija je registrovana u oko 9.6% bolesnika, a
najvise u grupi no-touch pripremane vene (19,3%) bez statisticke znacajnosti u odnosu na
ostale grupe. Postoperativna atrijalna fibrilacija je zabeleZena u 22,8% bolesnika, stim $to je
bila najzastupljenija u no touch grupi (25.5%). Slog je dijagnostikovan kod jednog bolesnika
(3.7%) u klasiénoj grupi. Slog je bio po tipu neonesposobljavajuéeg te je pacijent do otpusta
ku¢i pokazao znaCajni oporavak motorne funkcije ruke i noge. Ostali rani postoperativni

dogadaji su predstavljeni i tabeli 14.

Tabela 14. Rani postoperativni nezeljeni dogadaji

Postoperativni Klasi¢na vena No-touch grupa Endoskopska P vrednost

neZeljeni dogadaji N (27) N (31) grupa
N (25)

Postoperativni IM 0 (0%) 1 (3.22%) 1 (4%) 0.6

Postoperativni Slog 1 (3.7%) 0 (0%) 0 (0%) 0.35

Dezorjentacija 1 (3.7%) 6 (19.3%) 2 (8%) 0.14

Postoperativha AF 6 (22.2%) 8 (25.8%) 5 (20%) 0.83

Perikardni izliv 1 (3.7%) 1 (3.22%) 0 (0%) 0.63

Pleuralni izliv 0 (0%) 2 (6.4%) 1 (4%) 0.41

Komplikacije hirurskih rana tokom boravka u bolnici

Dva bolesnika (7,4%) iz grupe klasi¢no pripremljene vene su imali povrSinsku infekciju grudne

rane (p=0.12). Medjijastinitis nije zabeleZen ni u jednom slucaju. Infekcije rane na nogama su
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registrovane u prvoj i drugoj grupi i to u svakoj po tri bolesnika (11,1%) i (9,7%) (p=0,23). U
endoskopskoj grupi nije zabeleZzena dehiscencija rane na nozi, dok je u klasi¢noj 4 bolesnika
(14,8%) a u no-touch kod 6 (19,3%) bolesnika imalo neki oblik dehiscencije rane (p=0,07).
Serozna drenaza iz rane na nozi je bila statistiCki manje zastupljena u endoskopskoj grupi u
odnosu na ostale dve (p=0,07). Znacajna razlika je zabeleZena i kod pojave otoka noge sa koje
je vena uzeta. Prve dve grupe su imale statisticki veéu ucestalos otoka nogu (Hi-kvadrat test,
p=0,03). lako je bila veca ucestalost bola na mestu preparacije u prve dve grupe u odnosu na
endoskopsku grupu, nije bilo statistiCke zancanosti (p=0,12). Nasuprot tome parestezije noge
su bile manje zastupljene u grupi endoskopski pripremane vene (Hi-kvadrat test, p=0,01).
Ostale karakteristike prikazane su u tabeli 15.

Tabela 15. Komplikacije hururskih rana tokom boravka u bolnici

Komplikacije Klasi¢na grupa | No-touch grupa Endoskopska P vrednost
hirur§kuh rana N(27) N(31) grupa N(25)
tokom bolnickog
boravka
Povr$inska 2 (7.4%) 0 (0%) 0 (0%) 0.12
infekcija grudne
rane
Medijastinitis 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0
Infekcija rane na 3 (11.1%) 3 (9.7%) 0 (0%) 0.23
nozi
Dehiscencija rane 4 (14.8%) 6 (19.3%) 0 (0%) 0.07
na nozi
Ivi¢na nekroza 3 (11.1%) 4 (12.9%) 0 (0%) 0.18
rane na nozi
Limforeja rane na 0 (0%) 3(9.7%) 0 (0%) 0.07
nozi
Otok noge 10 (37%) 10 (32.2%) 0 (0%) 0.03
Bol na mestu 8 (29.6%) 8 (25.8%) 2 (8%) 0.12
preparacije vene
Utrnulost na 8 (29.6%) 11 (35.5%) 1 (4%) 0.01
mestu preparacije
vene

Period pracenja do 30 dana

Veliki kardiovaskularni i cerebrovaskularni dogadaji nisu registrovani u ovom periodu
pracenja. Kod jednog bolesnika (3,7%) iz klasi¢ne grupe je zabeleZena povrSinska infekcija

presternalne rane. Medijastinalna infekcija nije registrovana. Po tri bolesnika iz klasi¢ne
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(11,1%) i no-touch (9,67%) grupe su imali povrSinsku infekciju rana, bez statisticke znacajnosti

izmedu grupa (p=0,23). Statisticki znacajna razlika registrovana je u dehiscencijama koje su

bile najzastupljenije u no-touch grupi gde je 7 bolesnika (22,5%) imalo neki oblik dehiscencije

(Hi-kvadrat test, p=0,04). Serozna drenaza iz rane na nozi je bila znatno vise izrazena u no-

touch grupi, ali bez dostignute statisticke znacajnosti(Hi-kvadrat test, p=0.07). Edem i bol noge

na kojoj je uzeta vena statisticki je manje bila zastupljena u grupi endoskopski pripremane vene

(Hi-kvadrat test, p=0,04 i p=0,09, redom). Ostale karakteristike 30 - dnevnog perioda pracenja

su prikazani su u tabeli 16.

Tabela 16. NeZeljeni dogadaji nakon 30 dana od perativnog lecenja

preparacije vene

Tridesetodnevni period Klasi¢na No-touch Endoskopska P vrednost
praéenja grupa grupa grupa
N(27) N(31) N(25)
Mortalitet 1
1. Kardiovaskularni 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
2. Ostali 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Hospitalizacije 1 (3.7%) 2 (6.4%) 1 (4%) 0.86
Angina pectoris 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1
Infarkt miokarda 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1
Slog 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1
Povrsinska infekcija 1 (3.7%) 0 (0%) 0 (0%) 0.33
presternalne rane
Medijastinitis 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1
Infekcija rane na nozi 3 (11.1%) 3 (9.67%) 0 (0%) 0.23
Dehiscencija rane na 4 (14.8%) 7 (22.5%) 0 (0%) 0.04
nozi
Ivi¢na nekroza rane na 3 (11.%) 4 (12.9%) 0 (0%) 0.17
nozi
Limforeja rane na nozi 0 (0%) 3(9.67%) 0 (0%) 0.07
Otok noge 9 (33.3%) 10 (32.2%) 2 (8%) 0.04
Bol na mestu preparacije 8 (29.6%) 9 (29%) 2 (8%) 0.09
vene
Utrnulost na mestu 8 (29.6%) 12 (38.7%) 4 (16%) 0.15
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Period pracenja do godinu dana

Dva pacijenta (7,4%) u grupi klasi¢no pripremane vene je umrlo tokom perioda pracenja.

Uzrok smrti kod jednog bolesnika bio je ishemiski sréani dogadaj, dok je drugi smrtni ishod

uzrokovan infekcijom Korona virusom. Anginozne tegobe su registrovane kod jednog

pacijenta iz no-touch grupe. Dva bolesnika iz klasi¢éne grupe su hospitalizovana i preminula

zbog gore navedenih razloga. PovrSinska infekcija grudne rane registrovana je kod dva

bolesnika (6,4%) iz druge grupe. Nije bilo infekcija i dehiscencija rane na nogama. Statiticka

razlika izmedu grupa bila je zabeleZena u pojavi otoka, parestezija i bola u nogama sa kojih su

vene uzete za revaskularizaciju (Hi-kvadrat test, p=0,02, p=0,01 i p=0,002, redom). Ostale

varijable pracene u periodu od godinu dana prikazane su u tabeli 17.

Tabela 17. NeZeljeni dogadaji godinu dana nakon operativnog lecenja

preparacije vene

Godisnji period Klasi¢na No-touch Endoskopska P vrednost
pracéenja grupa N(27) grupa grupa N(25)
N(31)

Mortalitet 2 (7.4%) 0 (0%) 0 (0%)

1. Kardiovaskularni 1 (50%) 0 0 0.1

2. Ostali 1 (50%) 0 0
Hospitalizacije 2 (7.4%) 0 (0%) 0 (0%) 0.1
Angina pectoris 0 (0%) 1 (3.2%) 0 (0%) 0.43
Infarkt miokarda 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1
Slog 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1
Povrsinska infekcija 0 (0%) 2 (6.4%) 0 (0%) 0.17
presternalne rane
Medijastinitis 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1
Infekcija rane na nozi 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1
Dehiscencija rane na 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1
nozi
Otok noge 6 (22.2%) 2 (6.4%) 0 (0%) 0.02
Bol na mestu preparacije 8 (29.6%) 3 (9.67%) 1 (4%) 0.01
vene
Utrnulost na mestu 14 (51.8%) 9 (29.03%) 2 (8%) 0.002
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Postoperativne komplikacije mesta uzimanja graftova safenske vene prac¢eni su dinamicki kroz
periode tokom boravka u bolnici, nakom mesec dana i nakon godinu dana. Distribucija i broj

nezeljenih dogadaja predstavljen je grafikonom 5.

Grafikon 5. Komplikacije rana na mestu uzimanja venskog grafta tokom perioda pracenja
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5. Diskusija

Trend povecéanja upotrebe arterijskih graftova u hirurskoj revaskularizaciji je poslednjih godina
jako izrazen. Studije pokazuju rezultate po kojima arterijska revaskularizacija ima znacajno
bolji uticaj na dugoro¢no prezivljavanje pacijenata. Na osnovu ovih rezultata postavlja se
pitanje znacaja i upotrebe VSV u ACB hirurgiji. Najnovija istrazivanja pokazuju da je ipak
velika safenska vena najvise koris¢eni krvni sud za revaskularizaciju miokarda. Ove podatke
prikazuje i velika studija koja je analizirala dve najveée nacionalne baze: STS baza (Udruzenje
torakalnih hirurga amerike) i Australijsko-Novozeladnska kardiotorakalna baza, one su
analizirale procente primenjenih graftova koris¢enih u hirurskoj revaskularizaciji miokarda.
Baza americkog udruzenja je registrovala da je 89,3% pacijenata revaskularizovano primenom
unutrasnje torakalne arterije i graftovima velike safenske vene, ostatak je revaskularizovan
kombinacijom dodatnih arterijskih graftova. Najve¢i procenata americkih hirurga koristi
kombinaciju jednog arterijskog i jednog ili vise venskog grafta. Nasuprot tome u Australijsko-
Novozelandskoj bazi pronadeno je da manji procenat pacijenata ima revaskularizaciju
kombinovanjem unutra$nje torakalne arterije i velike safenske vene (51,4%) u odnosu na STS
bazu. Znacajno veéi procenat revaskularizacije u Australiji se izvodi kombinovanjem
unutras$nje torakalne arterije sa jo$ nekim arterijskim krvnim sudom, u poredenju sa ostalim
delom sveta (48). Ovakvi rezultati dosada$njih ispitivanja studija dovode do zakljucka da graft
velike safenske vene predstavlja neizostavni segment hirurske revaskularizacije miokarda.
Prednosti primene velike safenske vene ogledaju se u dostupnosti dovoljne duzine krvnog suda
kojom se moze posti¢i kompletna revaskularizacija miokarda. Hirurska preparacija ne iziskuje
dugu krivu ucenja, tako da manje iskusni hirurzi i specijalizanti mogu sa velikim procentom

uspesnosti pripremiti graftove za hirurSku proceduru.

Anatomske, histoloske i funkcionalne karakteristike VSV predstavljaju njene glavne
limitacije, koje se karakteriSu patoloskim promenam nakon implantacije i takozvanoj
Larterijalizaciji® graftova sto dalje vodi u njihovo propadanje i okluziju. Klinicki je ovo praceno
ponovnom zahtevima za revaskularizaciju, ponovnim infarktima miokarda i kardijalnim
smrtnim ishodima. Studije pokazuju da je odredeni broj graftova veoma rano okludiran vec¢
nakon hirurskog zahvata, 15— 30 % venskih graftova disfunkcionalno nakon godinu dana od
operacije, a nakon 10 godina je ¢ak 50 % graftova okludirano, dok ostali 50% prohodnih
graftova ima znaCajne aterosklerotske lezije koje mogu remetiti protok krvi (12). Tacan
mehanizam i uzro¢nik koji ostvaruje najveci uticaj na propadanje safenskih graftova i dalje je

nepoznat. [strazivanja ukazuju da vise Cinilaca kao §to su: kvalitet venskog grafta (postoji puno
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varijacija u gradi safenske vene kod razli¢itih pacijenata, pretezno je kalitet loSiji kod Zenske
populacije), dijametar vene, manipulacija venom tokom hirurSke pripreme, prezervacija vene
pre implantacije, tehnike uSivanja graftova, tehni¢ke greSske tokom operativnog zahvata,
karakteristike koronarnog sistema (tzv Run-Off), faktori rizika pacijenta (hipertenzija,
hiperlipidemija, dijabetes, pusenje, pol, starost i dr.) imaju udela u ranoj i kasnoj okluziji VSV.
Nije jasno dokazano koji ¢inilac ima najveéi uticaj u progresiji patoloskih procesa koji dovode
do propadanja VSV. Mehanicko osteCenje i prebacivanje vene na pulzatilni arterijski sistem

znacajno koreliraju sa remodelingom VSV (13, 49).

Cilj naSeg istrazivanja je bila analiza uticaja hirurskih tehnika preparacije i pripreme na
mikrostrukturne karakteristike zida VSV koja je korisé¢ena kao graft za ACB. Primarna analiza
je usmerena na patohistolo$ko ostecenje tri osnovna sloja grade krvnog suda: endotela, medije
i adventicije, ali i ostale komponente zida vene ¢ije oStec¢enje moze uticati na ranu promenu i
okluziju nakon revaskularizacije. Pored toga su ispitivane i postoperativne hirurske
komplikacije na mestu uzimanja venskih graftova u grupama gde su primenjivane razlicite
tehnike.

Znacaj endotela se ogleda u tome $to spreCava ranu trombozu graftova. Normalno
funkcionalne endotelne celije predstavljaju antitrombocitnu povrSinu koja omogucava
laminarni protok plazme 1 krvnih ¢elija unutar vaskularnog korita (50). OStec¢enje endotela bilo
direktnom povredom, hidrodinami¢kim stresom turbulentnim protokom ili distenzijom
uzrokovanim pritiskom, predstavlja inicijalni stimulus i pokrece kaskadu patoloskih procesa
koji rezultiraju nepovoljnim ishodom po prohodnost krvnog suda. Citokini koji se oslobodaju
iz oStecenog endotela stupaju u kontakt sa cirkuliSu¢im trombocitima i posledi¢no ih aktiviraju.
Dodatno se iz ostecenih ¢éelija oslobadaju proinflamatorni citokini Endotelinl, endotelni faktor
rasta, interleukin 8 i drugi. Oste¢ene endotelne ¢elije prestaju sa lu¢enjem nitro-oksid i
prostaciklina koji imaju antitrombocitno dejstvo. Ovako osteceni endotel postaje tromboti¢na
i antifibriniloticka povrsina, Sto dovodi do okluzije grafta usled tromboze ili remeti normalni
laninarni protok Krvi iniciraju¢i turbulentni protok koji potspesuje i stimulise proliferaciju i
migraciju (arterijalizaciju vene) koja vodi ka degeneraciji, formiranju aterosklerotskih promena
i kasnoj okluziji (50, 51).

Hirurska priprema venskog grafta cesto je pracena visestrukim otec¢enjima trakcionim
I istezaju¢im silama, uz dodatno nezeljeno dejstvo hipoksije zbog odvajanja od nutritivne

vaskularne mreze. IstraZivanja na kulturi ¢elija nisu pokazala uticaj hirurSke povrede na
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stimulaciju intimalne hiperplazije vene. In vivo ispitivanja pokazuju da usled hirurske
preparacije i manipulacije venom dolazi do intimalnog zadebljanja i remeéenja odnosa intime
i medije S$to potvrduje hipotezu da je povreda snazan stimulus za intimalnu hiperplaziju.
Vaskularni spazam koji nastaje tokom manipulacije venom zahteva manuelnu distenziju
visokim vrednostima pritiska (iznad 700mmHg) dovodec¢i do endotelne denudacije i osteenje
misi¢nog sloja zida. (52). Studije su pokazale da razli¢ite hirurSke tehnike pripreme u
razli¢itom stepenu dovode do oSteCenje zida vene upravo zbog razlike u samom procesu
pripreme. Naravno moraju se u razmatranje uzeti i drugi ¢inioci kao $to su iskustvo hirurga,
anatomske i histoloske karakteristike pacijenta i dr. Analizom dostupne literature utvrdeno je
da je finkcionalna i strukturalna prezervacija endotela statisticki za¢ajnije oCuvana U veni
pripremanoj bezdodirnom tehnikom, nego u grupi klasi¢no pripremanih venskih graftova.
Hwang i sar. su histoloskim i imunohistohemijskim (bojenjem antitelima CD31, CD34, vVWF
eNOS) analizama uzoraka venskih graftova pripremanih klasi¢cnom i bezdodirnom tehnikom
znacajno manje oSteCenje endotela u grupi vena koje su pripremane minimalnom
manipulacijom, odnosno no-touch tehnikom (53). Primena no touch tehnike spreava se
spazam vene, a samim tim i neophodnost za manuelnom distenzijom vene tokom pripreme.
Upravo distenzija predstavlja najznacajniji mehanizam endotelnog oStecenja, I prevencija
manualnog razdivavanja vene omogucava da endotel ostane intaktan i funkcionalan (54). Ve¢
pomenuta studija Stigler i sar. pokazuje uticaj visokog pritiska tokom pripreme venskih
graftova na stepen oSteCenja endotela i njegovu disfunkciju. Ispitivanjem uticaja razli¢itih
pritisaka na endotel VSV pokazalo je da pritisak manuelnog razduvavanja od 100 mmHg
dovodi do gubitka 47 do 54 % povrsine endotela, dok porast pritiska na 200mmHg ostecuje
oko 60% endotela a pritisak od 500 mmHg ¢ak 90% endotela ostecuje. Ovaj endotel ne samo
da je osteCen i denudiran, ve¢ ima i insuficijentnu sekretornu funkciju antikoagulantnih
produkata te dodatno povecava rizik za formiranjem tromba (36). Pored otecenja endotela i
medije, prekomerna dilatacija vene dovodi do posledi¢ne disproporcije u dijametrima izmedju
grafta i primajuée koronarne arterije, Sto opet potencira rizik od rane tromboze i okluzije grafta
(55). Rezultati nase studije su pokazali najbolju ocuvanost endotelne strukture u grupi vena
koje su pripremane no-touch tehnikom. Postoje tvrdnje i pretpostavke da je endoskopska
tehnika preparacije u vecoj meri dovodila do otec¢enja endotela venskih graftova sa
posledi¢nom protrombogenim efektom i ranom okluzijom graftova (56). Ovakve ¢injenice su
dovele do toga da endoskopska tehnika nije Siroko prihvacena u kardiohirurkim centrima
narocito evrope. Mnogi ¢inioci uti¢u na ovakve rezultate; odabir pacijenata, vestina hirurga,

endoskopski setovi koji su koriSeni za pripremu vena 1 dr. Patohistoloska i
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imunohistohemijska ispitivanja ukazuju da endoskopska tehnika nije inferiornija u prezervaciji
venskih graftova u odnosu na klasi¢nu pripremu, a po nekima je ¢ak i bolja u ocuvanju
integriteta vene. Nezafati i sar. su u imunohistohemijskoj studiji koja je uklju¢ivala bojenje
antitelima vVWF, Caveolin, e-cadherin i eNOS pokazala isti stepen oSteCenja zida VSV izmedu
klasi¢ne endoskopske tehnike (15,57).

U bazalnim uslovima funkcionisanja medusobna interakcija izmedu endotelnih ¢elija i
glatkomi$i¢nih ¢elija odrzava glatkomiSi¢ne Celije u stanju mirovanja, zahvaljujuci produkeiji
homeostatskih molekula ka NO koji pomazu regulaciji tonusa medijalnog miSi¢nog sloja da
suprimira prebacivanje glatkomiSi¢nih ¢elija u proliferativni mod. Lokalna inflamacija i
ostecenje endotela dovodi do promene glatkomisiénih Celija u protromboticani mod. Pojac¢ana
sekrecija citokina interleukin-6 (IL), IL-8, tromboksan A2, faktora rasta oslobodenih od
trombocita, i fibroblasnih faktora rasta dovodi do pojacane sinteticke i proliferativne funkcije
glatkomisi¢nih ¢elija. Pored toga su endotelni microRNAs miR-143/145 signali bili znacajno
smanjeni kod bolesnika koji su imali znacajniju intimalnu hiperplaziju (44). OsteCenjem
endotela dolazi do reverzibilnog edema ostatka intime i medije. Distenzija zida vene dovodi do
posledi¢nog ostecenja medije krvnog suda. Ovakva oSte¢enja ¢e u kasnijem periodu nakon
implantacije dovesti do takozvane “arterijalizacije” venskih graftova. Tranzitno povecanje
nediferentovanih ¢elija unutar medijalnog sloja nastaje kao polsedica nekroze i inflamacije
oste¢ene medije. Signalima stimulisana proliferacija i migracija miofibroblasta preko tanke i
oStecene medije venskog grafta dovodeci do intimalne hiperplazije (58). Reziltati naSeg
istrazivanja su pokazali da je statisticki znacajno bilo viSe ireverzibilnog ostecenja i edema
medije u grupi pacijenata kod kojih je vena pripremana klasiénom tehnikom u odnosu na no-
touch tehniku. Ovakvi rezultati u potpunosti potvrduju rezultate ostalih istrazivanja po kojima
je minimalna manipulacija venom koju primenjujemo u no-touch tehnici dala najbolje

rezultate.

Adventicija vene koja je sastavljena od vezivnog tkiva predstavlja potporu i kao najjaci
sloj venskog zida pruZza otpor pulzatilnom stresu koji nastaje prebacivanjem venkog krvnog
suda u arterijski sistem. Pored toga adventicija sadrzi i vazne nutritivne elemente kao $to su
vasa vasorum koji imaju znac¢ajnu ulogu u ishrani zida krvnog suda a samim ti i na negovu
funkcionalnost. Ostecenje adventicije koja je prema naSim rezultatim i prema rezultatima
ostalih studija bila izrazenija u grupi klasi¢no i endoskopski pripremanih vena u odnosu na no-
touch tehniku. Nedostatak adventicijalnog sloja dovodi do smanjenja mase tkiva vene,

sklonosti ka distenziji (zbog nemogucnosti pruzanja otpora pulzatilnom stresu koji vlada u
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arterijskoj cirkulaciji), endotelnoj difunkciji §to sve dovodi do propadanja venskih graftova
(12,19). Studija Taggart i sar. pokazala je da se ubacivanjem safenske vene u eksterni stent
smanjuje intimalna hiperplazija, kompenzacijom i ublazavanjem pulsatilnog stresa koji
konstantno deluje na venski zid nakon revaskularizacije (59). lako studije pokazuju prednosti
primene eksternog grafta za venske graftove, postoji bojazan da vestacki materijali koji se
koriste za izradu eksternih stentova moze stimulisati inflamatornu reakciju, i ubrzati proces
ateroskleroze. Svinjski modeli su pokazali da su sintetski stentovi od Vicryl i Poliglactin-a
aktivirali inflamatorne celije koje su povecale glatkomiSiénu proliferaciju i migraciju,
neointimalnu hiperplaziju i angiogenezu. Znacajno veca produkcija prostaciklina 12, ciklicnog
adenosin monofosfata, i cikliénog guanosisn monofosfata registrovana je u grupi vene koje su
bile prekrivene eksternim stentom (60). Sli¢an mehanizam eksterne potpore venskom graftu
srece se 1 kod no-touch, gde adventicija zajedno sa masnim tkivom okruzuje venu. Prezervacija
perivaskularnog masnog tkiva i adventicije vene kod no-touch tehnike predstavlja ,,prirodni
eksterni stent” koji ima protektivno dejstvo na graft nakon implantacije (61). Oc¢uvanje
integriteta ovih struktura ne predstavlja samo mehani¢ku podrsku, veliki znacaj u prohodnosti
venskih graftova imaju o¢uvana adventicijalna vasa vasorum i sekretorna funkcija okolnog
masnog tkiva. Tehni¢ke karakteristike no-touch vene preveniraju zalamanje graftova i
obezbeduju lakse pozicioniranje. Souza i saradnici u velikom broju studija koje su sproveli
navode superiorniju prohodnost tokom skoro 30 godina pracenja pacijenata revaskularizovanih

ovom metodom (62).

Ostecenje vasa vasorum prilikom klasi¢ne preparacije VSV veoma je znacajno S
obzirom da oni predstavljaju nutritivnu  mikrovaskularnu mrezu koja omogucava
vaskularizaciju ¢itave debljine zida vene. Pored direktnog ostecenja koje nastaje tokom
preparacije, elektronska mikroskopija je detektovala da dejstvo mehanicke sile dovodi do toga
da mnogi mikrovaskularni nutritivnih sudova postaju spazmirani $to rezultira jos veéim
stepenom ishemije zida VSV (62,63). Ovakno stanje mikro-nutritivnih krvnih sudova
prouzrokuje smanjeni protok kroz zid $to potencijalno vodi u neointimalnu hiperplaziju
aktivirajuci kaskadu procesa unutar medije i endotela, a sto ¢e posledi¢no uticati na prohodnost
implantiranih graftova (64). Daljom analizom, studije su pokazale postojanje mikro
komunikacija izmedu lumena krvnog suda i adventicijalne vasa vasorum. Ova ¢injenica je jako
znacajna za nutriciju zida vene koji je mnogo deblji od zida arterijskog krvnog suda, te
nutritivne materije ne mogu difundovati direktno iz lumena. O¢uvanje perivaskularnog masnog

tkiva u no-touch tehnici je doprinelo prezervaciji nutritivnin mikrovaskularnih struktura koje
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se od lumena preko medije i adventicije protezi ¢ak u okolno masno tkivo (65). Fernandez-
Alfonso 1 sar. su ispitivali denzitet, veli¢inu i totalnu povrSinu vasa vasorum u mediji i
adventiciji vena pripremanih klasi¢nom i no-touch tehnikom. lako nije bilo statisticki znacajne
razlike denzitetu i veli¢ini, znacajna razlika je otkrivena totalnoj povrsini vasa vasorum unutar
no-touch grupe. Ista studija je pokazala da je klasi¢an nacin preparacije vene sa uklanjanjem
adventicije bio pracen smanjenjem totalnog broja mikronutritivnih krvnih sudova, Sto
prouzrokuje hipoksiju i ishemiju zida vene i direktno uti¢e na prohodnost venskih graftova
(65). Stingl i saradnici su analizirali venske graftove nakon implantacije u razli¢itim vremenski
periodima i opisali promene koje se deSavaju u svim slojevima zida VSV. Adventicija je ostala
relativno nepromenjena za razliku od dramati¢nih promena koje su se javile u mediji 1 intimi.
Unutar adventicije detektovani su VV i velike bo¢ne grane. U normalnim okolnostima VV je
formirala kapilarnu mrezu samo u adventiciji 1 povrSinskim slojevima medije. Neki autori
smatraju da se 3 meseca nakon implantacije graftova VV kompletno otvore. U venskim
graftovima koji su analizirani nakon dve godine od implantacije detektovana je masivna
hiperplazija sa izrazenim VV koja se §iri ¢itavom debljinom medije. Rana arterijalizacija prema
njihovim zaklju¢cima pradena je izrazenom intimalnom hiperplazijom i aterosklerozom je
primarni proces, dok je neoangiogeneza i formiranje mreze VV samo posledica koja prati
promene medijalnog sloja (66). Nasim istrazivanjem smo potvrdili da je mikro nutritivna mreza

znacajno viSe o¢uvana kod venskih graftova koji su pripremani no-touch tehnikom.

Uloga perivaskularnog masnog tkiva koje je prisutno kod graftova pripremanih no-
touch tehnikom pored znac¢aja u davanju potpore tj ,,prirodnog stenta®, veoma je znacajna i u
prevenciji zalamanja 1 tzv. knikovanja venskih graftova. Ova prednost omogucava lakse
odredivanje duzine i pozicioniranje graftova tokom hirur§kog rada. Takode je lakse uSivanje
sekvencijalnin (Jump) bypass-eva, $to omoguéava da sa manjim brojem skinutih vena
postignemo kompletnu revaskularizaciju miokarda. Smanjenje broja vena direktno smanjuje
traumu i rizike od postoprativnin komplikacija na mestu uzimanja graftova. Pored tehnickih
prednosti, masno tkivo je prema dosadasnim istrazivanjima ima i znac¢ajnu sekretornu funkciju,
oslobadanjem tzv. perivaskularnih masnih oslobadajucih faktora i vazodilatatornih proteina.
Oslobadanje adiponektina i leptina perivaskularnog tkiva pretpostavlja se da imaju ulogu u
boljoj prohodnosti no touch (67). Momin i sar. su pokazali postojanje leptinske sekrecije
perivaskularnog tkiva mamarne arterije i safenske vene sa peteljkom. Upravo vazodilatatorno
dejstvo leptina ima znacajnu ulogu u prevenciji spazma graftova i rane okluzije istih (68). Ovo

dejstvo leptina narocito je znacajno zbog odrzavanja protoka krvi kroz vasa vasorum nakon
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implantacije vene. Pored dejstva na venski graft lokalnom vazodilatacijom, leptin ima ulogu u
dilataciji koronarnih arterija i endotelne produkcije nitrooksida sto sve ima znacajan protektivni
efekat na distalne koronarne krvne sudove, i spre¢ava stvaranje distalne koronarne bolesti
(69,70,71). Antitrombogeni i antivazospasti¢ni efekti sekretovanih materija oCuvanog zida
venskog grafta predstavljaju jedan od klju¢nih ¢inilaca koji uti¢u kako na ranu tako i na kasnu
prohodnost implantiranog grafta. Svaka vena kori$¢ena za hirur§ku revaskularizaciju miokarda
je zbog drugacije hemodinamike arterijskog krvnog korita izloZzena promenama koje
predstavljaju takozvanu ,,arterijalizaciju®. Ovi procesi se ne mogu u potpunosti zaustaviti, ali
se poboljSanjem hirurSke tehnike 1 smanjenjem traume mogu u znacajnoj meri umanjiti i
usporiti. Ovu pretpostavku potkrepljuju i rezultati studija koje pokazuju bolju prohodnost

venskih graftova sa manjim stepenom ostecenja prilikom pripreme (72).

Prohodnost veskih bypass-eva predstavlja jedan od znacajnih faktora prezivljavanja,
pojavu velikih kardijalnih nezeljenih dogadaja, i zahteva za reopracijama. Mnoge studije
analiziraju koleraciju izmedu primenjen hirurSke tehnike pripreme venskih graftova 1
kratkoro¢ne ili dugoro¢ne prohodnosti. Randomizovana studija koju su sproveli Johansson 1
sar. ukljucila je 104 pacijenata kod kojih je vena pripremana no-touch i klasi¢cnom tehnikom,
sa fokusom na prohodnost graftova i rane aterosklerotske promene. Analizom 18 mesecne
prohodnosti, stenoze su detetktovane u 11% u no-touch i 25% u klasi¢noj grupi (p=0.006).
Intravaskularni ultrazvuéni pregled registrovao je smanjeno intimalno zadebljanje (p=0.03),
manji stepen intimalne hiperplazije (p=0.011) i ve¢i lumen (p=0.07) u no-touch grupi. U
dugoro¢nom pracenju (8.5 godina) nije bilo statisticke razlike u znaCajnim stenozama izmedu
ove dve grupe (p=0.14) (73). Prospektivna randomizovana studija koja je ukljucila 156
pacijenata, observirala je klinicke i ultrastrukturalne karakteristike graftova (prohodnost,
endotelnu morfologiju i aktivnost nitro-oksid sintaze). Prohodnost nakon 18-to meseci je u no-
touch grupi iznosila 95.4% dok je u kalsicnoj grupi 88.9% (p=0.025). Slicne rezultate

prohodnosti su prikazali i Souza i sar u svojoj randomizovanoj studiji (74,75).

Tako studije i istrazivanja ukazuju na bolju prezervaciju i prohodnost venskih graftova
pripremanih no-touch tehnikom. Nije bilo razlike u nezeljenim dogadajima, zahtevima za
ponovnim revaskularizacijama i mortalitetu izmedu grupa (76). Postoji problem nedostatka
randomizovanih studija dovoljne jac¢ine koje mogu potkrepiti ¢injenice da je no-touch vena
superiornija od klasi¢ne ili endoskpski pripremljenih krvnih sudova (10). Velika Norhern New
England studija koja je ukljucila 8542 pacijenata kod kojih je u¢injen izolovan aorto koronarni

bypass izmedu 2001. i 2004. godine, u kojoj je od ukupnog broja venskih graftova 53 %
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pripremano endoskopskom tehnikom, pokazala je manji mortalitet u grupi endoskopske vene
dok nije bilo povecanog zahteva za revaskularizacijom (77). Rooby studija nije otkrila znacajne
razlike u kratkoro¢nom i jednogodiSnjem pracenju nezeljenih velikih kardiojalnih dogadaja
izmedu enoskopski i klasi¢no pripremanih venskih graftova (78). SAFINOUS-CABG IPG
grupa autora na osnovu analiziranih studija dostupnih na Pubmed bazi podataka tvrde da
endoskopski preparisana vena smanjuje rizik za okluziju graftova (79). Velika observaciona
studija koja je komparirala endoskopsku i klasi¢nu tehniku nije registrovala statistiCki
znacajniju stopu dugoro¢nog mortaliteta, i kompozitnih nezeljenih dogadaja smrti, infarkta
miokarda i zahteva za ponovnom revaskularizacijom izmedu dve poredene grupe (80). lako je
postojala statisticki zan€ajna razlika u oCuvanju integriteta zida venskih graftova pripremanih
no-touch tehnikom, uporedivanjem velikih neZeljenih kardijalnih 1 crebralnih dogadaja unutar
tri grupe u nasem istrazivanju koje je ukljucivalo srednji 19-t0 mese¢ni period pracenja nije
otkrivena statisticki znaCajna razlika. Takode nije bilo razlike ni u mortalitetu unutar grupa

tokom perioda pracenja.

Jedan od vaznih problema koji u znaCajnoj meri iscrpljuje zdravstveni sistem,
produzenjem bolnic¢kih dana, upotrebe antibiotika 1 troSenjem novca na materijal za hirurski
rad jesu i komplikacije na mestu uzimanja safenske vene. Problem bolesnika kojima je
neophodno uraditi aortokoronarni bypass jeste u tome $to veliki procenat boluje od Se¢erne
bolesti ili periferne vaskularne bolesti. U naSem ispitivanju perifernu vaskularnu bolest je imalo
blizu 10 % bolesnika a sec¢ernu bolest oko 50%. Ovako visoki procenti komorbiditeta
povecavaju rizik za nastanak postoperativnih komplikacija hirur$kih mesta rada. Komplikacije
zarastanja rane na nogama i dalje imaju veoma visoku stopu koja se krece od 2 do ¢ak 20%.
Naces¢e komplikacije hirurSkog mesta preparacije velike safenske vene su: infekcija rane,
hematomi, edem ekstremiteta, limforeja noge, i safenska neuropatija (81). Ispitivanja i studije
su obi¢no bile usmerene na hirursku tehniku, faktore rizika, na¢in Sivenja potkoZznog defekta,
izboru Savnog materijala, preoperativnoj higijeni (82). Komplikacija hirurskih rana nakon
operativnog zahvata dovode do emocijanalne patnje (Sok, anksioznost, strah, stida), fizickog
ograniCenja (curenje i kvasenje rane, neaktivnosti), imaju socijalni i ekonomski aspekt (83). U
cilju smanjenje komplikacija 90 tih godina je uvedena endoskopska tehnika pripreme velike
safenske vene. Osnovna prednost ove tehnike je znacajno smanjenje traume okolnog tkiva,
ocuvanje vaskularizacije i1 spreavanje stvarnja flapova tokom preparacije, sobzirom da
koris¢enje ove tehnike ne zahteva presecanje koze i potkoznog tkiva (84). Endoskopska tehnika

je 1 u nasoj studiji pokazala najbolje rezultate po pitanju smanjenja postoperativnih

73



komplikacija. lako je bilo evidentno manje infekcija u grupi bolesnika kod kojih je VSV
pripremana endoskopski, ta razlika nije dostigla statisticku znacajnost. No-touch grupa je imala
najvise dehiscencija, verovatno zbog znacajnog defekta masnog tkiva i posledi¢ne tenzije na
suturnu liniju. Upravo zbog toga grupa autora strogo preporucuje veoma pazljivu i preciznu
rekonstrukciju, kao i dobru edukaciju pripreme vene ovom tehnikom (85). Najnovija literatura
pokazuje naveci stepen postoperativnih komplikacija rana u no-touch grupi. Verma i sar. su u
svojoj studiji pokazali da je najveci procenat postoperativnih komplikacija noge bilo u grupi
no-touch. Ovo se objasnjava time da priprema vene no-touch tehnikom zahteva uklanjanje vece
koli¢ine masnog tkiva noge zbog pravljenja peteljke grafta. Tokom tromesecnog pracenja
pacijenata brzine oporavka registrovano je znacajno brze oporavljanje od bolnih senzacija u
grupi no-touch nego klasi¢ne tehnike. Sli¢ne rezultate smo registrovali i u nasoj studiji, gde je
nakon godinu dana od operacije najveéi broj zaostalih komplikacija bola bila registrovana u
grupi klasi¢no pripremane vene. Zanimljivo je to da je u no-touch grupi najizrazeniji bio ispad
senzibilitet, Sto se objasnjava kompletnim skidanjem safenskog nerva zajedno sa venom i
masnom peteljkom (86). Nase istrazivanje je pokazalo da se incidencija bola noge na mestu
preparacije vene smanjila u no-touch a povecala u klasi¢noj grupi tokom vremena pracenja,
tako da je nakon godinu dana u prvoj grupi bolna osteljivost is¢ezla gotovo kod svih ispitanika
dok je u klasi¢noj grupi bilo bolesnika sa bolovima na mestu preparacije. Istrazivanja su
pokazala da safenska neuropatija najces¢e nastaje zbog presecanja glavnog stabla ili grane
safenskog nerva, kao i kompresije koja nastaje usled otoko okolnog tkiva noge (87). Hroni¢na
bol kod pacijenata kod kojih su vene pripremljena otvorenom tehnikom je posledica direktnog
ili indirektnog oStecenja safenskog nerva. Ova studija je takode zabelezila veéu ucestalost
otoka ekstremiteta sa kog je uzeta safenska vena sa okolnim tkivom. Objasnjenje za ove
komplikacije lezi u tome da se tokom no-touch tehnike pripreme oSteCuje mnogo vise
akcesornih vena i limfnih sudova u odnosu na ostale tehnike. Serozna neuropatija donjih
ekstremiteta povezana sa hirurSkom pripremom safenske vene prema Moawad M i sar. nastaje
kao posledica neurinoma Kkoji se stvaraju na mestima osteCenja safenskog nerva ili kao
polsedica reakcije organizma na Savni materijal koji se koristi u svrhu hemostaze tokom
hirurske procedure (88). Formiranje pseudofibroze i neurinoma prouzrokuje bolnu osetljivost
koja traje duzi vremenski period i koja se moze kupirati primenom lokalnih anestetika ili

hirur§kom reintervencijom i otklanjanjem istih, §to je dovodi do izostanka bola (89).
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6. Zakljucci

Histoloska analiza uzorkovanog materijala bojenog Hematoksilin-eozin je registrovala
najbolju ocuvanost svih slojeva zida venskih krvnih sudova koji su pripremani
bezdodirnom ili takozvanom no-touch tehnikom. Nije bilo statisticki znacajne razlike u

stepenu ostecenja izmedu klasi¢ne i endoskopske grupe venskih graftova.

Imunohistohemijska analiza antitelima CD31, Faktora VIII, Kaveolina i eNOS je
detektovala najbolju ocuvanost mikrostrukturnin elemenata zida venskih graftova
pripremanih no-touch tehnikom. Imunohistohemijsko bojenje nije registrovalo statisticki

znacajnu razliku u bojenju izmedu klasi¢ne 1 endoskopske grupe.
Rani postoperativni klini¢ki rezultati nisu se znacajno razlikovali unutar ispitivanih grupa.

Veliki nezeljeni kardiovaskularni i cerebrovaskularni dogadaji se nisu statisticki razlikovali

unutar ispitivanih grupa tokom perioda pracenja.

Komplikacije rana na mestu uzimanja venskih graftova bile su statisti¢ki znacajno ¢eScée u
no-touch i klasi¢noj grupi. Dehiscencije i parestezije najcesce u grupi no-touch pripremanih

vena, dok je bol kao dominanti simptom bio najprisutniji u klasi¢noj grupi.

Na osnovu dobijenih rezultata, koji su pokazali bolju o¢uvanost zida venskih graftova
unutar grupe koja je pripremana bez dodirnom tehnikom tzv. no-touch, i manjeg procenta
komplikacije zarastanja rana na nogama unutar endoskopske grupe autori zakljucuju da ne
postoji idealna tehnika. Smatramo da je no-touch tehnika minimalno invazivna za venski
krvni sud, ali dovodi do veéeg defekta potkoznog tkiva, dok je endoskopska tehnika

postedna za ranu ali viSe oStec¢uje venu od bezdodirne tehnike.

Kombinacija dve tehnike, tanije uzimanje i spajanje najboljih karakteristika moze usloviti
razvoj i implementaciju endoskopske — no-touch tehnike koja bi unapredila proces

pripreme venskih graftova za hirursku revaskularizaciju miokarda.
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W3jasa 1.

W3JABA O AYTOPCTBY

U3jasrbyjem aa je nOKTOpCKa Avceprauuja, noa HacnosoM

VTHuaj TpH pamiHuiTe XHPYpPUIKE TeXHNKE HA XHCTOJOLKE H HMYHOXHCTOXEMH]jCKE
KapaKTCPHCTHKC BCHCKHX TpadToBa

Koja je on6parbeHa Ha MeauuuHcKoM hakynTeTy YHueepauterta y Huwy:
e pe3ynTaTt CONCTBEHOr UCTPaXWBayKor pana;

e na oBy AMCepTauujy, HY y LenuHW, HATA Y AENOBMMa, HUCaM npujasrbvBao/na Ha
ApyruM daKynTernMa, HUTH YHUBEP3NTETUMA;

e [a HUCaM nospeavo/na ayTtopcka npasa, HUTW 3noynotpebuo/na MHTENnekTyanHy
CBOjUHY ApPYruX nuua.

[lo3sorbaBaM na ce ob6jaBe MOjU NIMYHWU NOAAUM, KOjU CY Y Be3U ca ayTOpPCTBOM U
nobujarbeM akaaeMckor 3sarba AOKTOpPA Hayka, Kao WTo CYy UMe v npesume, roavHa v
Mecto poherwa M patym oabpaHe papa, v To y katanory Bubnuoteke, AururanHom
penosuTopujyMy YHusepauTtera y Huwy, kao u y nybnukauujama Yuueepsureta y Huwy.

Y Huuwy,

MNoTnuc ayTtopa auceprauuje:

U&qu C{a@o&q({ OMW%

(MUme, cpeatbe CNoBO U NpesuMe)




WN3jasa 2.

M3JABA O UCTOBETHOCTMW ENNEKTPOHCKOI U LUTAMNAHOI OBJ/INKA
AOKTOPCKE ANCEPTALMIE

Hacnos auceptauuje:

_ VTHuaj TpH pasniyuuTe XUpYPIUKe TEXHHKE HA XHCTOJIOUIKE H HMYHOXHCTOXCMHjCKE

KapaKTepHCTHKE BEHCKHX rpadToBa

U3jaBrbyjeM Aa je enekTpoHckW O6/MMK Moje AOKTOpPCKe AncepTauvje, Kojy cam
npeAao/na 3a yHowewe y [UruTanHa penozuTopujyM YHMBep3utera Yy Huuwy,

WUCTOBETEH WTamnaHoMm Oﬁﬂlﬁl(y.

Y Huuwy,

MoTnuc aytopa AucepTaumje:

WI{ETL Qlugda\‘S MKOQJE

(UMe, cpeae CNOBO W NpesnMe)




M3jara 3:

W3JABA O KOPUIWLREHY

Oenawhyjem YHuusepsutercky 6ubnunotexy ,Hwkona Tecna" pa y [AurutanHmn
penoauTtopujym YuueepauTera y Hwuwy yHece wMojy OOKTOpcKy Awceptauwmjy, noa

HacnoBoOM:

y'muaj TPH pa3snuyHTe XHPYpPLIKe TeXHAKE HA XHCTONOLIKEe H HMyHOXHCTOXEMHjCKE

RapaKTEPHCTHKE BEHCKHX TpadToBa

Owvcepraunjy ca cBuM nNpuno3vMMa npepao/na caM y enekTpPoHckoM obnuky,
NoOroAHOM 3a TPajHo apxvmBuparbe.

Mojy AOKTOpCKy avcepTaumjy, YHeTy y [iurntanHi penosvtopujyM YHueepsuteTa y
Huwy, MOry KOpPMCTHTK CBM Koju nowTyjy oapeaGe caapxaHe y caabpaHom Tuny nuueHue
KpeatuBHe 3ajenHuue (Creative Commons), 3a kojy caM ce oany4uo/na.

1. Aytopcreo (CC BY)
2. AytopctBo — HekoMepuujanHo (CC BY-NC)

3. AyTopcTeo — HekoMepumujanHo - 6e3 npepane (CC BY-NC-ND)

4. AYTOpPCTBO — HEKOMEPLUUWjanHo - Aennutu nog ncrum ycnoewma (CC BY-NC-SA)

5. Aytopcteo - 6e3 npepaae (CC BY-ND)

6. AyTOpCTBO — AennTu noa ucrum ycnosuma (CC BY-SA)!

Y Huuwy,

MoTnuc ayTopa auceprauuje:

ro Crobots Mhbeobi

(MMe, Cpeatbe CNOBO W NPe3nMe)

' Ayrop ancepraumje o6asesaH je aa usabepe M 03Ha4M (3A0KPYKM) CAMO jeAHY OA WECT NOHyheHux

AUISLIIEY ARWEA MABLIT e naT da v usFTang Tavers



