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REZIME/IZVOD TEZE

Uvod: Kardiovaskularne bolesti, sa aterosklerozom kao vode¢im faktorom, glavni su uzrok
morbiditeta 1 mortaliteta u svijetu. Tradicionalni faktori rizika kao §to su hiperholesterolemija
1 hipertenzija ne objaSnjavaju sve slu€ajeve ateroskleroze, pa se javlja potreba za istrazivanjem
infektivnih uzroka bolesti. Sve je viSe podataka koji ukazuju na to da hroni¢ne infekcije
niskopatogenim mikroorganizmima mogu izazvati inflamaciju koja vodi do razvoja
ateroskleroze. Nova saznanja o infektivnoj etiologiji ateroskleroze otvaraju mogucnosti za

razvoj inovativnih pristupa u prevenciji kardiovaskularnih bolesti.

Ciljevi: Ispitati uticaj bakterije CP na aterosklerotski proces 1 definisati razlike izmedu plakova
koji sadrze ovu bakteriju 1 onih koji je nemaju. Ciljevi ukljucuju utvrdivanje prisustva bakterije
u arterijskim krvnim sudovima i analiziranje razlika izmedu pozitivnih i1 negativnih plakova,

kao 1 poredenje klasi¢nih faktora rizika sa prisustvom bakterije.

Metode: Istrazivanje je sprovedeno na uzorcima tkiva krvnih sudova izuzetim tokom
sudskomedicinskih obdukcija u Klinickom centru Crne Gore. Istrazivanje je radeno an 124
ispitanika, od kojih je 63 ispunilo kriterijjume za analizu prisustva CP u aterosklerotskim
plakovima. Tkivo je fiksirano u 4% formalinu i1 napravljeni su parafinski kalupi za histolosku
analizu. Koris¢ena su antitijela za identifikaciju prisustva CP, kao 1 za analizu morfoloskih,
celularnih 1 molekularnih karakteristika plakova. StatistiCka analiza podataka ukljucivala je

deskriptivne metode, Studentov t-test, ANOVA, y2 test i logistiCku regresiju.

Rezultati: Prosjecna starost u trenutku smrti bila je 58,89 godina, pri ¢emu su CP negativne
osobe bile statisticki znacajno starije u trneutku umiranja od CP pozitivnih (p < 0.001). BMI
CP negativnih osoba bio je znacajno veci od BMI CP pozitivnih (p < 0.001). Analiza faktora
rizika pokazala je znaCajnu prisutnost hiperholesterolemije (p < 0.001) i dijabetesa mellitusa
(p = 0.005) kod CP negativnih osoba. Logisticka regresija otkrila je negativnu korelaciju
uzrasta (OR = 0.965), hiperholesterolemije (OR = 0.195), dijabetesa mellitusa (OR = 0.371),
arterijske hipertenzije (OR = 0.448) i BMI (OR = 0.773) s CP pozitivnos¢u plaka. Ispitano je
252 uzorka arterija, gdje nije bilo znacajnih razlika u intima-media debljini izmedu CP
pozitivnih 1 negativnih plakova. Medutim, CP negativni plakovi imali su vecu ekspresiju
kolagena I, elastina i kontraktilnih glatkih misSi¢nih celija (p < 0.001), dok su CP pozitivni

plakovi pokazali vecu ekspresiju kolagena III i ve¢u koncentraciju B limfocita (p < 0.001).



SP110 je bio znaajno viSe eksprimiran u CP negativnim plakovima u svim ispitivanim

arterijama.

Zakljucak: Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da prisustvo CP u arterijskim plakovima
moze biti povezano sa odredenim faktorima rizika 1 karakteristikama plaka. Kod CP negativnih
plaka CeS¢a je pojava faktora rizika kao §to su hiperholesterolemija, dijabetes melitus 1
pozitivna porodi¢na anamneza kardiovaskularnih bolesti. CP negativni plakovi pokazuju vece
koncentracije kolagena I 1 elastina, dok CP pozitivni plakovi sadrze vise kolagena III 1 vecu
prisutnost makrofaga, T limfocita i kontraktilnih glatkih miSi¢nih ¢elija. Ove razlike u sastavu
plaka ukazuju na moguénost razlicitih patoloskih procesa i inflamatornih odgovora izmedu CP
pozitivnih 1 negativnih plaka. Ove nalaze treba dalje istraziti zbog nedostatka komparativnih

studija o celularnosti inficiranih 1 neinficiranih plakova razli¢itih stadijuma razvoja.
Kljucne rijeci: ateroskleroza, Chlamydia pneumoniae, infekcija, kardiovaskularne bolesti
Nau¢na oblast: Medicina

Uza naucna oblast: Patologija

UDK broj:



ABSTRACT

Introduction: Cardiovascular diseases, with atherosclerosis as the leading factor, are the major
cause of morbidity and mortality worldwide. Traditional risk factors such as
hypercholesterolemia and hypertension do not explain all cases of atherosclerosis, prompting
the need to investigate infectious causes of the disease. There is increasing evidence that
chronic infections with low-pathogenic microorganisms can induce inflammation leading to
the development of atherosclerosis. New insights into the infectious etiology of atherosclerosis
open up possibilities for developing innovative approaches in preventing cardiovascular

diseases.

Objectives: The study aims to investigate the impact of CP on the atherosclerotic process and
define differences between plaques containing this bacterium and those that do not. Objectives
include determining the presence of the bacterium in arterial blood vessels and analyzing
differences between positive and negative plaques, as well as comparing risk factors with the

presence of the bacterium.

Methods: The research was conducted on tissue samples of blood vessels obtained through
forensic autopsies at the Clinical Center of Montenegro. A total of 124 participants were
examined, of whom 63 met the criteria for analyzing the presence of CP in atherosclerotic
plaques. The tissue was fixed in 4% formalin, and paraffin blocks were made for histological
analysis. Antibodies were used to identify the presence of CP, as well as to analyze the
morphological, cellular, and molecular characteristics of the plaques. Statistical data analysis

included descriptive methods, Student's t-test, ANOVA, y2 test, and logistic regression.

Results: The average age at the time of death was 58.89 years, with CP negative subjects being
statistically significantly older at the time of death than CP positive ones (p <0.001). The BMI
of CP negative subjects was significantly higher than that of CP positive ones (p <0.001). Risk
factor analysis showed a significant presence of hypercholesterolemia (p < 0.001) and diabetes
mellitus (p = 0.005) in CP negative subjects. Logistic regression revealed a negative correlation
with age (OR = 0.965), hypercholesterolemia (OR = 0.195), diabetes mellitus (OR = 0.371),
arterial hypertension (OR = 0.448), and BMI (OR = 0.773) with CP positivity in plaques. A
total of 252 artery samples were examined, with no significant differences in intima-media
thickness between CP positive and negative plaques. However, CP negative plaques showed

higher expression of collagen I, elastin, and contractile smooth muscle cells (p < 0.001), while



CP positive plaques exhibited a higher expression of collagen III and higher concentration of
B lymphocytes (p < 0.001) and TNF-a (p < 0.001). SP110 was significantly more expressed in

CP negative plaques in all examined arteries.

Conclusion: The results of this study indicate that the presence of CP in arterial plaques may
be associated with specific risk factors and plaque characteristics. In CP negative plaques, risk
factors such as hypercholesterolemia, diabetes mellitus, and a positive family history of
cardiovascular diseases are more common. CP negative plaques exhibit higher concentrations
of collagen I and elastin, while CP positive plaques contain more collagen III and show greater
presence of macrophages, T lymphocytes, and contractile smooth muscle cells. These
differences in plaque composition suggest the possibility of different pathological processes
and inflammatory responses between CP positive and negative plaques. Further investigation
of these findings is needed due to the lack of comparative studies on the cellularity of infected

and uninfected plaques at different stages of development.

Keywords: Atherosclerosis, Chlamydia pneumoniae, infection, cardiovascular diseases
Scientific field: Medicine

Narrow scientific field: Pathology

UDC number:



PREDGOVOR

Kardiovaskularne bolesti su vodeci uzrok morbiditeta 1 mortaliteta u svijetu, a ateroskleroza,
inflamatorno oboljenje arterijskih krvnih sudova, lezi u njithovoj osnovi. Prou€avanje uzroka i
mehanizma nastanka ateroskleroze otvara nove mogucnosti prevencije kardiovaskularnih
bolesti, s obzirom na to da tradicionalno prihvaceni faktori rizik, poput visokog holesterola,
visokog krvnog pritiska 1 dijabetesa, nisu prisutni kod svih pacijenata. Ovo ukazuje na potrebu
razmatranja drugih uzroka ateroskleroze, posebno naglasavajuci ulogu inflamacije. Dugotrajna
inflamacija, kljucni faktor u razvoju ateroskleroze, moze biti izazvana infektivnim agensima,
poput manje virulentnith mikroorganizama. Ova hroni¢na infekcija Cesto se odvija bez
oCiglednih znakova inflamacije, za razliku od akutnih bakterijskih ili virusnih infekcija. Nova
saznanja naglasavaju inflamatornu komponentu ateroskleroze, a ideja da je ova bolest
infektivne geneze postoji jo§ od ranog 20. vijeka. Mikroorganizmi poput Chlamydia
pneumoniae (CP) mogu imati ulogu u inicijaciji i progresiji ateroskleroze, izazivajuci hroni¢nu
inflamaciju i disfunkciju endotela. Osim toga, genetski faktori, poput gena SP110, mogu uticati

na odgovor organizma na infektivne agense 1 doprinijeti razvoju ateroskleroze.

Iz navedenih razloga, ispitivan je uticaj CP na aterosklerotski proces, posebno karakteristike
aterosklerotskih plakova pozitivnih na ovaj infektivni agens, kako bi se bolje razumjela
etiologija ove bolesti 1 otvorile nove mogucnosti u prevenciji 1 lijeCenju. Kroz
imunohistohemijsko bojenje i analizu morfoloskih, celularnih i molekularnih karakteristika
plakova, otkrivena je veza izmedu prisustva bakterije i odredenih faktora, Sto moze doprinijeti
boljem razumijevanju mehanizama ateroskleroze i1 potencijalno novim pristupima prevencije i

lijecenja.

Dobijeni rezultati su pokazali nekoliko znaCajnih nalaza. Prvo, istrazivanje je pokazalo da
prisustvo CP u arterijskim plakovima moze biti povezano sa specifi¢nim faktorima rizika i
karakteristikama plaka. CP negativni plakovi Cesto su povezani s faktorima rizika poput
visokog holesterola, dijabetesa i pozitivne porodi¢ne anamneze kardiovaskularnih bolesti.
Osim toga, detaljno su analizirane morfoloske, Celijske 1 molekularne karakteristike
aterosklerotskih plakova. Ovo je ukljucivalo proucavanje ekspresije kolagena i elastina,
infiltraciju imunskih celija te prisustvo odredenih molekula koji su povezani s inflamatornim
procesima i oSteCenjem krvnih sudova. CP negativni plakovi su pokazali pojacanu prisutnost
kolagena I, elastina, kontraktilnih glatkih misi¢nih Celija i TNF-a, dok su CP pozitivni plakovi

imali viSu koncentraciju B limfocita, CD4+ 1 CD8+ T limfocita i sekretornih glatkih misi¢nih



¢elija. SP110 je bio znacajno viSe izrazen u CP negativnim plakovima u svim ispitivanim

arterijama.

Konacno, nase istrazivanje pruza uvid u dublje razumijevanje veze izmedu prisustva CP u
arterijskim plakovima 1 specifi¢nih karakteristika plaka, kao i povezanosti s faktorima rizika
za kardiovaskularne bolesti. Razlike u sastavu plakova izmedu CP pozitivnih i negativnih
ukazuju na potrebu za daljnjim istrazivanjem kako bi se razumjeli patoloski procesi i
inflamatorne reakcije u ovim plakovima. Ovo istrazivanje moze posluziti kao temelj za razvoj
ciljanih terapija i preventivnih strategija usmjerenih na smanjenje rizika od kardiovaskularnih

bolesti povezanih s infekcijom CP.



SPISAK SKRACENICA U TEKSTU

LDL eng. low density lipoprotein VLDL eng. very low density lipoprotein

IDL eng. intermediate density PCSK9 eng. proprotein convertase subtilsin-
lipoprotein kexin type 9

Apo apolipoprotein PDGF eng. platelet-derived growth factor

AHA eng. American Heart Association IFN interferon

HDL eng. high density lipoprotein Th T-helper

Lp lipoprotein ATLO eng. artery tertiary lymphoid organ

Ig immunoglobulin MRP 8-14 eng. myeloid-related protein 8-14

MMP matriksna metaloproteinaza IA eng. injurious agent

IL interleukin ST2 eng. suppression of tumorigenicity-2

TNF eng. tumor-necrosis factor PAI-1 eng. plasminogen activator inhibitor

1

MCP eng monocyte-chemoattractant tPA eng. tissue plasminogen activator
protein

ICAM eng. intercellular adhesion TF eng. tissue factor
molecule

VCAM | eng. vascular cell adhesion CRP C-reaktivni protein
molecule

oxLDL | eng. oxidized LDL HMG-CoA | hidroksi-metil-glutaril koenzim A

CD eng. cluster of differentiation HSV Herpes simplex virus

CCL11 | eng. C-C motif chemokine 11 CMV Citomegalovirus

CCR3 eng. C-C chemokine receptor 3 EB Elementarno tijelo CP

bFGF eng. basic fibroblastic growth RB Retikularno tijelo CP
factor

ABC-A1 | eng. ATP-binding cassette HSP60 eng. heat shock protein 60
transporter Al

sstl eng. super-susceptibility to LCAT eng. lecithin-cholesterol
tuberculosis-1 acyltransferase

Iprl eng. intracellular pathogen PCR eng. polymerase chain reaction
resistance

BMDM | eng. bone marrow derived Ifi-75 eng. interferon-induced protein-75
macrophages

Egrl eng. early growth response 1 VODI eng. venoocclusive disease with

immunodeficiency

CCLS eng. C-C motif ligand 5 BMI eng. body mass index

CXCL16 | eng. C-X-C motif ligand 16 NF eng. nuclear factor

TLR eng. Toll-like receptor CXCL10 eng. C-X-C motif ligand 10

hsCRP | visoko senzitivni CRP CP Chlamydia pneumoniae
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1. UVOD

Kardiovaskularne bolesti predstavljaju vodeci uzrok morbiditeta 1 mortaliteta u
svijetu. U osnovi kardiovaskularnih bolesti lezi ateroskleroza, inflamatorno oboljenje
arterijskih krvnih sudova. S obzirom na €injenicu da ateroskleroza ima klinicke manifestacije
koje izuzetno naruSavaju zdravlje populacije, prouCavanje uzroka i mehanizma nastanka
ateroskleroze donosi nove mogucnosti prevencije kardiovaskularnih bolesti. Tradicionalno
prihvaceni faktori rizika za aterosklerozu (u prvom redu hiperholesterolemija 1 arterijska
hipertenzija, a zatim 1 Secerna bolest, porodi¢na predispozicija, pusenje 1 gojaznost) odsutni su
u oko 50% pacijenata koji imaju ishemijsku bolest srca. Ovaj podatak navodi na razmisljanje o
drugim uzrocima ateroskleroze, uglavnom akcentujuci inflamatornu komponentu ove bolesti.
Hroni¢na inflamacija, koja predstavlja noseci stub ateroskleroze, moze biti pokrenuta
infektivnim agensom. Smatra se da je u pitanju hroni¢na infekcija nisko-patogenim
uzrocnicima bolesti, sa vrlo malim ili odsutnim znacima zapaljenja, a ne pojedinac¢na pojava
akutne virusne ili bakterijske infekcije. Ideja da je ateroskleroza bolest infektivne geneze rodena
je poCetkom dvadesetog vijeka. Nakon Drugog svjetskog rata, primat je pruzen klasi¢nim
faktorima rizika, usljed razvoja antibiotika koji su znatno redukovali morbiditet 1 mortalitet od
bakterijskih infekcija. Nova saznanja o konceptu infektivne ateroskleroze otvaraju vrata novim

mogucnostima primarne 1 sekundarne prevencije kardiovaskularnih bolesti.

1.1. Histologija arterijskih krvnih sudova

Arterijski krvni sudovi imaju tri sloja: unutrasnji (funica intima), srednji (tunica
media) 1 spoljasnji (tunica adventitia). Tunica intima se pruza od povrSine endotela do
luminalne margine medije tj. do unutrasnje elasti¢ne lamine. Od celijskih elemenata, u intimi
dominiraju endotelne 1 glatke miSi¢ne celije, kao i makrofagi. Endotel formira sloj ravnih,
poligonalnih i izduzenih Ccelija, na ¢ijoj povrSini se nalazi glikokaliks, sainjen od
glikozaminoglikana, proteoglikana i glikoproteina. Na membrani endotelnih ¢elija dominiraju
receptori za LDL (eng. low density lipoprotein — lipoprotein niske molekularne gustine), insulin
1 histamin, kao 1 proteoglikani za koje se vezuje lipoproteinska lipaza (1). U citoplazmi su
najzastupljenije vezikule transcitoze, kao i mikrotubuli, intemedijarni filamenti i Weibel-
Paladeova tjelaSca (sadrze faktor VIII antigen i von Willebrandov faktor). Endotelne Celije su
medusobno povezane gap vezama i ¢vrstim meducelijskim spojevima. Transport lipoproteina i

drugih makromolekula kroz endotel regulisan je od strane plazmatske koncentracije supstance,



veli¢ine 1 naelektrisanja molekula, krvnog pritiska i vaskularnog tonusa. Zdrav endotel je
tromborezistentan, usljed prisustva trombomodulina koji vezuje trombin 1 sljedstveno aktivira
proteine C 1 S, time vrSe¢i inaktivaciju faktora Va (2). Takode, ne dolazi do adherencije
leukocita na endotel oCuvanog integriteta, dok ekspresija leukotaksi€nih molekula iziskuje
njihovu adherenciju, kao §to je slucaj prilikom subendotelne akumulacije lipoproteina. Endotel
reguliSe vaskularni tonus, luce¢i vazodilatatorne supstance poput prostaciklina 1 azot-
monoksida (NO), kao 1 endotelin, koji je potentan vazokonstriktor (3). Glatke miSi¢ne Celije
intime se dijele u dva tipa: kontraktilne (sadrze veliku koncentraciju miofilamenata) i
sintetiSuce (bogate su granuliranim endolazmatskim retikulumom). Funkcija glatkih misiénih
celija intime sastoji se u adaptaciji na promjene vaskularnog tonusa (putem mogucnosti
kontrakcije), sintezi proteina neophodnih za strukturni integritet krvnog suda, kao i uklanjanju
LDL, preko specificnih receptora ili putem fagocitoze (4). Makrofagi intime nalaze se
subendotelno 1 vrSe remodelaciju intime uz pomo¢ fagocitoze 1 sinteze faktora rasta za
endotelne 1 glatke miSi¢ne Celije. Takode, makrofagi imaju tzv. "leSinarske" (eng. scavenger)
funkcije, tako Sto uklanjaju LDL preko receptora i produkuju lipoproteinsku lipazu 1 apo-E (5).
Ekstracelularni matriks ima dva sloja: proteoglikanski (nalazi se blize lumenu krvnog suda i
gradi ga mreza vlakana proteoglikana) 1 mioelasti¢ni (nalazi se blize mediji, obiluje kolagenim
1 elasticnim vlaknima). Proteoglikani reguliSu transport velikih molekula 1 celijski
metabolizam, a medu njima dominira hondroitin-sulfat. Kolagena vlakna Cuvaju integritet

krvnog suda, vezuju¢i endotelne Celije za subendotelno tkivo (6).

Intima reaguje na mehanicki stres fizioloskim zadebljavanjem. Ovakva adaptivna
zadebljanja javljaju se u krvnim sudovima koji su izlozeni visokom krvnom pritisku, posebno
na mjestima udara krvne struje — na bifurkacijama i trifurkacijama arterija. Zadebljanje moze
biti ekscentri¢no (fokalno, koje zahvata manje od polovine cirkumferencije krvnog suda) i
difuzno. Adaptivno zadebljanje ne okludira lumen krvnog suda, ali sadrzi vecu koncentraciju
LDL, endotelnih i glatkih miSi¢nih celija od zdrave intime. U trenutku kada koncentracija
lipoproteina u intimi nadvlada homeostazu, na terenu ekscentricnog adaptivnog zadebljanja
pocinje proces aterokleroze. Pojava aterosklerotskog plaka nije rezervisana samo za fokuse
zadebljanja, ali se na ovim mjestima javlja sa vecom ucestalo§¢u 1 brzom progresijom procesa
(7). Intima-medija debljina (zajednicka debljina intime i medije krvnog suda, izmjerena od
luminalne strane intime do granice izmedu medije i adventicije), pretezno istrazivana u
ehosonografskim studijama karotidne ateroskleroze, je dokazani pokazatelj ateroskleroze i

faktor kardiovaskularnog rizika. Vodic AHA (eng. American Heart Association) predlaze



karotidnu intima-medija debljinu kao faktor evaluacije kardiovaskularnog rizika nivoa Ila
(istog nivoa kao 1 kalcijumski skor koronarnih arterija 1 glezanjskog (eng. ankle-brachial)
indeksa), sa posebnom naznakom visokog rizika ukoliko je intima-medija debljina zajednicke

karotidne arterije preko 75. percentila (8).

1.2. Patohistoloske karakteristike i etiopatogeneza ateroskleroze

Ateroskleroza je bolest velikih 1 srednjih krvnih sudova, koja se prezentuje u vidu
fokalnih, eleviranih lezija na intimi krvnog suda, sa posljedicnom okluzijom lumena.
Predilekciona mjesta za pojavu ateroskleroze su upravo mjesta na kojima je najveci mehanicki
stres 1 gdje dolazi do adaptivnog ekscentricnog zadebljanja intime arterija, a to su mjesta
nastanka grana arterija. NajceSce su pogodeni koronarni, karotidni 1 cerebralni krvni sudovi,
kao 1 abdominalna aorta. Konstitucionalni faktori rizika za aterosklerozu obuhvataju genetski
faktor (smatra se da je u pitanju poligensko nasljedivanje sklonosti ka aterosklerozi 1
kardiovaskularnim  dogadajima, kao 1  mendelsko nasljedivanje  familijarne
hiperholesterolemije), starosnu dob (aterosklerotske promjene zapo€inju svoj razvoj u ranom
zivotnom dobu, a do pojave komplikacija plaka i klinicke manifestacije bolesti dolazi najcesce
menopauze). Medu klju¢nim faktorima rizika na koje se moze uticati navode se: dislipidemija
(povecana koncentracija LDL i snizena koncentracija HDL), zatim $ecerna bolest, pusenje i
arterijska hipertenzija. Neki od faktora rizika koji favorizuju pojavu ateroskleroze su:
hiperhomocisteinemija, poviSena koncentracija Lp(a), gojaznost, sedentarni nacin zivota, niska

porodajna tjelesna masa i nezadovoljavajuci socioekonomski status (9).

Apo-B je klju¢na komponenta hilomikrona, VLDL, IDL i LDL. Budu¢i da je apo-B
relativno malog promjera (oko 70 nanometara), normalan endotel je prijemCiv za njegov
prolazak. Medutim, veli¢ina kompletnih lipoproteinskih molekula koji u sebi sadrze apo-B
sprecava njihovo ekscesivno nakupljanje u zdravom krvnom sudu. U usporedbi sa intimom
neoStecenog krvnog suda, intima koja pokriva aterosklerotski plak nije znacajno prijemcivija
za prolazak apo-B; ve¢ se odgovor na pitanje o mehanizmu subintimalne retencije LDL nalazi
u ekstracelularnom matriksu rane aterogeneze. Proteoglikani ekstracelularnog matriksa u ranim
plakovima svojim negativnim nabojem elektrostati¢ki privlace aminoacil — nastavke apo-B

molekula, time promovisu¢i njihovu retenciju (10). Retenirani molekuli apo-B stimuliSu



hemotaksu monocita i infiltraciju T limfocita mehanizmom koji joS uvijek nije razjaSnjen (11).
Aterogeni potencijal apo-B se ogleda 1 u izgradnji tzv ,,remnant® lipoproteina (lipoproteina
,ostatka®) €ija je koncentracija poviSena u metabolickom sindromu. ,,Remnant™ lipoproteini
sadrze visoku koncentraciju apo-B 1 po strukturi se razlikuju od LDL, tako §to sadrze 40 puta
viSe holesterola. Smatra se da ,remnant” lipoproteini imaju visok aterogeni potencijal
(nezavisno od LDL cestica), budu¢i da optimalna terapija inhibitorima HMG-coA reduktaze
(statinima) 1 PCSKO inhibitorima (savremena hipolipemicna terapija koja usporava razgradnju
LDL receptora) daje redukciju ,,remnant” lipoproteina samo za 4-25%, uz perzistiranje rizika

od aterosklerotskih kardiovaskularnih dogadaja (12).

S druge strane, apo-A predstavlja kljuan segment apolipoproteinske komponente HDL,
koji ostvaruje anti-aterogeni efekat kroz reverzni transport holesterola iz makrofaga zida krvnog
suda u Zzu¢, zatim kroz svoja antiinflamatorna, antikoagulantna, antitrombotska 1
vazodilatatorna svojstva. Takode, apo-A sam po sebi ima ateroprotektivno svojstvo (inhibicija
transendotelne invazije imunskih Celija, kao 1 aktivacije monocita, peroksidacije lipida 1 luenja
citokina od strane T limfocita) (13). Anti-apo-A IgG antitijela su potvrdena u autoimunim
bolestima sa kardiovaskularnim rizikom (sistemski lupus, antifosfolipidni sindrom,
reumatoidni artritis), kao 1 medu pacijentima sa akutnim koronarnim sindromom 1 karotidnom
stenozom, bez dokazane autoimune bolesti (14). Dokazano je da prisustvo anti-apo-A IgG
dovodi do disfunkcije HDL, kao i do porasta lucenja proinflamatornih citokina poput MMP-9,
IL-6, IL-8, TNF-a 1 MCP-1. Takode, utvrdeno je da anti-apo-A IgG pozitivnost u prvih 24h
nakon infarkta miokarda predstavlja faktor rizika za ponovljeni infarkt miokarda, mozdani udar
ili sr€anu smrt. Uzevsi u obzir prezentovane in vitro i in vivo dokaze, anti-apo-A antitijela se

smatraju jednim od klju¢nih parametara autoimunosti i inflamatorne etiologije ateroskleroze

(15).

Savremeni koncept razumijevanja ateroskleroze tumaci ovaj proces kao "odgovor na
povredu" (eng. response-to-injury) endotela uz hroni¢nu inflamaciju i remodeliranje zida
krvnog suda. Povreda endotela nastaje najcesce usljed mehanickog dejstva krvne struje, a
zapazeno je da postoje aterosklerotske promjene u djelovima arterija sa oCuvanim endotelom.
Smatra se da je u tim slu€ajevima okidac¢ procesa ateroskleroze disfunkcija endotela, koji gubi
funkciju barijere i dozvoljava prolaz molekula LDL subendotelno. Takode, disfunkcija endotela
rezultira u vazokonstrikciji usljed nedostatka vazodilatatorne aktivnosti NO (16). Histoloski i
biohemijski, ateroskleroza ima osnovu u inflamaciji, buduci da se zapaza visoka koncentracija

inflamatornih ¢elija, kao 1 medijatora zapaljenja. Povreda endotela uzrokuje, uz porast
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permeabilnosti LDL u intimu, povecanu ekspresiju adhezivnih molekula (P 1 E selektin, kao i
ICAM-11 VCAM-1) (17). Smatra se da VCAM-1 igra znacajniju ulogu kada je pocetak procesa
u pitanju, za razliku od ICAM-1 koji je rezervisan za uznapredovali stadijum procesa (18).
Adhezivni molekuli, kao 1 oxXLDL sam po sebi, privlaCe zapaljenske Celije: monocite koji se

transformiSu u makrofage, kao 1 mast Celije i T-limfocite (19).

Monociti prolaze kroz intimu dejstvom MCP-1. Makrofagi uklanjaju LDL putem tzv.
"leSinarskih" (eng. scavenger) receptora. Poseban znaCaj imaju CD36 receptori koji pripadaju
grupi B scavenger receptora. Ovi receptori dominantno vezuju oksidovani LDL koji je
modifikovan od strane mijeloperoksidaze fagocita, ¢ime se ukljuuju u inflamatorni proces
(20). Fagocitovani lipidi opterecuju makrofage, dajuci im izgled tzv. "pjenastih" Celija (eng.
foam cells), do trenutka u kojem te celije udu u proces apoptoze, a lipidi se vrate u

ekstracelularni matriks (21).

Vecina istrazivanja efekata mastocita u aterosklerozi je sprovedena na miSevima, ¢iji
krvni sudovi sadrze mastocite uglavnom u adventiciji. Medutim, ljudski aterosklerotski plakovi
pokazuju bogatiji mastocitni infiltrat u intimi — stoga se smatra da je pro-aterogeno dejstvo
mastocita 1zrazenije u humanom tkivu. Migracija mastocita u aterosklerotski plak je vecinski
posredovana hemokinom CCLI11 (eotaksin) 1 njegovim receptorom CCR3 na membrani
mastocita. Agregacija mastocita se vrsi u okolini malih krvnih sudova plaka, a mast celije sadrze
bFGF koji ima angiogena svojstva (22). Takode, mastociti aktivno luce pro-inflamatorne
medijatore poput metabolita arahidonske kiseline, histamina i faktora aktivacije trombocita
(23). HipotetiSe se da mastociti ubrzavaju rast novih krvnih sudova plaka, kao i da ubrzavaju
destabilizaciju plaka promovisu¢i hemoragiju unutar plaka (24). Mastociti destabilizuju plak
putem specificnih proteaza (triptaza, himaza), Ciji se efekat primarno ogleda u lokalnoj
aktivaciji unutar plaka, dok se aktivnost u sistemskoj cirkulaciji dovodi u pitanje u brojnim

studijama (25).

Glatke misicne Celije se takode opterecuju lipidima, usljed down-regulacije transportera
ABC-Al, cija je funkcija ukljanjanje LDL iz Celija i usmjeravanje lipoproteina ka jetri (26).
Broj glatkih misi¢nih celija raste usljed odgovora na faktore rasta i putem migracije iz medije.
T limfociti 1 to pretezno CD4+ tipa luce IFN-y 1 TNF-f koji stimuliSu rast glatkih misi¢nih Celija

1 sintezu proteina ekstracelularnog matriksa (27).

Napredovanjem procesa narusava se histoarhitektonika intime, Sto aktivira signale

popravke tkiva putem ekspresije receptora za faktore rasta. Najvecu aktivnost ima PDGF, koji
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potiCe 1z trombocita agregiranih na terenu ateroskleroze, a stimuliSe proliferaciju glatkih
miSi¢nih Celija, kao 1 produkciju kolagena, elastina i mukopolisaharida. Talozenje kalcijuma i
lipida na elastinu ¢ini ga podloznijim dejstvu proteaza. Produkti elastolize — elastokini,
potenciraju oksidativni stres u plaku, rezultiraju¢i u porastu koncentracije oxLDL 1 hemotakse
monocita (28). Eksperimentalno je dokazano da produkti degradacije elastina imaju
angiogenetsku ulogu, Sto moze doprinijeti riziku za hemoragiju unutar plaka i sljedstvene

komplikacije (29).

Molekuli kolagena tipa I 1 III su uveliko zastupljeni u ekstracelularnom matriksu
zdravog krvnog suda, a njihova koncentracija pocinje da raste na mjestu zadebljanja intime vec
u odojackom dobu (30). Normalan odnos kolagena I 1 III je 8:1 (31). Obije vrste kolagena
prepoznate su kao vazan faktor u agregaciji trombocita za aterosklerotski plak. U
uznapredovalim stadijumima, porast koncentracije kolagena tipa I u odnosu na tip Il povezan
je sa brzom progresijom plaka (32). Kada su slojevi intime u pitanju, na predilekcionim
mjestima za aterosklerozu dominira proteoglikanski sloj u odnosu na muskuloelasti¢ni. Takode,
u aterosklerotskim plakovima razvijeniji je proteoglikanski sloj, dok muskuloelasti¢ni sloj
skoro 1 da nestaje. Porast broja sintetiSucih glatkih misi¢nih ¢elija u plaku prognozira brz razvoj

aterosklerotskog procesa (33).

T limfociti predstavljaju oko 10% svih Celija u aterosklerotskim plakovima. 70% svih T
limfocita u ranim plakovima su CD4+ T limfociti, dok je ostatak ve¢inom CD8+. S druge strane,
smatra se da je skoro polovina svih T limfocita u uznapredovalim plakovima CD8+ tipa (34).
Vec¢ina CD4+ T limfocita su Th1 ¢elije, zaduzene za sekreciju proinflamatornih citokina poput
INF-y i TNF-a. U uznapredovalim plakovima, adventicija krvnog suda predstavlja domacina
za tercijarne limfoidne organe (eng. ATLO), koji su formirani od T i B limfocitima u razli¢itim
stadijumima razvoja. Jo§ uvijek nije dokazana funkcija ATLO u uznapredovaloj aterosklerozi,
te se 1 dalje diskutuje da li takav celijski infiltrat igra protektivnu ulogu ili je u pitanju reaktivna

inflamacija zida krvnog suda (35).

Dokazana je aktivacija B limfocita u u aterosklerotskom plaku. Medutim, nije utvrdeno
da li B limfociti imaju ateroprotektivnu ili pro-aterogenu funkciju. Anti-aterogena funkcija B
limfocita je sugerisana nakon $to je utvrdeno da je gubitak velikog broja B limfocita nakon
splenektomije pracen napredovanjem ateroskleroze (36). Smatra se da su anti-oxLDL IgG
antitijela (pretezno sekretovana od strane B1 limfocita) aterogena, dok je prisustvo anti-oxLDL

IgM antitijela (luCenih od strane B2 limfocita) u cirkulaciji povezano sa snizenim rizikom od



kardiovaskularnih oboljenja (37). Medutim, istrazivanja na miSevima sa deplecijom B limfocita
(kreiranom kroz dejstvo CD20-specificnog monoklonalnog antitijela) su pokazala da
nedostatak B limfocita prati nizi rizik od ateroskleroze, najvjerovatnije kroz redukciju aktivacije

patogenih T limfocita i sekrecije INF-y (38).

Krvni sud se adaptira na remodelaciju tako §to dolazi do Sirenja unutrasnje elastiCne
lamine, ¢ime se pokuSava ocuvati lumen koji se smanjuje rastom plaka. Smatra se da unutrasnja
elasticna lamina pocinje da se Sir1 u trenutku kada plak okludira 40% lumena krvnog suda (39).
Kada debljina zida krvnog suda preraste moguc¢nost ishrane putem difuzije iz lumena, tada
poc€inje proces neovaskularizacije uz rascjep unutrasnje elasticne lamine 1 prodor kapilarnih
pupoljaka u intimu (40). VEGF stimuliSe proliferaciju endotelnih ¢elija novih krvnih sudova
plaka. Timidin-fosforilaza, angiogenetski faktor ranije identifikovan u malignim bolestima, kao
1 u reumatoidnom artritisu, psorijazi i peptiCkom ulkusu gastroduodenuma, stimuli§e migraciju
(alt ne 1 proliferaciju) endotelnih celija u podrucje oko plaka (41). Okida¢ za lu€enje timidin-
fosforilaze je hipoksija. Imunohistohemijski je dokazana koekspresija VEGF 1 timidin-
fosforilaze u monocitima, kao 1 nekroticnom jezgru 1 pjenastim celijama plaka, stoga se smatra
da imunski infiltrat plaka promoviSe angiogenezu, ali 1 da je nekrotino jezgro bioloski aktivnije

nego §to se prethodno smatralo (42).

Daljim nakupljanjem lipoproteina u intimi, inflamatornim odgovorom i degeneracijom
intime, proces napreduje do stenoze 1 okluzije lumena krvnog suda, izazivaju¢i hemodinamske

poremecaje koji su klinicki manifestni.

Lezije ateroskleroze klasifikovane su u 6 tipova, zavisno od stadijuma u kome se

proces nalazi:

1. Tip I predstavlja hemijski i mikroskopski detektabilno prisustvo lipoproteina u intimi,
praceno Celijskom reakcijom. Vida se uglavnom kod djece ili kod odraslih osoba bez izrazene
predispozicije za ateroklerozu. Nadeno je da, u prvih 8 mjeseci zivota, 45% odojcadi ima
pjenaste Celije u koronarnim arterijama. U tipu I dolazi do pojave pjenastih Celija koje su
rastrkane u subendotelnom sloju intime. Uz pjenaste celije, prisutni su i makrofagi bez lipidnih
inkluzija, kao i T limfociti i mast Celije (43). Ova pocetna Celijska infiltracija zapazena je kao
prvi korak patofizioloske kaskade ateroskleroze prilikom ispitivanja laboratorijskih zivotinja
koje su genetickim inzenjeringom i dijetom sa visokom koncentracijom holesterola podvrgnute

velikom riziku od ateroskleroze.



2. Tip I1 je tzv. "masna pruga" (eng. fatty streak). Histoloski, lezija se sastoji od pjenastih Celija
u slojevima, udruzenih sa celijama glatkog misSic¢a. Lipoproteini se dominantno nalaze u
inkluzijama unutar celija, dok se u ekstracelularnom matriksu nalaze u tragovima.
Najzastupljeniji su holesterol-estri (77%), holesterol 1 fosfolipidi. Raste broj T limfocita i
mastocita. "Masna pruga" se najCeSCe zapaza na ishodiStima grana trbuSne aorte, usljed
transendotelne difuzije LDL, koja je u ovom dijelu vaskularnog korita najizrazenija.
Makroskopski, lezija je vidljiva kao zuta mrlja ili pruga na intimi arterije. Tip II se dijeli na dva
podtipa: tip Ila (brzo progredira u dalje stadijume) 1 tip IIb (sporo progredira u dalje stadijume).
Tip Ila ima vecu koncentraciju makrofaga, glatkih miSi¢nih 1 pjenastih celija, komponenti
ekstracelularnog matriksa, kao 1 lipoproteina od tipa IIb. NajpovrSnije su lokalizovani
makrofagi, zatim se dublje, u proteoglikanskom sloju nalaze pjenaste Celije, a najdublje se

nalaze ekstracelularne kolekcije lipoproteina (44).

3. Tip III — tzv. preaterom ili tranziciona lezija, koja je morfoloski 1 biohemijski most ka tipu
IV t). ateromu. U ovom stadijumu, lipidi po€inju ubrzano da se taloze u ekstracelularnom
matriksu, dublje od makrofaga 1 pjenastih celija. Lipoproteini se mogu nalaziti slobodni 1li su
vezani za Celijsku membranu. Prvobitna teorija o ekstracelularnom nakupljanju lipoproteina
navodila je apoptozu pjenastih celija kao jedini uzrok ove pojave, dok je u meduvremenu
otkriveno da se lipoproteini mogu primarno vezati za proteoglikane, Sto je moguci
patofizioloski mehanizam formiranja ekstracelularnih depozita. OxLDL stimuliSe luenje
glikozaminoglikana 1 time ubrzava talozenje lipoproteina u preateromu (45). Smatra se da
dermatan-sulfat, glikozaminoglikan ekstracelularnog matriksa, ima poseban afinitet za
vezivanje LDL. Dolazi do razgradnje hondroitin-sulfata, glikozaminoglikana koji regulise
transport materija iz plazme u zid krvnog suda, ¢ime se olaksava difuzija LDL. Takode, elastaze
razgraduju elastin, ¢iji raspadni produkti vrse hemotaksu makrofaga. U tipu III fokus se pomjera

sa infiltrativnog na destruktivni karakter lezije.

4. Tip IV — aterom (lat. atheroma). Nastaje konfluiranjem ekstracelularnih depozita lipida u tzv.
"masnu kasu", tj. lipidnu srz ateroma (eng. lipid core). Oko lipidne srzi nalazi se konglomerat
pjenastih 1 glatkih miSi¢nih celija, makrofaga i mast celija, kao 1 sloj proteoglikana
ekstracelularnog matriksa. Makrofagi su najzastupljeniji na ivicama ateroma, $to ivice Cini
kriticnim tackama za razvoj komplikacija, usljed razvijene inflamacije. Pojavljuje se zacetak
kalcifikacije na organelama glatkih misi¢nih Celija. Oko lipidne kase se pojavljuju kapilari

neoangiogeneze, a najzastupljeniji su na ivicama ateroma i prema lumenu (46).



5. Tip V nastaje iz ateroma bujanjem kolagena 1 drugih vlakana vezivnog tkiva, sintetisanih od
strane glatkih miSi¢nih Celija bogatih granuliranim endoplazmatskim retikulumom. Stimulus za
pove¢ano stvaranje komponenti ekstracelularnog matriksa potiCe od naruSene
histoarhitektonike intime, kao i usljed mehanickog stresa koji krvna struja vrsi u podrucju
ateroma. Novo vezivno tkivo moze biti posljedica organizacije hematoma usljed perivaskularne
hemoragije kapilara neoangiogeneze (47). Takode, zapaza se porast u broju T limfocita i
makrofaga, Sto je znak daljeg razvoja inflamacije. Tip V se dijeli u 3 podtipa: Va (fibroaterom,
sadrzi lipidnu srz 1 fibrozno tkivo u vidu kape oko lipida), Vb (polje ateroskleroze koje je
pretrpjelo distroficku kalcifikaciju) 1 Ve (sadrzi uglavnom vezivno tkivo uz nisku koncentraciju

lipoproteina) (48).

6. Tip VI — nastaje kao komplikacija tipa IV 1 V. Komplikacije nastaju usljed porasta
mehanickog stresa, buduci da lumen krvnog suda biva sve manji kako plak raste, a samim tim
1 krv poprima turbulentan tok. Takode, makrofagi 1 glatke miSi¢ne celije luCe proteoliticke
enzime (glavni predstavnik je MMP-9), koji oStecuju fibroznu kapu. Ovi enzimi formiraju
"izlazne puteve" (eng. "exit tracts"), tj. otvore u fibroznoj kapi za koje se spekuliSe da su nacin
odbrane od akumulacije lipida u plaku. Moze do¢i do disrupcije povrsine aterosklerotskog
plaka, uz krvarenje unutar plaka ili formiranje kolekcije krvi u vidu hematoma. Ostecen endotel,
ogoljena bazalna lamina 1 proteini ekstracelularnog matriksa, kao 1 vlakna fibrozne kape,
predstavljaju trombogenu osnovu. Dolazi do adherencije 1 agregacije trombocita uz aktivaciju
faktora koagulacije krvi. Trombociti oslobadaju MRP 8-14 koji aktivira kaskadu urodenog
imunskog sistema 1 favorizuje apoptozu endotelnih Celija (49). Tromboza aterosklerotskog
plaka ima brzu progresiju i moze u potpunosti okludirati lumen krvnog suda u roku od nekoliko
sati ili dana. Ruptura krova plaka najcesce rezultira u trombozi, usljed intenzivne krvne struje,
dok ruptura krajeva plaka moze imati za posljedicu pretvaranje plaka u korito kojim tece krv,
dovode¢i do distalne embolizacije arterije lipidnim sadrzajem. Zavisno od prirode
komplikacije, tip VI se dijeli na podtipove: VIa (fisura ili ulceracija fibrozne kape), VIb
(hematom ili hemoragija), VIc (tromboza) i VIabc (sadrzi sve elemente prethodnih podtipova).
Smatra se da je intenzitet inflamacije u plaku direktno proporcionalan moguénosti nastanka
komplikacija. Hroni¢na inflamacija zida krvnog suda ¢ini endotel trombofilnim, ¢ak 1 u

odsustvu erozije (50).

Postoji 1 uopstena podjela stadijuma ateroskleroze na rani i uznapredovali stadijum. U
rani stadijum ubrajaju se tipovi I 1 II, koji ne okludiraju lumen arterije, stoga ne produkuju

simptome, ne narusavaju histoarhitekoniku intime, a poc€inju u djecjoj dobi. Sa druge strane,
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uznapredovalim stadijumom se smatraju tipovi III, IV, V1 VI, koji su klini€ki manifestni usljed
stenoze lumena, razvijaju se u odrasloj dobi, a mikroskopski ih pokazuju gubitak normalne

grade intime, uz karakteristike svakog od tipova.

1.3. Uloga inflamacije u aterosklerozi

Inflamatorni Celijski infiltrat 1 prisustvo medijatora zapaljenja dokazuju da je
ateroskleroza hroni¢na inflamatorna bolest. Smatra se da je ateroskleroza zapravo odgovor na
noksu koja ostecuje endotel. Tzv. "injurious agent" (IA) je bilo koja sila, hemijska supstanca ili
mikroorganizam koji izaziva leziju endotela i sljedstvenu inflamatornu reakciju. Hemotaksa
monocita 1 T-limfocita, uz lu€enje citokina, zapoc€inje inflamatornu kaskadu i remodelaciju
oboljelog dijela zida krvnog suda. Nezavisno od porijekla IA, odgovor domacina nije
adekvatan, jer se ateroskleroza progresivno $iri, a lumen krvnog suda se suzava. Klinicka slika
ateroskleroze ne sadrzi simptome 1 znake prisutne kod zapaljenskih oboljenja, vec¢ se
ateroskleroza prezentuje kroz hemodinamske poremecaje koje izaziva. Ipak, stepen inflamacije
u aterosklerotskom plaku uti€e na klinicku sliku, budu¢i da je intenzivniji inflamatorni infiltrat
povezan sa brzim rastom 1 vec¢im rizikom od nastanka komplikacija plaka. Dokazan je
stimulativni  efekat dijete sa visokom koncentracijom holesterola na inflamaciju u
aterosklerotskom plaku, uz smanjenje rizika od komplikacija plaka nakon sprovodenja
restriktivne dijete (51). Adipociti masnog tkiva proizvode bioaktivne molekule — adipocitokine,
medu kojima su najznacajniji leptin, adiponektin i rezistin. Takode, visceralno masno tkivo
trbuha luci IL-6, koji portalnim krvotokom odlazi u jetru i stimuliSe luCenje reaktanata akutne
faze (52).

Inflamatorni odgovor na IA karakteriSe naruSavanje normalne grade intime, kao i
neadekvatna reparacija. Dejstvo inflamatornih Celija u plaku je destruktivno, a aterom se moze
uporediti sa apscesom: izgraden je od nekroti¢nog, amorfnog i acelularnog materijala, a okruzen
je inflamatornim infiltratom Celija i nastavlja da stimuliSe inflamatornu reakciju. Uz ostecenje
endotelnih Celija, IA otezava i regeneraciju endotela usljed slabije migracije EPC (endotelne
progenitorske celije, eng. endothelial progenitor cells) (53). Reakcija glatkih miSi¢nih Celija
ima fibroproliferativni karakter, uz produkciju proteina ekstracelularnog matriksa, ali i pokusaj
uklanjanja lipida iz srzi ateroma. Opisano je pretvaranje glatkih misi¢nih celija u makrofage,

koji zatim fagocituju LDL preko scavenger receptora. Smatra se da IA remeti normalne puteve
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metabolizma LDL, uz opterecivanje Celija lipidnim inkluzijama 1 posljedi¢nu apoptozu.
Glikozilirani LDL je karakteristika Se¢erne bolesti, a ova vrsta lipoproteina izaziva intenzivniji
oksidativni stres od nativnog LDL-a, Sto objaSnjava brzu progresiju ateroskleroze kod
pacijenata koji boluju od Secerne bolesti. Odgovor Celija na faktore rasta je intenzivniji nego u
zdravom krvnom sudu, §to rezultira u napredovanju inflamacije 1 progresiji plaka, koji se Siri
cirkumferencijalno 1 longitudinalno. Takode, zapaljenje se Siri kroz slojeve zida krvnog suda,
sve do adventicije, koja je otporna na IA usljed prisustva fibroblasta. Fibroblasti ne mogu
odreagovati na IA destruktivno, poput makrofaga 1 T-limfocita, stoga ne dolazi do nekroze
adventicije, ve¢ do reaktivnog zadebljanja. Zapaljenje u adventiciji direktno korelira sa
stepenom okluzije lumena. Hipomagnezijemija izaziva vecu ekspresiju VCAM-1 uz pojacanu
sekreciju IL-1, a istrazivanja na apo-E-knockout miSevima su pokazala da dodatak

magnezijuma u vodi za pi¢e smanjuje rizik od ateroskleroze (54).

IL-33 je citokin koji pripada superfamiliji IL-1 citokina, a nedavno je opisan njegov
znacaj u patofiziologiji kardiovaskularnih bolesti. Ovaj citokin djeluje preko ST2 receptora,
dok se u plazmi nalazi rastvorena izoforma ovog receptora (sST2) koja vezuje 1L-33 i
antagonizuje njegove efekte (55). IL-33 u aterosklerotskom plaku preusmjerava inflamatorni
odgovor sa reakcije Thl na reakciju Th2 limfocita, time smanjujuci destruktivni karakter
inflamacije, uglavnom zbog smanjenog luc¢enja IFN-y. Takode, IL-33 stimuliSe lucenje IL-5 iz
Th2 limfocita, time stimuliSu¢i B limfocite da sintetiSu anti-oxLDL antitijela i olakSaju
uklanjanje lipida iz aterosklerotskog plaka. Ukupan efekat IL-33 na plak je protektivnog
karaktera, buduci da redukcija inflamacije smanjuje mogucnost pojave komplikacija plaka (56).
IL-33 ispoljava protektivno dejstvo i na miokard, usporavanjem hipertrofije i fibroze sr¢anog
miSic¢a. Takode, laboratorijska ispitivanja na gojaznim miSevima sa dijabetesom pokazala su da
IL-33 smanjuje talozenje lipida u adipocitima i poboljsava toleranciju glukoze (57). Plazmatski
antagonist IL-33, sST2, istrazuje se kao buduéi prediktor kardiovaskularnog dogadaja, usljed
¢injenice da je povisena koncentracija sST2 povezana sa smanjenim protektivnim dejstvom IL-

33 na ateroklerotski plak (58).

Inflamacija u aterosklerotskom plaku favorizuje trombozu, jer endotel i glatke
misicne Celije reaguju na faktore rasta lu¢enjem PAI-1. Raste odnos tPA i PAI-1 sa 1:8 (§to je
normalan nalaz kod zdravih osoba muskog pola) na 1:50 (59). Napredovanjem inflamatornog
procesa, ispunjavaju se uslovi za Virhovljevu trijadu etiologije tromboze: okludiran lumen
karakteriSe porast mehanickog stresa i turbulencije krvne struje, endotel trpi oStecenje i

disfunkciju, a hiperkoagulabilnost nastaje usljed porasta vrijednosti PAI. Nadeno je prisustvo
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cirkuliSuc¢eg tromboplastina (eng. TF) koji se vezuje za makrofage, glatke miSicne celije 1
endotel, time stimuliSuci trombozu aterosklerotskog plaka. Inflamatorni celijski infiltrat uz
oksidovani LDL izaziva pojacano lucenje TF, ¢ime ateroskleroza izaziva hiperkoagulabilnost

u cijelom krvotoku, a ne samo u krvnim sudovima pogodenim aterosklerozom (60).

Protektivno dejstvo trombomodulina (smanjenje funkcije trombina i aktivacija
proteina C 1 S) je dokazano eksperimentalnom primjenom rekombinantne forme molekula u
miSevima sa aterosklerozom — rekombinantni trombomodulin redukuje formiranje neointime i
usporava leziju krvnog suda (61). Smatra se da bi aterosklerotsko oStec¢enje endotela moglo biti
detektovano porastom u plazmatskim koncentracijama von Willebrandovog faktora 1 E-
selektina, kao 1 trombomodulina, kao markera oSteCenja endotela (62). Koncentracija
plazmatskog von Willebrandovog faktora i1 E-selektina je takode povecana u arterijskoj
hipertenziji, dok je porast koncentracije rastvorenog trombomodulina prisutan 1 u
hiperholesterolemiji. Povecana  koncentracija trombomodulina se javlja medu
hiperholesterolemi¢nim pacijentima i bez aterosklerotskih plakova (63), §to moze biti indikator
rane, pre-aterosklerotske lezije endotela. Takode, smatra se da trombomodulin predstavlja
marker mehani¢kog oStecenja endotela u podru¢jima aterosklerotskog plaka izlozenim
poremecaju laminarnog toka krvne struje, kao 1 u trombozi dubokih vena ili venskih graftova

(64).

Makrofagi i glatke misi¢ne Celije u aterosklerotskom plaku luce CRP, reagujuci na
IL-6. CRP je reaktant akutne faze zapaljenja, a smatra se da u aterosklerotskom plaku vrsi
opsonizaciju lipoproteina i aktivira sistem komplementa. Najveca koncentracija CRP zapazena
je u blizini glatkih misi¢nih celija u mioelastiénom sloju intime, gdje stimuliSe lu¢enje MCP-1
(65). Povisene vrijednosti ovog parametra mogu se Koristiti u predvidanju kardiovaskularnih
dogadaja. CRP nema cirkadijalnu varijabilnost i po prirodi je stabilan molekul, $to olaksava
odredivanje njegove vrijednosti. Povisene vrijednosti CRP su nadene u 90% sluc¢ajeva akutnog
infarkta miokarda kome je prethodila nestabilna angina pectoris, §to je dokaz da je CRP takode
marker ishemije tkiva usljed ateroskleroze (66). Visoke vrijednosti CRP uz normalne
vrijednosti lipida u krvi takode mogu ukazivati na aterosklerozu, $to je jos jedan dokaz da
ateroskleroza nije bolest prostog odlaganja lipida, ve¢ inflamatorno stanje. Na terapiji
inhibitorima statinima vrijednosti CRP su snizene do 50%. Ovaj podatak ukazuje na
antiinflamatorni efekat statina (67). Buduca istrazivanja usmjerena su ne samo na otkrivanje
pacijenata koji imaju aterosklerozu uz pomo¢ analiziranja vrijednosti inflamatornih parametara,

ve¢ 1 na otkrivanje pojedinacnih krvnih sudova koji su optereceni inflamatornim infiltratom
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ateroskleroze. Razvija se tehnologija infacrvenog ispitivanja termalne heterogenosti, koja
identifikuje tzv. "vruce" plakove, tj. regione intenzivnog zapaljenja 1 visokog rizika od nastanka

komplikacija plaka (68).

Dokazana je aterogena uloga TNF-o, posebno u ranim stadijuma razvoja
aterosklerotskog plaka. TNF-a stimuliSe transcitozu LDL kroz endotelne celije 1 podrzava
retenciju LDL &estica u zidu krvnog suda. Takode, u ApoE”* miSevima je dokazana ubrzana
ateroskleroza nakon injekcije TNF-a (69). Ortolan i saradnici su pokazali da anti-TNF-q
tretman djelimi¢no usporava aterosklerozu medu pacijentima sa psorijaticnim artritisom, te
donose zaklju€ak da TNF-a u sadejstvu sa drugim inflamatornim faktorima igra ulogu u
ubrzavanju ateroskleroze u sistemskom inflamatornom miljeu kakav predstavlja psorijaticni

artritis (70).

1.4. Infektivna geneza ateroskleroze

Kada je u pitanju identifikacija IA, faktora koji zapocCinje proces ateroskleroze,
velika paznja posvecuje se mogucim virusnim 1 bakterijskim uzro¢nicima. Najvjerovatnije se
radi o hroni¢noj infekciji nisko-patogenim mirkoorganizmima, a moguce je da je u pitanju
opterecenost organizma sa vise vrsta mirkoorganizama odjednom (eng. "pathogen burden", ;.
"teret patogena"). Trenutno nema odgovora na pitanje da li infektivni agens samostalno
zapoCinje proces ili djeluje zajedno sa drugim uzrocnicima. Smatra se da je u pitanju
intracelularni patogen koji perzistira u endotelu i stimuliSe hroni¢nu inflamaciju, kao i
disfunkciju endotela. Medu mikroorganizmima koji se naj¢es¢e navode kao moguéi uzrocnici
ateroskleroze nalaze se bakterije (CP, Helicobacter pylori, kao 1 dentalni patogeni:
Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia,
Streptococcus mutans) i1 virusi (HSV 1 CMV). Utvrdeno prisustvo mikroorganizama u
aterosklerotskom plaku, uz celije optereCene lipidima, rezultiralo je u hipotezi da
mikroorganizmi stimuliSu ekspresiju scavenger receptora, da bi koristili lipide kao izvor

energije (71).

CP je obligatno intracelularna Gram-negativna bakterija iz familije Chlamydiaceae.
KarakteriSe je neuobicajen zivotni ciklus koji se sastoji iz dva oblika zivota: elementarno tijelo
(EB, koje ima infektivni karakter 1 vrsi invaziju ucelije domacina) i retikularno tijelo (RB, ono

vrsi reprodukciju unutar ¢elija domacina). Ukoliko uslovi nisu povoljni, CP prelazi u aberantni
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oblik, koji se nalazi pritajen u makrofagima 1 izbjegava imuni sistem domacina, time opstajuci

u organizmu (72).

CP je prepoznata kao uzro€nik sinuzitisa, laringitisa, faringitisa, bronhitisa 1
vanbolni¢ke pneumonije (73). Ova bakterija je CeS¢e zastupljena u krvnim sudovima pusaca, a
smatra se da je kod njih veci stepen kolonizacije pluca ovim mikroorganizmom (74). Dokazano
je njeno prisustvo u 40 — 50% aterosklerotskih plakova, putem imunohistohemijskog
ispitivanja, in situ hibridizacije, PCR, elektronske mikroskopije, kao 1 kulture Ccelija.
Laboratorijska ispitivanja na zivotinjama pokazala su da CP izaziva aterosklerozu kod LDL-
knockout miSeva koji su tretirani dijetom sa visokom koncentracijom holesterola.
Seroepidemioloska istrazivanja pokazala su da prisustvo IgG antitijela na CP tri puta povecava
rizik za ishemijsku bolest srca. Prisustvo antitijela na CP nadeno je u oko 50% ispitivanih
pacijenata sa aterosklerozom (75). Treba uzeti u obzir da seroepidemioloska istrazivanja
1zjednacavaju prisustvo antitijela sa hroni¢nom infekcijom, te da ne ispituju prisustvo bakterija
u zidu krvnog suda. Nizak titar antitijela pracen je niskom specifi¢noséu, dok je visok titar
pracen niskom senzitivno$cu (76). Smatra se da CP prelazi iz makrofaga u endotelne celije,
1zazivaju¢l njihovu disfunkciju 1 povecavaju¢i permeabilnost za LDL. Istovremeno,
lipopolisaharid zida bakterije izaziva smanjenje aktivnosti LCAT, §to za posljedicu ima porast
nivoa LDL 1 pad HDL. Prisustvo CP u endotelu izaziva proliferaciju glatkih miSi¢nih celija
(putem tzv. abortivne infekcije, koja ne unistava celije domacina), uz luc¢enje IL-8 i IL-16, kao
1 ekspresiju ICAM, VCAM i1 E selektina. (77). CP izaziva oksidativni stres u zidu krvnog suda
1 1zaziva oksidaciju LDL uz pomo¢ superoksid-anjona. Takode, bakterija vrsi disregulaciju
receptora za efluks LDL, time dodatno opterecujuci celije lipidima i favorizujuéi pojavu
pjenastih Celija. Istrazuju se antioksidantna svojsva inhibitora HMG-coA (statina), resveratola
1 kurkumina u prevenciji ateroskleroze (78). Jos jedan nacin aktivacije inflamatornog procesa
od strane CP vrsi se putem stimulacije inflamazoma — kompleksa proteina koji se sastoji od
NLRP3 receptora, ASC adaptacionog molekula i kaspaze 1, a predstavlja komponentu
urodenog imunog sistema i sluzi za medijaciju u lucenju interleukina (79). Stimulacija
inflamazoma vr$i se na nivou regulacije ekspresije gena (80). Predstavljena su razliciti efekti
CP na inicijaciju i progresiju inflamacije u aterosklerozi, biloda se radi o direktnom djelovanju
na inflamatorne celije, funkciju endotela 1 metabolizam lipida, ili uticaju na luCenje medijatora

zapaljenja.

Postoji hipoteza o autoimunom efektu CP, koja objasnjava pojavu aterosklerotskih

plakova u kojima nije dokazano prisustvo ove bakterije. Moguce je da bakterija ne dospijeva
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do intime krvnog suda poput trojanskog konja unutar makrofaga, ve¢ da inflamaciju stimulise
autoimuni karakter bolesti, usljed molekularne mimikrije HSP60 (faktora virulencije CP) sa
proteinima intime krvnog suda. Heat-shock proteini su lokalizovani intracelularno, a u stanju
stresa kao Sto je infekcija, dolazi do ekspresije HSP na povrsini Celije, Sto aktivira antigen-
prezentujuce Celije 1 zapo€inje kaskadu imunskog odgovora (81). Hipoteza o molekularnoj
mimikriji dobija na zna€aju uzevsi u obzir podatak da humani HSP60 (hHSP60) pokazuje 85%
podudarnosti sa HSP60 kod CP (cHSP60) (82).

Pronalazak dentalnih patogena u aterosklerotskim plakovima, kao 1 njihova
rasprostranjenost u opStoj populaciji, stvorile su sumnju da ove bakterije igraju ulogu u
etiopatogenezi ovog procesa. Prisustvo P. gingivalis u usnoj duplji praceno je sistemskim
odgovorom u vidu povecane koncentracije IL-6 1 CRP, sto dokazuje prisustvo reakcije
organizma. Nema odgovora na pitanje da li dolazi do direktne invazije mikroorganizma u
intimu 1li je u pitanju sistemsko stanje inflamacije koje zapocinje aterosklerozu.
Eksperimentalno je dokazano da se makrofagi brze pretvaraju u pjenaste Celije u stanju
hiperholesterolemije 1 infekcije sa P. gingivalis, dok mutirana vrsta ove bakterije — DPG3
(genetski modifikovana u pravcu nedostatka fimbrija, jednog od faktora virulencije) nema takav
ucinak. Ovaj podatak budi sumnju da su procesi adherencije 1 invazije bakterije podstrek za
fagocitozu lipoproteina. Istrazivanje vrSeno na apoE-null miSevima (genetski modifikovani da
budu podlozni hiperholesterolemiji) pokazalo je da oralna infekcija sa P. gingivalis izaziva

aterosklerozu aorte 1 njenih grana (83).

Kada su u pitanju drugi mikroorganizmi za koje se sumnja da su izazivaci
ateroskleroze, postoji manje dokaza o njihovoj povezanosti sa ovom boles¢u, nego §to je to
slucaj sa prethodno pomenutim bakterijama. Prisustvo citomegalovirusa u aterosklerotskom
plaku je u vise istrazivanja dokazano uz pomo¢ PCR, in situ hibridizacije i imunohistohemijski,
dok nije utvrdena znacajna povezanost visokog titra antitijela na CMV sa pojavom
ateroskleroze. Ipak, nadena je veca uCestalost ateroskleroze kod pacijenata koji imaju visok titar
antitijela na CMV 1 visoke vrijednosti CRP, §to navodi na moguénost provociranja

ateroskleroze od strane sistemskog odgovora na virusnu infekciju (84).

1.5. Genetska osnova ateroskleroze

Smatra se da se sklonost ka aterosklerozi nasljeduje kao kompleksna genetska

karakteristika organizma i to poligenskim putem nasljedivanja. Uz opisano mendelsko
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nasljedivanje familijarne hiperholesterolemije, savremena istrazivanja usmjerena su na
ispitivanje genetske osnove odgovora organizma na infektivni agens. Fokus je premjesten sa
ispitivanja velikih gena, koji kodiraju kvalitativne osobine, na male gene koji ispoljavaju svoj
efekat u kvantitativnom maniru. Na hromozomu 1 miSa naden je sstl genski lokus, koji sadrzi
gene Cija ekspresija dovodi do povecane osjetljivosti na tuberkulozu 1 infekcije drugim
najznacajniji predstavnik gen Iprl. Medu miSevima otpornim na infekciju, Iprl je pojacano
eksprimiran, a do njegove ekspresije ne dolazi u populaciji miSeva koji su podlozni infekciji
(85). Najblizi ljudski homolog ovog gena je gen SP110, koji se nalazi na hromozomu 2, a smatra
se da kodira transkripcione kofaktore u sklopu dejstva hormonskih receptora u jedru celije. Na
ovaj nacin, Iprl 1 SP110 bi uticali na dejstvo brojnih hormona, izmedu ostalih kortikosteroida,
vitamina D 1 retinoine kiseline, sa posljedicama na zivotni ciklus imunskih celija 1 na
inflamatorni odgovor domacina (86). Protein SP110, koji kodira istoimeni gen, primijecen je u
nuklearnim tijelima (multiproteinskim kompleksima koji vr§e regulaciju transkripcije gena, a
lokalizovani su u jedru) u akutnim virusnim infekcijama, promijelocitnoj leukemiji, kao 1
brojnim autoimunim 1 malignim bolestima (87). Mutacije SP110 su u humanoj patologiji

povezane sa venookluzivnom boles¢u jetre udruzenom sa imunodeficijencijom, tj. VODI (88).

Na osnovu dimorfizma u sst1 lokusu, prepoznate su dvije vrste miSeva: C3HeB/Fel
(osjetljivina infekciju) i CS7BL/6J (otporni na infekciju) (89). Podloznost infekciji i njenom
destruktivnom maniru uzrokovana je neadekvatnim inflamatornim odgovorom domacina.
Dokazano je da miSevi koji pripadaju grupi osjetljivih brze razvijaju nekrozu u plué¢nim
tuberkuloznim granulomima (90). Takode, opisan je uticaj gena u sstl lokusu na osjetljivost
misSa na CP. Budu¢i da je u pitanju intracelularni patogen, neki elementi odbrane domacina su
slicni onima koji se aktiviraju u tuberkulozi. Smatra se da Iprl ima uticaj na maturaciju
fagozoma u kojem se nalazi intracelularni patogen, §to je kljucan korak u eliminaciji ovih
bakterija. Specifi¢no, ovaj gen utiCe na dejstvo makrofaga porijeklom iz kostne srzi (BMDM),
koji su aktivirani putem IFN-y. Dokazano je da se CP ¢ak sporije razmnozava u makrofagima
C3HeB/Fel] misSeva, ali je neadekvatan imunski odgovor ovih miSeva odgovoran za povecanu
osjetljivost i destruktivni karakter infekcije. Dolazi do lucenja IL-10, koji ima antiinflamatorni
efekat, kao 1 IL-6, koji ima i anti i proinflamatorno dejstvo, §to izaziva disregulaciju

inflamatornog odgovora i favorizuje nekroti¢ni proces (91).

Na osnovu steCenog znanja o aterosklerozi, donosi se zakljuc¢ak da postoje brojna

otvorena pitanja koja se ti€u patofizioloSkog mehanizma nastanka ove bolesti. Razvoj
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medicinske misli uslovio je premjeStanje fokusa istrazivanja ateroskleroze sa degenerativnog
na inflamatorni karakter ove bolesti. Pojava aterokleroze u mladoj populaciji bez tradicionalnih
faktora rizika probudila je sumnju da postoji infektivni agens koji sluzi kao okida€ u procesu
ateroskleroze. Smatra se da u etiologiji ateroskleroze znacajnu ulogu igraju intracelularni
patogeni, koji izazivaju hroni¢ni inflamatorni odgovor domacina. Kao glavni predstavnik ove
grupe istiCe se CP. Opisano je viSe patofizioloskih mehanizama pomocu kojih CP izaziva i
pospjeSuje nastanak 1 komplikacije aterosklerotskog plaka. Istrazivanjem morfoloskih,
celularnih 1 molekularnih karakteristika CP pozitivnih plakova, dodatno bi se prosirilo znanje
o mehanizmu infektivne geneze ateroskleroze. Istrazivanjem morfoloSkih karakteristika
plakova koje su od znac¢aja za rizik od progresije 1 komplikacija plaka (intima-media debljina,
prisustvo kolagena I 1 III elastina) ispitace se razlike u ekstracelularnom matriksu izmedu CP
pozitivnih 1 negativnih plakova. Takode, bice ispitane eventualne razlike u inflamatornom i
potpornom celijskom infiltratu (makrofagi, mastociti, B limfociti, CD4+ 1 CD8+ T limfociti,
kontraktilne 1 sekretorne glatke misi¢ne Celije), kao 1 disbalans izmedu protektivnih (apo-A,
trombomodulin) i aterogenih (apo-B, timidin-fosforilaza, TNF-a, HSP60) faktora. Cinjenica da
su intracelularni patogeni Siroko rasprostranjeni u populaciji, te da medu seropozitivnim na CP
postoji visok procenat onih koji nemaju aterosklerozu, budi sumnju u eventualno postojanje
genetske predispozicije za razvoj infekcije. Detekcijom proizvoda ekspresije SP110 gena
stekao bi se uvid u uticaj gena na otpornost domacina 1 razvoj ateroskleroze. Moderan pristup
istrazivanju ateroskleroze 1 objedinjena saznanja na ovom polju predstavljaju neophodne

korake u prevenciji 1 lijeCenju kardiovaskularne bolesti.

17



2.CILJ

Uprkos Cinjenici da postoje dokazi o prisustvu CP u aterosklerotskom plaku, kao i
u patofizioloSkom procesu ateroskleroze, jos uvijek nije definisano mjesto koje bakterija
zauzima u nastanku i razvoju ove bolesti. Opsti cilj ovog istrazivanja je definisanje uticaja CP
na aterosklerotski proces, uz poseban osvrt na karakteristike aterosklerotskih plakova pozitivnih

na ovaj infektivni agens.
Specificni ciljevi istrazivanja su:

1. Utvrdivanje prisustva ili odsustva CP u aterosklerotskom plaku ispitanika u arterijskim
krvnim sudovima (koronarnim arterijama, karotidnim arterijama, trbu$noj aorti 1 arterijama
Willisovog prstena) 1 detekcija morfoloskih, celularnih i molekularnih razlika izmedu CP

pozitivnih i negativnih plakova.

2. Poredenje klasi¢nih faktora rizika (BMI, arterijska hipertenzija, hiperlipoproteinemija,
diabetes mellitus, porodi¢na anamneza za kardiovaskularne bolesti, pusenje) sa jedne strane, sa

podacima o prisustvu ili odsustvu CP u aterosklerotskom plaku.

Pruzajuci odgovor na ova pitanja, moze se napraviti korak u pravcu novih saznanja
o uticaju CP u aterosklerozi, Cime se stvara se mogucnost za prepoznavanje populacije koja
obolijeva od infektivno generisane ateroskleroze. Opisivanjem karakteristika ovakvog
"infektivnog" plaka, podize se kvantum bazi¢nih znanja o aterosklerozi, €ime se stvara osnova

za buduca istrazivanja novih mogucnosti u prevenciji i lijeCenju.
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3. MATERIJAL I METODE

Istrazivanje je izvrSeno na isjeCcima tkiva krvnih sudova dobijenim
sudskomedicinskim obdukcijama na Odjeljenju za sudsku medicinu Klinickog centra Crne

Gore u Podgorici.

Istrazivanjem je obuhvaceno 124 ispitanika, od kojih je 63 uzeto u obzir za
tumacenje rezultata, buduci da je taj broj ispitanika zadovoljio kriterijjume za izja$njavanje o
prisustvu CP u aterosklerotskom plaku (vidi: Prisustvo CP u aterosklerotskom plaku). Svi
ispitanici su bili muskog pola, prosjecne starosti 59 godina (u rasponu od 32 do 90 godina).

Uzrok smrti nije obradivan u ovoj studiji.

Pomocu postmortalnog intervjua sa porodicom utvrdeno je prisustvo klasi¢nih
faktora rizika za aterosklerozu (hiperlipoproteinemija, Secerna bolest, arterijska hipertenzija,
puSenje, porodi¢na anamneza za kardiovaskularnu bolest), a BMI je izraCunat na osnovu

podataka prikupljenih tokom obdukcije.

Uzorci su uzeti iz djelova krvnih sudova u kojima je bio prisutan makroskopski
vidljiv aterosklerotski plak i1 to u stadijumu masne pruge (identifikovan kao podrucje zuckaste
prebojenosti, u nivou ili iznad nivoa intime). Ispitivani su uzorci koji su pripadali stadijumu II
1 III ateroskleroze. Krvni sudovi obuhvaceni istrazivanjem su sljede¢i: karotidna arterija,
koronarne arterije, arterije Willisovog osmougla i trbusna aorta. Nakon uzorkovanja, tkivo je
fiksirano u 4% formalinu 1 formirani su parafinski kalupi. Sprovedeno je rutinsko bojenje
hematoksilinom i eozinom, kao 1 imunohistohemijsko bojenje. Sva antitijela kori§¢ena u studiji
su proizvedena od strane Abcam-a (Abcam, Cambridge, United Kingdom), izuzev antitijela

upotrijebljenih za utvrdivanje prisustva CP.

Studija je izvedena u dva pravca: uvrdivanje prisustva CP u aterosklerotskom plaku
1 opis morfoloskih, celularnih 1 molekularnih razlika izmedu CP-pozitivnih 1 CP-negativnih
plakova, kao 1 ispitivanje genetske predispozicije za osjetljivost na infekciju intracelularnim

patogenima.
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3.1. Prisustvo CP u aterosklerotskom plaku

Imunohistohemijsko bojenje na CP izvrSeno je pomocu dva antitijela: poliklonskog
antitijela specificnog za OMP1 (Medac Inc, Hamburg, Germany, 1:10) i monoklonskog
antitijela specificnog za CP, RR-402 (Washington Research Foundation, Seattle, United States
of America, 1:1000). Kao pouzdan pokazatelj prisustva CP u plaku tumacio se pozitivan nalaz

oba markera, a negativan nalaz oba markera predstavljao je pouzdan nalaz odsustva CP.

3.2. Morfoloske karakteristike plaka

Ispitivano je nekoliko morfoloskih karakterisika plaka u pravcu detekcije
eventualnih razlika u gradi CP-pozitivnih i CP-negativnih plakova. Zajednic¢ka debljina intime
1 medije (intima-medija debljina) izmjerena je uz pomoc softverskog dodatka ZEN (2.3 lite,
blue edition) za mikroskop Zeiss Axio Scope Al. Prisustvo i raspored kolagena I'1 III utvrdeno
je uz pomo¢ poliklonskog antitijela na kolagen I (Anti-Collagen I antibody, 1:250) 1 kolagen
III (Anti-Collagen III antibody, 1:1000) Takode, plakovi su analizirani na prisustvo i

distribuciju elastina, uz pomo¢ poliklonskog antitijela na elastin (Anti-Elastin antibody 1:50).

3.3. Celularne karakteristike plaka

Medu ¢elijama Cije je prisustvo i raspored analizirano u plaku nalaze se: makrofagi,
mastociti, T 1 B limfociti, kontraktilne i sekretorne glatke misi¢ne Celije. Broj makrofaga i
njihov raspored ispitivani su uz pomo¢ poliklonskog antitijela na CD68 glikoprotein (Anti-
CD68 antibody, 1:500), dok su mastociti ispitivani pomo¢u monoklonskog antiijela na triptazu
mast Celija (Anti-Mast Cell Tryptase antibody, 1:10000). Broj i distribucija B limfocita su
ispitivani pomo¢u monoklonskog antitijela na CD20 glikozilirani fosfoprotein (Anti-CD20
antibody, 1:20), dok su T limfociti ispitivani uz pomo¢ monoklonskog antitijela na CD4
glikoprotein (Anti-CD4 antibody, 1:500) i poliklonskog antitijela na CD8 glikoprotein (Anti-
CDS8 antibody, 1:200). Plakovi su analizirani na broj glatkih misi¢nih celija 1 njihov raspored, i
to pomocu poliklonskog antitijela na aktin misiénih Celija (Anti-smooth muscle Actin antibody,
1:100) za kontraktilne miSi¢ne ¢elije i monoklonskog antitijela na GM130 (cis-Goldzi marker)

(Anti-GM130 antibody, 1:100) za sekretorne glatke misiéne Celije.
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3.4. Molekularne karakteristike plaka

Plakovi su ispitivani na prisustvo viSe molekula koji imaju ulogu u procesu
ateroskleroze. Prisustvo apo-A ispitivano je uz pomo¢ monoklonskog antitijela na apo-A (Anti-
apolipoprotein A antibody, 1:10, dok je prisustvo apo-B ispitivano pomocu poliklonskog
antitijela na apo-B (Anti-apolipoprotein B antibody, 1:100). Trombomodulin na povrsini
endotela je ispitivan uz pomo¢ monoklonskog antitijela na trombomodulin (Anti-
Thrombomodulin antibody, 1:200). Timidin-fosforilaza je ispitivana uz pomo¢ poliklonskog
antitijela na N-kraj tog molekula (Anti-Thymidine Phosphoylase antibody — N terminal, 1:50).
Prisustvo TNF-a ispitivano je pomoc¢u poliklonskog antitijela na TNF-a (Anti-TNFalpha
antibody, 1:100). Prisustvo Sp110 je ispitivano pomocu poliklonskog antitijela na Sp110 (Anti-
SP110 antibody, 1:200), dok je prisustvo HSP60 ispitivano uz pomoc poliklonskog antitijela na
HSP60 (Anti-Hsp60 antibody, 1:100).

3.5. Statisticka obrada i prikazivanje podataka

Za statisticku obradu koris¢en je IBM Statistics (SPSS) 10. Upotrijebljene su
metode deskriptivne statistike, kao 1 Studentov t-test, ANOVA, y2 test i logisticka regresija.
Podaci su prikazani graficki i tabelarno, uz ilustracije u vidu mikrofotografija. Mikrofotografije
koje su analizirane su ucinjene uz pomo¢ digitalnog fotoaparata Zeiss Axiocam 101 Color,
rezolucije S megapiksela, uz upotrebu bijelog filtera. Sve fotografije su naCinjene na istom
osvjetljenju. Fotografije su digitalizovane koristenjem softvera ZEN 2.3 lite (blue edition, Carl
Zeiss Microscopy, GmbH, 2011) na uvecanju od 40x/0,75, a za obradu imunohistohemijskih
snimaka koriSten je Plug-in IHC profiler a u okviru softvera ImageJ (slika 1). Analiza je dakle
radena softverskim putem, gdje je sam program definisao stepen imunohistohemijske

pozitivnosti.
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Slika 1. ImageJ sofver
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4. REZULTATI

4.1. Starost i ispitivani faktori rizika za kardiovaskularne bolesti

Prosjec¢na starost u trenutku smrti je iznosila 58,89 godina (u rasponu od 32 do 90
godina, sa standardnom devijacijom od 15,77). Prosjecna starost CP pozitivnih osoba u trenutku
smrti je iznosila 55,45 + 15,41, dok je prosjecna starost CP negativnih osoba u trenutku smrti
iznosila 62,67 + 15,36. CP negativne osobe su bile statisticki znacajno starije (p < 0.001),
dokazano #-testom. BMI CP pozitivnih osoba je iznosio 27,69 + 4,72, dok je BMI CP negativnih
sooba i1znosio 32,67 + 4,40. Studentov 7 — test je pokazao da su CP negativnr osobe imale

statisticki zna¢ajno ve¢i BMI (p < 0.001).

Analizirana je zastupljenost pojedinacnih klasi¢nih faktora rizika u grupama razlicitim
po CP pozitivnosti, a zatim je za svaki faktor rizika ponaosob uraden 2 test da bi se utvrdila

eventualna statistiCka znacajnost u razlici prisutnosti odredenih faktora.

Tabela 1. Zastupljenost pojedinacnih klasi¢nih faktora rizika u grupama razli¢itim po CP

pozitivnosti
Faktori rizika CP - CP + p vrijednost 2 testa

Hiperholesterolemija 13 (43.3%) 23 (69.7%)
<0.001

17 (56.7%) 10 (30.3%)

Diabetes mellitus 21 (70%) 28 (84.8%)
=0.005

9 (30%) 5(15.2%)

Arterijska 15 (50%) 18 (54.5%)
hipertenzija =0.471

15 (50%) 15 (45.5%)

Porodi¢na anamneza 10 (33.3%) 15 (45.5%)
za KVB* =0.049

20 (66.7%) 18 (54.5%)

Pusenje 11 (36.7%) 11 (33.3%)
=0.579

19 (63.3%) 22 (66.7%)

Ukupno 30 (100%) 33 (100%)

* KVB = kardiovaskularne bolesti
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¥2 test je pokazao da je:

1. Hiperholesterolemija bila znacajno prisutnija u grupi CP negativnih leSeva (p < 0.001);
2. Diabetes mellitus bio znaCajno prisutniji u grupi CP negativnih leSeva (p = 0.005);
3. Pozitivna porodi¢na anamneza za kardiovaskularna oboljenja bila prisutnija u grupi CP

negativnih leseva (p = 0.049);

4. Nije bilo znacajne razlike u incidenci arterijske hipertenzije 1 puSenja izmedu CP negativnih

1 CP pozitivnih leSeva.

Zatim, sprovedena je logisticka regresija kao metod simultanog istrazivanja odnosa svih
ispitivanih faktora sa CP pozitivnoscu (za razliku od prethodne analize u kojoj su faktori rizika

ispitivani ponaosob).

Tabela 2. Logisticka regresija odnosa klasi¢nih faktora rizika sa CP pozitivnoséu

Parametri logistiCke regresije

Ispitivani faktori OR* p vrijednost 95% interva‘l
pouzdanosti

Uzrast 0.965 =0.001 0.944 - 0.986
Hiperholesterolemija 0.195 <0.001 0.096 — 0.397
Diabetes mellitus 0.371 =0.013 0.169 - 0.811
Arterijska hipertenzija 0.448 =0.030 0.217 - 0.925
Pozitivna porodicna 0.929 =0.832 0.471 - 1.832
anamneza za KVB**

Pusenje 0.755 =0.446 0.366 — 1.556
BMI*** 0.773 <0.001 0.718 — 0.832

* OR = odds ratio

** KVB = kardiovaskularne bolesti

** BMI = eng. body mass index (indeks tjelesne mase)

Ukoliko je OR (eng. odds ratio; ,,odnos §ansi“) kao proizvod logisticke regresije manji

od 1, taj rezultat predstavlja da je odredeni ispitivani faktor negativno povezan sa rezultatom
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koji se ispituje. U ovom slucaju, buduci da je rezultat bio CP pozitivnost plaka, nadeno je da su
uzrast (OR = 0.965), hiperholesterolemija (OR = 0.195), diabetes mellitus (OR = 0.371),
arterijska hipertenzija (OR = 0.448) 1 BMI (OR = 0.773) bili u negativnoj korelaciji sa CP
pozitivnoS¢u. NajznaCajnija negativna korelacija (tj. najmanji OR) pokazala je
hiperholesterolemija (OR = 0.195; p < 0.001). Nije naden znaCajan odnos izmedu CP

pozitivnosti 1 pozitivne porodi€ne anamneze za kardiovaskularne bolesti, kao ni puSenja.

4.2. Karakteristike CP pozitvnih i CP negativnih plakova

Ukupno je ispitano 252 uzorka arterija (po 63 uzorka koronarnih arterija, karotidnih arterija,
aorte, kao i arterija Willisovog kruga). 33 lesa je bilo pozitivno na CP; dok je 30 bilo negativno.
4.2.1. Morfoloske karakteristike plaka:

Tabela 3. lintima-media debljina

. p

Min Ma Sfednja Stan‘(?ar('i.n ¢ CP+ CP - vrijednos
x | vrijednost | devijacija ¢

Karotidne |10 | 1) g6 278 12.03+2.95 | 11.67+2.60 | 0.608

arterije

Willisov |1 6.83 1.89 6974190 | 669+192 | 0577

krug

Aorta 9 | 19| 13.71 339 1330323 | 1417+3.55| 0316

Koroname | =, | 5 8.27 278 8214270 | 8334289 | 0864

arterije

Ukupno 4 | 19 1017 3.89 10.06+3.83 | 1028+3.96| 065

ANOVA za poredenje izmedu arterija: p < 0.001

Nisu primije¢ene znaCajne razlike izmedu intima-medija debljine izmedu CP pozitivnih 1

negativnih plakova.
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Tabela 4. Kolagen I

Standardn

; C. C.
Min | Max Sfednja a . . ..p
vrijednost .. .. |Ppneumoniae | pneumoniae | yrijednost
devijacija i )
Karotid
arotane 4o | 35 20.70 640 | 19.09+459|2247+763| 0.036
arterije
Will;
HISOV s 1 40 26.41 606 |23.03+463|2983+562| <0.001
krug
Aorta 10 | 34 19.61 588 | 18.12+443 | 21134690 | 0.048
K
oronarm g 1 35 20.74 723 | 1739+528|2443+736| <0.001
e arterije
Ukupno | 10 | 40 21.87 691 | 1951+522|2447+761| <0.001

ANOVA za poredenje izmedu arterija: p < 0.001

Primijecena je znaCajna razlika izmedu CP pozitivnih 1 negativnih plakova kada je u pitanju

ekspresija kolagena 1: najizrazenija razlika je u arterjjama Willisovog kruga i1 u koronarnim

arterijama, sa vec¢om ekspresijom kolagena I u CP negativnim plakovima
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Tabela S. Kolagen III

Min | Max | Sredna | Standardna) ., op 1 P
vrijednost | devijacija vrijednost
Karotidne 3559+ | 2263+
<
arterije 14 45 29.59 8.91 6.08 578 0.001
Willisov 2909+ | 17.67+
<
krug 10 35 23.65 7.34 454 469 0.001
Aorta 26.10+ | 1830+
11 35 2238 6.00 461 454 <0.001
Koronarne 2648+ | 1743+
arterije 10 35 22.17 6.68 533 443 <0.001
Ukupno 2939+ | 19.00+
10 45 2448 7.88 6.47 57 <0.001
ANOVA za poredenje izmedu arterija: p < 0.001

CP pozitivni plakovi su imali zna€ajno vecu ekspresiju kolagena III u usporedbi sa CP

negativnim plakovima. Sve ispitivane arterije su pokazale ovu razliku.

Tabela 7. Elastin

Min | Max v:;:;izj;)ast S(IZSSZZ%T P+ cr- vrij elc)inost
f;;g;i:“e 12 | 35 | 2215 6.71 19;69(1i 2‘;'3? 0.001
ml;isov 15 | 40 | 2541 7.07 236'23; 277"%35* 0.083
Aorta 12 | 35 | 2298 5.64 22)5"13;i 23’5;(;i 0.341
f:;g::me 12 | 34 | 2240 5.89 2(;"868; 2‘;"()7? 0.031
Ukupno 12 | 40 | 2324 6.45 2 16"%%i 2‘;’2? <0.001

ANOVA za poredenje izmedu arterija: p = 0.017

CP negativni plakovi su imali vecu ekspresiju elastina (najzastupljenije u karotidnim i

koronarnim arterijama, bez znac¢ajne razlike u aorti i Willisovom krugu).
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4.2.2. Celularne karakteristike plaka:

Tabela 8. Makrofagi (CD68)

Min | Max | Sredwa |Standardnal o op P
vrijednost | devijacija vrijednost

Karotidne 893 + 9.73 +
arterije 5 16 9.32 2.67 233 798 0.241
Willisov 558+ 5.00 +
krug 3 8 5.30 1.87 169 203 0.226
Aorta 8.58 + 11.73 +

5 16 10.08 3.36 267 399 <0.001
Koronarne 8.63 £ 10.60 +
arterije 5 15 9.57 2.92 277 277 0.007
Ukupno 792+ 927+

3 16 8.56 3.34 274 3 78 0.001
ANOVA za poredenje izmedu arterija: p < 0.001

Prisustvo makrofaga je bilo zapazenije u CP negativnim plakovima (najizraZenije u aorti i

koronarnim arterijama), bez znacajnih razlika izmedu CP pozitivnih 1 negativnih plakova u

karotidnim arterijama 1 Willisovom krugu.
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Tabela 9. Mastociti (triptaza)

Min | Mo | Sene [ Sandardnal T
vrijednost | devijacija vrijednost

Karotidne 1137+ | 13.00+
arterije 6 19 12.14 431 431 493 0.134
Willisov 8.78 + 7.73 £
krug 3 15 8.29 3.94 404 382 0.293
Aorta 11.72 + 12.13 +

6 19 11.92 422 469 371 0.706
Koronarne 1190 + 12.50 +
arterije 6 19 12.19 4.26 431 426 0.587
Ukupno 10.94 + 11.34+

3 19 11.13 4.48 448 491 0.468
ANOVA za poredenje izmedu arterija: p < 0.001

Nije bilo znacajne razlike izmedu CP pozitivnih i negativnih plakova po pitanju prisustva

mastocita.

Tabela 10. B limfociti (CD20)

o T R e IR R N
I I T BT e S e
l‘(erl;SOV 5 24 15.23 sag | USRS DOE L oss
Aorta 7 35 19.48 735 | 2RI DT | <000
K| | | | | | oo
Ukupno 5 44 | 2047 o16 | 25| R0 | oo

ANOVA za poredenje izmedu arterija: p < 0.001

CP pozitivni plakovi su imali znacCajno vecu koncentraciju B limfocita, izrazeno u aorti i

koronarnim arerijama, bez znacajnih razlika u karotidnim arterijama i1 Willisovom krugu.

29



Tabela 11. T limfociti (CD4)

i | o | S TS | | n
o | o [ | | oo | | T | oo
m‘;sov 8 35 | 2062 gas | 0OF | V] 0o
Aorta 10 44 24.48 049 | 28| 1ATE ] <0001
ol | o e | ow || | o
Ukupno 8 45 23.32 9.61 2160§572i 196'.563; <0.001

ANOVA za poredenje izmedu arterija: p = 0.052

CD4+ T limfociti su bili prisutniji u CP pozitivnim plakovima (izrazeno u karotidnim,

koronarnim arterijama i aorti), bez razlika u arterijjama Willisovog kruga.

Tabela 12. T limfociti (CD8)

R I
Ko [ | | o || | <o
l‘(erl;SOV 8 35 20.73 8.63 198'.769; 218'.7675:& 0.368
Aorta 10 44 | 2578 060 | 2020 | 20F | <0001
e I PR R T R
Ukupno 8 44 2427 o8 | 20| 20205 | <0001

ANOVA za poredenje izmedu arterija: p = 0.01

Isti zakljucak je postignut ispitivanjem infiltracije CD8+ T limfocita.
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Tabela 13. Kontraktilne GMC (aktin)

Min | max | S [Sundadna | T T
vrijednost | devijacija vrijednost

Karotidne 1330+ | 1690+
arterije 8 25 15.01 4.73 304 487 0.002
Willisov 9.28 + 11.37+
krug 5 15 10.27 2.67 274 213 0.001
Aorta 13.51 + 18.83 +

8 25 16.05 4.88 406 419 <0.001
Koronarne 13.15+ 1938 +
arterije 8 25 16.22 4.76 405 371 <0.001
Ukupno 1241 + 16.56 +

8 25 14.39 4.96 403 499 <0.001
ANOVA za poredenje izmedu arterija: p < 0.001

CP negativni plakovi su pokazali vecu zastupljenost kontraktilnih glatkih misi¢nih Celija

(zastupljeno u svim arterijama).

Tabela 14. Sekretorne GMC (GM-130)

Min Max Sfednja Stan‘c?arc‘i‘na cp+ CP - ) P
vrijednost | devijacija vrijednost
e | e | o
m‘;s"v 8 15 11.41 235 | ! 12'.501:& 1 1;;; 0.641
Aorta 3 75 16.29 474 li'f;i 133.;4777i <0.001
f:;gj‘:me 8 25 16.41 4.66 193‘2? 133'.1207i <0.001
Ukupno 8 25 15.08 475 11'.1771 - 123'.7681 | <0001

ANOVA za poredenje izmedu arterija: p < 0.001

S druge strane, sekretorne glatke misi¢ne Celije su bile zastupljenije u CP pozitivnim plakovima

(u svim arterijama osim u Willisovom krugu).
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4.2.3. Molekularne karakteristike plaka:

Nije bilo znaCajne razlike izmedu CP pozitivnih 1 negativnih plakova u koncentraciji
apolipoproteina A 1 B, trombomodulina, kao i timidin-fosforilaze.

Tabela 15. Apolipoprotein A

i | oo | e[St~y [ ]
] I T I R e R
l‘(erl;SOV 6 22 14.32 4z | B88E = 030
Aorta 10 40 25.03 9.06 22‘2‘? 258'.99%:& 0.437
om0 | w0 [ | on | T || o
Ukupno 6 40 2186 9.52 219'398:& 229'.75(;:& 0.182
ANOVA za poredenje izmedu arterija: p < 0.001
Tabela 16. Apolipoprotein B

i | oo | i TSt~ [ ]
o I I T TP S e
m‘;s"v 10 35 2133 636 | nF | L] 032
Aorta 11 55 35.81 12.38 313'1?13; 3173?17:& 0.211
e T R PP I e R S T
Ukupno 10 55 2925 12.57 217;3; 3?;96; 0.07

ANOVA za poredenje izmedu arterija: p < 0.001
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Tabela 17. Trombomodulin

Min | Max | oredwa |Standardnal ., o, o P
vrijednost | devijacija vrijednost
f;;g;i:ne 1 7 3.86 2.06 3 f;f 3;?; 0.877
ml;isov 1 7 3.62 172 3 f;i 4 fg ; 0.0903
Aorta 1 7 3.95 1.99 4'13.8 f 3 ;g f 0.145
f:;g?:me 1 7 4.06 186 3 1871 ; 41'.3; ; 0.275
Ukupno 1 7 3.87 191 3 fgoi 3;3; 0.542
ANOVA za poredenje izmedu arterija: p = 0.605
Tabela 18. Timidin-fosforilaza
Min | Max | Sredma jStandardnal ., o op ) P
vrijednost | devijacija vrijednost
f;;g;i:ne 10 18 13.63 247 132'.323; 132'.977; 0314
ml;isov 9 15 12.41 1.99 121';9; 122'2(; 0.117
Aorta 9 15 1236 1.74 121'31; 121'.19(? 0.253
f:;g?:me 9 15 11.83 1.98 : 11'310i : 12'.13; 0.728
Ukupno 9 18 12.56 215 121'.686; uz'jzi 0.443

ANOVA za poredenje izmedu arterija: p < 0.001
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Tabela 18. TNF-a

N
fi;g;i:“e 7 25 15.19 sa9 | 12 1SS <0001
N B BT RTINS
Aorta 7 25 15.49 so7 | PR IRE 1 <000
] IR IR TN I e R
Ukupno 5 25 14.01 saz | 2R IG0E | <000

ANOVA za poredenje izmedu arterija: p < 0.001

CP negativni plakovi su pokazali vecu ekspresiju TNF-o (razlika prisutna u svim arterijama

osim u Willisovom krugu).

Tabela 19. SP110

i | e | St T |
el I P T R I R e
m‘;s"v 0 25 9.78 780 | 22LE | T | <0001
Aorta 0 25 10.51 878 | 200 | 1ShT | <0001
e I P IR R o i e
Ukupno 0 29 10.09 836 | o | 1T | <0001

ANOVA za poredenje izmedu arterija: p = 0.826

SP110 je bio znacajno vise eksprimiran u CP negativnim plakovima u svim ispitivanim

arterijama.

34



Tabela 20. HSP60

Min Max Sfednja Stan‘c?arc‘i‘na cp+ CP - ) P
vrijednost | devijacija vrijednost
f;;g;i:ne 5 25 14.67 4.99 173'?; : 14'.867; <0.001
ml;isov 6 24 13.36 4.84 12..323; 1(;'.19? <0.001
Aorta 7 24 13.91 4.49 12'.7124:& 1%.82(? <0.001
f:;;“:me 6 25 14.08 4.60 12‘1% : g'z;i <0.001
Ukupno 5 24 14.00 473 12'.618; : 13'353 * | <0001

ANOVA za poredenje izmedu arterija: p = 0.49

HSP60 je bio znacajno vise eksprimiran u CP pozitivnim plakovima u svim ispitivanim

arterijama.
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Tabela 21. Sumarno prikazane znaja¢ne razlike u odosu na ispitivani faktor

Faktor Izrazeniji u Arterije sa zna¢ajnom
razlikom

Kolagen I CP- Sve

Kolagen II CP+ Sve

Elastin CP- Karotide; koronarke

Makrofagi CP- Aorta; koronarke

B limfociti CP+ Aorta; koronarke

CD4+ T limfociti CP+ Karotide; koronarke; aorta

CD8+ T limfociti CP+ Karotide; koronarke; aorta

Kontraktilne GMC CP- Sve

Sekretorne GMC CP+ Karotide; koronarke; aorta

TNF-a CP- Karotide; koronarke; aorta

SP-110 CP- Sve

HSP60 CP+ Sve
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Tabela 22. Sumarno prikazane znaja¢ne razlike u odnosu na ispitivanie grupe

Morfoloske karakteristike

arterije; aorta

CD8+ T limfociti

Karotidne i
koronarne
arterije; aorta

Kolagen II Sve ispitivane Kolagen I Sve ispitivane
arterije arterije
Elastin Karotidne 1
koronarne arterije
Celularne karakteristike
B limfociti Aorta; koronarne | Makrofagi Aorta; koronarne
arterije arterije
CD4+ T limfociti Karotidne 1
koronarne

Sekretorne GMC

Karotidne i
koronarne
arterije; aorta

Kontraktilne GMC

Sve ispitivane
arterije

Molekularne karakteristike

HSP60

Sve

SP110

Sve

Karotidne 1
koronarne arterije;
aorta

Na slikama 2 — 4 su prikazani su ilustrativni primjeri komaprativnih imunohistohemijskih

mikrofotografija za CP pozitivne 1 CP negativne koronarne arterije za ispitivane faktore za koje

postoji statisticka znacajnost razlika u eksresiji.
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CP+ CP-

Kolagen |

Kolagen Il

Elastin

Makrofagi

Slika 2. Primjeri komaprativnih imunohistohemijskih mikrofotografija za CP pozitivne i CP

negativne koronarne arterije za kolagen I, kolagen III, elastin i makrofage.
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CP+ CP -

B limfociti

CD4+
T limfociti

CD8+
T limfociti

kontraktilne
GMC

Slika 3. Primjeri komaprativnih imunohistohemijskih mikrofotografija za CP pozitivne i CP
negativne koronarne arterije za B limfocite, CD4 1 CD8 limfocite 1 kontraktilne glatke mi§i¢ne
celije.
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CP+ CP -

sekretrone
GMC

TNF-alfa

SP-110

HSP60

Slika 4. Primjeri komaprativnih imunohistohemijskih mikrofotografija za CP pozitivne i CP

negativne koronarne arterije za sekretorne glatke misicne Celije, TNF-o, SP-110 1 HSP60.
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S. DISKUSIJA

Rezultati ovdje prezentovanog istrazivanja su prikazali da su klasi¢ni faktori rizika za
aterosklerozu bili prisutniji kod osoba sa CP negativnim plakovima. Osobe sa CP negativnim
plakovima su bili znacajno stariji i sa ve¢im BMI u vrijeme smrti u usporedbi sa CP negativnim.
StatistiCki znacajna razlika izmedu CP pozitivnih i1 negativnih plakova je opisana kada je u
pitanju prisustvo hiperholesterolemije, Secerne bolesti 1 pozitivne porodi€ne anamneze za
kardiovaskularna oboljenja, dok nije bilo znaCajne razlike kada je u pitanju arterijska
hipertenzija ili puSenje. Takode, logisticka regresija je pokazala da je hiperholesterolemija

imala najizrazeniju negativnu korelaciju sa CP pozitivnoscu.

S.1. Prisustvo CP u plaku: kontaminacija ili patogenetski faktor

Rezultati koji ukazuju na odsustvo klasi¢nih faktora rizika za aterosklerozu u ranim
CP pozitivnim plakovima sugeriSu da bakterijska infekcija moze biti patogenetski okidac
procesa ateroskleroze u mladoj populaciji bez znacajnog opterecenja faktorima rizika. Izadi i
saradnici su dokazali prisustvo DNK CP u plakovima 21.9% pacijenata sa koronarnom
aterosklerozom lijeCenom aorto-koronarnim bajpas graftom. Pozitivan IgG na CP je bio
prisutan u 45.7% pacijenata, dok je IgM bio pozitivan u 4.8%; Sto sugeriSe da je u pitanju sprega
dugorocne, hronicne infekcije 1 uznapredovalog plaka (92). Sessa i saradnici su ispitivali
prisustvo DNK CP u aterosklerotskim plakovima, makrofagima i perikarotidnim limfnim
¢vorovima pacijenata kod kojih je izvrSena karotidna endarterektomija zbog stenoze karotidnih
arterija ve¢e od 70%. Njihovi rezultati ukazuju da je prisustvo CP u makrofagima bilo
zapazenije u grupi pacijenata koji su imali simptomatsku bolest (u usporedbi sa
asimptomatskim pacijentima), sa zakljuckom da bakterijska infekcija potencijalno doprinosi
nestabilnosti plaka sa prethodnom znacajnom stenozom krvnog suda (93). Smatra se da bi PCR
ispitivanje makrofaga na DNK CP moglo predstavljati znacajan dijagnosticki korak u procjeni
rizika od komplikacija aterosklerotskog plaka (94), prvenstveno zbog dokazanog znacaja
pozitivnosti makrofaga na CP, kao i zbog lakoce uzimanja makrofaga za analizu (u usporedbi
sa histoloskom analizom plaka, koja se sprovodi tek nakon intervencija koje su po namjeni
terapijske) (95). Pacijenti koji su seropozitivni na CP imaju brzu progresiju subklinickih,

nemanifestnih aterosklerotskih plakova; potvrdeno u studiji Playera i saradnika u kojoj je
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kalcifikacija koronarnih arterija na kompjuterizovanoj tomografiji pracena kao pokazatelj

stadijuma plaka (96).

Wong i1 saradnici su 2015. objavili pregled relevantne literature u kom navode da
se CP nalazi u 15 — 100% aterosklerotskih plakova. Autori ovog pregleda navode da se bakterija
dominantno nalazi u uznapredovalim plakovima, stoga zauzimaju stav da bakterija ne
zapocinje, ve¢ potpomaze aterosklerotski proces (97). S druge strane, Assar i1 saradnici su
pokazali da je DNK CP prisutna u 29.4% aterosklerotskih plakova grudne aorte 1 5.9% uzoraka
unutrasnje grudne arterije (a. thoracica interna ili a. mammaria interna) koji su uzeti kao
kontrolna grupa bez aterosklerotskih plakova. Takode, njihovi rezultati ukazuju da postoji
signifikantna pozitivna korelacija izmedu prisustva CP u uznapredovalom aterosklerotskom
plaku 1 u zdravom krvnom sudu bez ateroskleroze unutar istog organizma, $to je oprecno
stavovima da je prisustvo bakterija u plaku zapravo kontaminacija zbog oSte¢enog endotela

(98).

U svojoj studiji sprovedenoj na uzorcima karotidnih plakova 33 pacijenta kojima
je i1zvrSena karotidna endarterektomija, Chiu je dokazao prisustvo CP u plakovima 63.6%
ispitanika. Bakterije su uglavnom bile koncentrisane u blizini rubova plaka, kao 1 na mjestima
formiranog ulkusa ili tromba, Sto je navelo autora na zaklju¢ak da prisustvo i patogenetska
aktivnost bakterija mogu biti okida¢ za nastanak komplikacija plaka (99). Smatra se da je
agregacija CP u regionima plaka predisponiranim za pojavu komplikacija udruzena sa fokusima
infiltracije T limfocita, Sto sugeriSe bakterijsku medijaciju inflamatornog odgovora koji dovodi

do rupture plaka (100).

Loehe i saradnici su u istrazivanju sprovedenom na uznapredovalim plakovima
ateroskleroze naveli prisustvo CP u 66% slucajeva, uglavom u plakovima u aorti. Grupa
ispitanika sa aterosklerozom aorte i CP pozitivnim plakovima je dominantno bila starije zivotne
dobi, a nije primijecena razlika u histoloskoj uznapredovalosti aterosklerotskog procesa izmedu
CP pozitivnih i negativnih plakova. Bazirano na ovim nalazima, autori smatraju da je u pitanju
kontaminacija plaka ovom bakterijom, te da CP nema uticaj na etiologiju ateroskleroze (101).
Slican stav zauzimaju Al-Younes i saradnici, koji su opisali visoku seropozitivnost na CP u
grupi pacijenata sa simptomatskim koronarnim plakovima (koronarnom bolescu), priblizno isto
kao 1 u kontrolnoj grupi zdravih ispitanika. Autori objasnjavaju ovaj rezultat ¢injenicom da su
obije grupe ispitanika bile dominantno u Sestoj ili sedmoj deceniji zivota, te da je

seropozitivnost na CP u starijem zivotnom dobu uzgredan nalaz koji nema uticaj na
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aterosklerotski proces (102). Pomenuta studija Loehe 1 saradnika je sprovedena na 62 pacijenta
koji su operisani zbog teSke ateroskleroze karotidnih i femoralnih arterija, kao i aorte; slicno
studiji Al-Younesa 1 saradnika. Za razliku od takvih uzoraka, plakovi ispitivani u ovdje
prezentovanoj studiji su bili u ranim fazama ateroskleroze, sa ciljem da se prikazu specifi¢nosti
primarno inficiranith plakova, time smanjuju¢i moguénost sekundarne kontaminacije
uznapredovalog plaka. Grayston 1 saradnici insistiraju da istrazivanja o infektivnoj genezi
ateroskleroze treba premjestiti u rano zivotno doba, buduci da se najraniji oblici plakova
formiraju u djetinjstvu 1 mladosti, u isto vrijeme kad i respiratorne infekcije sa CP (kao jedan

od najcesc¢ih perioda javljanja se navodi predskolski 1 Skolski period) (103).

El Yazouli 1 saradnici su na uzorku od 115 pacijenata sa kardiovaskularnim
oboljenjima dokazali da je dislipidemija rjeda u grupi pacijenata sa prisustvom DNK CP u
aterosklerotskim plakovima. Statisticka analiza u njithovom radu je pokazala da je oko 60%
pacijenata imalo infekciju CP kao udruzen faktor sa drugim, klasi¢nim faktorima rizika za
kardiovaskularna oboljenja; 25% je pokazalo samostalnu ulogu klasi¢nih faktora rizika; dok je

12% pokazalo infekciju CP kao jedinstveni faktor rizika za aterosklerozu (104).

Vecina studija o histologiji aterosklerotskih plakova je sprovedena na koronarnim
ili karotidnim arterijama, stoga se opis prisustva CP u plakovima uglavnom bazira na ovim
plakovima ovih krvnih sudova (105). Medutim, postoje studije koje se bave komparacijom
bakterijskog infiltrata u razliCitim arterijama; poput studije Ouchi i saradnika. Autori u svom
istrazivanju sprovedenom uz pomo¢ PCR i imunohistohemije navode Cesce prisustvo CP u
koronarnim arterijama (69%) nego u ilijacnim (50%). Svi ispitanici obuhvacéeni ovom studijom
su imali pozitivan titar IgG antitijela na CP, nezavisno od zastupljenosti te bakterije u
aterosklerotskim plakovima (106). U ovdje prezentovanoj studiji, ukupan uzorak je uglavnom
pokazao najslabiju ekspresiju celularnih i molekularnih karakteristika plaka u arterijama
Willisovog kruga; te su razlike izmedu CP negativnih i pozitivnih plakova bile najizrazenije u
karotidnim 1 koronarnim arterijama, kao i u aorti. Ovaj rezultat predstavlja osnovu za buduca
istrazivanja infektivne geneze ateroskleroze, sa fokusom na pitanje da li pojedine arterije
pokazuju vecu osjetljivost na dejstvo infektivnog agensa ili tradicionalno opisanih

patogenetskih mehanizama ateroskleroze.
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5.2. MorfoloSke i celularne karakteristike ispitivanih aterosklerotskih plakova

Istrazivanje na potomcima ispitanika iz SAPALDIA studije (SAPALDIA: Swiss
Study on Air Pollution And Lung and Heart Disease In Adults — Svajcarska studija o zagadenju
vazduha, sr€anim 1 pluénim oboljenjima odraslih), uzrasta 8 — 21 godine, pokazalo je da je
prisustvo 3 1l viSe infektivnih bolesti bilo znacajno povezano sa porastom karotidne intima-
medija debljine u dje€aka. Slican rezultat je postignut ispitujuci djevojcice, ali bez statisticke
znacajnosti. Takode, rezultati studije ukazuju da su infekcije donjeg respiratornog trakta
(bronhitis 1 pneumonija) najceS€e povezane sa porastom karotidne intima-medija debljine.
Autori ove studije impliciraju da infektivne bolesti znacajno doprinose riziku od ateroskleroze
cak i u djetinjstvu 1 adolescenciji, te da su djecaci vjerovatno podlozniji ovom efektu zbog opSte

vulnerabilnosti prema infekcijama ili povecane osjetljivosti krvnih sudova (107).

Boyle i saradnici su u imunohistohemijskoj studiji plakova koronarnih arterija
dokazali da neoangiogeneza pozitivno korelira sa stadijumom razvoja plaka, te da novi krvni
sudovi unutar plaka pokazuju vecu ekspresiju ICAM-1 nego endotel koji pokriva plak. Autori
sugeriSu da endotel krvnih sudova u plaku moze igrati zna¢ajnu ulogu u hemotaksi monocita u
uznapredovalim plakovima (42). Legan 1 saradnici su sproveli imunohistohemijsku studiju na
uzorcima uznapredovalih aterosklerotskih plakova koronarnih arterija 10 pacijenata sa
prethodnom ili trenutnom hroni¢nom infekcijom CP. Njihovi rezultati pokazuju da se Celijski
infiltrat dominantno sastojao od makrofaga 1 T limfocita (80% uzoraka), dok su B limfociti i
plazmociti bili prisutni u 40% slucajeva. Dalje, 70% sluCajeva se prezentovalo sa
novoformiranim kapilarima u spoljasnjoj zoni intime (uglavnom lokalizovano u regionima
najgusceg monocitnog infiltrata), dok je u 60% slucajeva nadena arteriologeneza (takode u
dubljim slojevima intime), sa Cestom hijalinizacijom i inflamatornim promjenama novih krvnih
sudova. Autori iskljuuju mogucnost arterijske hipertenzije kao okidaCa neoangiogeneze
(budu¢i da je krvni pritisak svih pacijenata bio regulisan antihipertenzivnom terapijom), te
postavljaju hipotezu da je hroni¢na inflamacija klju¢ni stimulus za rast novih krvnih sudova, uz

njihovo posljedi¢no ostecenje posredovano dejstvom CP (108).

Kolagen III je bio u znacajno vecoj mjeri eksprimiran u CP pozitivnim plakovima,
dok su kolagen I i elastin bio zastupljeniji u drugoj grupi plakova. Ranije je napomenuto da je
porast koncentracije kolagena I u odnosu na kolagen III u uznapredovalim plakovima povezan
sa brzom progresijom plaka. Neophodno je dodatno ispitati da li prisustvo CP u plaku utice

kauzalno na opisane razlike ili je u pitanju incidentalni rezultat. Manja ekspresija elastina u CP
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pozitivnim plakovima moze sugerisati da je u pitanju veca podloznost elastolizi u inficiranim

plakovima, §to treba potvrditi eksperimentalnim studijama.

U CP pozitivnim plakovima su bile zastupljenije sekretorne glatke miSicne Celije,
dok su kontraktilne celije bile CeS¢e u drugoj grupi. Ovaj rezultat ranije nije prezentovan u
relevantnoj literaturi, stoga ga treba ispitati kroz vece studije u razli€itim fazama razvoja
aterosklerotskog plaka. Knoebel 1 saradnici su dokazali da CP ima mogucnost inficiranja glatkih
miSi¢nih Celija nezavisno od koncentracije holesterola u njima (109). Istrazivanje na ze¢jim
glatkim miSi¢nim Celijama sprovedeno od strane Chahine i saradnika pokazalo je da oxLDL
stimuliSe proliferaciju glatkih misi¢nih ¢elija koju je zapocela infekcija CP (110). Puolakkainen
1 saradnici su dokazali da monociti inficirani sa CP facilitiraju infekciju arterijskih glatkih
miSi¢nih Celija ovom bakterijom, te da je ovaj efekat posebno izrazen u ranim fazama infekcije.
Autori postavljaju hipotezu da cirkuliSuc¢i monociti koji prenose CP iz pluca u krvotok, u zidu
krvnih sudova podrzavaju infektivni proces upravo transferom bakterija u glatke misi¢ne Celije
(111). Coombes 1 saradnici su imali sli€an rezultat ispituju¢i odnos humanih endotelnih ¢elija
1z umbilikalne vene sa glatkim miSi¢nim Ccelijama. Njihov rad prikazuje stimulaciju
proliferacije glatkih miSi¢nih Celija od strane inficiranih endotelnih ¢elija humoralnim putem
(112). Hirono 1 saradnici opisuju znacaj ekspresije endogenog HSP60 prilikom infekcije sa CP
— autori smatraju da je taj korak od presudnog znacaja u iskazivanju mitogenog potencijala na

glatkim miSi¢nim celijjama (113).

Dumrese i saradnici su na kulturi aortnih glatkih misi¢nih celija dokazali da
infekcija CP u tom celijskom soju izaziva cCelijsku smrt sa elementima apoptoze i1 nekroze, §to
moze stimulisati progresiju hroni¢ne infekcije oslobadanjem bakterija u zidu krvnog suda
(114). Prepoznata je stimuliSu¢a uloga CP na migraciju vaskularnih glatkih misi¢nih celija kroz

zid krvnog suda ka intimi (115).

Humani monociti eksperimentalno inficirani sa CP pokazuju vecu prijem¢ivost za
adhezivne molekule poput E-selektina. Povecana koncentracija LDL dodatno stimulise
adhezivnost inficiranih monocita (116). CP olaksava transendotelnu migraciju i1 subendotelnu
akumulaciju makrofaga (117). Takode, CP stimuliSe oksidativni stres (118) 1 akumulaciju lipida
u pjenastim Celijama tako Sto sprecava oslobadanje holesterola iz njih; potencirajuéi lucenje IL-
1B koji vjerovatno kompetitivno inhibira receptor za eliminaciju holesterola iz makrofaga
(119). P. gingivalis pokazuje sli¢an obrazac stimulacije optereCenja makrofaga lipidima na

genskom nivou, kao i promovisanja LDL oksidacije unutar pjenastih celija (120).
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Studija na aterosklerotskim plakovima uzorkovanih iz leSeva djece stare do 15
godina pokazala je da 80% lezija prisutnih u prvoj godini zivota sadrzi samo ekstracelularne
kolekcije lipoproteina, bez pjenastih Celija. Autori smatraju da je prvi korak u aterosklerozi
ekstracelularno talozenje lipida, za razliku od klasi¢nog tumacenja prisustva pjenastih Celija
kao prvog stadijuma plaka (121). Stary navodi prisustvo dvije vrste masnih pruga kod mladih
ljudi, bazirano na istrazivanju koje je obuhvatilo koronarne arterije 691 leSa do 40 godina
starosti. Prema autoru, postoje tzv. ,,vidljive” masne pruge, na mjestima gdje nema razvijenog
proteoglikanskog sloja, kao ni ekscentriénog zadebljanja intime, sa pjenastim celijama koje se
nalaze blizu lumena krvnog suda. S druge strane, postoje 1 tzv. ,,nevidljive” masne pruge, koje
se nalaze u fokusima ekscentricnog zadebljanja, razvijenog proteoglikanskog sloja, sa

pjenastim Celijama udaljenim od luminalne povrsine intime (122).

Smatra se da nestabilni plakovi pokazuju najvecu koncentraciju CP u makrofagima
koji se transformiSu u pjenaste Celije, dok stabilan plak ne mora pokazivati znacajnu infiltraciju
makrofaga bakterijama (123). Postoji mogucnost da je znaCajnija infiltracija makrofagima
rezervisana za kasnije stadijume inficiranog plaka (praceno razvojem nestabilnog plaka i
komplikacija), Sto moze objasniti rezultate ove studije — nadena koncentracija makrofaga u

ranim CP pozitivnim plakovima je bila niza u odnosu na negativne plakove.

Mosorin 1 saradnici su u CP inficiranim aterosklerotskim plakovima pacijenata kod
kojih je izvrSena karotidna endarterektomija dokazali obiman infiltrat CD4+ T limfocita, bez
znacajne infiltracije B limfocita i makrofaga. Stoga, autori sugerisu da su T limfociti kljucne
imunske celije u infektivnoj genezi ateroskleroze (124). Slican rezultat opisuje se u studiji na

plakovima osoba starosti 15 — 34 godina (125).

Prisustvo T i1 B limfocita je ranije dokazano u zdravom tkivu aorte, a istrazivanjem
na L-selektin” miSevima je dokazana uloga tog adhezivnog molekula u infiltraciji zdravog
krvnog suda limfocitima. Takode, istrazivanje migracije L-selektin”" limfocita unutar plakova
ApoE™" miseva je pokazalo da je ovaj ligand ukljucen u proces migracije limfocita u
aterosklerotski plak (126). Kada je u pitanju specificna infiltracija T limfocita, hemokini CCLS,
CXCL10 1 CXCL16 su identifikovani kao klju¢ni regulatorni faktori (34). CD4+ 1 CD8+ T
limfociti su prisutni u svim fazama razvoja aterosklerotskog plaka, te se smatra da su T limfociti
1 dendriticne Celije prve Celijske linije koje infiltriSu najranije oblike plakova (127). Smatra se
da su rani oblici povezani sa transendotelnom migracijom limfocita, dok su uznapredovali

stadijumi bogati novim krvnim sudovima (porijeklom od vasa vasorum, penetrirajuéi kroz
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istanjenu mediju) koji pokazuju agregaciju T limfocita. Budu¢i da neoangiogeneza uglavnom
pogada rubove lipidnog jezgra, tj. najranjivije segmente plaka; smatra se da T limfociti u
kasnijim stadijumima doprinose nestabilnosti plaka (128). Studija na Ragl (eng. recombination
activating gene 1) knockout miSevima, genetski dizajniranim da ne proizvode odrasle forme T
1 B limfocita, potvrdila je ulogu ovih celija u poCetnim fazama ateroskleroze: plakovi ovih
miSeva su u prvih 4 — 8 nedjelja razvoja ateroskleroze bili za 54% manji u odnosu na plakove
LDL-knockout miSeva koji su proizvodili limfocite. S druge strane, u uznapredovalom
stadijumu ateroskleroze nije bilo razlike izmedu plakova ove dvije vrste miSeva, Sto sugeriSe

da druge inflamatorne cCelije preuzimaju ulogu koju nose limfociti s pocetka procesa (129).

Niz studija na ApoE” knockout misevima sa genetskom predispozicijom za
hiperholesterolemiju 1 aterosklerozu, ukr§tenim sa miSevima sa raznim genetskim deficitima
steCenog imunog sistema, pokazao je klju¢nu pro-aterogenu funkciju Thl grupe CD4+ T
limfocita, kao 1 anti-aterogenu ulogu regulatornih T Celija, dok su B limfociti pokazali
ravnotezu izmedu pro- 1 anti-aterogenih dejstava (130). Sprovode se eksperimentalna
istrazivanja o efektima imunomodulatorne terapije (poput anti-CD20 i1 anti-oxLDL antitijela,
kao 1 raznih liganda za kostimulatorne molekule membrane T celija) na dejstvo T 1 B limfocita

u aterosklerotskom plaku (35).

U nestabilnim plakovima je dokazano da CP — specifi¢ni reaktivni T limfociti
pripadaju CD4+ kategoriji sa aterogenim Thl profilom sekrecije citokina (131). Takode,
deplecija Thl celijske linije 1 nedostatak Th1-promovisucih citokina (IL-12 i IL-18) rezultiraju
u nizem stepenu ateroskleroze u hiperholesterolemic¢nim misevima (35). Sorrentino i saradnici
su dokazali da su Thl1 CD4+ T limfociti kljucne inflamatorne celije u procesu ateroskleroze u
ApoE™ miSevima inficiranim sa CP, praceno sistemskim inflamatornim odgovorom u vidu
porasta serumske koncentracije IFN-y (132). S druge strane, smatra se da CD8+ T limfociti
imaju ateroprotektivnu ulogu kroz regulaciju germinativnih centara folikula B limfocita (133).
Medutim, pojedini autori sugeriSu da CD8+ T limfociti promoviSu razvoj nestabilnih plakova
putem ubrzavanja apoptoze makrofaga, glatkih misi¢nih Celija 1 endotela. Eksperimentalna
deplecija CD8+ T limfocita u ApoE”" misevima dovodi do usporavanja progresije plaka kroz
redukciju akumulacije lipida i formiranja nekroti¢nog jezgra, kao i putem smanjenja sekrecije
MCP-1, VCAM-1 i IFN-y (34). Takode, Zafiratos i saradnici su dokazali da je ateroskleroza
znatno manje izrazena u misevima inficiranim sa CP i deplecijom CD8+ T limfocita u usporedbi
sa inficiranim miSevima normalnog limfocitnog statusa, sto sugeriSe da su CD8+ T limfociti

znacajna imunoloska karika u CP — izazvanoj aterosklerozi (134).
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Higuchi 1 saradnici su pokazali pozitivnu korelaciju izmedu obimnosti infiltrata CP
u aterosklerotskim plakovima koronarnih arterija sa ukupnim brojem CD4+1 CD8+ T limfocita
u plaku. Takode, dokazana je kolokalizacija CP 1 B limfocita u adventiciji u blizini plaka.
Opisane promjene su bile najznacajnije eksprimirane u tromboziranim plakovima, stoga autori
akcentuju proinflamatornu ulogu CP u remodelovanju arterijskog zida 1 pojavi komplikacija

(135).

Wick 1 saradnici su na uzorcima arterija djece 1 adolescenata (uzrasta od 8 mjeseci
do 16 godina) pokazali da je Celijski infiltrat krvnog suda na predilekcionim mjestima za
aterosklerozu u najranijim fazama zivota pokazivao najvecu koncentraciju T limfocita, zatim
makrofaga (bez karakteristika pjenastih celija), glatkih misi¢nih celija, sa vrlo malo mastocita
(136). Dokazano je da mastociti u plu¢nim infekcijama sa CP facilitiraju migraciju imunskih
¢elija u alveole; samim tim promovisu¢i razmnozavanje CP u njima i posljedi¢no olakSavajuci
diseminaciju bakterija kroz krvotok (137). Smatra se da mastociti u ranim fazama razvoja
aterosklerotskog plaka pokazuju generalizovane promovisSuce efekte tako Sto ubrzavaju
hemotaksu neutrofila 1 monocita lucenjem IL-8 (eksperimentalno ilustrovano deficitom
hemotakse u plakovima miSeva sa deplecijom mastocita). Takode, mastociti luce heparin koji
olakSava preuzimanje LDL od strane makrofaga (138). S druge strane, fokalni efekti mastocita
u uznapredovalim plakovima su usmjereni ka neoangiogenezi, hemoragiji unutar plaka 1
destabilizaciji fibrozne kape proteazama (22). Lagraauw i saradnici su pokazali da je
hemoragija u plaku izazvana sistemskim stresom u ApoE” miSevima znatno smanjena ukoliko
su miSevi bili istovremeno deficijentni u mastocitima, §to navodi na zakljuCak da je
destabilizacija plaka izazvana stresom proces koji zavisi od aktivnosti mastocita (139). Smatra
se da infiltracija adventicije mastocitima u uznapredovaloj fazi plaka doprinosi spazmu krvnog

suda putem neurogene aktivacije i degranulacije mastocita (140).

U ovdje prezentovanom istrazivanju zapazena je veca koncentracija CD4+ i1 CD8+
T limfocita u CP pozitivnim plakovima, Sto sugeriSe bakterijsku medijaciju Celijskog i
humoralnog imuniteta u pocetnim fazama razvoja plaka. Koncentracija B limfocita je bila
takode zapazenija u CP pozitivnim plakovima. CP pozitivni i negativni plakovi se nisu znacajno
razlikovali u koncentraciji mastocita. Nedostatak komparativnih studija o celularnosti
inficiranih 1 neinficiranih plakova raznih stadijuma razvoja otezava generalizaciju ovih

rezultata, te poziva na dalja istrazivanja.
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5.3. Molekularne karakteristike ispitivanih aterosklerotskih plakova

U ovdje prezentovanom istrazivanju nisu nadene razlike izmedu CP negativnih 1
pozitivnih plakova kada je u pitanju ekspresija apo-A, apo-B, trombomodulina i timidin-
fosforilaze. Neophodno je ispitati Siroku lepezu pro- 1 antiinflamatornih medijatora u humanom
procesu infektivne ateroskleroze, kako bi se ovdje prezentovani rezultati mogli uporediti sa
stanjem u drugim stadijumima plakova, aterosklerozi zenskog pola, kao 1 drugih infektivnih
agenasa. Kao §to je ranije receno, anti-apo-A je klini¢ki dokazan kao biomarker ateroskleroze
1 prediktor njenih komplikacija. Vuilleumier i saradnici su kroz istrazivanje efekata anti-apo-A
antitijela u aterosklerozi pokazali da ovo antitijelo izaziva sterilnu inflamaciju u
aterosklerotskom plaku kroz TLR2/CD14 put aktivacije makrofaga, kao 1 specificnom
hemotaksom neutrofila. Takode, navodi se 1 proaritmogeni efekat ovog antitijela putem
aldosteron-zavisnih kalcijumskih kanala. Medutim, iako autori potenciraju sterilnost ovog
oblika inflamacije, u svom radu napominju da infekcija moze biti okida¢ lu€enja auto-antitijela
putem molekularne mimikrije; samim tim uvazavaju¢i moguci potpomazuci efekat CP u ovom
Stetnom dejstvu anti-apo-A  (15). Dokazano je da CP ubrzava aterosklerozu u
ApoB100only/LDLR™ misevima genetski modifikovanim za defekt receptora selektivnog za
Apo-B (time stvaraju¢i profil dislipidemije koji je najsliniji humanoj dislipidemiji) (141). U
istrazivanju sprovedenom na 31 pacijentu sa nestabilnom anginom pektoris, nije nadena
znaCajna razlika u serumskoj koncentraciji trombomodulina, tPA, PAI-1 1 CRP izmedu
seroloski CP pozitivnih i negativnih pacijenata (utvrdeno prisustvom specifi¢nih IgG antitijela)
(142).

Iako je eksperimentalno dokazan uticaj TNF-o na infektivni proces ateroskleroze
(misSevi sa genskim defektom TNF-o inficirani sa CP imaju znacCajno manju incidencu
ateroskleroze (143), u ovdje iznesenim rezultatima ekspresija TNF-a je bila zapazenija u CP
negativnim plakovima. Postoji mogucnost da rani oblici plaka ne pokazuju izrazen efekat
bakterijske infekcije na porast ovog inflamatornog markera. Janczak i saradnici su analizirali
uznapredovale, stenozantne karotidne plakove 100 pacijenata, opisujuci prisustvo DNK CP u
68% plakova, a inficirani plakovi su imali visoku ekspresiju bFGF i TNF-a, (144). S druge
strane, meta-analiza Filarda i saradnika iz 2015. godine je pokazala da pacijenti sa
aterosklerozom imaju povisene sistemske vrijednosti hsCRP, fibrinogena, IL-6, TNF-o. i IFN-
v; dok su pacijenti seropozitivni na CP imali poviSene vrijednosti hsCRP, fibrinogena i IL-6,

bez znacajnog uticaja seropozitivnosti na vrijednosti drugih markera (145). Oksaharju i
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saradnici su dokazali da infekcija kulture humanih mastocita sa CP rezultira u ranom porastu
sekrecije IL-8 1 MCP-1, dok je porast sekrecije TNF-a primijecen kasnije u razvoju infektivnog

procesa (146).

Predmetna studija je pokazala o€ekivan rezultat u vidu znacajno vece koncentracije
HSP60 u inficiranim u odnosu na neificirane plakove. Seropozitivnost za cHSP60 je senzitivan
1 specifi€an marker akutnog koronarnog sindroma, nezavisno od anti-CP IgG titra, nivoa visoko
senzitivnog CRP ili troponina T (82). Dokazana hroni¢na infekcija sa CP 1 anti-hHSP60
pozitivnost su prediktivni faktori za kardiovaskularni dogadaj, posebno ukoliko su udruzeni sa
visokim vrijednostima CRP (147). Faktori rizika za aterosklerozu koji djeluju stresogeno na
endotel (hipertenzija, puSenje, oxXLDL, slobodni radikali itd.) favorizuju oslobadanje hHSP60
u citosol 1 ekspresiju na povrsini endotela, time olakSavajuci autoimunu reakciju pokrenutu od

strane cHSP60 (148).

Dokazano je CP ispoljava mitogeni potencijal na glatke misi¢ne ¢elije dominantno
kroz efekat cHSP60 (149) 1 povecanjem ekspresije transkripcionih faktora Egrl (150) 1 NF-xB
(151). Eksperimentalno je dokazano CP inaktivirana formalinom ne moze u¢i u Celjje, kao 1 da
ne dolazi do kontakta cHSP60 sa c¢elijjama domacina (zbog intracelularne lokalizacije tog
proteina unutar bakterije). Takode, u takvom eksperimentalnom modelu, ne dolazi do porasta
ekspresije E selektina, ICAM-1 1 VCAM-1 na endotelu domacina. Ovim je dokazano da
membranski antigeni CP ne igraju ulogu u ekspresiji ovih adhezivnih molekula, ve¢ da je u
pitanju uloga cHSP60 (152). Koi i saradnici su na uzorcima karotidnih aterosklerotskih plakova
dokazali kolokalizaciju cHPS60 i hHSP60 u plakovima; kao i njihovo zajednicko dejstvo u
promovisanju lu¢enja TNF-o. i MMP od strane makrofaga (153). cHSP60 takode stimulise
specificnu proliferaciju T limfocita (124), kao i B limfocita, sa posljedicnim porastom sekrecije
IL-10 1 IL-6 (125). Dokazano je da T limfociti u ranim, asimptomatskim plakovima pokazuju
autoreaktivnost na hHSP60 (154). Konflach i saradnici su viSestrukom linearnom regresijom
dokazali da je koncentracija hHSP60 — specificnih T limfocita znacajno povezana sa intima-
medija debljinom u populaciji muskaraca starih 17 — 18 godina, dok nije postojala znacajna
povezanost u populaciji muskaraca starih 50 — 69 godina; Sto sugeriSe da je T celijska aktivacija
od strane hHSP60 znacajnije povezana sa ranom nego sa uznapredovalom aterosklerozom
(155).

Egzogeni unos cHSP60 eksperimentalno izaziva endotelnu disfunkciju u zeCevima

na visoko holesterolskoj ishrani (156). Hiperholesterolemicni zecevi kod kojih je izvrSen
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egzogeni unos cHSP60 su brze razvili masnu prugu, a infiltracija makrofaga je takode bila
1zrazenija u razvijenijim plakovima; §to sugeriSe da ovaj faktor virulencije podrzava i rane i

kasne faze razvoja ateroskleroze (78).

Oralna administracija imuno-stimulisu¢ih doza HSP60 u ApoE”" misevima dovodi
do redukcije aterosklerotskog plaka, dok subkutana administracija ima suprotan efekat (157).
Takode, Zhong 1 saradnici su opisali da intranazalna aplikacija malih doza HSP60 dovodi do
redukcije plaka u korijenu aorte od zna€ajnih 33.6% (158). Ovi rezultati mogu biti od koristi u

procesu razvoja eventualne ,,vakcine protiv ateroskleroze® bazirane na HSP60.

Kuroda 1 saradnici su na uzorcima karotidnih plakova dobijenih endarterektomijom
dokazali da se najznacajnija kolokalizacija cHSP60 1 antigena CP odigrava unutar makrofaga u
plaku; sa zaklju¢kom da je izmjena funkcije makrofaga znaCajan korak u ispoljavanju
aterogenog efekta cHSP60 (123). Knoflach i1 saradnici potenciraju znacaj T limfocita, kroz
rezultate koji ukazuju da je reaktivnost protiv HSP60 prisutnija u T limfocitima unutar
razvijenog plaka u usporedbi sa T limfocitima u cirkuliSucoj krvi. Njihov zakljucak je da HSP60
— specificni T limfociti cirkuliSu u krvi, a zatim dolazi do njihove akumulacije u
uznapredovalom plaku (159). Smatra se da bi ispitivanje plazmatske koncentracije HSP60 —
specifiCnih T limfocita u budu¢nosti moglo predstavljati metod skrininga za ranu aterosklerozu
(136). Takode, u istrazivanju Bodolay 1 saradnika na pacijentima sa mjeSovitom sistemskom
boles¢u vezivnog tkiva, dokazano je da su antitijela protiv HSP60 zastupljenija u podgrupi

pacijenata koji su imali kardiovaskularne komorbiditete (160).

Zapazena je znaCajno veca ekspresija SP110 u CP negativnim plakovima, §to
sugeriSe protektivnu ulogu ovog faktora. SP110, humani analog gena Iprl, moze predstavljati
konstitucionalni odbrambeni faktor protiv CP, samim tim i protiv infektivne ateroskleroze. Leu
1 saradnici su na mis§jem modelu infekcije M. tuberculosis dokazali protektivnu ulogu
SP110/Ipr1 u intracelularnim infekcijama kroz moduliranje aktivnosti NF-kB u vidu promocije
anti-apoptotskih mehanizama 1 nishodne regulacije lu¢enja TNF-a. Inficirani miSevi koji su
pokazali aktivnost SP110/Iprl su imali manje razvijene plu¢ne lezije i bolje prezivljavanje
(161). Niza ekspresija TNF-o. u CP pozitivnim plakovima se potencijalno moze pripisati
aktivnosti SP110, tj. pokusaju suzbijanja inflamatornog odgovora na prisustvo bakterije u zidu
krvnog suda. Kako ne postoje humane studije koje ispituju ekspresiju SP110 u aterosklerozi,
kao ni efekat ovog faktora na CP, te se u tom domenu ova studija moZze smatrati pionirskom ©.

Neophodno je sprovesti dodatna geneticka 1 molekularna ispitivanja sa ciljem razjasnjenja
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njegove uloge u infektivnom procesu ateroskleroze, kao 1 ispitivanjem njegovog potencijala u

prevenciji 1 terapiji ateroskleroze.

5.4. Antibiotici i ateroskleroza

Logi¢no medicinsko pitanje koje se samo namece je uticaj antibiotika na razvoj
ateroskleroze. Postoje brojne publikacije na ovu temu, ali rezultati istih daju oprecne rezultate,
kako u razvoju same aterosklezore, tako 1 u razvoju komplikacija. PoCetna ispitivanja uticaja
antibiotika kod pacijenata s akutnim infarktom sr€anog miSi¢a pokazala su ohrabrujuce
rezultate, upravo u smislu eradikacije CP (162), te s tim u vezi, npr. kratkotrajna terapija
aitromicinom 1 roksitromicinom u pojedinim studijama su pokazala pozitivan uticaj na
incidenciju kardiovaskularnih dogadaja kao direktne komplikacije ateroskleroz, a u pojedinim
su efekti izostali (163, 164). Velike randomizirane su nisu bile afirmativne, ali je moguc¢i razlog
lezao u pogreSnom odabru antibiotika ili kratkoro€noj primjeni antiobotika tek nakon nekog
kardiovaskularnog dogadaja (164). Trenutni guidelines-1 ne preporucuju terapiju antibioticima
u smislu sekundarne prevencije nakon infarkta sréanog misi¢a, a kao moguce objasenjenje je
dato da je primjena istih praktiéno propustila odgovaraju¢i momenat kada su trebali biti
koriSteni u smislu primarne prevencije, decenijama prije kardiovaskularnog dogadaja kao Sto

je infarkt srca (165).
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6. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata istrazivanja, moze se zakljuciti da je prisustvo CP u aterosklerotskim
plakovima evidentno povezano sa aterosklerotskim procesom, pruzajué¢i novi uvid u

patogenezu ove kompleksne bolesti.

Analizom uzoraka plakova iz razlicitih arterijskih krvnih sudova potvrdeno je prisustvo CP, Sto
naglaSava njegovu ulogu u formiranju plakova u razli€itim regijama tijela. Nadalje, utvrdeno je
da CP pozitivni plakovi imaju specificne karakteristike u strukturi 1 ekspresiji molekula, §to

ukazuje na moguce mehanizme njithovog uticaja na razvoj ateroskleroze.

Dodatno, razlike u demografskim 1 klini€¢kim karakteristikama izmedu CP pozitivnih 1
negativnih osoba sugeriraju kompleksnu interakciju izmedu prisustva CP 1 faktora rizika kao
Sto su starost, indeks tjelesne mase, hipertenzija, dijabetes mellitus 1 hiperholesterolemija. Ovi
nalazi pruzaju podatke o potencijalnim biomarkerima ili terapijskim ciljevima koji bi mogli biti

korisni u prevenciji 1 lije€enju ateroskleroze kod pacijenata.

Kona¢no, istrazivanje o uticaju prisustva CP na ekspresiju odredenih molekula u plakovima
ukazuje na kompleksnu imunolosku interakciju izmedu bakterije 1 domac¢ina. Ova saznanja
mogu posluziti kao osnova za razvoj ciljanih terapija usmjerenih na smanjenje aterosklerotskog

rizika kod pacijenata inficiranih CP.

U cjelini, rezultati ove disertacije doprinose boljem razumijevanju uloge CP u patogenezi
ateroskleroze i1 pruzaju potencijalne smjernice za daljnje istrazivanje i terapijski pristup ovom

ozbiljnom zdravstvenom problemu.

Iako je primjena antibiotika u prevenciji ateroskleroze jo$ uvijek kontraverzno pitanje, za
ocekivati je da buduce bazi¢ne studije na temu uticaja razlicitih infektivnih agenasa na razvoj
ateroskleroze, dovedu i do jasnije slike o opravdanosti pravovremene primjene antibiotika u

prevenciji znacajnoj broja ateroskerotskih oboljenja krvnih sudova.

Na osnovu svega navedenog, §to je rezultat ove disertacije, doslo se do sledecih zakljucaka:

1. Dokazano je prisustvo CP u aterosklerotskim plakovima u razli¢itim arterijskim krvnim
sudovima, S$to ukazuje na znaCajnu povezanost izmedu prisustva ove bakterije i

aterosklerotskog procesa.
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2. CP negativne osobe su u prosjeku bile znacajno stariji od CP pozitivnih osoba u trenutku

smrti.

3. CP negativne osobe su imale znacajno veci indeks tjelesne mase (BMI) u poredenju sa CP

pozitivnim osobama.

4. Hipertenzija, dijabetes mellitus 1 hiperholesterolemija su bili zna€ajno prisutniji u grupi CP
negativnih, dok nije postojala znacajna razlika u incidenci puSenja izmedu CP pozitivnih i

negativnih osoba.

5. Utvrdene su jasne razlike izmedu CP pozitivnih i CP negativnih plakova, uklju€ujuci razlike
u strukturi 1 ekspresiji molekula, kao 1 prisustvu razlicitih tipova celija, Sto govori u prilog

razliCite etopatogeneze ateroskleroze kod ove dvije grupe osoba.

6. CP negativni plakovi su imali znaCajno vecu ekspresiju kolagena I, dok su CP pozitivni

plakovi imali vecu ekspresiju kolagena III.

7. CP negativni plakovi su imali zna€ajno vecu ekspresiju elastina u poredenju sa CP pozitivnim

plakovima.

8. CP pozitivni plakovi su imali vecu koncentraciju B limfocita, CD4+ 1 CD8+ T limfocita, kao
1 sekretornih glatkih miSi¢nih celija, dok CP negativni plakovi imali viSe makrofaga i

kontraktilnih glatkih miSi¢nih celija.

9. Prisustvo CP ne uti¢e znacajno na nivoe apolipoproteina A 1 B, trombomodulina i timidin-
fosforilaze, ali utice na ekspresiju TNF-a, SP110 i HSP60.
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