1. Streszczenie

Wstep

Choroba wiencowa jest jedng z gléwnych przyczyng zgondéw pacjentow na catym
swiecie. Pomimo, ze czestos¢ wystepowania zawatu serca z przetrwatym uniesieniem odcinka
ST (STEMI) systematycznie spada stanowi on nadal duzy odsetek chorych przyjmowanych w
trybie pilnym do oddziatéw kardiologicznych. Istotnym czynnikiem pogarszajagcym rokowanie
pacjentow ze STEMI jest zjawisko uposledzonej reperfuzji tkankowej (no-reflow
phenomenon). Wsrod czynnikow predysponujacych do wystgpienia tego niekorzystnego
zjawiska wymienia si¢ mi¢dzy innymi przednia lokalizacj¢ zawatu serca, dluzszy czas
niedokrwienia, wiek pacjenta, zaburzenia gospodarki lipidowej 1 wegglowodanowe;j.
Patomechanizm ,,no-reflow” jest ztozony. Metody stuzace rozpoznaniu uposledzonej reperfuzji
tkankowej obejmuja oceng elektrokardiograficzng (stopien normalizacji odcinka ST), skale
angiograficzne (TIMI, TMPG, MBG, cTFC), bezposredni pomiar inwazyjny (CFR),
echokardiografi¢ kontrastowa oraz rezonans magnetyczny serca.

Ptytki krwi odgrywaja wazna role w patomechanizmie tego zjawiska. Z badan wynika,
ze stosowanie abciksimabu podczas pPCI jest zwigzane z lepsza perfuzjg w mikrokrazeniu w
poréwnaniu z grupg kontrolng. Stosowanie wysokiej dawki nasycajacej klopidogrelu w
warunkach przedszpitalnych redukuje czesto$¢ wystepowania zjawiska ,,no-reflow”. Oporno$é¢
na klopidogrel i kwas acetylosalicylowy, moze przyczyni¢ si¢ do nadmiernej aktywacji ptytek
krwi 1 prowadzi¢ do zaburzen przeplywu w mikrokrazeniu po reperfuzji nasierdziowe;.

Czynnik wzrostu i roznicowania 15 (GDF-15) nalezy do rodziny transformujgcych
czynnikow wzrostu beta (TGF-B). Jest on negatywnym czynnikiem prognostycznym u
pacjentéw z niewydolnoscig serca, jego wysokie stezenie koreluje z roczng $miertelnoscia u
chorych po przebytym zawale serca z przetrwatym uniesieniem odcinka ST. W chwili obecne;j
brak jest klinicznych doniesien naukowych na temat wptywu GDF-15 na zaburzenia reperfuzji

tkankowej u chorych z zawatem serca.



Cel pracy

1. Ocena reaktywnosci ptytek krwi w trakcie leczenia podwojng terapig przeciwptytkowa
u pacjentow z zawatem serca STEMI leczonych pierwotng angioplastyka wiencowa i jej
wyplyw na czesto$¢ wystepowania zjawiska uposledzonej reperfuzji tkankowe;.

2. Proba ustalenia optymalnej metody oceny zjawiska ,,no-reflow”.

3. Wyodrebnienie czynnikéw klinicznych 1 biochemicznych predysponujacych do
wystapienia zjawiska uposledzonej reperfuzji tkankowe;.

4. Ocena wplywu stezenie GDF-15 na czgsto$¢ wystepowania zjawiska ,,no-reflow”.

5. Identyfikacja czynnikdéw ryzyka rocznej Smiertelnosci pacjentéw skutecznie leczonych

pierwotng angioplastyka wiencowa.

Material i metody

Prezentowane badanie jest prospektywng analiza pacjentéw przyjmowanych w trybie
pilnym do Kliniki Kardiologii Inwazyjnej w Bialymstoku z rozpoznaniem zawalu serca z
przetrwatym uniesieniem odcinka ST. Badaniem zostato objetych 100 chorych poddanych
skutecznej pierwotnej angioplastyce tetnicy dozawatowe;.

Kryteria wiaczenia do badania stanowily: wiek powyzej 18 lat, bol zwatowy trwajacy > 20
minut < 24 godziny, uniesienie odcinka ST powyzej 0,1 mV w przynajmniej dwoch
sasiadujacych odprowadzeniach konczynowych, V4-V6 lub > 0,2 mV u m¢zezyzn > 40. r.z.; >
0,25 mV u mgzezyzn <40. r.z. 1> 0,15 mV u kobiet w odprowadzeniach VV2-V3, zastosowanie
dawki nasycajacej 600 mg klopidogrelu, podpisanie pisemnej zgody na badanie.

Z badania wykluczatly: wstrzas kardiogenny, istotne zwg¢zenie rezydualne lub dyssekcja tgtnicy
po angioplastyce, zaburzenia przewodnictwa S$rodkomorowego uniemozliwiajagce oceng
odcinka ST, stymulacja serca, przyjmowanie digoksyny, przewlekla podwojna terapia
przeciwptytkowa (DAPT) przed wlaczeniem do badania, zastosowanie inhibitora GP IIb/I1la
przed pobraniem krwi do badania, zastosowanie prasugrelu lub tikagreloru, brak zgody na
badanie.

Analizie poddano zapisy elektrokardiograficzne z przyjecia oraz wykonane ok. 60 minut
po skutecznym zabiegu pPCIl. Ocen¢ normalizacji odcinka ST przeprowadzono w

odprowadzeniu z najwigkszym poczatkowym uniesieniem odcinka ST.



Dokladnej ocenie poddano obraz angiograficzny z wykorzystaniem skal perfuzji
tkankowej (TIMI, MGB, ¢TFC), zaawansowania zmian miazdzycowych (SYNTAX score) oraz
przebieg zabiegu ze szczegdlnym uwzglednieniem wykorzystanych technik interwencyjnych.

W chwili przyjecia oraz w 5 dobie hospitalizacji pobrano krew na hirudyne w celu
oznaczenia reaktywnosci agregacyjnej ptytek krwi indukowanej przez adenozynodifosforan
(ADP) oraz kwas arachidonowy (AA). Badanie zostato przeprowadzone za pomoca urzadzenia
Multiplate Analizer (Roche) z wykorzystaniem ASPItest (ocena zahamowania agregacji ptytek
krwi przez kwas acetylosalicylowy) 1 ADPtest (ocena zahamowania agregacji ptytek krwi przez
inhibitory receptora P2Y12).

W chwili przyjecia do szpitala dodatkowo pobrano 10 ml krwi do probéwki z
aktywatorem w celu pozyskania surowicy, a nastepnie odwirowano (10 minut; 3500 x g).
Material przechowywano w temperaturze - 80 st. C. do czasu oznaczenia stezenia GDF-15
(Human GDF-15 Immunoassay; Quantikine).

W celu pozyskania danych na temat rocznej $miertelno$ci przeprowadzono rozmowe
telefoniczng lub rozmowy z bliskimi pacjenta. Brakujace dane uzupetniono z zasobdéw bazy
danych osobowych (PESEL).

Szczegdtows analizg objeto standardowo oznaczane parametry biochemiczne, badanie
echokardiograficzne, ocen¢ kliniczng oraz ocen¢ parametréw o udowodnionym znaczeniu

rokowniczym.

Wyniki

Ocena reperfuzji tkankowej

Oceniono angiograficzne skale uposledzonej reperfuzji tkankowej oraz rezolucje
odcinka ST w zapisie elektrokardiograficznym po skutecznym zabiegu pPCI pod wzgledem ich
wartosci predykcyjnej w szacowaniu ryzyka zgonu w rocznej obserwacji. Sposrod skal
angiograficznym TIMI < 3 i ¢cTFC > 27 klatek byty istotnymi statystycznie czynnikami ryzyka
Smiertelnosci w analizie jednoczynnikowej regresji logistycznej. Natomiast w ocenie stopnia
rezolucji odcinka ST, warto§¢ < 50% wyjSciowego uniesienia stanowita predyktor zlego
rokowania. Laczona ocena w skali angiograficznej i elektrokardiograficznej (TIMI < 3 lub brak
rezolucji odcinka ST o 50%) najlepiej przewidywata ryzyko zgonu i z tego powodu zostala
wybrana jako definicja ,,no-reflow”. Tak definiowane zjawisko uposledzonej reperfuzji

tkankowej wystapito u 39% (n=39) badanych pacjentow. W wieloczynnikowej krokowej



postepujacej regresji logistycznej jedynie przepltyw w tetnicy dozawatowej po pPCI TIMI < 3

byt niezaleznym czynnikiem ryzyka rocznej $miertelnosci.

Czynniki wplhywajgce na uposledzong reperfuzje tkankowg

Pacjenci, u ktorych wystgpito zjawisko ,,no-reflow” charakteryzowali si¢ starszym
wiekiem, wyzsza czesto$cig rytmu serca i nizszym skurczowym cisnieniem tetniczym w chwili
przyjecia, nizszg frakcja wyrzutowa lewej komory, czesciej prezentowali przednig lokalizacje
zawalu serca, wywiad przewlektej choroby nerek, rzadziej palili papierosy, czesciej dochodzito
u nich do powiktan zapalnych w trakcie hospitalizacji. Czas od poczatku bdlu do interwencji
oraz od pierwszego kontaktu medycznego do interwencji byt istotnie statystycznie dtuzszy. U
chorych z uposledzong reperfuzja tkankowa istotnie czesciej tetnicg odpowiedzialng za zawaty
byt proksymalny odcinek gal¢zi przedniej zstgpujacej, a punktacja w skali SYNTAX byla
wyzsza. Znamiennie czeSciej wykonywano u tych pacjentow predylatacje tetnicy przed
implantacja stentu. Sposréd wynikow badan laboratoryjnych chorzy ze zjawiskiem ,,no-reflow”
mieli wyzsze warto$ci markerow martwicy miokardium (cTn, CK, CK-MB) zaréwno w chwili
przyjecia jak 1 maksymalne zanotowane podczas hospitalizacji. Charakteryzowali si¢ nizsza
filtracjg kiebuszkowa oraz wyzszym stezeniem fibrynogenu i kwasu moczowego. W analizie
wieloczynnikowej regresji  logistycznej niezaleznymi czynnikami ryzyka zjawiska
uposledzonej reperfuzji tkankowej byty: dtuzszy czas od wystapienia objawoéw do interwencji,
zawal przedni, predylatacja, nizsza frakcja wyrzutowa lewej komory, wyzsza aktywnos¢ CK-

MB i stgzenie fibrynogeniu oraz nizsze t¢tnicze ci$nienie skurczowe w chwili przyjecia.

Wplyw zahamowania plytek krwi na czestos¢ wystepowania zjawiska ,, no-reflow”

W calej badanej populacji nie stwierdzono istotnych statystycznie roéznic w
reaktywnosci ptytek krwi indukowanej kwasem arachidonowym i adenozynodifosforanem w
badanych grupach, zarowno ocenianej w chwili przyjecia jak i w pigtej dobie hospitalizacji. Po
podziale populacji na podgrupy czasowe od poczatku dolegliwosci do interwencji. W grupie z
krotkim czasem ,pain-to-balloon” (< 6 godzin) zaobserwowano znamiennie Wwyzsz3
reaktywnos¢ ptytek krwi, hamowang przez klopidogrel, oceniang w piatej dobie hospitalizacji
u chorych z ,no-reflow”. Pacjenci ci charakteryzowali si¢ roéwniez mniejszym spadkiem
reaktywnosci plytek krwi pomiedzy przyjeciem a pigta doba hospitalizacji. W pozostatych
podgrupach czasowych nie obserwowano znamiennych statystycznie r6znic miedzy grupa z

prawidtowa i uposledzong reperfuzjg tkankowa.



Stezenie GDF-15 w chwili przyjecia a czestos¢ wystepowania zjawiska ,, no-reflow”

Srednie stezenie GDF-15 bylo wyzsze w grupie z uposledzong reperfuzja tkankowa.
Réznica ta wykazywata wyrazny trend do istotnos$ci statystycznej (p=0,07). Z analizy pol pod
krzywa ROC wyznaczono warto$¢ > 1498,65 pg/ml bedaca istotnym statystycznie czynnikiem

ryzyka ,,no-reflow” w analizie jednoczynnikowej regresji logistyczne;.

Czynniki ryzyka rocznej sSmiertelnosci

Istotnymi statystycznie czynnikami ryzyka rocznej $miertelnosci w analizie
jednoczynnikowej byty: pte¢ zenska, starszy wiek, zawal przedni, nizsza warto$s¢ w skali TIMI
po zabiegu, nizsza frakcja wyrzutowa lewej komory, wywiad choroby wiencowej, nizsza
warto$¢ GFR i tetniczego ci$nienia skurczowego w chwili przyjecia, wyzsze stezenie ¢Tn i
kwasu moczowego, wyzsza czesto$¢ rytmu serca w chwili przyjecia i po zabiegu skutecznej
rewaskularyzacji, wyzsze stezenie GDF-15. Z wyzej wymienionych czynnikéw niezaleznymi
predyktorami zgonu, w analizie wieloczynnikowej, byty starszy wiek, wyzsza czesto$¢ rytmu

serca w chwili przyjecia oraz st¢zenie GDF-15 > 3428,09 pg/ml.

WhioskKi

1. Zlozona ocena braku rezolucji odcinka ST o 50% lub przeplyw w tetnicy dozawalowe;j
po pPCI TIMI < 3 jest prosta i najlepiej korelujaca ze zgonem definicja zaburzone;j
reperfuzji tkankowej.

2. U chorych z krotkim czasem od poczatku bolu do rewaskularyzacji wysoka
reaktywnos¢ plytek krwi w trakcie leczenia klopidogrelem predysponuje do
wystepowania zjawisko ,,no-reflow”.

3. Niezaleznymi czynnikami ryzyka uposledzonej reperfuzji tkankowej po pierwotnej
angioplastyce wiencowej u pacjentOw z zawatem serca sg: czas od poczatku bolu do
rewaskularyzacji, przednia lokalizacja zawatu serca, predylatacja, wyzsza aktywnos¢
CK-MB w chwili przyjecia, nizsze skurczowe cisnienie tg¢tnicze, nizsza frakcja
wyrzutowa lewej komory oraz wyzsze st¢zenie fibrynogenu.

4. Stezenie GDF-15 > 1498,65 pg/ml w chwili przyjecia predysponuje do wystgpowania
zjawiska ,,no-reflow”.

5. Niezaleznymi czynnikami ryzyka zgonu w rocznej obserwacji sa: starszy wiek, wyzsza
czestos¢ rytmu serca oraz stezenie GDF-15 > 3428,09 pg/ml w surowicy krwi w chwili

przyjecia.



2. Summary

Introduction

Coronary artery disease is one of the leading causes of death worldwide. Regardless of
the systematically decreasing prevalence of ST elevation myocardial infarction, the percentage
of STEMI hospitalizations still remains high. The prognosis of patients has been significantly
improved due to the development of cardiac catheterization labs, modern endovascular
procedures and effective pharmacotherapy. According to the European registries in-hospital
mortality ranges from 6 to 14%, and six-month mortality amounts to 12%.

One of the key factors worsening the prognosis of STEMI patients is “no-reflow”
phenomenon. The condition is diagnosed when coronary revascularization fails in restoring
reperfusion. Patients with “no-reflow” phenomenon have worse prognosis. They more
frequently develop heart failure and have higher risk of mortality. Among factors predisposing
to “no-reflow” phenomenon are anterior wall myocardial infarction, prolonged ischaemia,
patient’s age, carbohydrate and lipid disorders. The pathomechanism of the phenomenon is
complex. The methods for reperfusion assessment comprise ECG tracing (ST segment
resolution), angiographic scores (TIMI, TMPG, MBG, cTFC), direct invasive assessment
(CFR), contrast echocardiography and magnetic resonance imaging.

Platelets play a key role in the pathomechanism of “no-reflow” phenomenon. The
studies reveal that administration of abciximab during pPCI is related with better
microcirculation perfusion in comparison to the control group. High pre-hospital loading dose
of clopidogrel reduces “no-reflow” prevalence. Clopidogrel and acetylosalicylic acid resistance
may contribute to platelet hiperactivation and promotion of microcirculation disorders after
reperfusion.

Growth and differentiation factor 15 (GDF-15) belongs to the family of transforming
growth factors beta (TGF-B). It is considered as an autocrine inflammatory process inhibitor.
Its activity depends on the type and state of the cell it affects. High GDF-15 serum concentration
correlates with higher all-cause mortality in general population and is better mortality predictor
comparing to CRP and NT-proBNP in older people. It is a negative prognostic factor in patients
with heart failure and its high concentration correlates with 1-year mortality in post-STEMI
patients. At the moment there is no clinical data concerning GDF-15 influence on reperfusion

disorders in patients with myocardial infarction.



Aim

1. The assessment of platelet reactivity during dual antiplatelet therapy in STEMI patients
treated with primary percutaneous angioplasty and its influence on the prevalence of
impaired tissue reperfusion.

2. The attempt to establish an appropriate method for “no-reflow” phenomenon
assessment.

3. Identification of clinical and biochemical factors predisposing to impaired tissue
reperfusion.

4. The assessment of GDF-15 influence on the prevalence of “no-reflow” phenomenon.

5. Identification of risk factors for 1-year mortality of patients successfully treated with

primary percutaneous angioplasty.

Material and methods

The presented study is a prospective analysis of patients with ST-elevation myocardial
infarction /STEMI/ admitted to the Department of Invasive Cardiology of the Medical
Univeristy of Bialystok. 100 patients who underwent effective primary percutaneous coronary
angioplasty of the infarct related artery were enrolled in the study.

The inclusion criteria were: >18 years of age, chest pain lasting > 20 minutes and < 24 hours,
ST segment elevation above 0.1 mV in at least two contiguous leads, V4-V6 or > 0.2 mV in
men > 40 years of age, and > 0,25 mV in men < 40 years of age, and > 0.15 mV in women in
leads V2-V3, the administration of 600mg loading dose of clopidogrel, and written informed
consent for the participation in the study. The exclusion criteria were: cardiogenic shock,
significant residual stenosis or artery dissection after angioplasty, intraventricular conduction
disturbances complicating ST segment assessment, cardiac pacing, digoxin administration,
chronic dual antiplatelet therapy before inclusion, GP Il1b/I11a administration prior blood sample
collection, prasugrel or ticagrelor administration, and the lack of informed consent of the
patient.

ECG performed on admission and 60 minutes post successful primary PCl were
analyzed. The ST segment elevation resolution was assessed in the lead with initially the highest

ST elevation.



Particular attention was given to the angiographic evaluation with the help of TIMI,
MBG and cTFC scoring systems, the assessment of atherothrombotic lesions with SYNTAX
score, and the course of the procedure with the description of the type of intervention.

Blood samples anticoagulated with hirudin were collected on admission and on day 5 in
order to assess platelet aggregation reactivity induced with adenosine diphosphate (ADP) and
arachidonic acid (AA). The analysis was conveyed with Multiplate Analizer (Roche) with
ASPtest (platelet aggregation inhibition with acetylosalicylic acid assessment) and ADPtest
(platelet aggregation inhibition with P2Y 12 receptor inhibitors assessment). Additionally 10ml
of blood was collected to the samples with activator in order to possess serum, followed with
centrifugation (10mins; 3500 x g). Samples were stored in -80 Celsius degrees till GDF-15
assay (Human GDF-15 Immunoassay; Quantikine).

Data concerning 1-year mortality were possessed via phone contact with patients or
members of patients’ family. Missing data were completed with the help of personal ID
numbers from Universal Electronic System of Population Register Number (PESEL).

The detailed analysis comprised standard biochemical parameters, echocardiography,

clinical characteristics, and factors of proven prognostic significance.

Results

Tissue reperfusion assessment

Angiographic scoring systems of impaired tissue reperfusion and ST segment elevation
resolution in ECG after effective pPCI were evaluated taking into consideration their predictive
value in determining 1-year mortality risk. TIMI < 3 and cTFC > 27 frames were statistically
significant mortality risk factors in univariate logistic regression analysis. However, the ST
segment elevation resolution < 50% of the initial elevation constituted a predictor of worse
prognosis. Cumulative assessment of angiographic and electrocardiographic scores (TIMI < 3
or ST segment elevation resolution < 50%) was the best in predicting mortality risk, hence it
was selected for the definition of “no-reflow” phenomenon. “No-reflow” phenomenon was
therefore diagnosed in 39% (n=39) cases. Multivariate logistic regression analysis showed that

only TIMI < 3 was an independent 1-year mortality risk factor.

Factors affecting impaired tissue reperfusion
Patients with “no-reflow” phenomenon were older, had higher heart rate and lower

systolic blood pressure on admission, lower left ventricle ejection fraction, more frequently



presented with anterior myocardial infarction, had chronic kidney failure, were less common
smokers, however more often developed inflammatory complications during hospitalization.
Time from pain onset to intervention and from first medical contact to intervention was
statistically significantly longer. In patients with impaired tissue reperfusion the most common
culprit lesion was proximal left anterior descending artery and SYNTAX score was higher.
Predilation of artery before stent implantation was performed significantly more often. Patients
with "no-reflow" phenomenon had higher concentrations of cardiac markers of myocardial
necrosis (cTn, CK, CK-MB) on admission and during hospitalization (maximum
concentrations). These patients had lower glomerular filtration rate and higher fibrinogen and
uric acid concentrations. Multivariate regression analysis presented independent risk factors for
impaired tissue reperfusion such as longer time interval from symptoms onset to intervention,
anterior myocardial infarction, predilation, lower left ventricle ejection fraction, higher CK-MB

and fibrinogen concentrations and lower systolic blood pressure on admission.

The influence of platelet inhibition on the prevalence of "no-reflow" phenomenon

There were no statistically significant differences in platelet reactivity induced with
arachidonic acid and adenosine diphosphate in study groups on admission and on day 5. Further
analysis of subgroups selected according to the time from symptoms onset to intervention
showed that patients with short ,,pain-to-balloon” time (<6 hours) and ‘“no-reflow”
phenomenon had statistically significantly higher platelet reactivity inhibited by clopidogrel
assessed on day 5. These subjects had lower decrease of platelet reactivity between admission
and day 5 of hospitalization. No statistically significant differences between the groups with

normal and impaired tissue perfusion were observed in other ,,pain-to -balloon” subgroups.

GDF-15 concentration on admission and the prevalence of no-reflow phenomenon.

Mean GDF-15 was higher in the group with impaired tissue reperfusion, with the
tendency towards statistical significance (p=0.07). ROC analysis allowed to determine abscissa
=1498.65 pg/ml. It appeared to be a statistically significant “no-reflow ” risk factor in univariate

logistic regression analysis.

1-year mortality risk factors
Statistically significant 1-year death prognostic factors in a univariate analysis were
female, older age, anterior myocardial infarction, lower TIMI flow after the procedure, lower

left ventricle ejection fraction, history of coronary heart disease, lower GFR and systolic blood



pressure on admission, higher cTn and uric acid concentration, higher heart rate on admission
and after effective revascularization, higher GDF-15 concentration. Among the aforementioned
the independent mortality risk factors in multivariate analysis were: older age, higher heart rate
on admission and GDF-15 concentration > 3428.09 pg/ml.

Conclusions

1. The assessment of 50% ST - segment elevation resolution absence (STR) or TIMI < 3
flow in IRA after pPCI is a simple and best correlating with mortality definition of
impaired tissue perfusion.

2. High on-treatment platelet reactivity in patients with short time interval from pain onset
to revascularization predisposes to "no-reflow" phenomenon.

3. Time from pain onset to revascularization, anterior myocardial infarction, predilation,
higher CK-MB activity on admission, lower left ventricle ejection fraction, higher
fibrinogen concentration are independent risk factors of impaired tissue reperfusion
after pPCI in patients with myocardial infarction.

4. GDF-15 concentration > 1498,65 pg/ml on admission predisposes to ‘'no-reflow"
phenomenon.

5. Older age, higher heart rate and high GDF-15 concentration > 3428,09 pg/ml are

independent risk factors of 1-year mortality.



