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Holesterol, citokini i ateroskleroza
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Sazetak Ateroskleroza je hronicni inflamatorni odgovor zida krvnog suda na povredu ili disfunkiju vaskularnog
endotela. Tokom poslednjih nekoliko decenija preklinicka i klinicka istraZivanja kardiovaskularnog si-
stema su znacajno poboljsala razumevanje patofizioloskih procesa koji dovode do formiranja, napre-
dovanija i nastanka komplikacija aterosklerotskih plakova. Ateroskleroza pocinje sa urodenim imun-
skim odgovorom koji se odvija putem regrutovanja monocita/makrofaga koji odgovaraju na
prekomerno nagomilavanje modifikovanih lipida u arterijskom zidu. Regrutovanje monocita/makro-
faga se ostvaruje posredstvom ispoljenih adhezionih molekula (selektini, ICAM-1, VCAM, ELAM) na
aktiviranim endotelnim éelijama. Ateroskleroza se potom nastavlja stecenim imunskim odgovorom
koji ukljucuje i aktiviranje antigen-specificnih T limfocita. Akumulacija inflamatornih éelija u arterij-
skom zidu dovodi do lokalne proizvodnje hemokina, interleukina i proteaza koje povecavaju priliv
monocita i limfocita, ¢ime se promovise napredovanje aterosklerotskih lezija. Takode makrofagi igraju
vaZzne uloge i u procesu progresije ateroskleroze ispoljavanjem specificnih karakteristika pri delovanju
razlicitih stimulusa, i tako doprinose nastanku nestabilnosti plaka, razvoju tromba i remodelovanju
krvnog suda. Eksperimentalna ateroskleroza kod Zivotinja predstavlja vazno istrazivacko sredstvo, ali
neophodna je pazljiva ekstrapolacija dobijenih rezultata na humanu populaciju. Razumevanje nacina
kako kombinovati eksperimentalne i klinicke nauke moZe obezbediti dalji uvid u patofizioloske meha-
nizme ateroskleroze. Poznavanje inflamatorne komponente u procesu razvoja ateroskleroze nudi pri-

liku za razvoj novih terapijskih strategija.

Kljucne reci

Uvod

teroskleroza je hronicna, progresivna inflama-

torna bolest velikih i srednjih arterija. Atero-

skleroza je dugo vremena smatrana za proces

u kome postoji pasivna akumulacija lipida (ho-
lesterola, amiloida) u zidu krvnog suda.! Medutim, nova
istraZivanja pokazuju da vaskularna inflamacija igra vaz-
nu ulogu u svim fazama razvoja aterosklerotskog proce-
sa, pocev od stvaranja ateroskleroznog plaka, preko
njegove progresije, do konacne rupture plaka.? Sadej-
stvo mnogih inflamatornih medijatora ukljucujuci leuko-
cite, citokine, hemokine, adhezione molekule, kompo-
nente sistema komplementa i antitela, dovodi do
rupture plaka i njegove trombogene komplikacije koja
se javlja u toku akutnog miokardnog incidenta. Na zna-
¢aj zapaljenja u nastanku ateroskleroze prvi je ukazao
nemacki lekar Rudolf Virchow (1821-1902).3

Adhezioni molekuli i regrutovanje leukocita

U fizioloSkim uslovima endotelne éelije arterijskog
zida ne ispoljavaju osobine koje pogoduju adheziji leu-
kocita.*>® Medutim, kada su endotelne Celije aktivirane
stimulusima kao $to su hipertenzija, pusenje, nepravilna

Ateroskleroza, interakcije monocita-endotela, patofiziologija, zapaljenje

ishrana, gojaznost, insulinska rezistencija ili inflamacija,
one menjaju fenotip i ispoljavaju Citavu seriju adhezio-
nih molekula koji selektivno regrutuju razlicite vrste le-
ukocita.»*7 U slucaju hipertenzije hemodinamski stres
moZe indukovati ekspresiju intracelularnog adhezionog
molekula-1 (ICAM-1).2 Oksidisani lipoproteini male gu-
stine (OxLDL) i liposaharidi gram negativnih bakterija
mogu indukovati ekspresiju vaskularnog adhezionog
molekula-1 (VCAM-1).° Ekspresiju ovih adhezionih mo-
lekula mogu uzrokovati i krajnji produkti glikozilacije u
dijabetesu i uremiji, homocistein u hiperhomocisteine-
miji, kao i proinflamatorni citokini (faktor tumorske ne-
kroze (TNF) i interleukin 1 (IL-1)). Ovi adhezioni proteini
povrsine éelija su ushodno regulisani u toku perioda in-
flamacije.>”

Endotelna aktivacija modifikuje fenotip endotela u
proadhezivnom pravcu i izaziva poveéanu adheziju cir-
kuliSuéih monocita. Proces adhezije i regrutovanja leu-
kocita se odvija u nekoliko etapa.’® Prvo adhezioni mo-
lekuli (selektin-E, L, P) posreduju labavo vezivanje i
valjanje leukocita na povrsini endotelnih éelija (engl. ro-
lling). U drugoj etapi dolazi do aktivacije leukocita od
strane hemoatraktantnih stimulusa. Naredni proces je-
ste uspostavljanje ¢vrstog kontakta izmedu leukocita i
endotelnih celija (odgovorni adhezioni molekuli:
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ICAM-1, 2, 3; VCAM-1) i Cetvrta etapa jeste ekstravaza-
cija, kada leukociti iz lumena krvnog suda prelaze u su-
bendotelni prostor (odgovoran adhezioni molekul-1
endotelnih éelija i trombocita, PECAM-1).

Znacaj ovih adhezionih molekula za razvoj ateroskle-
roze osvetljen je ¢injenicom da misevi sa smanjenim
nivoom aterogenog apok, koji imaju i smanjeni E-selek-
tin, razvijaju manje ateromatoznih lezija.*

Migracija leukocita/monocita u intimu

Medu ovako regrutovanim leukocitima za razvoj ate-
roskleroze posebno su vazni monociti. Nakon $to mono-
citi adheriraju na povrsinu endotelne Celije, oni kroz en-
dotel migriraju u intimu.!? Proinflamatorni proteini,
poznati kao hemokini, obezbeduju hemotaksicni stimulus
koji podstice (navodi) monocite da udu u intimu. Mono-
citni hemotaksi¢ni protein-1 (MCP-1) je hemoatraktantni
citokin koji se vezuje za monocitni hemokinski receptor
CCR2 i tako regrutuje monocite iz krvne struje u endotel
zida arterije, olakSavajudi njihov prolazak izmedu endo-
telnih ¢elija putem diapedeze. Citokini TNF, IL-1 i oksidisa-
ni lipoprotein male gustine (OxLDL) mogu indukovati ek-
spresiju MCP-1 u misi¢nim i endotelnim celijama zida
krvnog suda. Drugo, neke komponente koje se oslobada-
ju u kaskadi komplementa, kao C5a, imaju jaku hemotak-
ticnost za monocite, pa stimuliSu endotelne ¢elije na ek-
spresiju MCP-1. Vaznost MCP-1 za razvoj ateroskleroti¢nih
plakova naglasava Cinjenica da misevi sa smanjenim
MCP-1 imaju znacajno manje ateroskleroznih plakova od
miseva sa normalnim nivoima MCP-1.1>* Povecani nivoi
MCP-1 u cirkulaciji pozitivno koreliraju sa povec¢anim za-
debljanjem intime i medije krvnih sudova.®®

U intimi monociti sazrevaju u makrofage koji ispolja-
vaju receptore Cistace (scavenger receptors) putem ko-
jih obavljaju fagocitozu modifikovanih lipoproteinskih
Cestica. Kljuéni medijator inflamacije koji u intimi stimu-
liSe sazrevanje monocita u makrofag i povecava ekspre-
siju scavenger receptora na njima, faktor stimulacije
kolonije makrofaga (CSF-M), povisen je u eksperimen-
talnim i humanim ateroskleroti¢nim lezijama. Citoplaz-
ma makrofaga postaje gusto ispunjena lipidnim Cestica-
ma, Sto makrofagima mikroskopski daje tipi¢an penusav
izgled penastih celija unutar aterosklerotskih lezija.
Unutar intime makrofagi se razmnoZavaju i tako odrza-
vaju i pojacavaju inflamatorni proces putem otpustanja
nekoliko faktora rasta i citokina.

Lipoproteini male gustine
i razvoj penastih éelija

Dalje, zavisno od njihove koncentracije, lipoproteini
male gustine (LDL) prodiru u zid arterijskog krvnog suda.
Ovi LDL se smestaju u ekstracelularni matriks subendotel-
nog prostora,'® a onda primaju stetne produkte oksidacije
iz okolnih Celija arterijskog zida.'” * Zatim ovi LDL akumu-
liraju slobodne kiseonicke radikale, a kada se dostigne
kriticni prag ovih radikala, LDL se oksiduju i postaju proin-
flamatorni fosfolipidi PAPC, POVPC, PGPC i PEIPC (bioak-
tivni oksidacioni produkti 1-palmitoil-2-arahidonoil-sn-
glicero-3-fosforilholina (PAPC) koji sadrZze oksovaleroil

(POVPC), glutaroil (PGPC) i epoksizoprostan (PEIPC) grupe
na sn-2 polozZaju).’® Pod uticajem ovih proinflamatornih
oksidisanih lipida endotelne celije dalje oslobadaju cito-
kine (kao npr. MCP-1, faktor stimulacije kolonije makrofa-
ga (CSF-M)) i onkogene povezane sa rastom (GRO), /bto
onda izaziva regrutovanje i adheziju novih monocita, nji-
hovu hemotaksu i diferencijaciju u makrofage.? %

Kada infiltrisani monociti/makrofazi fagocituju OxLDL,
usled nepostojanja negativne povratne sprege na nivou
scavenger receptora, makrofagi postaju penaste celije.
Nakupine penastih ¢éelija koje poseduju intracelularno
OxLDL formiraju masne pruge. Medutim, penaste celije
vremenom propadaju, a iz njih se oslobadaju oksidisani
lipidi koji stimulisu sintezu kolagena, elastina i mukopoli-
saharida u glatkim misi¢nim celijama i na mestu osteée-
nja. Tako prvo nastaje stabilni plak koji sadrzi u centru
jezgro (od nakupljenih ekstracelularnih lipida) i periferno
postavljenu debelu fibroznu ,,kapu”. Moniciti i T ¢elije in-
filtriraju ivice plaka. OxLDL, insulin i faktor rasta poreklom
iz trombocita (PDGF) stimulisu migraciju glatkih misi¢nih
celija iz medije u intimu krvnog suda, a kasnije u intimi
stimulusu i proliferaciju glatkih misénih ¢éelija. Tako formi-
ranje plaka ukljuCuje dva procesa: akumulaciju lipida i
zadebljanje intime usled migracije i proliferacije glatkih
misi¢nih celija i sinteze ekstracelularnog matriksa.

HDL uklanja OxLDL iz endotela

Lipoproteini velike gustine (HDL) imaju sposobnost da
inhibiraju migraciju monocita u odgovoru na oksidovane
LDL. Postoji viSe mehanizama putem kojih se moze OxLDL
uklonitiiz subendotelnog prostora. Neki od tih mehaniza-
ma su fagocitoza uz pomoc skavanger receptora na ma-
krofagima i pojacani obrnuti transport holesterola po-
sredstvom lipoproteina velike gustine (HDL-a).

Osim toga, pokazano je dai HDL i njegov glavni apoli-
poproteinski konstituens, apolipoprotein A-1 (apoA-I)
sprecavaju oksidaciju LDL ¢estica. Osim pojacanog obr-
nutog transporta holesterola, HDL i apoA-| pokazuju svo-
je korisne efekte tako Sto odstranjuju reaktivne forme
kiseonika iz LDL, sprecavajuci tako oksidaciju LDL i posle-
di¢nu aktivaciju inflamatornih medijatora. Osim apo A-l,
HDL sadrzi nekoliko enzima koji mogu spreciti formiranje
oksidisanih fosfolipida u OxLDL koji izazivaju inflamatorni
odgovor. Ovi enzimi su paraoksanaza, acetilhidrolaza fak-
tora aktivacije trombocita (PAF-AH) i lecitin holestreol
aciltransferaza (LCAT). Tako je za odredivanje rizika od
ateroskleroze vazan ne samo nivo HDL nego i njegova
funkcija.?* Na primer, u toku akutnog faznog odgovora
HDL moZe biti konvertovan iz svog antiinflamatornog u
proinflamatorno stanje. Van Lenten je izu¢avao ljudski
HDL pre i posle elektivne hirurgije. Pre hirurgije HDL je
bio sposoban da inhibira oksidaciju LDL i hemotaktic¢ku
aktivnost monocita koju LDL indukuju. Tri dana posle hi-
rurgije, u piku akutnog faznog odgovora, HDL je stimuli-
sao oksidaciju LDL i hemotaksicku aktivnost monocita.
HDL se vratio u svoje antiinflamatorno stanje nakon jed-
ne nedelje. Tako u akutnoj fazi HDL moZe biti proinflama-
toran, a aktivnost njegovih antiinflamatornih komponen-
ti, apoA-l i paraoksonaze povezane sa HDL, smanjena je
u toku akutnog faznog odgovora. Osim toga, HDL u akut-



noj fazi je znac¢ajno obogadéen akutnim faznim reaktanti-
ma kao $to je serumski amiloid. Tako HDL moZe biti opi-
san kao antiinflamatorni u osnovnom stanju i
proinflamatorni u akutnom faznom odgovoru.?"2?

Inflamatorne promene u endotelu

Opisane promene u endotelu i oslobodeni citokini
ubrzavaju dalje stvaranje ateroskleroticnog plaka. Na
primer, delovanje OxLDL, interleukina-1 i TNF na vasku-
larni endotel, izaziva seriju inflamatornih promena koje
vrse dalju aktivaciju endotelnih éelija (AEC). Kada se desi
AEC, javlja se ushodna regulacija adhezionih molekula
leukocita, E-selektina, VCAM-1, ICAM-1, gubi se vasku-
larni integritet i endotel postaje propustan. Osim toga,
AEC moze dovesti do protromboti¢nih promena ukljucu-
juci pojacano oslobadanje inhibitora tip 1 aktivacije
plazminogena, stvaranje faktora aktivacije trombocita i
ekspresije aktivatora tkivnog faktora koji stimulise dalje
regrutovanje leukocita.? Takode se javlja ekspresija he-
moatraktivnih citokina, kao monocitnog hemoatraktiv-
nog faktora-1 (MCP-1), interleukina-6 i interleukin-8. Na
taj nacin delovanje OxLDL uzrokuju kaskadu proinflama-
tornih i proaterogenih promena u endotelu.?2*

Uloga citokina u aterosklerozi

Ateroskleroti¢cne promene su bogate ne samo mono-
citima/makrofagima veciT ¢elijama, primarno podtipom
Th1, koje mogu imati ulogu u formiranju plaka preko ka-
skade citokina iniciranih njihovom aktivacijom.? Endotel
krvnog suda i glatke misi¢ne celije su target za proinfla-
matorne citokine koji, kada su stimulisani, mogu stvarati
druge citokine. Citokini onda dalje stimulisu ekspresiju
adhezionih molekula na endotelnim ¢elijama, nastaje pri-
vlacenje novih monocita u subendotelno tkivo, njihova
transformacija u makrofage i penaste ¢elije; one osloba-
daju jos vise citokina koji mehanizmom pozitivne povrat-
ne sprege, vode do dalje progresije ateroskleroze.

Bar dva nadrazaja za diferencijaciju Th1 su prisutna
u ateroskleroticnom plaku. IL-12 iz makrofaga, glatkih
misi¢nih éelija i endotelnih ¢elija vazan je za ovu diferen-
cijaciju. Povecani nivo IL-12 je naden u ateroskleroti¢kim
plakovima, a inhibicija IL-12 uz pomoc¢ tehnika vakcina-
cije, koje u potpunosti blokiraju dejstvo IL-12, pokazala
je smanjenu aterosklerozu u miseva. Stvaranje IL-12 je
ushodno regulisano u monocitima koji su izloZeni dej-
stvu oksidovanih LDL.

Interferon-I® (INF-I1®) je takode otkriven u ateroskle-
rotickim plakovima. On je snazan inhibitor rasta glatkih
misi¢nih celija i stvaranja kolagena, pa na taj nacin pod-
stice nestabilnost plaka. Osim toga, IFN-I* izaziva ekspre-
siju sekretorne fosfolipaze A2, Sto dovodi do stvaranja
inflamatornih medijatora lipida kao LPC, PAF i eikosano-
ida. INF-I* takode pobolj$ava prezentaciju antigena i do-
vodi do povecanog stvaranja TNF i IL-1, Sto doprinosi
stvaranju ateromatoznih plakova. | zaista, u miseva koji
nemaju IFN-I® ateroskleroza je manja za 60%. Admini-
stracija IFN-I® ubrzava proces ateroskleroze, a povecani
nivoi IFN-I® i IL-12 su nadeni u osoba sa nestabilnom i
stabilnom anginom pektoris.

Inflamacija i tromboza

Pucanje fibrozne kape i tromboza koja sledi prouzro-
kuje vedinu slucajeva fatalnog infarkta miokarda. Infla-
macija regulise fragilnost fibrozne kape, prelazak stabil-
nog u nestabilni plak, kao i trombogeni potencijal
plaka.?” Aktivirani makrofagi stimulisu inflamaciju i ate-
rotrombozu, jer pored citokina oslobadaju i enzime me-
taloproteinaze (MMP) i prokoagulantni tkivni faktor
(TF). Tkivni faktor dalje regrutuje ¢elije (monocite i trom-
bocite), povecava sintezu faktora koagulacije, povecdava
predispoziciju za rupturu plaka, i tako stimulise
aterotrombozu.

Pored makrofaga, T-limfociti igraju vaznu ulogu u in-
flamatornom procesu koji dovodi do nastanka nestabil-
nog plaka i tromboze. T-limfociti ulaze u intimu posred-
stvom vezivanja za VCAM-1 i u odgovoru na interferon-y
(IFN-y) inducibilne hemokine ligande (CXCLs), IFN-y in-
ducibilni protein 10 (IP-10), monokin-indukovan IFN-y
(MIG) i T-¢elije a-hemoatraktant indukovan IFN-y (I-
TAC). Ovi hemokini se vezuju za hemokinske receptore
CXCR3 koji su ispoljeni na T-limfocitima u plaku. Kada se
u intimi T-limfociti aktiviraju, oni luce proinflamatorne
citokine uklju€ujuci CD154, ligand za CD40. Vezivanje
CD154 za CDA40 izaziva stvaranje matriksnih metalopro-
teinaza (MMP) koje razgraduju ekstracelularni matriks,
kao i stvaranje prokoagulantnog tkivnog faktora (TF).
Tkivni faktor zapocinje kaskadu koagulacije povecavajudi
trombogeni potencijal lipidnog jezgra aterogenog
plaka.

Proinflamatorni citokini (IL-6, IL-1, TNFa) oslobodeni
iz aktiviranih makrofaga povecavaju ekspresiju i sintezu
fibrinogena u jetri, pa zato koncentracija fibrinogena u
plazmi raste, a usled toga povecava se i relativni rizik za
trombozu i nepovoljan kardiovaskularni dogadaj.

Inflamacija uti¢e i na metabolizam kolagena, kljuc-
nog molekula ekstracelularnog matriksa, koji poveéava
jacinu i stabilnost fibrozne kape. IFN-y proizveden u pla-
ku od strane T-limfocita inhibira stvaranje kolagena od
strane glatkih misi¢nih ¢elija. T-limfociti takode indirek-
tno stimulisu razgradnju kolagena putem lokalne pro-
dukcije citokina.

Apolipoprotein E i citokini

Apolipoprotein E (apoE) je multifunkcionalni glikoli-
zirani protein. Dobro je opisana njegova uloga u tran-
sportu lipida i u patogenezi ateroskleroze, kao i u razvoju
autoimunih i neurodegenerativnih bolesti. Kako je funk-
cija apoE tesno povezana sa proinflamatornim i antiin-
flamatornim citokinima, to je njegova uloga u regulaciji
inflamacije vazna za razumevanje gorenavedenih bole-
sti. ApoE igra klju¢nu ulogu u odrzavanju ravnoteze iz-
medu Th1/Th2. Egzogeni apoE smanjuje produkciju pro-
inflamatornih citokina. Klasi¢na aktivacija makrofaga
putem proinflamatornih citokina moZe da smanji pro-
dukciju apoE, dok antiinflamatorni stimulusi mogu da
povecaju sintezu apoE. Ovi podaci ukazuju da ,razgo-
vor“izmedu apoE i citokina ima ulogu u imunomodula-
ciji i posredovanju u sloZzenim regulacijama inflamator-
nih i imunskig odgovora.®



Zakljucak

Na osnovu gorenavedenog moze se zakljuciti da ate-
roskleroza u odnosu na druge hroni¢ne inflamatorne
bolesti pokazuje odredene sli¢nosti. Celijske interakcije
tokom aterogeneze u osnovi su iste kao ¢elijske interak-
cije tokom drugih hronicnih, fibroproliferativnih infla-
matornih bolesti (ciroza, reumatoidni artritis, glomeru-
loskleroza, hroni¢ni pankreatitis). Kada Stetni agens (koji
uzrokuje povredu endotela) ne moze da se ukloni u toku
inflamatornog odgovora, tada se inflamatorni odgovor
koji se i dalje odrzava menja i umesto protektivan posta-
je Stetan po tkivo. Fibroproliferativni proces umesto da
obezbedi reparaciju i zastitu tkiva, na kraju i sam postaje
deo patoloskog procesa.

Zato ne treba da ¢udi Sto su novi trendovi u preven-
ciji i terapiji ateroskleroze slededi:

e smanjivanje cirkuliSuc¢ih markera inflamacije putem
primene: antagonista citokina, inhibitora koji sma-
njuju ekspresiju adhesionih molekula, modulacije
proteina ukljucenih u reverzni transport holesterola
i metabolizam lipida u samom zidu krvnog suda;

e regulacija molekula uklju¢enih u remodelovanje me-
dudelijskog matriksa i ¢elijsku proliferaciju (matrik-
sne metaloproteinaze);

e imunomodulacija (imunosupresija, vakcinacija, aktivna
i pasivna imunizacija, indukcija imunotolerancije).?
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Abstract

Cholesterol, cytokines and atherosclerosis
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Atherosclerosis is a chronic inflammatory response of the vascular wall to endothelial injury or dysfunction. Over the last
several decades, basic and clinical cardiovascular research has significantly enhanced our understanding of pathophysiologi-
cal processes leading to formation, progression, and complications of atherosclerotic plaques. Atherosclerosis starts with an
innate immune response involving the recruitment and activation of monocytes./macrophages that respond to an excessive
accumulation of modified lipids within the arterial wall, followed by an adaptive immune response involving antigen-specific
T lymphocytes. Monocyte/macrophage recruitment by abnormal endothelium over developing atherosclerotic plaques, is
aided by endothelial expression of adhesion molecules (selectins, ICAM-1, VCAM, ELAM). The accumulation of inflammatory
cells within the arterial wall leads to local production of chemokines, interleukins and proteases that enhance the influx of
monocytes and lymphocytes, thereby promoting the progression of atherosclerotic lesions. Also macrophages play important
roles in the progression of atherosclerosis by exhibiting unique characteristics under the various stimuli, evolving the plaque
instability, thrombus formation and remodeling. Experimental atherosclerosis in animals furnishes an important research tool,
but extrapolation to humans requires care. Understanding how to combine experimental and clinical science will provide
further insight into atherosclerosis. The knowledge of atherosclerosis as an inflammatory disease offers the opportunity to
develop novel therapeutic strategies targeting the inflammatory component of the disease.
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