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Abstrakt

Uvod : Aneurizma abdominalne aorte (AAA) je jedno od najznacajnijih vaskularnih oboljenja. Najvise su zastupljene aterosklerotske
AAA. Ateroskleroza se tradicionalno smatrala centralnim procesom u patogenezi ove bolesti. Savremena istrazivanja upuéuju na
nedostatke tradicionalne teorije.

Cilj: Utvrditi prisustvo inflamacije i evaluirati njen znacaj u patogenezi AAA.

Metode: U ovoj retrospektivnoj histopatoloskoj studiji, tipa slucaj-kontrola, ispitivano je 30 uzoraka aterosklerotskih AAA, a kao
kontrola kori$¢eno je 30 uzoraka tkiva aterosklerotski izmijenjene abdominalne aorte. Pored rutinskog H/E bojenja primijenjena
su imunohistohemijska (CD45 i CD68) bojenja. Morfometrijska analiza vrSena je na 10 vidnih polja na uvelicanju od 400 puta, a
rezultat je izrazen kao gustina éelija (broj ¢elija/mm?).

Rezultati: Ekstenzivan inflamatorni infiltrat prisutan je u cijelom zidu AAA. Upalni infiltrat dominantno ¢ine CD45 imunoreaktivne
celije. Inflamatorne celije nekada teze formiranju tercijernog limfnog organa. Gustina upalnih znacajno je veéa u uzorcima AAA u
odnosu na kontrolne.

Diskusija: Nalaz daleko ekstenzivnijeg zapaljenja u zidu AAA i ¢injenica da svega 9-16% osoba sa aterosklerozom aorte razvije AAA
neki su od argumenata koji potvrduju da tradicionalna teorija o pategenezi AAA u nije ta¢na. Celijsku populaciju inflamatornog
infiltrata AAA Cine T i B limfociti, ali i plazmociti, dendritske i NK celije. Jednom aktiviran, inflamatorni infiltrat, produkuje razlicite
leukotriene, citokine, imunoglobline i proteaze, uslovljavajuci, degradaciju vaskularnog zida i apoptozu glatkih misi¢nih celija.
Okidac inflamacije nije jasan.

Zakljucak: Znacajno veca gustina upalnog infiltrata kod uzoraka AAA, u odnosu na kontrolne, ukazuje da ateroskleroza nije jedini
proces koji ostecuje vaskularni zid i dovodi do formiranja aneurizme.

Kljucne rijeci: AAA, inflamacija

Inflammation in pathogenesis of abdominal aortic aneurysm

Abstract

Introduction: Abdominal aortic aneurysm (AAA) is one of the most significant vascular diseases. The most frequent are
atherosclerotic AAAs. Atherosclerosis has traditionally been considered a central process in the AAA pathogenesis. Contemporary
researchs point to the disadvantages of the traditional theory.

Objective: To determine the presence of inflammation and evaluate its significance in AAA pathogenesis.

Methods: In this retrospective histopathological case-control study, 30 atherosclerotic AAAs and 30 tissue samples of the
atherosclerotic abdominal aorta were examined. Routine H/E and immunohistochemical (CD45 and CD68) stainings were
performed. The morphometric analysis was performed on 10 microscopic fields at the 400 times magnification. The result is
expressed as cell density (number of cells/mm2).

Results: Extensive inflammatory infiltrate is present in the entire AAA wall. The inflammatory infiltrate consists predominantly of
CD45 immunoreactive cells, that sometimes form tertiary lymphoid organs. Density of inflammatory cells is significantly higher
in AAA samples.

Discussion: Far extensive inflammation in AAA wall and the fact that only 9-16% of people with aortic atherosclerosis develop
AAA are some of the arguments which confirm that traditional theory is untrue.Inflammatory infiltrate mostly constitute T and B
lymphocytes, but also plasmocytes, dendritic and NK cells.Inflammatory infiltrate produces different types of leukotrienes,
cytokines, imunoglobline and proteases, causing degradation of the vascular wall. The trigger of inflammation remains
unknown.onclusion: Significantly higher density of the inflammatory infiltrate in the AAA samples, proves that atherosclerosis is
not the only process that damages the vascular wall and leads to the formation of the aneurysms.

6 This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons, which permits
unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited



Uvod

Aneurizma abdominalne aorte (AAA) je jedno od najznacajnijih
vaskularnih oboljenja sa komplikacijama opasnim po Zivot, kao
Sto su ruptura i masivno krvarenje, tromboza i distalna
embolizacija sa posledi¢no ireverzibilnom ishemijom donjih
ekstremiteta, disekcija i tromboza arterija visceralnih organa (1).

Epidemioloska istraZivanja su pokazala da 9% populacije starije
od 65 godina ima aneurizmu abdominalne aorte, a nalazi se na
desetom mjestu uzroka smrti ljudi starijih od 65 godina (2).
Veéina aortnih aneurizmi ostaje nedetektovano do
katastrofalnog dogadaja, odnosno rupture, pri ¢emu je
mortalitet rupturiranih aneurimi ¢ak i do 90% (3,4).

Uprkos napretku koji je postignut poslednjih decenija na polju
dijagnostike i hirurskih tehnika rekonstrukcije, aneurizmatska
bolest aorte ostaje veliki izazov za klinicare, zbog jo$ uvijek
nedovoljno razjasnjenih patofizioloskih mehanizama nastanka i
progresije ove bolesti, a samim tim nepostojanja efikasnog
modela prevencije, kontrole i nehirurskog lijecenja (5).

U 90% slucajeva aneurizme abdominalne aorte predstavljaju
aneurizme degenerativnog tipa, odnosno aterosklerotske su
etiologije (6).

Kako je kod AAA, u vaskularnom zidu uvijek prisutna
aterosklerotska lezija, pretpostavljeno je da njeno prisustvo
dovodi do intimo-medijalne hipoksije, S$to uslovljava
degeneraciju medije i pojavu histopatoloskih promjena
karakteristi¢nih za aneurizmu, odnosno patolosku dilataciju
vaskularnog zida. Zbog toga se ateroskleroza dugo smatrala
centralnim dogadajem u patogenezi AAA, odakle je i
tradicionalno ovaj tip aneurizmi dobio naziv - ,aterosklerotske
AAA“ (7).

Medutim, ako je aterosklerotska lezija centralni proces u
patogenezi AAA, na pitanje zasto kod nekih bolesnika uzrokuje
okluziju, a kod nekih dilataciju abdominalne aorte, i pored
brojnih pokusaja, nema jos uvijek pravog odgovora.

Danas je opsSteprihvaéeno, na temelju novih saznanja, da do
formiranja aneurizme dolazi usled zajednickog dejstva naslednih
faktora, biomehani¢kog stresa, proteoliticke degradacije
strukturnih komponenti zida i inflamacije.

Cilj istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja bio je da utvrdi prisustvo inflamacije u
vaskularnom zidu AAA i evaluira njen znacaj u patogenezi ovog
oboljenja.

Metode:

U ovoj retrospektivnoj histopatoloskoj studiji, tipa slucaj-
kontrola, ispitivano je trideset uzoraka degenerativnih aneurizmi
abdominalne aorte bez rupture zida, dobijenih intraoperativno,
nakon resekcije, sa Klinike za vaskularnu hirurgiju Klinickog
centra Crne Gore i Klinike za vaskularnu hirurgiju Klinickog centra
Srbije.

Kao kontrola koris¢eno je trideset isjeCaka tkiva
abdominalne aorte sa prisuthom aterosklerozom, bez
aneurizme, dobijenih tokom obdukcije na Odjeljenju za sudsku
medicinu Klini¢ckog centra Crne Gore.
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Nakon uzorcenja i pripreme tkiva primijenjeno je rutinsko
bojenje histoloskih preparata H/E tehnikom, kao i
imunohistohemijska bojenja na CD45 antigen (za identivikaciju
leukocita) i CD68 (za identifikaciju makrofaga).

Brojanje imunoreaktivnih éelija vrSeno je uz koriséenje Cell
counter plug in-a u okviru softvera ImageJ (8), na 10 vidnih polja
(dva u intimimi i po Cetiri u mediji i adventiciji), na uveli¢anju od
400 puta. Rezultat je izrazen kao gustina celija, Sto predstavlja
broj éelija na mm?2.

Za statisticku obradu koriséen je IBM Statistics (SPSS) 20. Od
deskriptivne statistike koristili smo prosje¢nu vrijednost i
standardnu devijaciju, u oznaci Za testiranje hipoteze koristili
smo X2 test sa nivoom znacajnosti od p=0,05.

Rezultati:

Transmuralno, kod svih ispitivanih uzoraka AAA zapaza se
ekstenzivan inflamatorni infiltrate (Slika 1). Gustina
inflamatornih ¢elija je najveca u spoljasnjim dijelovima medije
iu adventiciji. Inflamatorne ¢elije mahom su grupisane
perivaskularno, u okolini vasa vasorum.

Slika 1. Aterosklerotska AAA. Inflamatorni infiltrat u mediji i
adventiciji (H/E, lupa)

Primjenom imunohistohemijskih tehnika bojenja, ustanovili
smo da najvedi broj éelija u inflamatornom infiltratu pokazuje
CD45 pozitivnu imunoreaktivnost, tj. da najvedi dio Celijske
populacije inflamatornog infiltrata AAA Cine leukociti (Slika 2).

U adventiciji pojedinih uzoraka AAA, inflamatorne (¢elije
nekada teze stvaranju limfati¢nih agregata (slika 3), odnosno
formiranju tercijernih limfnih organa (TLOs). Ovaj nalaz nije
zapazen na kontrolnim uzorcima.

U kontrolnim uzorcima, takode smo ustanovili, ali u manjoj
mjeri, prisustvo zapaljenskih celija u svim slojevima vaskularnog
zida. Najveci broj tih ¢elija, slicno uzorcima AAA pokazuje CD45
imunoreaktivnost (slika 4).

Statistickom analizom gustine CD45 imunoreaktivnih Celija,
ustanovili smo da je prosjecan broj imunoreaktivnih celija kod
uzoraka AAA 60,86+90,43, dok je kod kontrolnih uzoraka
8,18+23,66 (Grafikon 5).
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Slika 2: Aterosklerotska AAA. Leukocitni infiltrat u mediji
(Imunohistohemijsko bojenje na CD45 x400)

Ukupan broj CD45 imunoreaktivnih celija kod AAA je 18859,
dok kod kontrolih uzoraka on iznosi 2456. Primjenom x? testa
dokazali smo da postoji statisticki znacajna razlika u broju ¢elija
izmedu uzoraka AAA i kontrolnih uzoraka (x*= 12622,25;
p<0,0001), tj, da je gustina inflamatornog infiltrata znacajno
veca kod uzoraka AAA.

Nasuprot velikom broju CD45 imunoreaktivnih celija u
vaskularnom zidu AAA, nalaz CD68 imunoreaktivnih celija,
odnosno makrofaga, je oskudan i ograni¢en na ostecenu intimu,
gdje su zastupljeni uglavnom u vidu pjenastih ¢elija. Unutar
upalnog infiltrata nije zapaZen nalaz CD68 imunoreaktivnih
celija. Samo na pojedinim uzorcima AAA, postoji sporadic¢an
nalaz makrofaga u mediji i adventiciji.

Slican nalaz zabiljeZzen je kod kontrolnih uzoraka. CD68
imunoreaktivne Celije zastupljene su uglavnom u intimi, kao
pjenaste Celije.

Slika 3: Aterosklerotska AAA. TLO u adventiciji (H/E, lupa)

8

Slika 4: AAA. TLO u adventiciji (Imunohistohemijsko bojenje
na CD45, lupa).

Prosjecan broj ¢elija kod uzoraka AAA je 1,81+3,81, dok je kod
kontrolnih uzoraka 1,72+5,73 (Grafikon 6).

Ukupan broj CD68 ¢elija kod uzoraka AAA je 542, dok je kod
kontrolnih uzoraka 515, te ne postoji statisticki znacajna razlika
u broju Celija imedu AAA i kontrolnih uzoraka (x*=0,69;
p=0,4061).

Diskusija:

Nedovoljno jasni mehanizmi nastanka i progresije AAA, kao i
nepostojanje neinvazivnog pristupa za kontrolu rasta malih
aneurizmi (9), razlozi su zasto se AAA, uprkos napretku
postignutom na polju hirurskog lijeenja i perioperativne njege,
i dalje nalazi medu deset najc¢escih uzroka smrti ljudi starijih od
65 godina, u razvijenim zemljama svijeta (10).

Nasi rezultati pokazali su postojanje ekstenzivnog
inflamatornog infiltrata u zidu AAA. Gustina inflamatornih celija
je najveca u spoljasnjim dijelovima medije i u adventiciji.

801

40

Prosjeéan broj CD 45 imunoreaktivnih celija

Uzorci AAA
Error bars: 95% CI

Kontrolni uzorci

Grafikon 5: ProsjeCan broj CD45 imunoreaktivnih ¢elija kod
uzoraka AAA i kontrolnih uzoraka
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Grafikon 6: Prosjecan broj CD68 imunoreaktivnih celija kod
uzoraka AAA i kontronih uzoraka.

Inflamatorne celije mahom su grupisane perivaskularno, u
neposrednoj blizini vasa vasorum.

Imunohistohemijskom analizom ustanovili smo da najveci broj
celija  u inflamatornom infiltratu  pokazuje  CD45
imunoreaktivnost. Nasuprot  velikom broju  CD45
imunoreaktivnih celija, nalaz CD68 imunoreaktivnih Ccelija,
odnosno makrofaga je oskudan i uglavnhom ogranicen na
ostec¢enu intimu, u vidu pjenastih celija. Samo u pojedinim
uzorcima AAA postojao je nalaz rijetkih makrofaga u mediji i
adventiciji.

Ovaj rezultat u skladu je sa nalazima drugih autora, koji su
pokazali da celijsku populaciju inflamatornog infiltrata AAA Cine
dominantno T i B limfociti, ali i plazmociti, dendritske i NK celije
(11). Shodno tome, pretpostavili smo, da ¢elije upalnog infiltrata
koje se nisu obojile na CD45 antigen, predstavljaju plazmocite,
koji inace ne pokazuju CD45 imunoreaktivnost.

U adventiciji pojedinih uzoraka AAA, uodili smo da
inflamatorne ¢elije nekada teze stvaranju limfoidnih agregata,
odnosno formiranju tercijernog limfnog organa (TLO). Ovaj nalaz
nije zabiljeZzen na kontrolnim uzorcima.

Tercijarni limfni organi (TLO), predstavljaju formu ektopicnih,
visokoorganizovanih imunoloskih struktura, slicnih sekundarnim
limfnim organima, kao $to su limfni ¢vorovi (12). Unutar TLO-a
nadene su retikularne Celije, T limfociti, B limfociti i dendritske
Celije. TLO se razvija na mjestima hronic¢ne inflamacije sa
perzistentnom antigenom stimulacijom (13). Nalaz TLO potvrden
je kod infekcije sa Helicobacter pylori (14), udruZen je sa
hroni¢nim odbacivanjem organa (kod transplantacije srca (15),
bubrega (16) i plu¢a (17)), naden je i kod brojnih autoimunih
bolesti (u zglobovima i plu¢nom tkivu oboljelih od reumatoidnog
artritisa (18)), pankreasu oboljelih od dijabetesa (19),
centralnom nervnom sistemu oboljelih od multiple skleroze (20),
kao i Stitastoj Zlijezdi osoba sa Hasimoto tireoiditisom (21). lako
je jos uvijek nejasno tacno pod kojim okolnostima se razvijaju
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TLO primarno ima zastitnu ulogu, tezedi da oslobodi organizam
od Stetnih antigena (22). Ali unutar TLO-a moZe se javiti
poremeca;j ravnoteze izmedu proinflamatornih i
antiinflamatornih faktora, Sto dovodi do nekontrolisane
inflamatorne reakcije, a samim tim do destrukcije tkiva i
ostecenja organa (23).

U vaskularnom zidu kontrolnih uzoraka, takode smo ustanovili
prisustvo zapaljenskih ¢elija. Nalaz ovih ¢elija najizrazeniji je u
adventiciji, a slicno uzorcima AAA, najveci broj tih ¢elija pokazuje
CDA45 imunoreaktivnost. Nalaz CD68 imunoreaktivnih éelija kod
kontrolnih uzoraka takode je uglavnom ograni¢en na intimu,
dominantno u vidu pjenastih celija.

Rezultati drugih istraZivanja pokazali su da je svaka
aterosklerotska lezija praéena inflamacijom u adventiciji, te da
inflamatorni infiltrat ¢ine dominantno T limfociti, ali i B limfociti
i dendritske celije (24, 25).

Pretpostavlja se da se znacaj inflamatornih Ccelija u
vaskularnom zidu AAA ogleda u tome $to one sekretuju razli¢ite
citotoksicne medijatore i hemoatraktante. Jednom aktiviran,
inflamatorni infiltrat, produkuje razlicite leukotrijene,
proinflamatorne citokine, hemokine, derivate prostaglandina,
imunoglobline i proteaze, time uslovljavajuci, degradaciju
vaskularnog zida i apoptozu glatkih migi¢nih ¢elija (VGMC) (11).
Pored perforina koji se oslobada iz citotoksi¢nih granula T
limfocita i indukuje apoptozu i VGMC, i posledi¢no slabljenje
vaskularnog zida, u poslednje vrijeme istie se uloga efrin-a B1,
koji se u velikoj mjeri eksprimira u makrofazima, T limfocitima,
alii endotelnim celijama. Njegov znacaj ogleda se u moduliranju
razlicitih tipova cCelijskih interakcija, kao Sto su interakcije izmedu
makrofaga, izmedu makrofaga i T limfocita, kao i izmedu
makrofaga i endotelnih celija (26).

Prema podacima iz literature, nivo cirkulisucih inflamatornih
biomarkera, ukljucujuéi interferony, faktor nekroze tumora a,
interleukin-6 i C-reaktivni protein, povisen je kod pacijenata sa
AAA. Ovo je znacajno zbog toga Sto odredivanje nivoa ovih, ali
i nekih drugih biomarkera, kao S$to su matriksne
metaloproteinaze MMP-2, MMP-9, moze sluZiti u dijagnostici i
monitoringu pacijenata sa AAA (27).

Statistickom analizom gustine inflamatornih ¢elija, u nasem
istraZivanju pokazali smo da je upalni infiltrat daleko
ekstenzivniji na uzorcima tkiva AAA, u odnosu na tkiva kontrolne
aorte. To potvrduje nasu hipotezu da ateroskleroza nije jedini
proces koji zahvata vaskularni zid AAA, odnosno da nivo
inflamacije koji se zapaZa u procesu ateroskleroze, ne odgovara
onom u vaskularnom zidu kod AAA. Nalaz daleko ekstenzivnijeg
zapaljenja u vaskularnom zidu AAA, u odnosu na vaskularni zid
aorte sa prisutnom aterosklerozom bez aneurizme, kao i
¢injenica da svega 9-16% osoba sa aterosklerozom aorte razvije
aneurizmatsku bolest (28, 29), samo su neki od argumenata koji
idu u prilog tome da tradicionalna teorija predloZena prije vise
od pola vijeka (30) nije tacna. Ova teorija sugerisala je da se AAA
razvija kao patoloski odgovor na prisustvo aterosklerotske lezije,
a remodelovanje matriksa odvija sa ciljem da normalizuje
dijametar arterijskog lumena i shear stres (31). Ova teorija

TLOs, s obzirom na prisustvo, antigen-prezentujucih i efektorskih tako?‘e nye kObJ":ﬁmIa" prisustvo  inflamatornog infiltrata,
celija, Cini se da TLO igraju vaznu ulogu u imunoloskim zapazenog tokom biopsija.

reakcijama i uticu na tok bolesti. Pretpostavlja se da stvaranje
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Alternativna teorija sugerisala je da se AAA i ateroskleroza,
javljaju nezavisno jedna od druge. Zajednicki faktori rizika mogu
da promovisu nastanak ateroskleroze i aneurizme, ali da je
mehanizam razvoja ova dva entiteta razlicit (32).

Na animalnim modelima, takode, nije dokazana jaka
povezanost izmedu ateroskleroze i formiranja AAA (33).
Zivotinje kod kojih je ateroskleroza indukovana dijetetskim ili
genetickim metodama, rijetko razvijaju AAA. | obrnuto,
dokazano je da intraluminalna infuzija elastaze ili adventicijalna
aplikacija kalcijum-hlorida, na animalnim modelima, moze
dovesti do formiranja AAA i u odsustvu ateroskleroze (34).

Cak, prema nekim istraZivanjima, ateroskleroza je posledica
aneurizmi abdominalne aorte, jer se aneurizmatska dilatacija
ponasa kao svaka hroni¢na trauma koja stimulise proliferaciju
glatkih misi¢nih éelija i dovodi do pojave aterosklerotskog plaka
(32). Medutim, po toj teoriji bi ateroskleroticni plak trebalo da
bude izrazeniji na velikim nego na malim aneurizmama, ali takvo
pravilo u praksi nije zapazeno. Dakle, za sada se Cini jasnim, da
u najve¢em broju slucajeva aneurizmatske bolesti abdominalne
aorte, postoji tijesna veza sa aterosklerozom, ali je i tada pitanje
uzroka i posledice ove dvije pojave jos uvijek otvoreno.

Kao ni kod ateroskleroze, okidac¢ inflamacije kod AAA nije
jasan. Obogacenost intraluminalnog tromba neutrofilima i
potencijalni efekat doksiciklina na usporavanje rasta aneurizme
(35), sugerisali su na uc¢esce nekog egzogenog slabog patogena.
Prva ispitivana bakterija u patogenezi AAA, bila je Chlamydia
pneumoniae (36), gdje infekcija direktno (37) ili indirektno
(preko lipopolisaharida) (38) ili antitijela (39) doprinosi progresiji
AAA.

U novije vrijeme predloZen je koncept autoimunosti u osnovi
patogeneze AAA (11). Prema ovom konceptu, pretpostavlja se
da slom regulatornih mehanizama i gubitak imunoloske
tolerancije uopste, uslovljava pokretanje imunog odgovora na
sopstvene antigene. Molekularna mimikrija je drugi mehanizam
koji moZze biti odgovoran za zapocinjanje autoimunog odgovora
i patogenezu AAA. Molekularna mimikrija podrazumjeva
postojanje  zajednickog  antigenog epitopa izmedu
mikroorganizma (virusa ili bakterije) i domacina. Imunoloski
odgovor usmjeren protiv mikroorganizma, zbog molekularne
mimikrije, sopstvene antigene prepoznaje kao strane (27).

U nekim istraZivanjima angiotenzin Il, koji je glavni efektorski
peptid u sistemu renin-angiotenzin, smatra se jednim od faktora
koji indukuje inflamaciju aortnog vaskularnog zida aorte, kroz
povecanje broja leukocitnih adhezionih molekula i hemokina
(40). Brojni dokazi podrzavaju ovu teoriju. Ekspresija receptora
za angiotenzinogen i angiotenzin Il, je pove¢ana kod aneurizmi,
u poredenju sa zdravom ili ateroskleroticnom aortom (41).
Prikazano je na animalnim modelima da egzogeni angiotenzin
Il stimuliSe, a delecija AT1 inhibiSe razvoj aneurizme (42).
Takode, primjena ACE inhibitora prevenira progresiju bolesti,
dok se efekat AT1 inhibitora jos uvijek ispituje (43).

Eksperimentalna subkutana administracija angiotenzina Il, kod
miSeva indukuje degradaciju elastina i kolagena, Ciji raspadni
produkti dovode do privlac¢enja cirkulisuéih inflamatornih ¢elija,
kao Sto su makrofazi i limfociti. Celularne promjene ukljucuju
ranu makrofagnu infiltraciju, Sto se dokazuje pojacanom
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ekspresijom CD68 imunoreaktivnih celija u ovom regionu (40,
41).

Zakljucak

Inflamatorni infiltrati koji prozimaju i mediju i adventiciju
vaskularnog zida AAA daleko su ekstenzivniji u uzorcima
aterosklerotske AAA u odnosu na kontrolne uzorke aorte, sto
ukazuje na to da ateroskleroza nije jedini patoloski proces koji
dovodi do ostecenja vaskularnog zida abdominalne aorte i
pojave aneurizme.
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